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Resumo

Braga, A. A. Analise de miRNoma em sangue periférico de individuos com
obesidade e resisténcia a insulina. 2018. 127 f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Séo Paulo, S&do Paulo,
2018.

INTRODUCAO: A obesidade é uma doenca multifatorial associada com alto
risco de desenvolver resisténcia a insulina (RI), diabetes melito tipo 2 (DT2),
sindrome metabdlica (SM) e doencas cardiovasculares (DCV). Os mecanismos
moleculares da fisiopatologia das doencas metabdlicas ndo sdo totalmente
compreendidos, emergindo a necessidade de novas estratégias. As
modificagdes epigenéticas, especialmente os miRNAs, podem representar uma
importante ferramenta, uma vez que sao relacionados com o desenvolvimento
de diversas doencas complexas, como as metabdlicas. OBJETIVO: Avaliar o
perfil de expressédo de miRNAs séricos de individuos com obesidade, sindrome
metabdlica e resisténcia a insulina e sua relagdo com 0S mecanismos
moleculares envolvidos nas suas fisiopatologias. CASUISTICA E METODOS:
O estudo foi realizado no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC) e no
Hospital Universitario da Universidade de Sédo Paulo (HU/USP). Um total de
233 individuos foram distribuidos em trés grupos: peso normal (n=47),
sobrepeso (84) e obesos (102), de acordo com seu indice de massa corporea
(IMC). Os mesmos pacientes também foram re-classificados em com SM
(n=89) e sem SM (n=144) de acordo com recomendacdes da Federacao
internacional de Diabetes e em com RI (n=123) e sem RI (n=110). As
informacdes biodemograficas e amostras de sangue foram coletadas para
testes laboratoriais clinicos e andlises de perfis de expressdo de miRNA pela
PCR array (372 alvos). Analises in silico com a ferramenta Ingenuity Pathway
Analysis (IPA) foi realizada para integracdo do perfil de miRNAs e seus genes
alvos com doencas metabdlicas. RESULTADOS: Os pacientes obesos e com
RI, apresentaram aumento similar das concentragdes de marcadores dos
perfis lipidico, glicidico e inflamatério quando comparado com individuos com
peso normal e sem RI. O perfil de miRNAs dos grupos obesos e com RI
mostrou que o miR-346 (p=0,010; p=0,019), 483-5p (p=0,034; p=0,020), 296-
3p (p=0,010; p=0,008), 1224-3p (p=0,044; p=0,012) e 95-3p (p=0,003;
p=0,019) foram expressos similarmente nestes pacientes quando comparados
a seus respectivos controles. Estes miRNAs, por predicdo in silico,
desempenham um importante papel na regulacdo de vias metabdlicas
associadas a doencas hepdticas gordurosas, inflamacdo, DCV e doencas
metabdlicas. Na SM, o grupo portador da doenca apresentou altas
concentracdes de marcadores do perfil lipidico, glicidico e inflamatorio. O
perfil de expressdao de miRNA indicou uma expresséo reduzida do miR-183-5p
(p=0,008) e miR-301a-3p (p=0,007) e aumentada do miR-542-5p (p=0,003),
miR-424-3p (p=0,040), miR-326 (p=0,037), miR-421 (p=0,023) e miR-574-3p
(p=0,001) no grupo SM comparado ao sem SM. A anadlise de regressao linear
multipla stepwise indicou que a expressao aumentada do miR-421 explica em
22,5% o aumento da associagao de Hb1lAc, LDL-C, PAI-1, HOMA-IR, glicose e
insulina (p <0,001, p=0,014, p=0,009, p <0,001, p=0,001 e p=0,007,
respectivamente). Além disso o miR-421 foi predito in silico estar associado
com a regulagdo de 11 mRNA alvos envolvidos em vias regulatérias de
doencas como infarto do miocardio, obesidade, diabetes melito, esteatose
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hepatica, tolerancia a glicose, disturbio do metabolismo da glicose,
hiperglicemia e resisténcia a insulina, bem como atua em vias regulatérias da
resposta inflamatoria, sendo associado com a variabilidade na quantidade de
citocinas, massa do tecido adiposo e quantidade de leptina no sangue.
Mediante a relagdo do miR-421 com a homeostase da glicose, sua expressao
foi testada em pacientes com RI e interessantemente se manteve aumentada
nesses pacientes em comparacéo com os sem Rl (p=0.014). CONCLUSOES:
Os miR-346, miR-483-5p, miR-296-3p, miR-1224-3p e miR-95-3p podem ser
considerados potenciais biomarcadores como preditores de DCV em pacientes
obesos e resisténcia a insulina e 0 miR-421 um potencial biomarcador precoce
de predicao de risco de DCV em pacientes com sindrome metabdlica.

Palavras-chave: miRNAs, obesidade, insulina, metabdlicas, inflamacéao.



Abstract

Braga, A. A. Analysis of miRNA in peripheral blood of the individual with
obesity and insulin resistance. 2018. 127 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2018.

BACKGROUND: Obesity is a multifactorial disease associated with high risk of
developing insulin resistance (IR), Diabetes mellitus type 2 (DT2), metabolic
syndrome (MetS) and cardiovascular disease (CVD). Molecular mechanisms of
metabolic diseases’ pathophysiology are not fully understood, emerging the
need for new strategies. Epigenetic modifications, especially miRNAs, may
represent an important tool, since they are related to the development of
several complex diseases, such as those metabolic. OBJECTIVE: Evaluate
miRNA-derived serum expression profile in individuals with obesity, MetS and
IR and their relationship with molecular mechanisms involved in the metabolic
disease pathophysiology. MATERIAL AND METHODS: The study was
conducted at the Dante Pazzanese Institute of Cardiology (IDPC) and at
University Hospital of the University of Sdo Paulo (HU/USP). Two hundred
thirty-three subjects were distributed into three groups: normal weight (n = 47),
overweight (n=84) and obese (n=102), according to their body mass index
(BMI). The same patients were also re-classified as MetS (n=89) and Non-MetS
(n=144) according to recommendations of the International Diabetes Federation
and in IR (n=123) and Non-IR. Biodemographic data were registered and blood
samples were collected for clinical laboratory tests and miRNA expression
profiles by PCR array (372 targets). In silico analysis using Ingenuity Pathway
Analysis (IPA) tool was performed to integrate the miRNA profile and their
target genes with metabolic diseases. RESULTS: Obese and IR patients had
similar increases in the concentrations of lipid, glucose and inflammatory
markers when compared to individuals with normal weight and without IR,
respectively. miRNA profile of obese and IR groups showed that miR-346 (p =
0.010, p = 0.019), 483-5p (p = 0.034, p = 0.020), 296-3p (p = 0.010, p = 0.008),
1224-3p (p = 0.044, p = 0.012) and 95-3p (p = 0.003, p = 0.019) were similarly
expressed in these patients in comparison to their respective controls. These
miRNAs, by in silico prediction, play an important role in the regulation of
metabolic pathways associated with fatty liver diseases, inflammation, CVD and
metabolic diseases. In MetS, patients diagnosed with the disease showed high
concentrations of lipid, glycogen and inflammatory markers. The miRNA
expression profile indicated a reduced expression of miR-183-5p (p=0.008) and
miR-301a-3p (p=0.007) and increased miR-542-5p (p=0.003), miR- 3 (p=0.040),
miR-326 (p=0.037), miR-421 (p=0.023) and miR-574-3p (p=0.001) in the MetS
group compared to Non-MetS. Stepwise multiple linear regression analysis
indicated that increased expression of miR-421 explain in 22.5% increased of
HblAc, LDL-C, PAI-1, HOMA-IR, glucose and insulin (p<0.001, p=0.014,
p=0.009, p<0.001, p=0.001 and p=0.007, respectively). In addition the miR-421
was predicted in silico to associated with regulation of eleven mRNA of gene
targets involved in regulatory pathways of diseases such as myocardial
infarction, obesity, diabetes mellitus, hepatic steatosis, glucose tolerance,
glucose metabolism disorder, hyperglycemia and insulin resistance, as well
inflammatory response and is also associated with variability in the amount of



cytokines, adipose tissue mass and amount of leptin in the blood. Due the
relationship of miR-421 with glucose homeostasis, the miRNA expression was
tested in patients with IR. Interestingly, miR-421 remained increased in these
patients compared to those without IR (p = 0.014). CONCLUSIONS: The miR-
346, miR-483-5p, miR-296-3p, miR-1224-3p and miR-95-3p may be potential
biomarkers to predict CVD in obese and IR patients, while the miR-421 is a
potential biomarker to predict CVD in MetS patients.

Key Words: miRNASs, obesity, insulin, metabolic, inflammation.
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1. INTRODUGAO
1.1 Epidemiologia

A obesidade é uma doenca multifatorial, definida como excesso de
gordura corporal, resultante do desequilibrio crénico entre consumo alimentar e
gasto energético, e representa alto risco para saude por predispor a resisténcia
a insulina, diabetes melito tipo 2 (DM2), bem como a sindrome metabdlica com
consequente aumento no risco de DCV e morte (Nguyen et al.,, 2008;
Constantin et al., 2010; Cristovao et al., 2011; Farooqi, 2011). Particularmente
a relacdo entre obesidade com o DM2, pode ser relacionado ao perfil de
secrecao hormonal e fungcédo enddcrina alterados dos adipdcitos de individuos
obesos, resultando no aumento da liberacdo de adipocinas e moléculas pro-
inflamatorias, como fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6),
que desempenham um importante papel na inducédo de resisténcia a insulina
(Sell et al., 2006).

O aumento da prevaléncia da obesidade representa grande ameaca
para a saude publica no mundo, por causa das comorbidades associadas,
incluindo principalmente a DM2 e DCV, que elevam as despesas e 0s gastos
com a manutencao da saude dos pacientes (James, 2008; Farooqi, 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a
obesidade representa um dos maiores problemas de salde publica no mundo
(Barroso et al., 2017). Dados do ano de 2016 indicaram que mais de 1,9 bilhdo
de adultos, com idade superior a 18 anos, foram diagnosticados com excesso
peso, e destes, 650 milhdes foram obesos (indice de Massa Corpérea (IMC) >
30kg/m?). Estima-se ainda que, atualmente, 41 milhdes de criancas com idade
inferior a 5 anos estdo acima do peso ou obesos (WHO, 2018).

Nos Estados Unidos, em um estudo realizado pelo National Health
and Nutrition Examination Statistics (NHANES), constatou-se que mais de um
terco (34,9%) da populacdo adulta do pais é obesa, afetando 56,6% mulheres
e 37,1% homens (Ogden et al., 2014). Esse estudo também revelou que a
prevaléncia da obesidade foi maior entre os negros nao hispanicos (47,8%) e
hispanicos (42,5%) (Ogden et al., 2014).

Em outro estudo realizado com populacdo adulta, no continente
europeu, mostrou que houve aumento da frequéncia de individuos obesos. Nos

homens, a prevaléncia, entre 1990 e 2008, passou de 4,0% para 28,3% e, nas

21



mulheres, de 6,2% para 36,5%. Esse aumento dos casos com obesidade foi
mais significativo na Itdlia e na Espanha, onde a ocorréncia foi maior que
25,0%, em ambos o0s sexos, enquanto em Portugal, na Republica Tcheca e na
Albania ocorreu, principalmente, nas mulheres. Os paises do leste europeu e
0s mediterraneos mostram maior prevaléncia de obesidade quando
comparados aos paises do oeste e do norte europeu (Berghoefer et al., 2008).
Na Unido europeia, estima-se um aumento do numero de criangas com
sobrepeso de 1,3 milhdes por ano (Raj e Kumar, 2010).

Pesquisas realizadas em dois grandes paises asiaticos, Coreia
(Korea National Health and Nutrition Examination Surveys — KNHANES) e
China (China Health and Nutrition Survey — CHNS) mostraram que a obesidade
pode estar afetando cerca de 32,0% e 21,1% dos habitantes, respectivamente.
Além disso, nos ultimos 10 anos, o niumero de obesos quase dobrou (Du et al.,
2013; Kim et al., 2014).

No continente africano, foi observado que a prevaléncia de
sobrepeso € maior nas areas urbanas do que nas rurais e esta correlacionada
positivamente com a idade e o nivel educacional (Van Der Merwe e Pepper,
2006). De acordo com a OMS, o numero de criancas africanas que estdo com
sobrepeso ou obesidade quase dobrou, passando de 5,4 milhdes em 1990
para 10,6 milhdes em 2014 (WHO, 2016).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude, o levantamento feito em
2017 sobre a prevaléncia da populagdo com sobrepeso e obesidade, indicou
eu em média 1 em cada 5 individuos (18,9%) sdo obesos e que mais da
metade da populacdo das capitais brasileiras (54,0%) estdo com excesso de
peso (VIGITEL, 2018). A Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF), realizada
pelo IBGE no periodo de 2008 a 2009, mostrou que o excesso de peso afetava
50,1% dos homens e 48,0% das mulheres, sendo que, desses grupos, a
obesidade atingiu 12,4% dos homens e 16,9% das mulheres adultas na
populacao brasileira (IBGE, 2011).

Os dados apresentados pelo IBGE traduzem a urgéncia de se
pensar politicas publicas adequadas a prevencéao e tratamento do sobrepeso e
obesidade (IBGE, 2015), indicando a necessidade de melhor compreender a

fisiopologia para buscar novos diagndsticos e tratamentos para obesidade.
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1.2 Tecido adiposo como 6rgéao secretor

O tecido adiposo € um o6rgdo envolvido na secrecdo, producédo e
liberacdo de vérios fatores peptidicos e ndo-peptidicos. Nesse contexto,
estudos tem se atentado em investigar os principais mecanismos moleculares e
hormonais e a inter-relacdo destes com o sistema nervoso central (SNC),
visando entender a regulagéo entre o consumo e 0 gasto energético (Tschop e
Morrison, 2001; Do Prado et al., 2009; Perry e Wang, 2012).

No SNC, a regido responsavel pela regulacdo do apetite é o
hipotalamo, onde ocorre o processo homeostatico (Murphy e Bloom, 2004;
Perry e Wang, 2012). No hipotalamo funciona a regulacdo central de quanto é
consumido de energia e do que é gasto pelo organismo, recebendo
informacdes a respeito do balanco energético, através de sinais neuronais e
hormonais que partem de diferentes regibes (nucleos) dentro do proprio
hipotadlamo, particularmente dos nucleos ventromedial, paraventricular e
arqueado, e da area hipotalamica lateral (Xu et al., 2003).

Esses neuropeptidios podem estimular (orexigenos) ou inibir
(anorexigenos) a ingestdo de alimentos e atuam por mediagcdo de receptores
especificos localizados no hipotalamo. A pro-opiomelanocortina (POMC) e o
transcrito regulado por anfetamina e cocaina (CART) sdo anorexigenos (Arora
e Anubhuti, 2006; Korner, Inabet, et al., 2009), enquanto que 0 neuropeptideo
Y (NPY), o peptideo agouti-relacionado (AgRP) e as orexinas sdo importantes

orexigenos (Figura 1) (Arora e Anubhuti, 2006).
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Figura 1 — Circuito de retroalimentacdo entre a concentracdo sérica de
leptina e a regulacdo do estimulo para a ingestdo de alimentos e do gasto
energético. A — Mostra que, quando a ingestdo de alimentos excede o gasto
energético, a concentracdo de leptina aumenta, levando a diminuicdo da
sintese de NPY e AgRP e ao aumento de POMC e CART no nucleo arqueado
(hipotalamo), cuja consequéncia é a diminuicdo da ingestdo de alimentos e o
aumento do gasto de energia, a fim de reduzir o balanco energético positivo e,
assim, manter o peso estavel. B — llustra situacdo oposta a anterior, quando a
ingestao de energia ndo consegue suprir a necessidade do gasto de energia, 0
que implica em aumento do estimulo para a ingestdo de alimentos e reducéo
do gasto energético. Nota-se que as consequéncias fisiologicas ilustradas no
quadro B sdo muito maiores que as da situacdo A, ou seja, as repercussdes no
organismo, quando o balanco energético esta negativo, ndo sdo apenas 0
inverso que no quadro A, mas, também, implicam estimulos muito mais
intensos. Abreviaturas: NPY — neuropeptideo Y; AgRP — proteina relacionada a
agouti; POMC - pré-opiomelanocortina; CART - transcrito regulado por
cocaina e anfetamina. Adaptado de Donato Junior, Pedrosa e Tirapegui (2004)

Os peptideos bioativos secretados pelo tecido adiposo compartilham
ainda propriedades estruturais, como as citocinas, sendo a maioria delas
produzida e secretada pelo tecido adiposo e denominada genericamente

“adipocinas” (Lafontan, 2005). Entre as diversas adipocinas secretadas pelo
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tecido adiposo, destacam-se a leptina, a adiponectina, a adipsina, a(Junior et
al., 2004) resistina, o TNF-a, o PAI-1, as interleucinas 13, 6 € 8 (IL-1B3, 6 € 8), 0
fator 1 de crescimento insulina-simile (IGF-1), a MCP-1 e a visfatina. Exceto a
adiponectina, a producéo e a secrecao desses diversos fatores se intensificam
com a obesidade (Frihbeck et al., 2001).

A leptina por exemplo € um horménio peptidico com peso molecular
de 16kDa, que apresenta uma estrutura tercidria semelhante a alguns
membros da familia das citocinas. E produzida principalmente pelos adipécitos
ou pelas células gordurosas, sendo que sua concentracdo varia de acordo com
a quantidade de tecido adiposo (Trayhurn e Wood, 2004).

Os mecanismos do desenvolvimento da obesidade tornaram-se mais
claros apos a clonagem do gene da leptina, em 1994, realizado pelo grupo do
Dr. Friedman, da Rockfeller University. Esta informacdo desencadeou uma
verdadeira revolucdo na compreenséao na fisiopatologia da obesidade (Zhang et
al.,, 1994). A leptina tem, entre suas acles, a ativacdo de receptores
hipotalamicos, inibindo a secrecdo do neuropeptideo Y (NPY), diminuindo o
apetite e aumentando a termogénese pela ativacdo do sistema nervoso
simpatico (Marchi-Alves et al., 2010).

No entanto, o controle da saciedade ocorre pela liberacédo de outros
horménios, além da leptina, como aqueles produzidos pelas células do trato
gastrointestinal. A grelina por exemplo € hormonio produzido pelas células
epiteliais estomacais em resposta ao estado nutricional ou a entrada de
alimento no estdbmago. A concentracdo de grelina plasméatica aumenta durante
a ingestéo de alimento e diminui no final do periodo absortivo, sendo o primeiro
sinal que comunica ao cérebro a ingestdo de alimento, através do estimulo
para producdo dos orexigenos NPY e AgRP no nudcleo arqueado (ARC)
(Murphy et al., 2006; Klok et al., 2007).

A adiponectina por sua vez é uma adipocinas quem também se
relaciona com o perfil inflamatério em individuos obesos, sendo secretada
exclusivamente pelo tecido adiposo (Scherer et al.,, 1995); tem papel na
regulacdo da homeostase da energia e funciona em combinagédo com a leptina
(Yamauchi et al., 2001). A concentragao circulante dessa adipocina encontra-
se diminuida na obesidade, no DM2 e na resisténcia a insulina (Weyer et al.,

7

2001). A adiponectina, portanto, é um fator de protecdo contra as doengas
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desenvolvidas em resposta ao aumento da adiposidade, inflamacdo e
resisténcia a insulina, como a sindrome metabdlica (Halberg et al., 2008).

Outra adipocina importante é a resistina, uma proteina também
muito utilizada para avaliacdo da obesidade em varias pesquisas (Silha et al.,
2003; Gdursoy et al., 2012; Stepien et al.,, 2012), sendo recentemente
descoberta em ratos e expressa nos adipécitos, como um antagonista a acao
da insulina, ligando, dessa maneira, a obesidade com o diabetes (Steppan et
al., 2001). Sua fungao pode estar relacionada com a homeostase da glicose e a
resisténcia a insulina em individuos diabéticos (El-Shal et al., 2013). Estudo
realizado com pacientes apresentando obesidade morbida, a resistina foi
positivamente relacionada com IMC elevado dos pacientes estudados (Vendrell
et al., 2004).

Devido a producéo destas adipocinas e de fatores inflamatérios pelo
tecido adiposo, a obesidade é considerada doenca crbénica, acompanhada por
processo inflamatério de baixo grau, que estd associado a varias outras
doencas, em particular as disfunc6es metabdlicas (Mello et al., 2006; Hossain
et al., 2007; Shuldiner, 2008). Portanto é emergente a melhor compreenséao
dos mecanismos que associam a obesidade com as doencas metabdlicas e

inflamatorias.

1.3 Obesidade, sindrome metabdlica, resisténcia a insulina e inflamacéao

A obesidade é uma doenca inflamatéria cronica de baixo grau
(Yudkin et al., 1999; Das, 2001; Festa et al., 2001; Engstrom et al., 2003). Essa
afirmacdo € suportada pelas alteracdes nas concentracbes dos marcadores
inflamatérios circulantes, que estdo aumentados, na obesidade - estes
marcadores incluem IL-6, TNF-a, proteina C-reativa (PCR) e outros (Das, 2001;
Bull6 et al., 2003).

No entanto, esse conceito tem origem no fato de que as
concentracdes circulantes de muitas citocinas e proteinas de fase aguda a
inflamacéo, apresenta-se elevado em pacientes obesos (Do Prado et al., 2009).
Os adipdcitos, sdo responsaveis por secretarem varias citocinas e proteinas de
fase aguda que, direta ou indiretamente, elevam a producédo e circulagdo de
fatores relacionados com a inflamacéo (Bull6 et al.,, 2003; Trayhurn et al.,
2007).
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Existem evidéncias demonstrando que o estado inflamatério pode
ser decorrente da resisténcia a a¢do da insulina e outras desordens associadas
a obesidade, como hiperlipidemia e sindrome metabdlica (Yudkin et al., 1999).
Além disso, os componentes da sindrome metabdlica como resisténcia a
insulina e dislipidemia e suscetibilidade e desenvolvimento da obesidade ainda
tem sido associada a variacdo individual e a fatores genéticos/epigenéticos
(Herrera et al., 2011).

A sindrome metabdlica €é complexo de fatores de risco
interrelacionados para doenca cardiovascular e DM2, representados por
hiperglicemia, hipertenséo, dislipidemia e obesidade abdominal, que implicam
risco aumentado para doenca cardiovascular e mortalidade por todas as
causas (Souza et al., 2015).

Particularmente na obesidade, ocorre uma hipertrofia do tecido
adiposo, com aumento significativo da infiltracdo de macroéfagos ativados,
aumentando assim a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias. Esses fatores
exercem acles paracrinas, que perpetuam a inflamacao local, gerando a¢cdes
enddcrinas que induzem a resisténcia a insulina e a disfuncdes vascular e
cardiaca (Figura 2) (Permana et al., 2006; Tilg e Moschen, 2006).

O excesso de gordura, principalmente abdominal, é responsavel
pelo desenvolvimento de diabetes, intolerancia a glicose e outras doencas
cronicas. O ganho de peso na vida adulta (na faixa de 5% do peso) também
esta relacionado a ocorréncia de hipertensédo, dislipidemia e hiperinsulinemia
(Sartorelli e Franco, 2003). Ha evidéncias de que o estado inflamatério da
obesidade pode ser decorrente da resisténcia a insulina, hiperlipidemia e
sindrome metabdlica (Do Prado et al., 2009).

Nesse sentido, o DM2 é uma das comorbidades mais associada a
obesidade e estima-se que sua prevaléncia aumente de 2,8% para mais de
4,4% até 2030 (Steemburgo et al., 2009). Diversos estudos ja relataram que o
excesso de peso € um fator de risco estabelecido para DM2 (Pinkney, 2002;
Daousi et al., 2006; Gregg et al., 2007).
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Figura 2 — Anormalidades dos adipécitos na obesidade e papel pré-
aterogénico da adiposidade. O ganho de peso progressivo leva a hipertrofia
dos adipdcitos e ao estado pré-inflamatério, com aumento da ativacdo dos
macréfagos, secrecdo de quimiocinas e citocinas e dano endotelial. RE —
reticulo endoplasmatico; IKKB — IkappaB quinase; IL — interleucina; JNK — c-
Jun N-terminal quinase; MCP — proteina de quimioatracao de mondcitos; SAA —
amiloide sérica; TLR — receptor toll-like; TNF — fator de necrose tumoral.
Adaptado de Sanz, Moreno e Fuster (2008)

Nosso grupo durante anos vem estudando a obesidade, resisténcia
a insulina e dislipidemia, buscando demonstrar a relacdo genética com essas
doencas (Tavares et al., 2005; Hinuy et al., 2008). Em estudo publicado pelo
NossoO grupo, observou-se que a variante LEP 3’'HVR foi associada com
obesidade e leptina plasmética aumentada, em amostra de nossa populacdo
(Hinuy et al., 2010).

O mecanismo que explica a relagao entre obesidade e DM2 ampara-
se no fato de os adipocitos de individuos obesos apresentarem perfil de
secrecdo e funcéo enddcrina alterados, resultando no aumento da liberagédo de
adipocinas e moléculas pro-inflamatoérias, como TNF-a e IL-6 (Sell et al., 2006),
fazendo com que haja disfuncdo nas células-p pancreaticas, causando uma
falha na liberacdo da insulina e aumento nas concentracbes sanguineas de
glicose (Kahn et al., 2006). Essa disfungao das células B representa uma
possivel ligacdo entre a obesidade e DM2 (Eckel et al., 2011).

28



Algumas moléculas, como as adipocinas apresentam um papel
importante no processo inflamatério da obesidade, por serem altamente
diversificadas em termos de estrutura proteica e funcdo fisiolégica. Elas
incluem citocinas classicas, fatores de crescimento e proteinas sistémicas
complementares; também proteinas envolvidas na regulacdo da pressao
arterial, homeostase vascular, metabolismo lipidico, glicidico e angiogénese
(Do Prado et al., 2009).

Em relagcdo as citocinas, sdo hormonios proteicos tipicamente
conhecidos como mediadores e reguladores de respostas imunes e
inflamatérias (Kelly, 2001). Outros efeitos, funcionando como sensores do
balanco energético, tém sido atribuidos as citocinas (Wajchenberg, 2000).
Dentre todas as adipocinas relacionadas com processos inflamatorios, sem
duavida, a IL-6, o TNF-a, a leptina e adiponectina s&o as que mais destacam-se
na literatura (Do Prado et al., 2009).

Apesar do conhecimento pré-existente sobre a biologia do tecido
adiposo, a busca de mecanismos moleculares emerge como uma importante
ferramenta para o entendimento da fisiopatologia do aumento de massa gorda
e as complicacdes relacionadas a obesidade. Estudos apontam que fatores
genéticos, assim como sua interacdo com fatores ambientais e estilo de vida,
tem um papel importante no desenvolvimento da obesidade (Korner, Woods, et
al., 2009; Hruby e Hu, 2015; Yanovski e Yanovski, 2018).

No entanto, a contribuicAo genética explica somente parte da
herdabilidade da obesidade e suas complicacdes, sugerindo que modificacbes
epigenéticas podem contribuir para melhor elucidar a fisiopatologia da
obesidade. As modificacBes epigenéticas tém um papel crucial na regulacao da
expressdo (@énica, Iintegridade genOmica e desenvolvimento evolutivo.
Consistem em alteracdes herdaveis e reversiveis que ocorrem através de
mecanismos moleculares independentes da sequéncia de DNA, como a
metilacdo do DNA e os pequenos RNAs (Lowdon et al., 2016). Especialmente
os microRNAs (miRs) tem emergido como potencial nova ferramenta da
biologia molecular na busca de uma melhor elucidacdo dos mecanismos

fisiopatoldgicos da obesidade e de suas complicacdes.
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1.4 Epigenética na obesidade, sindrome metabdlica e resisténcia a
insulina

Nos ultimos anos, novas evidéncias reforcam a importancia dos
estudos epigendmicos, os quais envolvem a avaliacdo da metilacdo de DNA,
da acetilacdo de histonas e da expressao de microRNAs, principalmente do
perfil de expressdo global de microRNAs (miRNoma) na busca de novos
mecanismos de controle poés-trancricional, assim como a sua participacdo no
desenvolvimento de muitas doencas. Os miRNAs sdo candidatos a estarem
envolvidos em doencgas complexas, como a obesidade e resisténcia a insulina,
por terem como alvo multiplos miRs, os quais podem ser desestabilizados por
um unico miRNA. Embora pouco se saiba sobre o envolvimento deles no tecido
adiposo, sabe-se que sdo reguladores do desenvolvimento dos adipdcitos e
estdo diferentemente expressos em pacientes sadios e obesos (Xie et al.,
2009).

Os miRs sdo moléculas de pequenos RNAs nado codificante, os
quais sdo compostas por cerca de 22 nucleotideos, que foram descobertos
pela primeira vez em Caenorhabditis elegans no inicio da década de 1990 (Lee
et al., 1993). Os miRs desempenham importante papel em reprimir a expressao
do gene alvo a nivel pés-transcricional (Figura 3) (Van Rooij et al., 2012).

A transcricdo de miRs das suas sequéncias genémicas é controlada
pelo complexo de RNA polimerase Il e por fatores de transcricdo presentes no
nacleo (Luo et al., 2015). Os nucleotideos dos transcritos primarios dos miRs
(pri-miRs) formam estruturas secundarias como as regides “stem”, em que dois
segmentos de RNA com bases complementares sdo pareados, e as regides
“loop”, nas quais os pares de bases ndo sao complementares, constituindo,
assim, alcas circulares (stem-loop). Trés tipos de miRs podem ser identificados
de acordo com a localizacdo genbmica das suas sequéncias primarias de
codificagdo: miRs intergénicos, miRs intrdnicos e miRs exdnicos. Os MiRs
intergénicos tem seus proprios promotores para a transcricdo direta das suas
sequéncias de pri-miR, a transcricdo de miRs intrénicos e exdnicos € regulada
pelos promotores dos seus genes hospedeiros (Luo et al., 2015).

No nucleo, os pri-miRs sdo processados por clivagem
endonucleolitica gerando estruturas designadas como miR precursores (pré-

miR). O processamento dos pré-miRs para sequéncias de miRs intergénica &
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mediado pela ribonuclease 3 (uma RNase tipo Ill, chamada de Drosha),
enquanto que o processamento de miRs intronicos e exonicos geralmente
requer a modulacdo adicional por splicing. Um subtipo de miRs intrénicos,
chamado 'mirtron’, produz seus pré-miRs de uma maneira independente de
Drosha usando apenas o splicing (Berezikov, 2011). O pré-miR gerado é
exportado para o citoplasma por meio da proteina transportadora exportina-5
(Dangwal e Thum, 2012; Luo et al., 2015). No citoplasma, os pré-miRs sdo
processados pelo complexo enzimatico Dicer (RNase tipo Ill), que remove a
alca na estrutura stem-loop, resultando na formacdo de um duplex de miR.
Este duplex de miR € incorporado ao Complexo de Silenciamento Induzido por
RNA (RISC), no qual as duas fitas de miR sao separadas. Uma destas fitas
permanece associada ao RISC e constitui o miR maduro, ao passo que a fita
complementar pode sofrer degradacdo (Dangwal e Thum, 2012; Luo et al.,
2015).

Os miRs maduros atuam regulando os varios processos celulares,
como apoptose, proliferacdo e diferenciacdo, estando ainda associados ao
acometimento de diversas doencas, pois regulam negativamente a expressao
génica por ligar-se nas sequéncias complementares do RNAs mensageiros
(mRNA), induzindo a desestabilizacdo ou degradacdo do mRNA, bloqueando a
etapa de traducao (Luo et al., 2015).

Diversas funcdes tém sido atribuidas aos miRs, como diferenciacéo,
proliferacdo e morte celular, desenvolvimento embridénico, metabolismo e
regulacdo dos processos bioquimicos (Bushati e Cohen, 2007). Evidéncias
sugerem que disfuncdes nos mecanismos de expressdo de miRs contribuem
significativamente na patogénese de diversas doencas, incluindo o cancer
(Visone e Croce, 2009).

Os miRs também modulam a resposta imune inata e adaptativa
contra diversos patdgenos. Portanto, podem influenciar na resposta
inflamatoria e na progressao das infec¢des (Ma, F. et al., 2011).

O genoma humano codifica mais de 2000 miRs, 0s quais estariam
envolvidos na regulacdo de aproximadamente 20 a 30% dos mRNAs (Ha,
2011). Estudos indicam que um unico mRNA pode ser regulado por diferentes
miRs, e que um Uunico MiIRNA pode regular distintos mRNAs (Lindow e

Gorodkin, 2007; Baek et al., 2008). Estima-se que, em média, existem cerca de
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500 copias de um unico miRNA por célula, e esse nimero pode chegar a mais
gue 10.000 copias dependendo do tipo celular e do miRNA (Liang et al., 2007).

Aproximadamente 80% dos genes que codificam os miRs estao
localizados em regides intrbnicas e, em tecidos normais, sua expressao esta
associada com a expressao do respectivo gene alvo, apresentando fatores de
transcricdo em comum. O restante é composto por grupamentos de genes de
miRs, que geralmente sao co-expressos, apresentando fatores de transcricao
proprios (Liang et al., 2007; Saini et al., 2007).

Gene de

DGCRS DICER
Pre-miRNA
Caps’ poli(A) /

=5 DICER
Pri-miRNA Duplex
DROSHA - MiRNA:MiRNA* U{]IE[

1
Bloqueio da traduc¢do \ W

DICER
(\ RISC
e ORF T
( DICER )

Figura 3. Biogénese do miRNA e suas vias regulatdrias. A transcricdo do
gene de miRNA pela enzima RNA polimerase |l origina o transcrito priméario de
miRNA (pri-miRNA), que, quando acoplado ao complexo microprocessador, é
clivado pela enzima RNase Ill DROSHA, gerando uma estrutura intermediéria
de aproximadamente 70 nucleotideos, denominada pré-miRNA (precursor de
mMiRNA), que é exportado do ndcleo ao citoplasma e processado pela enzima
DICER, originando transcritos de fita dupla (miRNA:miRNA). A incorporagao
deste duplex miRNA:miRNA ao complexo RISC libera uma das fitas do
transcrito, mantendo apenas a fita madura aderida ao complexo. Assim, o
pareamento perfeito desta sequéncia do miRNA com o mRNA alvo provocara a
degradacdo do mesmo; ja o pareamento imperfeito inibe a maquinaria de
traducao, bloqueando a sintese protéica (Dzik, 2013).

32



Os miRs ligam-se a regiao 3’UTR do mRNA alvo pelo pareamento
de 2 a 7 nucleotideos, em uma regido denominada “seed”. A alteragdo da
expressdo ocorre por diversos mecanismos, seja por inibicdo do inicio da
traducéo, pelo bloqueio do alongamento da cadeia peptidica; pela dissociacéo
prematura da ligacdo ribossomal; pela degradacdo do mRNA (retirada da
cauda poli-A e do ‘cap’); ou pela atividade exonucleotidica 5’ - 3’ (Hu, 2009).
Forman e colaboradores (2008) demonstraram que 0os miRs também podem se
ligar a regides codificantes e na 5’UTR.

O perfil de expressdao de miRNAs pode variar de acordo com 0
estagio e o estado das células presentes em um dado tecido e, por essa razao,
seu estudo pode ter varias aplicacdes, como na classificacdo de tipos de
cancer de origem desconhecida (Pritchard et al., 2012) e como potenciais
marcadores de doencas humanas (Raitoharju et al., 2011). Além disso, estudos
prévios que demonstram a presenca de miRs em fluidos bioldgicos como
plasma e urina, na forma livre e/ou dentro de vesiculas (exossomas), sugerem
gue essas moléculas podem ser utilizadas como biomarcadores nao-invasivos
em diversas patologias (Arroyo et al., 2011; Turchinovich et al., 2011).

Com a descoberta dos miRs, houve a necessidade de adequar os
métodos de estudo de transcritos de forma mais abrangente. Atualmente, além
das tecnologias ja conhecidas como Reacdo em Cadeia pela Polimerase em
Tempo Real Quantitativo (RT-gPCR) e microarranjos de DNA, o
ultrassequenciamento de DNA tem sido uma ferramenta bastante importante
para o estudo do miRNoma. Além da determinacdo do perfil de miRs ja
conhecidos, o ultrassequenciamento possibilita identificar miRs ainda nao
descritos (Pritchard et al., 2012).

As vérias funcdes exercidas pelos miRs na regulacdo simultanea de
diversos mRNA alvos levaram os pesquisadores a deduzir que os miRs
estejam envolvidos principalmente na etiopatogenia de doengas complexas,
como o cancer e doencas metabdlicas (dislipidemia, diabetes, obesidade e
outras) (Xie et al., 2009).

Esau e colaboradores (2004) verificaram que a inibicdo de miR-143
levou a inibicdo da diferenciacdo de cinco marcadores de adipOcitos em mais
de 40%, em células de mamiferos, e que a expressao de miR-143 em pré-

adipocitos 3T3-L1 acelerou a formacdo de adipdcitos, confirmando seu
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importante papel na adipogénese. Porém, os resultados também mostraram
que os miRs com a expressdao aumentada durante a adipogénese nos
camundongos tiveram sua expressdo diminuida em adipdcitos de
camundongos obesos e vice-versa.

Estudos recentes demonstraram também que o0s miRs
desempenham papéis significativos na producéo e secrecao de insulina (Rome,
2013; Wang et al., 2015). Dehwah e colaboradores (2012) identificaram miRs
que estdo desregulados na obesidade e resisténcia a insulina, utilizando
amostras de figado de dois tipos de ratos obesos: ratos ob/ob e ratos com
obesidade induzida por dieta. Os resultados desse estudo mostraram que o
miR-103 e miR-107 sado reguladores negativos da sensibilidade a insulina,
sendo que a expressdo hepatica desses miRs estdo aumentadas em roedores
e seres humanos com resisténcia a insulina, concluindo que o silenciamento do
miR-103/107 em animais obesos melhora a homeostase da glicose (Trajkovski
et al., 2011).

Lin e colaboradores (2009) mostraram que os miR-27a e miR-27b
sdo relacionados com a regulacdo negativa da adipogénese, estando
diretamente envolvidos na regulagdo da expressdo de PPARYy (receptores
ativados por proliferador de peroxissoma do tipo gama), e que a transfeccéo de
ambos miRs em adipdcitos 3T3-L1 de ratos levou a inibicdo na diferenciacéo
de adipdcitos caracterizada pelo blogueio de marcadores de adipogénese.

Estudo recente com 54 pacientes norte-americanos classificados em
controle, obeso e com sindrome metabdlica indicou que os miRs 320a, 197-3p,
23-3p, 221-3p, 27a-3p e 130a-3p foram menos expressos no cenario da
obesidade e principalmente da sindrome metabdlica, quando comparado com o
grupo controle, sugerindo uma correlagdo significativa entre os miRs com o
estado patolégico destas doencas metabdlicas. Além disso, sugeriu-se um
potencial painel de miRNA a ser aplicado como biomarcadores de diagnéstico
da doenca metabdlica, contribuindo na atenuacdo da progressdo da doenca
antes do inicio da irreversibilidade (Goguet-Rubio et al., 2017).

Assim, considerando a importancia dos miRs na regulagcéo de genes
envolvidos em processos celulares relacionados com a obesidade e a
resisténcia a insulina, a analise do perfil de expressdo de miRs poderia

contribuir para o melhor entendimento da fisiopatologia dessas condi¢bes
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clinicas e para a descoberta de novos alvos de terapias baseadas em miRs
(Mcgregor e Choi, 2011).

Este trabalho propde-se estudar o perfil sérico de miRs por PCR
array de individuos obesos e com resisténcia a insulina, afim de avaliar os
mecanismos fisiopatoldgicos que podem estar sob influéncia epigenética, para
possiveis descobertas de novos biomarcadores moleculares. Os resultados
contribuirdo para o estudo de predicdo de moléculas envolvidas nos
mecanismos fisiopatolégicos, para as doencas com elevada morbidade e
mortalidade na populacdo mundial, considerado ainda um grande problema de

saude publica.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de expressdo dos miRs séricos dos individuos com
obesidade, sindrome metabdlica e resisténcia a insulina e sua relagdo com os

mecanismos moleculares envolvidos nas suas fisiopatologias.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a associacdo dos parametros clinicos e laboratoriais com a
obesidade e resisténcia a insulina;

e Avaliar a associacdo da expressdao dos miRs séricos, com o perfil
fenotipico de obesidade e resisténcia a insulina;

e Analisar através de estudos in silico as vias moleculares dos principais
miRs diferentemente expressos e identificar possiveis alvos que possam
estar relacionados a obesidade e resisténcia a insulina;

e Fornecer dados para melhor compreensao dos mecanismos moleculares
relacionados a obesidade e resisténcia a insulina e contribuir na busca de
novos biomarcadores circulantes de diagnostico precoce das doencas

metabdlicas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica e protocolo de estudo

Foram recrutados 233 individuos, com idade entre 30 e 80 anos, no
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC), Sdo Paulo, SP, Brasil. Os
individuos foram classificados em peso normal (n=47), sobrepesos (n=84) e
obesos (n=102) de acordo com seu indice de massa corpérea (IMC)
estabelecidos pela OMS, em obesos (IMC > 30,0 kg/m?), sobrepeso (IMC:
25,0-29,9 kg/m? e peso normal (IMC: 18,5-24,9 kg/m? (WHO, 2000). Os
mesmos pacientes tambem foram re-classificados em portadores de sindrome
metabolica (n=89) e sem sindrome metabolica (n=144) seguindo protocolo
estabelecido pela International Diabetes Federation (2006) (Tabela 1), bem
como com resistencia a insulina (n=123) e sem restencia a insulina (n=110)
seguindo os criterios previamente estabelecidos: IMC > 28,9 kg/m? e HOMA-IR
> 4,65, ou IMC > 27,5 kg/m? e HOMA-IR > 3,60 (Stern et al., 2005).

Os criterios de exclusdo foram obesidade secundéaria a
hipogonadismo em homens, como nas sindromes de Prader-Willi e Bardet-
Biedl; ou hiperandrogenismo em mulheres que apresentam sindrome do ovério
policistico; disfuncdbes hormonais como sindrome de Cushing ou
hipotireoidismo e hipertireoidismo; ou que foram submetidos a terapia ou
cirurgias que possam induzir ao desenvolvimento da obesidade, n&o foram
incluidos no presente estudo. O desenho experimental foi conduzido de acordo

com o fluxograma apresentado abaixo (Figura 4).
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Tabela 1. Critérios de classificagdo da Sindrome metabdlica

CRITERIO OBRIGATORIO

MAIS 2 DE 4 CRITERIOS

Europideos: = 94 cm (H); = 80
cm (M);

Sul-africanos, Mediterraneo
Ocidental e Oriente Médio:
idem a europideos;
Sul-asiaticos e Chineses: = 90
cm (H); = 80 cm (M);
Japoneses: = 90 cm (H); = 85
cm (M);

Sul-americanos e Ameérica
Central: usar referéncias dos

sul-asiaticos.

Triglicérides = 150mg/dl ou tratamento

HDL < 40mg/dl (H); < 50mg/dl (M)

PAs = 130 ou PAd = 85mmHg ou tratamento

Glicemia de jejum = 100 mg/dl ou diagndstico

prévio de diabetes

(Se glicemia > 99 mg/dl, o teste de tolerancia
a glicose é recomendado, mas néo
necessario para diagnostico da sindrome

metabdlica).

PAs: pressao arterial sistdlica; PAd: pressao arterial diastdlica; H: homens; M:

mulheres.
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Selec¢do do grupo de

estudo IDPC
Critérios de inclusdo e
exclusdo, IMC,
bioimpedancia, pressao
PESO NORMAL _ arterial
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AVAUACAO CLINICA Perfil glicémico, lipidico,
SOBREPESOS / ANTROPOMETRICA — inflamatério e adipocinas

PESO NORMAL
sc:n=?2) Sem-RI
B (n=23)

SOBREPESOS
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—_
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P = el
T Estudo de miRNA Validagdo dos miRNA
OBESOS et de miRNA | ) (PCR array) — (RT-qPCR)
(n=102) - l N

Figura 4 — Delineamento experimental.

3.2. Aspectos Eticos

Todos os individuos que concordaram participar da pesquisa foram
informados sobre os procedimentos do estudo, bem como assinaram um termo
livre e esclarecido antes da sua inclusdo no protocolo. O estudo foi aprovado
pelos Comités de Etica em Pesquisa do IDPC (CEP-IDPC), processo de
namero 4134 e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&do Paulo (CEP-FCF/USP), processo de
namero 31.2013-P585.

3.3 Material biolégico

As amostras de sangue periférico foram colhidas em individuos que
se encontrava em jejum de 12 horas, utilizando o sistema de coleta a vacuo em
tubos modelo Vacutainer™ (Becton Dickinson Company, Plymouth, Reino
Unido). Foram coletadas 4,0 mL de sangue periférico em EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético), para realizacdo do hemograma completo e
hemoglobina glicada; 2 mL com fluoreto de sodio para determinagdo da
concentracdo plasmética de glicose; 4 mL com citrato de sddio para dosagem
de fibrinogénio; e para as determinagcfes das concentracbes de colesterol total
e fracdes, triacilglicerois, apolipoproteinas Al (apo Al) e B (apo B), horménio

estimulador da tireoide (TSH) , tiroxina livre (T4 livre), ureia, creatinina, insulina
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e proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us), assim como as atividades
enzimaticas da aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT) e extracdo de miRNA circulante, utilizou-se tubos de 5 mL sem

anticoagulante e com gel separador.

3.4 Métodos
3.4.1 Determinacdo das medidas antropométricas

O peso e a altura dos voluntarios foram aferidos utilizando-se uma
balanca mecanica para pesagem de humanos contendo aferidor de altura
(Filizola S.A., Sao Paulo, Brasil), com o minimo possivel de roupas e descalcos
(Monteiro, 1998). O IMC foi estimado pela férmula IMC = peso (kg) / altura?, e
foi utilizado para a classificagdo dos participantes do estudo de acordo com o
peso e altura. A afericdo da circunferéncia abdominal foi feita com o individuo
estando em pé, em posicdo ereta, utilizando-se uma fita métrica flexivel
inextensivel de 200 cm de comprimento, com precisdo de uma casa decimal.
Para garantir a validade e a fidedignidade das medidas, observou-se
rigorosamente a posicdo da fita no momento da medicdo, mantendo-a no plano
horizontal. Para obtencdo dos valores das circunferéncias, circundava-se com
a fita o local do corpo que se desejava medir, sendo a mesma colocada com
firmeza, sem esticar excessivamente, evitando-se, assim, a compressao do
tecido subcutaneo. A leitura foi feita no centimetro mais préximo, no ponto de
cruzamento da fita. As circunferéncias foram aferidas com o individuo usando
apenas a roupa intima, em posicéo ortostatica, abdémen relaxado, bracos ao
lado do corpo e os pés juntos, e foi utilizado para a classificacdo dos
participantes do estudo, para risco de complicacbes metabdlicas. A medida da
circunferéncia da cintura foi tomada na altura da cintura natural do individuo,
que é a parte mais estreita do tronco, e a circunferéncia do quadril foi medida
na extensdo maxima das nadegas (Ferreira et al.,, 2006). Para relacéo
cintura/quadril, foram usados como valores de corte 0,90 para homens e 0,85
para mulheres (WHO, 2000). A medida da composic¢éo corporal foi avaliada por
impedancia elétrica, utilizando-se o impedanciébmetro modelo 310e (RJL
Systems, In, EUA).
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3.4.2 Determinacao dos parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos foram determinados pelo Laboratério de
Andlises Clinicas, da Associacdo Fundo de Incentivo a Pesquisa (AFIP),
entidade associada ao IDPC. O hemograma completo com contagem de
plaguetas foi realizado pelo método citoquimico/isovolumétrico ou de
impedancia automatizado ABX Pentra 120 (ABX, Kyoto, Japéo) e ABX Pentra
80 (ABX, Kyoto, Japao).

A determinacdo da atividade da AST, ALT, assim como a
quantificacdo da concentracdo de glicose, uréia, creatinina, colesterol total,
HDL e triacilglicerol, foi realizada por cinéticos no UV, métodos colorimétricos e
enzimaticos automatizados, respectivamente, nos equipamentos Dimension®
RXL (Siemens Healthcare Diagnostics, Deerfield, USA) e XPAND (Siemens
Healthcare Diagnostics, Deerfield, USA). Os valores de colesterol VLDL e LDL
foram calculados segundo a férmula de Friedewald e colaboradores
(Friedewa.Wt et al., 1972).

Na determinacao dos valores de TSH, T4 livre e insulina foi utilizado
o método de quimiluminescéncia automatizada IMMULITE® (Siemens
Healthcare Diagnostics, Deerfield, EUA).

Para dosagens de PCR-us, apo A e apo B foi utilizado o método de
imunoensaio-turbidimétrico automatizado, com leitura no aparelho Hitachi-
modelo 912 (Myco instrumentation, Renton, WA).

Para obter o valor percentual da hemoglobina glicada, foi utilizado o
método de HPLC automatizado, com leitura no aparelho G7 HPLC Analyzer
(Tosoh Bioscience, Maryland, EUA), enquanto a concentracdo plasmatica do
fibrinogénio foi obtida através do método de Klauss modificado, com leitura
realizada no aparelho Sysmex® CA-1500 (Siemens Healthcare Diagnostics,
Deerfield, EUA).

Os indices de avaliacdo de resisténcia a insulina e disfuncdo das
células beta, respectivamente, Homeostatic Model Assessment — Insulin
Resistance (HOMA-IR) e Homeostatic Model Assessment — B cells (HOMA-B)
(Matthews et al., 1985), foram estimados pelas férmulas: HOMA-B = 20 x
insulina de jejum (uU/mL) / glicemia de jejum (mmol/L) — 3,5.; HOMA-IR =

glicemia de jejum (mmol/L) x insulina de jejum (pU/mL) / 22,5.
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3.4.3 Dosagem das proteinas séricas no soro

As amostras de soro dos individuos incluidos no estudo foram
obtidas a partir do sangue total periférico colhido em tubo com ativador de
coagulo e gel separador. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente,
por 30 minutos, para coagularem e, em seguida, foram centrifugadas a 3.000

rpm por 10 minutos a 25°C. O soro foi estocado a -20°C.

Para a dosagem de adiponectina, PAI-1 e resistina foi alcancada
utilizando MILLIPLEX™ Multiplex Map Human Adipokine Magnetic Bead Panel
1 kit (Millipore, Missouri, EUA) e, para as dosagens IL-6, leptina e TNF-a, foi
utilizado MILLIPLEX™ Human Adipokine Magnetic Bead Panel 2 kit (Millipore,
Missouri, EUA) no equipamento LUMINEX® 200™ System (Luminex
Corporation, Austin, EUA).

3.4.4 Extracdo microRNAs do soro e sintese do cDNA

Para extragdo dos miRNAs do soro, foi utilizado o conjunto de
reagentes do miRNeasy serum/plasma Kit™ (QIAGEN, GmbH, Hiden,
Alemanha) seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante modificado
apenas adicionando de MS2 Carrier (MS2 RNA, Roche), no intuito de aumentar
a captura de miRNAs (Andersen et al., 2010) e spike-in (C. elegans miR-39)
para o controle e normalizacdo da gPCR. Todos os procedimentos técnicos

foram realizados em condicdes livre de RNases.

A quantificacdo e a andlise de pureza dos miRNAs das amostras
foram realizadas utilizando o Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) e o Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, EUA),
respectivamente.

O cDNA foi sintetizado a partir dos miRNAs extraidos usando o
conjunto de reagentes miScript |l Reverse Transcription (Qiagen) e
armazenado em -20°C até a etapa de RT-gPCR.

3.4.5 Anédlise do perfil de miRNA circulante pela PCR array

A expressao de miRNA do soro foram analisadas utilizando placa
comercial denominada Human miFinder 384HC miScript miRNA PCR Array
(cédigo MIHS-3001Z, QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha) que detecta perfil de
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372 miRNAs cuja expressao € abundante na maioria dos tecidos e fluidos, e
também sdo melhores caracterizados no registro do banco da miRBase
(www.miRBase.org) e o sistema QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A relagcdao dos 372

MiRNAs analisados encontra-se no site da QIAGEN

(https://www.qiagen.com/br/shop/pcr/primer-sets/miscript-mirna-pcr-
arrays?catno=MIHS-3001Z#geneqglobe)

Os dados de expressao foram analisados usando o miScript miRNA
PCR Array Data Analysis software (Qiagen, Hilden, Germany). A expressao
relativa dos miRNAs foi medida pelo método de quantificacéo relativa (224°)
ou fold change (Livak e Schmittgen, 2001), normalizado pela média global dos
372 miRNAs amplificados na PCR array, seguindo a categorizacdo: Sindrome
metabolica vs. Sem sindrome metabdlica e Obesos vs. Peso normal.

Realizou-se o controle de qualidade das amostras de cDNA
utilizando placa de miScript miRNA QC PCR array (codigo MIHS-989ZE-1,
QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha) que contém controle de 4 miRNAs (cel-
miR-39-3p, cel-miR-16-5p, cel-miR-21-5p, cel-miR-191-5p), 3 non-coding RNA
(SNORD 61, SNORD 95, SNORD 96A), miRTC (controle da transcricdo
reversa) e PPC (controle positivo da PCR) para cada amostra. Somente as
amostras com a pureza e qualidade satisfatéria foram utilizadas para o
experimento da PCR array.

Os miRNAs com amplificac@o superior a 35 ciclos foram excluidos
das andlises e somente aqueles com FC > 2 e p < 0,05 entre 0s grupos
Sindrome metabdlica vs. Sem sindrome metabdlica e Obesos vs. Peso normal

foram selecionados (h=6 em cada grupo).

3.4.6 Expressdo diferencial dos miRNAs selecionados na PCR array em
pacientes com sindrome metabdlica

Os cDNAs dos individuos (n=233) classificados em portadores de
sindrome metabdlica (n=89) e sem sindrome metabdlica (n=144) foram
utilizados para o estudo da expressdo de miRNA através da custom miScript
MIRNA PCR Array (Cat. No. CMIHS02485E, QIAGEN, Hilden, Germany) e
Quant Studio 12K Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Forest

City, USA). O controle de qualidade das amostras de cDNA utilizando placa de
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miScript miRNA QC PCR array (cédigo MIHS-989ZE-1, QIAGEN GmbH,
Hilden, Alemanha) também foi utilizado.

A expressdo dos mIiRNA foi medida usando o método de
comparacao de Ct (formula 2-°“") normalizado pela média aritmética do miRNA
endogeno (miR-191-5p, miR-21-5p e miR-16-5p) disponivel em placas PCR e
mMiRNAs amplificados com mais de 35 ciclos também foram excluidos da
andlise.

A curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foi construida,
utilizando os valores de ACt (cycle threshold), para avaliar a sensibilidade e
especificidade dos miRNAs como potenciais biomarcadores para sindrome
metabolica.

3.4.7 Andlise das vias moleculares dos miRNAs

A analise funcional e a avaliacdo da interacédo entre os miRNAs, o0s
alvos, a obesidade e resisténcia a insulina foi realizada utilizando o programa
Ingenuity Pathway Analysis (IPA; Ingenuity® Systems, Califérnia, EUA).

O IPA é uma ferramenta computacional (software) que para analise
de interacBes entre genes, doenca e possiveis alvos, mostrando, de forma
mais intuitiva, a relacdo do que se quer pesquisar (doenga) com possiveis
marcadores (biomarcadores) através de uma rede de interacdes. Dessa
maneira, foi construida uma rede, na qual demonstramos as vias de possiveis
ligagbes das moléculas de interesse com a obesidade, resisténcia a insulina e

suas complicagoes.

3.4.8 Analise estatistica

As estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS versao
22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). O teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado
para avaliar a distribuicdo dos dados das variaveis continuas. As variaveis
continuas com distribuicdo normal foram apresentadas como média e desvio
padrdo e comparadas por teste t ou ANOVA One way seguida pelo pds-teste
de Tukey. As variaveis continuas sem distribuicdo normal foram apresentadas
como mediana e intervalo interquartil e analisadas por testes de Mann-Whitney
ou Kruskall-Wallis, seguido do pds-teste de Dunn. O teste de qui-quadrado foi

utilizado para comparar a distribuicdo de variaveis categoricas. As correlacdes
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de Spearman e Person foram realizadas entre todas as variaveis continuas.
Andlise de regressao linear multipla (stepwise) foi realizada para avaliar a
influéncia da expresséo sérica dos miRNAs diferentemente expressos (variavel
dependente) sob os parametros antropométricos, bioquimicos e inflamatérios.
Para todas as analises estatisticas realizadas, foram considerados
estatisticamente significativos os resultados cujos niveis descritivos (valores de

p) foram inferiores a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Par@metros clinicos, antropométricos e moleculares relacionados a

obesidade

O perfil da frequéncia de género, etnia, tabagismo, consumo de

bebida alcodlica e nimero de mulheres com menopausa foi semelhante entre

obesos e ndo obesos (p>0,05; Tabela 2). No entanto, e como esperado, a

prevaléncia de individuos com DM2 (p=0,002), resisténcia a insulina (p<0,001),

hipertenséo arterial (p<0,001) e historico familiar de DCV (p=0,008) foi maior

nos pacientes obesos em comparagcdo aos nao obesos e a pratica de atividade

fisica (p<0,001) menor nos obesos.

Tabela 2. Caracteristicas sociodemograficas da populacao estudada

- Peso Sobrepeso Obeso

Variavel Normal p-valor
(84) (102)
(47)

Género, % Masculino 44,7 (21) 48,8 (41) 39,2 (40) 0,418
Etnia**, % Branca 53,2 (25) 45,2 (38) 51,5 (52) 0,715
Tabagismo, % Fumante 14,9 (7) 17,8 (15) 6,9 (7) 0,111
g'ifete melito tipo 8,5 (4) 143(12)  30,4(31) 0,002
Resisténcia a
insulina, % 0,0 (0) 25,0 (21) 100,0 (102) <0,001
Hipertenséo
arterial. % 23,4 (11) 27,4 (23) 54,5 (55) <0,001
Historia familiar de
DCV. % 44,7 (21) 53,6 (45) 69,6 (71) 0,008
Pratica de
atividade fisica, % 53,2 (25) 22,6 (19) 26,7 (27) <0,001
Consumo
alcodlico, % 34,0 (16) 41,7 (35) 37,6 (38) 0,676
Menopausa, % 46,2 (12) 46,5 (20) 48,4 (30) 0,973

Nota: Nimero de individuos entre parénteses. Os individuos com 18,5 < IMC > 25kg/m*
foram classificados como peso normal, 25,0 < IMC < 30kg/m? foram classificados como
sobrepeso e IMC > 30kg/m? foram classificados como obesos. Variaveis categdricas foram
comparadas por qui-quadrado. p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. DCV:
doenca cardiovascular; **Etnia: autodeclaracao dos participantes.
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Na Tabela 3 esta representado os dados biodemogréaficos e antropométrico dos pacientes obesos e ndo obesos. Os
valores de IMC, CA, RCQ, teor de gordura, taxa metabdlica basal, total de agua no corpo foram aumentadas nos pacientes obesos
guando comparado com o0s pacientes nao obesos (p<0,001 para todos os parametros), indicando uma homogeneidade dos
individuos categorizados nos grupos estudados.

Tabela 3. Dados biodemogréficos e antropométrico dos individuos obesos, sobrepesos e com peso normal

Variavel Peso Normal Sobrepeso Obeso p-valor
47) (84) (102)
Idade, anos 50,0(39,0-58,0) 48,5(37,8-56,0) 51,0(42,8-59,0) 0,178
IMC, kg/m? 23,0(20,9-24,4)? 27,5(26,3-28,7)° 33,3(31,2-35,8)° <0,001
CA, cm 80,0(75,8-85,0)? 92,0(88,0-97,0)° 106,0(100,0-113,5)° <0,001
RCQ 0,85(0,78-0,92)% 0,90(0,86-0,96)" 0,95(0,87-1,01)° <0,001
Teor de gordura, % 27,8(23,4-30,8)% 31,2(26,4-36,2)° 37,3(33,1-41,9)° <0,001
Taxa Metabdlica Basal, cal/dia 1281(1140-1569)%  1506(1319-1787)° 1659(1478-1980)° <0,001
Total de agua no Corpo, L 31,3(27,5-39,1)% 35,6(31,3-43,4)° 39,3(34,6-47,6)° <0,001
Massa magra, % 73,2(71,5-79,9)2 72,3(70,5-73,9)° 72,7(71,4-74,9)2° 0,022

Nota: Nimero de individuos em paréntese. Os individuos com 18,5 < IMC > 25kg/m? foram classificados como peso normal, 25,0 <
IMC < 30kg/m? foram classificados como sobrepeso e IMC > 30kg/m? foram classificados como obesos. Variaveis continuas sdo
apresentadas como mediana e intervalo interquartil e foram comparadas utilizando o teste de Kruskal-Wallis seguido de pos teste
de Dunn. p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. IMC: indice de massa corpérea; CA: circunferéncia abdominal; RCQ:
relacao cintura/quadril.
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Os dados com as determinacdes bioquimicas e o perfil inflamatério
estdo representados na Tabela 4. O perfil glicidico mostrou-se alterado com
valores de aumentados de glicemia (p<0,001), hemoglobina glicada (p=0,002),
insulina (p<0,001), refletindo no aumento dos valores de HOMA-B (p<0,001) e
HOMA-IR, (p<0,001). Similarmente, o perfil lipidico também se mostrou
alterado com valores aumentos da concentracdo de VLDLc (p<0,001) e
triacilglicerdis (p<0,001) e valores reduzidos de HDLc (p<0,001) e APOAl
(p<0,001) nos pacientes obesos em comparacdo aos nao obesos. Esses
resultados reforcam que a obesidade estd envolvida diretamente com o0s
distarbios metabdlicos, sendo esse um dos critérios utilizados para a

caracterizacdo da sindrome metabdlica.

Alguns marcadores inflamatérios séricos dos também esta
apresentado na tabela Tabela 4. Interessantemente, observou-se que oS
valores de PCR-us (p=0,002), fibrinogénio (p<0,001), TNF-a (p<0,001), PAI-1
(p<0,001) e IL-6 (p<0,001) mostraram aumentos no grupo de obesos em
comparacao ao grupo de pacientes ndo obesos. Além disso, os valores das
adipocinas, resistina (p=0,002) e leptina (p<0,001) também apresentaram
elevados nos pacientes obesos comparados com nao obesos, enquanto a
adiponectina (p<0,001) foi reduzida nestes pacientes. Esses resultados
refletem a influéncia do aumento do teor de gordura e dos adipdcitos na

secrecao de citocinas inflamatorias e adipocinas.

Para os demais parametros, exceto os leucdcitos totais (p<0,001),

nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos estudados.
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Tabela 4. Dados das determinac¢des bioquimicas dos individuos peso normal, sobrepeso e obeso

Variavel

Peso Normal
(48)

Sobrepeso
(84)

Obeso
(103)

Eritrécito, 10%mm?*
Hematocrito, %
Plaquetas, Mil/mm?
Leucdcito Total, Mil/mm?
Uréia, mg/dL

Creatinina, mg/dL
Glicose, mg/dL
Hemoglobina Glicada, %
Insulina, ulU/mL
HOMA-B

HOMA-IR

Colesterol Total, mg/dL
HDLc, mg/dL

LDLc, mg/dL

4,95(4,66-5,28)
43,3(40,4-47,4)
243,0(203,0-272,0)
5,55(4,63-7,05)
34,0(26,0-39,0)
0,80(0,70-0,90)
84,0(79,0-90,0)
5,6(5,4-5,9)°
3,62(2,74-5,37)
63,2(45,5-107,4)?
0,90(0,55-1,17)?
204,0(180,0-224,0)
63,0(50,0-78,0)

119,0(91,8-138,6)

5,01(4,70-5,34)
44,1(42,1-46,7)
253,5(208,3-290,8)
6,35(5,41-8,12)
30,0(25,0-35,0)
0,80(0,70-0,98)
88,0(82,3-94,0)"
5,7(5,6-6,0)*°
6,87(5,05-9,70)°
100,1(58,6-165,6)"
1,53(1,08-2,18)"
201,5(171,3-225,5)
50,0(41,0-57,0)°

121,8(94,4-145,8)

4,94(4,68-5,37)
42,7(40,7-45,8)
265,0(222,5-308,5)
7,23(5,83-8,79)
31,0(25,0-39,0)
0,80(0,70-1,00)
91,0(83,0-103,0)°
5,8(5,6-6,5)°
10,63(8,11-14,83)°
135,7(95,0-189,3)°
2,51(1,76-3,76)°
201,0(171,8-231,5)
46,0(38,8-53,0)°

125,4(94,7-147,0)

0,600
0,126
0,112
<0,001
0,186
0,729
<0,001
0,002
<0,001
<0,001
<0,001
0,989
<0,001

0,769
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VLDLc, mg/dL
Triacilgliceréis, mg/dL
Apo Al, mg/dL

Apo B, mg/dL
PCR-us, mg/dL
Fibrinogénio, mg/dL
TNF-a, pg/mL

IL-6, pg/mL

PAI-1, ng/mL
Resistina, ng/mL
Adiponectina, pg/mL

Leptina, ng/mL

19,2(13,8-24,8)
96,0(69,0-124,0)?
169,0(142,0-187,0)%
90,7(77,5-111,0)
0,50(0,50-1,00)?
269,0(230,5-301,1)
3,16(1,90-4,58)°
1,01(0,70-2,63)
68,4(50,9-83,7)
27,2(16,3-36,6)°
19,4(11,3-29,1)

4,45(1,80-8,81)

23,7(16,9-35,9)°
118,5(84,3-179,3)°
145,0(127,5-162,0)°
102,5(81,3-123,8)
0,70(0,50-1,00)*"
294,0(251,0-346,0)°
4,01(2,66-5,29)*°
1,36(0,75-2,33)?
83,5(60,9-109,2)?
30,9(18,3-47,9)
10,6(6,3-16,6)°

11,32(3,69-17,11)°

28,7(19,7-36,7)°
143,5(98,3-183,3)°
138,5(125,0-158,5)"
102,5(88,5-118,0)
0,85(0,50-1,30)"
310,0(279,3-358,5)"
4,70(3,37-6,15)°
2,18(1,52-3,99)"
101,0(73,7-136,9)°
38,7(25,9-62,4)°
13,3(8,8-21,3)°

21,16(11,72-38,63)°

<0,001
<0,001
<0,001
0,098
0,002
<0,001
0,003
<0,001
<0,001
0,002
<0,001

<0,001

Nota: Os individuos com 18,5 < IMC > 25kg/m? foram classificados como peso normal, 25,0 < IMC < 30kg/m? foram classificados
como sobrepeso e IMC > 30kg/m? foram classificados como obesos. Varidveis continuas sdo apresentadas como mediana e
intervalo interquartil e foram comparadas utilizando o teste de Kruskal-Wallis seguido de pds teste de Dunn. p<0,05 foi
considerado estatisticamente significante. HDLc: colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDLc: colesterol da lipoproteina de
baixa densidade; VLDLc: colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade; ApoAl: Apolipoproteina Al; ApoB: Apolipoproteina
B; PCR-us; Proteina C Reativa ultra-sensivel; TNF-a; fator de necrose tumoral alfa; IL-6: interleucina 6, PAI-1; Inibidor do ativador
1.

de

plasminogénio
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O perfil de expressao de miRNAs foi avaliado nos individuos obesos
e nédo obesos (Figura 5). Observou-se o0 aumento da expressao de
aproximadamente 2 vezes do miR-1224-5p (p=0,034), miR-181a-5p (p=0,020)
e miR-139-3p (p=0,027), uma expressdo aumentada de aproximadamente 3
vezes do miR-1224-3p (p=0,044), miR-195-3p (p=0,047), miR-27a-5p (p=0,041)
e miR-346 (p=0,010), uma expressdo aumentada de aproximadamente 4 vezes
dos miR-1207-5p (p=0,027), miR-483-5p (p=0,034), miR-296-3p (0=0,010), um
aumento da expressao de aproximadamente 5 vezes dos let-7g-2-3p (p=0,001)
e miR-1-3p (p=0,002), e, uma expressdo aumentada de aproximadamente 6

vezes do miR-95-3p (p=0,003) nos individuos obesos em comparacao aos nao

obesos.
Peso Normal vs. Obeso

miR-1224-5p} p=0,034| W Expressdo Aumentada
miR-181a-3p} p=0,020
miR-139-3pf p=0,027
miR-1224-3p} p=0,044
miR-195-3p} p=0,047
miR-27a-5p} p=0,041
miR-346 p=0,010
miR-1207-5p} p=0,027
miR-483-5p} p=0,034
miR-296-3p} p=0,010
let-7a-2-3p} p=0,001
mir-1-3p p=0,002
miR-95-3p} p=0,003

12108 6 4 2 0 2 4 6 8 10 12

Fold Change

Figura 5. Expressao relativa dos miRNAs derivados do soro entre
pacientes obesos e ndo obesos. Os dados sdo mostrados como fold change
(FC) entre pacientes com obesidade vs. individuos com peso normal,
normalizados pela média geométrica global de todos os 372 miRNAs testados
na PCR array. Foram considerados somente valores de FC > 2 e o p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativos.
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Os miRNAs diferentemente expressos obtidos no estudo foram
selecionados para o estudo in silico, para avaliar os provaveis genes alvos, que
sdo possiveis de interacdo com as sequéncias dos mRNAs. As Tabela 5 e
Figuras 6 a 12 mostram resultados da analise de predicdo dos 13 miRs
avaliados utilizando o software Ingenuity Pathway Analysis. Descritos

resumidamente a seguir.

A predicdo dos genes alvos do miR-346 (Figura 6A), relacionados
com vias metabodlicas de interesse como obesidade, resposta inflamatoria,
doenca hepética gordurosa néo alcodlica, esteatose hepatica, diabetes melito,
distarbio do metabolismo da glicose e doengas cardiovasculares indicaram 25
alvos regulados pelo miRNA. Para o miR-483-5p (Figura 6B), 18 mRNAs alvos
foram preditos, também se relacionando a vias envolvidas em doenca hepética
gordurosa ndo alcodlica, infarto agudo do miocardio, hipertensao, disturbio do
metabolismo da glicose, diabetes melito e resposta inflamatéria. As vias de
regulacdo do miR-181a-5p (Figura 7A) caracteriza a modulacédo da expressao
de 28 mRNAs alvos associados a cardiotoxicidade, infarto do miocardio e
eventos inflamatorios. O aumento da expressdo do miR-1207-5p (Figura 7B)
pode estar influenciando em 81 mMRNA que foram associados com infarto do
miocardio, obesidade e diabetes melito. O miR-139-3p (Figura 8A) apresentou
18 mRNAs alvos que sao genes da vias da resposta inflamatéria, infarto do
miocardio, diabetes melito, distirbio do metabolismo da glicose, doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica e esteatose hepatica. O miR-296-3p (Figura
8B) regula 14 mRNAs de genes alvos, 0os quais estdo relacionados com
obesidade, infarto agudo de miocérdio, resposta inflamatoria, diabetes melito e
esteatose hepatica. O miR-1224-3p (Figura 9A) pode regular 23 mRNAs de
genes alvos aqui preditos, que mostraram também estar relacionados com
vias de sinalizagcdo mediadas por citocinas e quimiocinas, obesidade, esteatose
hepatica, infarto do miocardio, resisténcia a insulina, hipertensédo, disturbio do
metabolismo da glicose e massa de tecido adiposo. A expressao do miR-1-3p
(Figura 9B) pode estar associada a inibicdo de 25 mRNAs alvos relacionados
com DCV, diabetes melitos e esteatose hepatica. O miR-1224-5p (Figura 10A)
pode regular 3 mMRNAs de genes alvos, que podem esta envolvidos com DCV.

O miR-95-3p (Figura 10B) regula 3 mRNAs de genes alvos relacionados com
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resposta inflamatoria. O miR-27a-5p (Figura 11A) apresentou 51 mRNAs alvos
preditos e relacionados com doencas e fungbes como infarto agudo do
miocardio, obesidade, resposta inflamatéria, hipertensédo, diabetes melito,
distarbio do metabolismo da glicose, aterosclerose, cardiotoxicidade, esteatose
hepatica. O let-72-2-3p (Figura 11B) e o miR-195-3p (Figura 12A) regulam
apenas 4 mRNAs alvos cada um, porém os alvos estao involvidos na génese
de importantes doencgas como infarto do miocardio, cardiotoxicidade, diabetes

melito e esteatose hepatica.
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Tabela 5. mRNAs alvos preditos dos miRNAs diferentemente expressos em pacientes obesos e as supostas vias relacionadas
com doencas metabdlicas.

MiRNA

mMRNA alvos

Vias metabolicas/doencas

miR-346

ARG2, BCL2, CCL2, CDC42, CXCR4, EDN1, EGFR, ESR1,
F2, FN1, GNA12, HSPD1, IGF1, ITGA2B, KRAS, LYZ,
MEF2A, MYLK, PDE7A, PKLR, PPP2R2B, PRKCE,
SLC8A1, THBS1e TTR

Aterosclerose, Diabetes melito, Esteatose
Hepatica, Resposta inflamatéria, Infarto do
miocardio e Doenca hepética gordurosa nao
alcodlica

miR-483-5p

ADRA2C, AQP7, CASP8, CYP7Al, F2R, GRB2, GRK2,
HNF4A, IFIT3, IL12B, LEP, MAP2K3, MAPK1, MAPKS,
MAPKAPK2, PDGFRA, RHOA e SERPINE1

Doenca hepética gordurosa nédo alcodlica,
Infarto agudo do miocardio, Hipertenséo,
Disturbio do metabolismo da glicose, Diabetes
melito e Resposta inflamatoria

miR-181a-5p

ACSL4, ADRA1A, BCL2, ELOVL2, ESR1, FAZ, FASLG,
FLT1, GATA6, HSP90B1, HSPAILL, IL1A, IL2, KRAS,
MAP3K3, PLCL2, PLPP3, PPP1R3C, PPP3R1, PRKAA2,
PRKAG2, PRKCD, RPS6KB1, TGFBR2, TNF, TNFRSF11B,
TNFSF11 e TRA

Cardiotoxicidade, Diabetes melito, Disturbio do
metabolismo da glicose, Esteatose hepética,
Infarto e Doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica

miR-1207-5p

ABCC8, ACAA2, AKT2, C2, CACNA2D1,
CACNB3, CACNB4, CAV1l, CD3E, CD86, CHRM1,
CHRNA4, CHRNA6, CHRNB1, CHRNB2, CHRNBS,
CHRNB4, CHRNE, CSF1, ECHS1, EGFR, ESR1, FASN,
FGFR1, GNA11, GNAO1, GNB3, HNF1A, HSPG2, IFITS,
IFITM3, IGF1, IGF1R, IKBKG, IL1IRN, IL6ST, IRF1, ITGBS,

CACNB1,

Infarto agudo do miocardio, Diabetes melito,
Esteatose hepatica, Resposta inflamatoria e
Obesidade
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KCNJ11, MAFA, MAP3K3, MAPKAPK2, MTOR, MYDS8S8,
NFATC4, NGF, NGFR, NOS1, PDE4B, PDGFB, PDGFRB,
PDX1, PGF, PIK3CG, PLA2G2D, PLA2G2E, PLA2G6,

PLPP3, POMC, PRKAR1B, PRKCD, RELA, SDC],
SERPING1, SIGIRR, SLC27A1, SMAD7, SRC, TGFBRZ2,
THEMS5, TLR6, TNF, TNFRSF11A, TNFRSF12A,

TNFRSF1B, TNFSF14, TP53, TPSAB1/TPSB2, TRAF3 e
VDR

miR-139-3p

AGPAT1, CACNALE, ELOVL2, FADD, GNA12, HLA-A, HLA-
C, HLA-DOB, MAP2K3, NOS1, PDGFB, PNPLAS3, PRKCQ,
RUNXS, SDC1, SERPINE1, SLC2A2 e SMAD3

Diabetes melitos, Disturbio do metabolismo da
glicose, Esteatose hepatica, Resposta
inflamatoria, Infarto do miocardio e Doenca
hepatica gordurosa néo alcodlica

miR-296-3p

AQP5, CASP8, CCR3, CD14, CD40LG, CXCL8, HLA-DOA,
HLA-DRB5, ICAM1, IL6ST, NGFR, PPP3R2, SMURF2 e
VEGFB

Infarto agudo do miocardio, Diabetes melito,
Esteatose hepatica e Resposta inflamatoria

miR-1224-3p

ADIPOR2, AGPAT1l, AQP7, CASP8, CD86, CHRM1,
CHRM2, CHRNA2, CHRNB1, DHCR24, IL36RN, IL6R,
IL6ST, KCNJ11, LEP, MAPK13, MMP9, MYD88, OSM,
SMAD1, SP1, TNFRSF11A e VDR

Distirbio do metabolismo da glicose,
Esteatose hepética, Hipertensdo, Resisténcia
a insulina, Infarto do miocardio, Obesidade,
Massa de tecido adiposo e Vias de sinalizagéo
mediadas por citocinas e quimiocinas

miR-1-3p

ARG2, BCL2, CCL2, CDC42, CXCR4, EDN1, EGFR, ESR1,
F2, FN1, GNA12, HSPD1, IGF1, ITGA2B, KRAS, LYZ,
MEF2A, MYLK, PDE7A, PKLR, PPP2R2B, PRKCE,
SLC8A1, THBS1e TTR

Infarto agudo do miocardio, Aterosclerose,
Diabetes melito, Esteatose hepatica e
Resposta inflamatoria
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miR-1224-5p

ATP4A, AMY2B e AMY2A

Infarto do miocardio e Morte cardiaca

miR-95-3p

CD247, PDE4A e TRAF3

Resposta inflamatéria

miR-27a-5p

ADRB1, AQP9, ARHGEF15, BCL2, CACNA1l, CACNA2D2,
CALM1, CASP8, CD40LG, CD80, CHRM3, CRP, CXCR4,
CYP19A1, EGFR, FLT1, FOXO1, GNAO1, GNAZ, GRB2,
GUCY1B1, HADHA, HLA-DRBS5, IKBKG, IL1R1, IL2, ITGAA4,
LIPG, LTA, MAP3K3, MAPK14, MYL12B, PDE6B, PDE7A,
PDES8A, PIK3CG, PLA2G6, PMEPAl, PPP2R2A, PRF1,
PRKG1, PRLR, PTPN2, RALB, RBP5, RHOA, SMPD1,
SPTLC1, TGFB1, TPSAB1/TPSB2 e UBE2N

Infarto agudo do miocéardio, Aterosclerose,
Cardiotoxicidade, Diabetes melito, Distarbio do
metabolismo da glicose, Esteatose hepdtica,
Hipertensdo, Infarto do miocardio, Resposta
inflamatoria, Doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica e Obesidade

let-7a-2-3p

ADRAI1A, BCL2, FOXO1 e PPP3R1

Infarto do  miocardio, Cardiotoxicidade,
Diabetes melito e Esteatose hepatica

miR-195-3p

ACADM, ADRA1A, CASP3 e PDE3B

Cardiotoxicidade, Infarto do miocardio,
Esteatose hepatica e Diabetes melito
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Ingenuity Pathways Analysis.
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4.2. Pardmetros clinicos e moleculares relacionados a resisténcia a
insulina

Na Tabela 8, estdo representadas as determinacfes bioquimicas
dos pacientes com e sem resisténcia a insulina. Assim como observado para
0s pacientes obesos, o perfil o perfil glicidico mostrou-se alterado com valores
de aumentados de glicemia, hemoglobina glicada, insulina, refletindo no
aumento dos valores de HOMA- e HOMA-IR no grupo com de pacientes com
resisténcia a insulina em comparacdo com aqueles sem diagnostico de
resisténcia a insulina (p<0,001 para todos os parametros). Para o perfil lipidico,
também foi observado valores aumentos da concentragdo de VLDLc (p<0,001)
e triglicerideos (p<0,001) e valores reduzidos de HDLc (p<0,001) e APOA1
(p<0,001) nos pacientes com resisténcia a insulina em comparacdo com

agueles sem a desordem metabdlica.

Em relacdo ao perfil inflamatério dos pacientes com resisténcia a
insulina (Tabela 6), observou-se que os valores de PCR-us (p=0,045),
fibrinogénio (p<0,001), TNF-a (p<0,001), PAI-1 (p<0,001) e IL-6 (p<0,001)
foram aumentados nos pacientes portadores da desordem em comparacao ao
grupo de pacientes ndo portadores. Além disso, os valores das adipocinas,
resistina (p=0,004) e leptina (p<0,001), também foram aumentados nos
pacientes com resisténcia a insulina. Esses resultados refletem a similaridade
entre o perfil metabdlico na obesidade e resisténcia a insulina, caracterizados

pelo aumento da secrecao de citocinas inflamatérias e adipocinas.
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Tabela 6. Dados das determinac¢6es bioquimicas dos individuos sem e com resistente a insulina

Variavel

Sem RI
(110)

RI
(123)

p-valor

Eritrécito, 10°/mm?
Hematocrito, %
Plaquetas, Mil/mm?
Leucdcito Total, Mil/mm?
Uréia, mg/dL

Creatinina, mg/dL
Glicose, mg/dL
Hemoglobina Glicada, %
Insulina, ulU/mL
HOMA-B

HOMA-IR

Colesterol Total, mg/dL

HDL-C, mg/dL

5,00 (4,66-5,28)
43,9 (41,3-46,9)
2475 (207,3-288,0)
6,00 (4,96-7,61)
31,0 (25,0-36,0)
0,80 (0,70-0,90)
85,5 (80,0-91,0)
5,7 (5,4-5,9)
5,31 (3,19-7,35)
89,72 (53,01-133,70)
1,14 (0,69-1,57)
202,5 (175,8-224,0)

54,5 (45,0-68,0)

4,96 (4,69-5,36)
43,1 (40,7-45,9)
263,0 (217,3-305,8)
7,22 (5,77-8,63)
31,0 (25,0-38,0)
0,80 (0,70-1,00)
92,0 (84,0-103,0)
5,9 (5,6-6,5)
10,30 (7,66-14,64)
131,20 (88,55-186,10)
2,29 (1,69-3,71)
200,0 (171,0-231,0)

46,0 (38,8-53,0)

0,834
0,230
0,139
<0,001
0,403
0,205
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,678

<0,001
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LDL-C, mg/dL 120,6 (95,3-145,4) 121,0 (92,7-147,0) 0,756
VLDL-C, mg/dL 21,8 (15,1-27,6) 28,2 (19,2-36,8) <0,001
Triacilglicerois, mg/dL 109,0 (75,3-137,8) 141,0 (96,0-184,0) <0,001
Apo Al, mg/dL 155,0 (134,0-175,0) 137,0 (125,0-158,0) <0,001
Apo B, mg/dL 96,4 (80,5-114,3) 103,0 (86,2-118,0) 0,223
PCR-us, mg/dL 0,70 (0,50-1,00) 0,80 (0,50-1,3) 0,045
Fibrinogénio, mg/dL 278,7 (238,8-323,5) 310,0 (275,9-359,3) <0,001
TNF-a, pg/mL 3,58 (2,16-5,10) 4,55 (3,39-6,00) <0,001
IL-6, pg/mL 1,11 (0,70-2,21) 2,03 (1,28-3,66) <0,001
PAI-1, ng/mL 75,6 (56,5-101,0) 95,8 (71,0,-131,3) <0,001
Resistina, ng/mL 29,4 (17,3-43,8) 36,2 (25,2-58,8) 0,004
Adiponectina, pg/mL 15,1 (8,5-23,7) 12,6 (7,9-18,9) 0,098
Leptina, ng/mL 5,94 (2,79-14,15) 18,25 (11,18-35,74) <0,001

Nota: Variaveis continuas séo apresentadas através da mediana e intervalo interquartil e foram comparados pelo Mann-Whitney
U-test. p-valor<0,05 foi considerado estatisticamente significante. HDL-C: colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-C:
colesterol da lipoproteina de baixa densidade; VLDL-C: colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade; ApoAI:
Apolipoproteina Al; ApoB: Apolipoproteina B; PCR-us; Proteina C Reativa ultra-sensivel, RI: resisténcia a insulina. TNF-a; fator de
necrose tumoral alfa; IL-6: interleucina 6, PAI-1; Inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1.
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O perfil de expressdao de miRNAs também foi avaliado nos
individuos com e sem resisténcia a insulina (Figura 13). Observou-se o
aumento da expressdo em aproximadamente 2 vezes do miR-193a-3p
(p=0,005), miR-346 (p=0,019), MiR-95-3p (p=0,019), miR-499a-5p (p=0,049),
miR-1224-3p (p=0,012) e miR-1913 (p=0,014), uma expressdo aumentada em
aproximadamente 3 vezes do miR-181c-3p (p=0,005), miR-483-5p (p=0,020) e
miR-30a-3p (p=0,008), um aumento de expressdo em aproximadamente 4
vezes do miR-296-3p (p=0,008) e de cerca de 6 vezes do miR-92a-3p
(p=0,040) nos individuos com resisténcia a insulina em comparacado aos sem

resisténcia.

Sem Rl vs RI

miR-193a-3p Bl Expressdo Aumentada

miR-346

miR-95-3p

miR-499a-5p

miR-1224-3p

miR-1913

miR-181¢-3p

miR-483-5p

miR-30a-3p

miR-296-3p

miR-92a-3p

10 8 6 -4 2 0 2 4 6 8 10
Fold Change

Figura 13. Expressédo relativa dos miRNAs derivados do soro entre
pacientes com e sem resisténcia a insulina. Os dados sdo mostrados como
fold change (FC) entre pacientes com obesidade vs. individuos com peso
normal, normalizados pela média geométrica global de todos os 372 miRNAs
testados na PCR array. Foram considerados somente valores de FC > 2 e o
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativos. RI: Resistencia a

insulina.
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Vale ressaltar que os miRNAs 346 (Figura 6A), 483-5p (Figura 6B),
296-3p (Figura 8B), 1224-3p (Figura 9A) e 95-3p (Figura 10B) também foram
observados com expressdo aumentada nos pacientes obesos, indicando seu
papel também na resisténcia a insulina, tanto relacionado ao desequilibrio do
perfil inflamatdrio e de adipocinas, bem como com risco de DCV e hepéticas,

como a aterosclerose e esteatose hepatica ndo alcodlica.

Os demais miRNAs, também foram utilizados para andlise in silico e
estdo apresentados na Tabela 7 e Figuras 14 a 16. A expressdo aumentada
do miR-92a-3p (Figura 14A), por predi¢édo, pode regular 41 mRNAs que estdo
envolvidos em vias relacionadas a ocorréncia do infarto do miocardio. O miR-
193a-3p (Figura 14B) apresentou 58 mMRNAs alvos preditos que estdo
relacionados com vias da resposta inflamatoria, obesidade, distarbio do
metabolismo da glicose, infarto do miocardio e cardiotoxicidade. O miR-181c-
3p (Figura 15A), por predicéo, regula 3 mMRNAs de genes alvos relacionados
com DCV e inflamacado. A predi¢cdo para o miR-1913 (Figura 15B), mostrou
gue ele pode regular 67 mMRNAs de genes alvos atribuidos a vias de regulacao
de DCV, diabetes melito e resisténcia a insulina, inflamacédo e obesidade. O
miR-30a-3p (Figura 16A) apresentou, por predicdo, 42 mRNAs alvos
relacionados com inflamacédo, diabetes, obesidade e DCV. A analise de
predicdo do miR-499-5p (Figura 16B) mostrou influencia metabdlica em 20
MRNAs alvos que estdo envolvidos na regulacdo da resposta inflamatéria,
obesidade e infarto do miocéardio., hipertensdo, resposta inflamatéria,

obesidade e esteatose hepatica.

Mediantes os resultados encontrados, objetivamos aplicar as
analises para a sindrome metabdlica, que compreende uma desordem
metabdlica mais complexa e que inclui em seus critérios de diagndéstico
componentes relacionadas a obesidade (circunferéncia abdominal) e a

resisténcia a insulina (diabetes).
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Tabela 7. mRNAs alvos preditos dos miRNAs diferentemente expressos em pacientes com resisténcia a insulina e as supostas

vias relacionadas com doencgas metabdlicas.

mMiRNA MRNA alvos Vias metabdlicas/doencas
miR-92a-3p ADM, ADRB1, ARHGEF10, BCL2L11, BMPR2, CACNALlI, Esteatose hepatica, Resposta
CACNA2D1, CCL13, CDC42, CHRM2, CHRM5, CREB1, CXCL5, inflamatéria, Hipertensdo, Infarto do
DNAJB12, DNAJB9, DUSP1, EIF1, FASLG, IFITM1, IL6ST, IRS2, miocardio e Obesidade
ITGA5, ITGAV, ITGB3, ITPR1, MAP2K4, MSR1, MYLK, PDE10A,
PDE4D, PIK3CB, PMEPAl, PRKAR1B, PRKCE, PTEN, SIRPA,
SLC9A1, SMAD7, SOCS5, TRAF3 e TSC1
miR-193a-3p ADRA2B, ALOX5, AMBP, APOA2, AQP7, ARHGEF15, ARHGEF6, Cardiotoxicidade, resposta
ATG7, BCL2L1, CACNA2D2, CBL, CCND1, CHRNB1, CIITA, CLOCK, inflamatodria, Distirbio do metabolismo
DNAJB9, ESR1, ETS1, FGF1, FN1, GNAO1, GRB10, HAVCR2, HLA- da glicose, Infarto do miocardio e
DOA, ICOS, IRF1, IRS2, ITGB3, JAK2, KCNJ11, KRAS, LIF, Obesidade
MAP3K3, MAPK10, MCL1, MMP14, MMP19, MMP8, MPO, MYLK,
NFATC3, NFATC4, NGFR, NOS1, NOTCH2, OSM, OSMR, PDX1,
PLAU, PRKAB1, PSEN1, PTEN, SOCS3, TCF7L2, TGFB2,
TNFRSF14, TNFRSF1B e VAV3
miR-181c-3p IL27, LIF e VAV3 Cardiotoxicidade, Doencga cronica
inflamatdria e Infarto do miocardio
miR-1913 ADRAI1A, AKAP13, AKT2, AQP1, AQP7, ASIC1, BCL2L11, BIRC3, Aterosclerose, Cardiotoxicidade,

BSCL2, CALCRL, CHRNA2, CREB3L3, CSNK1D, CXCR1, CYP19A1,
DUSP1, EP300, FADD, FASLG, FCER2, FOXO1, FOXP3, GNA11,
GNAI3, GNAZ, GZMB, HDAC4, HNF1A, ICOSLG/LOC102723996,
ILIORA, IL11, IL13, IL17A, IL24, IL2RA, INPPL1, KCNH2, LEP,

Diabetes  melito, Disturbio  do
metabolismo da glicose, Resisténcia a
insulina, Infarto do miocéardio, Doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica,
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miR-30a-3p

miR-499-5p

LGALS9, LIF, MAPKAPK2, MMP14, NFKBIB, PDES3B, PDE4B,
PDE4C, PDE/7B, PDGFB, PGF, PIK3R1, PLAT, RXRB, SELE,
SELPLG, SERPINF2, SH2B1, SH2B3, SMAD7, SYK, TLRS,
TNFRSF12A, TNFRSF1B, TNFSF13B, TRADD, VASP, VDR e
ZBTB12

ACSL4, AKT3, CAV1, CCL13, CCL7, CCR7, CDKN1B, CHRM2,
CHRM3, CHUK, CREB1, CXCL11, EGR1, EIF1, EPO, HBEGF, HLA-
B, HLA-DPB1, HMGB1, HSPD1, ICOS, IL1B, IL22RA2, IL33, ITGAV,
ITPR2, MAPK13, NODAL, NOX3, PDE5A, PRKAA2, PRKAB2, PRLR,
PTEN, RALB, RYR3, SLC12A1, TGFA, THBS1, TNFSF13B, UBE2G1
e UBE2K

CACNB2, CXCL10, CXCL11, CXCL6, FGF2, GATA3, IKBKB, IL1RL1,
IL23A, 1L31, IL33, MAF, MBL2, MYLK, NOCT, PPP3CA, PRKAA1,
STAT1, TIMD4 e VAV3

Resposta inflamatoria e Obesidade

Doenca inflamatoria crénica, Diabetes
melito, Disturbio do metabolismo da
glicose, Infarto do  miocardio,
Resposta inflamatéria, Doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica e
Obesidade

Infarto do miocardio, Resposta
inflamatdria e Obesidade
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Figura 14. Identificacdo das provaveis vias de interacdo de miR-193a-3p (A) e miR-92a-3p (B) com os mRNA e supostos
envolvimentos com doencas metabdlicas. Estudo de predicdo das vias regulatérias foram realizadas utilizando a ferramenta

Ingenuity Pathways Analysis.
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Figura 15. Identificacdo das provaveis vias de interacdo de miR-1913 (A) e miR-181c-3p (B) com os mRNA e supostos
envolvimentos com doencas metabdlicas. Estudo de predicdo das vias regulatorias foram realizadas utilizando a ferramenta
Ingenuity Pathways Analysis.
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Figura 16. Identificacdo das provaveis vias de interacdao de miR-499-5p (A) e miR-30a-3p (B) com os mRNA e supostos

envolvimentos com doencas metabdlicas. Estudo de predicdo das vias regulatorias foram realizadas utilizando a ferramenta
Ingenuity Pathways Analysis.
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4.3. Parametros clinicos e moleculares relacionados a sindrome
metabdlica

Os perfis clinico, demografico e antropométrico dos pacientes com SM e
sem SM foram mostrados na Tabela 8. Comparado com o grupo sem SM, o
grupo com SM apresentou média de idade superior, bem como maiores valores
de peso corporal, circunferéncia do quadril, RCQ, percentual de gordura
corporal e valores de IMC (p<0,001, para todas as condi¢cdes). Como esperado,
a prevaléncia de pacientes obesos, dislipidémicos, hipertensos, com DM2 e
resisténcia a insulina (p<0,001, para todos) também foi maior no grupo
sindrome metabdlica. Também se observou maior prevaléncia de tabagista,
etilista, e pouco praticantes de atividade fisica diaria (p<0,001 para todos) e
histéria familiar de DCV (p=0,007) também foram mais frequentes no grupo
com sindrome metabdlica.

Os perfis metabdlico, inflamatério e de adipocitocina também foram
avaliados em pacientes com e sem sindrome metabdlica (Tabela 9). Grupo
com sindrome metabodlica apresentou maiores concentracfes de glicose e
insulina, com consequentes maiores valores de HbAlc e HOMA-IR, do que os
sem sindrome (p<0,001, para todos os parametros). Maiores concentracdes de
triacilglicerois e VLDL-C e menores concentracfes de HDL-C e ApoAl também
foram encontradas no grupo sindrome metabdlica (p<0,001, para todos os
parametros). Os pacientes com sindrome metabdlica apresentaram também
um perfil inflamatério alterado com maiores concentragbes de fibrinogénio
(p=0,001), PCR-us (p=0,001), IL-6 (p=0,003), PAI-1 (p=0,001), TNFa (p<0,001),
leptina (p=0,026) e resistina (p=0,021) e menores concentracdes da

adiponectina (p<0,001) em comparacao ao grupo sem sindrome metabdlica.
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Tabela 8. Caracteristicas clinica, demografica e antropométrica dos individuos classificados com e sem sindrome metabdlica.

Variaveis Sem SM (n=144) SM (n=89) p-valor
Idade, anos 48 (38-54) 53 (47-61) <0,001
Masculino, % (n) 39,6 (57) 50,6 (45) 0,057

Peso corporal, Kg 74,0+ 14,9 86,3+ 14,8 <0,001
CA,cm 90 (84-98) 104 (96-111) <0,001
RCQ 0,89 + 0,09 0,96 + 0,09 <0,001
IMC, Kg/m? 27,60+ 4,9 32,3+4,4 <0,001
Branco, % (n) 47,2 (68) 53,4 (47) <0,001
Teor de gordura, % 31,67 (7,10) 35,15 (6,47) 0,001

Tabagismo, % (n) 10,4 (15) 15,9 (14) <0,001
Consumo alcodlico, % (n) 38,9 (56) 37,5 (33) <0,001
Infarto agudo do miocérdio, % (n) 2,1(3) 13,6 (12) <0,001
Pratica de atividade fisica, % (n) 33 (48) 26,1 (23) <0,001
Obesidade 27,1 (39) 70,8 (63) <0,001
Dislipidemia, % (n) 50 (72) 95,5 (85) <0,001
Hispertenséao, % (n) 17,4 (25) 73,9 (65) <0,001
Diabete melito tipo 2, % (n) 1,4 (2) 37,1 (33) <0,001
Insulin Resistance, % (n) 32,6 (47) 85,4 (76) <0,001
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Hist6rico familiar

Doencas cardiovasculares, % (n) 50,7 (73) 71,9 (64) 0,007
Diabete melito tipo 2, % (n) 59,7 (86) 41,6 (37) 0,122
Hipertensao, % (n) 30,6 (44) 23,6 (21) 0,079
Hipercolesterolemia, % (n) 48,6 (70) 53,9 (48) 0,844

Nota: As variaveis continuas sdo apresentadas como média * desvio padrdo ou mediana (intervalo interquartil) e foram
comparadas pelo teste t ou pelo Mann-Whitney U-test, respectivamente. As variaveis categéricas foram comparadas pelo teste qui-
quadrado. p-valor<0,05 foi considerado estatisticamente significante. SM: Sindrome metabdlica
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Tabela 9. Dados das determina¢cfes metabdlicas, inflamatorias e adipocitocinas de pacientes com e sem sindrome metabdlica.

Variaveis Sem SM (n=144) SM (n=89) p-valor
Glicose, mg/dL 85 (80-90) 100 (87-109) <0,001
HbAlc, % 5,70 (5,40-5,90) 6,00 (5,60-6,90) <0,001
Insulina, pUl/ml 6,36 (4,13-8,92) 6,00 (5,60-6,90) <0,001
HOMA-IR 1,34 (0,93-1,90) 2,72 (1,80-4,41) <0,001
Colesterol total, mg/dL 204,50 (180-228,50) 195 (165-227) 0,192
Triacilglicerois, mg/dL 105,5 (78,0-132,0) 168 (125-207) <0,001
HDL-C, mg/dL 54,0 (46-68) 43,0 (36,0-48,0) <0,001
LDL-C, mg/dL 124,60 (97,40-145,40) 112,70 (88,90-145,60) 0,116
VLDL-C, mg/dL 21,10 (15,60-26,40) 33,60 (25,00-41,40) <0,001
ApoAl, mg/dL 155 (136-175) 132,00 (120,00-153,50) <0,001
ApoB, mg/dL 101 (81,95-115,50) 100,00 (84,80-122,00) 0,597
Fibrinogénio, mg/dL 287,90 (240,70-326,50) 310,00 (278,00-366,00) 0,001
PCR-us, mg/dL 0,70 (0,50-1,00) 0,90 (0,60-1,30) 0,001
IL-6, pg/mL 1,41 (0,78-2,77) 1,94 (1,28-3,99) 0,003
PAI-1, ng/mL 79,00 (60,93-101,06) 106,16 (62,61-141,76) 0,001
TNF-a, pg/mL 3,72 (2,45-5,09) 5,06 (3,28-6,54) <0,001
Adiponectina, ug/mL 15,82 (9,45-25,01) 10,58 (7,25-16,64) <0,001

7



Leptina, ng/mL 11,80 (3,67-23,06) 14,33 (7,55-26,54) 0,026
Resistina, ng/mL 30,71 (19,87-47,90) 38,70 (25,24-65,58) 0,021

Nota: Varidveis continuas sdo mostradas mediana (intervalo interquartilico) e comparadas pelo Mann-Whitney U-test, p-valor<0,05
foi considerado estatisticamente significante, Hb1Ac, hemoglobina glicosilada; HDL-C: colesterol da lipoproteina de alta densidade;
LDL-C: colesterol da lipoproteina de baixa densidade; VLDL-C: colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade; ApoAl:
Apolipoproteina Al; ApoB: Apolipoproteina B; PCR-us; Proteina C Reativa ultra-sensivel, TNF-qa; fator de necrose tumoral alfa; IL-6:
interleucina 6, PAI-1; Inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1. SM: Sindrome metabdlica.
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Em relacdo ao estudo de expressdo de miRNAs, os resultados obtidos
através do PCR array indicaram que nove miRNAs foram diferentemente
expressos entre pacientes com sindrome metabdlica e individuos saudaveis (p
<0,05) (Figura 17). O miR-183-5p (p=0,008) e miR-301a-3p (p=0,007)
apresentaram uma diminuicdo na expressdao, enquanto 0s miR-542-5p
(p=0,003), miR-424-3p (p=0,040), miR-326 (p=0,037), miR-421 (p=0,023) e
miR-574-3p (p=0,001) tiveram um aumento na expressao.

Sem-SM vs SM
miR-183-5pF  p=0,008 Bl Expressao Diminuida
Bl Expressdo Aumentada

miR-301a-3pF  p=0,007
miR-421}  p=0,023
miR-574-3pfF  p=0,001
miR-326F  p=0,037
miR-424-3pF  p=0,040
miR-542-5pF p=0,003

-10 8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10
Fold Change

Figura 17. Expressédo relativa dos miRNAs derivados do soro entre
pacientes com e sem sindrome metabdlica. Os dados sdo mostrados como
fold change (FC) entre pacientes com obesidade vs. individuos com peso
normal, normalizados pela média geométrica global de todos os 372 miRNAs
testados na PCR array. Foram considerados somente valores de FC > 2 e o
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativos. SM: Sindrome
metabdlica.
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Os miRNAs diferentemente expressos foram avaliados no soro de
pacientes com e sem sindrome metabdlica e o0 miR-421 manteve-se
diferentemente expresso, apresentando valores maior de expressdo no grupo
com sindrome em comparacdo com os sem (p=0,007) (Figura 18).

Curiosamente, a expressao de miR-421 foi positivamente correlacionada
com HblAc (r=0,151, p=0,023), triacilgliceréis (r=0,148, p=0,025), VLDL-C
(r=0,148, p=0,025), PCR-us (r=0,145, p=0,030), IL-6 (r=0,186, p=0,006) e
resistina (r=0,146, p=0,030), assim como foi inversamente correlacionada com
a adiponectina (r=-0,138, p=0,041).

Na regressao linear multipla (stepwise) a expressdo aumentada do miR-
421 explicou em 11,4% o aumento da HbAlc (Modelo 1; p<0,001), em 14% a
associacdo aumentada entre HbAlc e LDL-C (Modelo 2; p<0,001 e p=0,008,
respectivamente), em 15,7% a associacdo aumentada da HbAlc, LDL-C e PAI-
1 (Modelo 3; p<0,001, p=0,005 e p=0,023, respectivamente), em 18,3% a
associacdo aumentada de HbAlc, LDL-C, PAI-1 e HOMA-IR (Modelo 4;
p=0,001, p=0,011, p=0,004, p=0,006, respectivamente), em 20,1% o0 aumento
de HblAc, LDL-C, PAI-1, HOMA-IR, Glicose (Modelo 5; p<0,001, p=0,008,
p=0,001, p=0,008, p=0,021, respectivamente), e em 22,5% verificou-se um
aumento da associagéo de Hb1lAc, LDL-C, PAI-1, HOMA-ir, glicose e insulina
(Modelo 6; p<0,001, p=0,014, p=0,009, p<0,001, p=0,001 e p=0,007,
respectivamente) (Tabela 10).

O miR-421 foi entdo utilizado para o estudo de analise integrativa in
silico usando o IPA (Figura 19). Os resultados, interessantemente mostraram
gue o miRNA, por predicdo, esta associado com a regulacdo da expressao de
11 mRNA alvos, que por sua vez sao componentes das vias regulatérias de
doencas como infarto do miocardio, obesidade, diabetes melito, esteatose
hepética, tolerancia a glicose, disturbio do metabolismo da glicose,
hiperglicemia e resisténcia a insulina, bem como atua em vias regulatérias da
resposta inflamatoéria, sendo associado com a variabilidade na quantidade de

citocinas, massa do tecido adiposo e quantidade de leptina no sangue.
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Figura 18. Expressédo de miRNA do soro de pacientes com e sem Sindrome metabolica. Os dados sé&o apresentados como
mediana e intervalo interquartile, e os valores obtidos pela formula de 2 e foram comparados pelo Mann-Whitney U-test, p-

valor<0,05 foi considerado estatisticamente significante. SM: Sindrome metabdlica.
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Tabela 10. Regresséao linear multipla Stepwise: Contribuicdo do miR-421 na

variabilidade dos parametros metabdlicos e inflamatorios

Variaveis ) R?
Modelo B (S,E) p-valor .
Independentes Corrigido

Constante -0,055 (0,019) 0,003

1 0,118 0,114
HbAlc 0,016 (0,003) <0,001
Constante -0,021 (0,022) 0,359

2 HbAlc 0,015 (0,003) <0,001 0,148 0,140
LDL-C <0,001 (<0,001) 0,008
Constante -0,011 (0,023) 0,627
HbAlc 0,017 (0,003) <0,001

3 0,169 0,157
LDL-C <0,001 (<0,001) 0,005
PAI-1 <0,001 (<0,001) 0,023
Constante -0,007 (0,023) 0,754
HbAlc 0,011 (0,003) 0,001

4 LDL-C <0,001 (<0,001) 0,011 0,199 0,183
PAI-1 <0,001 (<0,001) 0,004
HOMA-IR 0,006 (0,002) 0,006
Constante -0,005 (0,023) 0,845
HbAlc 0,021 (0,005) <0,001
LDL-C <0,001 (<0,001) 0,008

5 0,220 0,201
PAI-1 <0,001 (<0,001) 0,001
HOMA-IR 0,006 (0,002) 0,008
Glicose <0,001 (<0,001) 0,021
Constante 0,009 (0,024) 0,717
HbAlc 0,024 (0,005) <0,001
LDL-C <0,001 (<0,001) 0,014

6 PAI-1 <0,001 (<0,001) 0,009 0,247 0,225
HOMA-IR 0,019 (0,005) <0,001
Glicose -0,001 (<0,001) 0,001
Insulina -0,004 (0,001) 0,007

LDL-C: colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa;

Hb1Ac, hemoglobina glicosilada; IL-6, interleucina 6. Todos os modelos utilizaram a expresséo

miR-421 como variavel dependente. p-valor<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Figura 19. Identificacdo das provaveis vias de interacdo de miR-421-3p

com os MRNA e supostos envolvimentos com doencas metabdlicas.

Estudo de predicdo das vias regulatérias foram realizadas utilizando a

ferramenta Ingenuity Pathways Analysis.
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A sensibilidade e especificidade dos miR-574-3p, miR-542-5p, miR-
424-3p, miR-326, miR-421 e miR-301a-3p em relacdo a sindrome metabdlica,
na qual foi determinada a area sob a curva (Area Under the Curve: AUC).
Quanto maior a AUC melhor é o sistema (Figura 20). O miRNA que apresentou
maior AUC (0,5916) foi miR-421 (0,59; IC 95%: 0,52-0,67) e a significancia
estatistica (p=0,017), portanto é o melhor marcador para sindrome metabdlica.
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Figura 20. Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) construida para
avaliar o potencial marcador bioldogico da sindrome metabdlica dos

MiRNASs séricos. A area sob a curva (Area Under the Curve: AUC) determina
o melhor sistema.
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Considerando a associacdo da expressdao do miR-421 com o perfil
glicidico, analisamos ainda a relagéo entre sua expressao com a resisténcia a
insulina. Os resultados indicaram uma expressao aumentada do miRNA em
pacientes com resisténcia a insulina em comparacdo com pacientes sem
resisténcia a insulina (p=0,014, Figura 21), indicando uma um papel regulatorio

do miRNA na homeostase da glicose.
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Figura 21. Expressdo de miRNA do soro de pacientes com e sem
resisténcia a insulina. Os dados séo apresentados como mediana e intervalo
interquartile, e os valores obtidos pela formula de 2" e foram comparados
pelo Mann-Whitney U-test, p-valor<0,05 foi considerado estatisticamente

significante.
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5. DISCUSSAO

A obesidade é o desequilibrio entre a ingestdo e o gasto energético
por um longo periodo, principalmente com aumento do consumo de alimentos
com alto conteudo calorico, associado ao estilo de vida sedentéario. Além disso,
a obesidade €& uma doenca multifatorial relacionada ao aumento da
predisposicdo dos pacientes a desenvolverem a resisténcia a insulina, diabetes
melito tipo 2 (DM2), e consequentemente sindrome metabdlica e DCV (Nguyen
et al., 2008; Constantin et al., 2010; Cristévao et al., 2011; Farooqi, 2011).
Dados epidemiolégicos e experimentais também demonstram uma estreita
relacdo entre a obesidade, as complicagBes metabdlicas e a inflamacgéo crbénica
(Mello et al., 2006; Hossain et al., 2007; Shuldiner, 2008).

No entanto, existe uma significante variabilidade fenotipica entre os
individuos acometidos com a doenca, a qual tém sido estabelecida pela
presenca de fatores genéticos ligados ao metabolismo energético (Stunkard et
al., 1986; Stunkard et al., 1990). Porém, a contribuicdo da genética ndo explica
totalmente a herdabilidade da obesidade e suas complicacbes, emergindo a
necessidade de buscar novas vias regulatérias associadas a sua fisiopatologia,
como por exemplo as modificacdes epigenéticas.

No presente estudo, o perfil epigenético de pacientes obesos, com
resisténcia a insulina e/ou com sindrome metabdlica foi avaliada usando PCR
array de 382 miRNAs. Além disso, o perfil de expressdo dos miRNAs foi
relacionado com o perfil antropométricos, clinico e bioquimico, incluindo
marcadores glicidicos, lipidicos e inflamatérios dos individuos estudados,
visando a melhor compreensdo dos mecanismos epigenéticos relacionados ao
desenvolvimento dessas doencas metabdlicas e suas complicacbes. Além
disso, o0 estudo objetiva buscar novos biomarcadores moleculares de
diagndsticos para as doencas estudadas.

Como esperado, os individuos obesos recrutados para o presente
estudo apresentaram, sob o ponto de vista antropométrico, valores elevados de
IMC, CA, RCQ e maior adiposidade (taxa de gordura), taxa metabdlica basal e
reducdo da massa magra. Similarmente aos nossos dados antropomeétricos,
Flegal e colaboradores (2009) observaram uma correlacdo do percentual de
gordura com CA em homens e em mulheres, uma correlagdo mais forte com o

IMC. Em estudo prévio de coorte na populacéo australiana, com 4175 homens,
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também foi verificado medidas acentuadas de obesidade central como a CA e
RCQ (Dhaliwal et al. 2014). Além disso, as alteracdes no IMC e CA foram
associadas com fatores de risco de DCV em pacientes coreanos (Sung et al.
2007).

No presente estudo, observou-se frequéncia aumentada de individuos
obesos que pararam de fumar. Este representa um dado importante de fator
ndo genético relacionado a obesidade uma vez que a adesdo de abandono foi
de 27,5% nos obesos e de acordo com estudo prévio Williamson e
colaboradores (1991), o abandono do tabagismo esta associado com aumento
de peso corporal, em média, de 2,8kg em homens e 3,8kg em mulheres. A
relacdo entre o tabagismo e peso corporal ndo € totalmente compreendida,
porém relatos indicam que esteja relacionado com o aumento da atividade
adrenérgica, aumentando diretamente a termogénese e, dessa maneira,
reduzindo o peso (Lee et al., 2006; Chatkin e Chatkin, 2007).

No presente estudo foi observada uma maior frequéncia de
hipertensos, diabéticos e dislipidémicos, além de uma maior frequéncia de
histérico familiar de DCV em individuos obesos, corroborando com a literatura
prévia que relaciona o aumento da massa gorda corporal como o0 aumento da
prevaléncia destas doengas e também com a sindrome metabdlica (Nguyen et
al. 2008; Lau 2005)

Particularmente 0 aumento excessivo de peso corporal, € um fator
de risco estabelecido para diabetes melito tipo 2 (Pinkney, 2002; Daousi et al.,
2006; Gregg et al., 2007). A relacdo entre obesidade e diabetes melito tipo 2
tem sido explicada através da influéncia dos adipdcitos de individuos obesos
sob o perfil de secrecdo e funcdo enddcrina, conduzindo ao aumento da
secrecao de adipocinas inflamatorias, como fator de necrose tumoral (TNF-a) e
interleucina 6 (IL-6) (Sell et al., 2006). O aumento da secrecdo destas
adipocinas esta associado a disfuncdo nas células-B, levando a falha na
liberacdo da insulina e aumento da glicemia (Kahn et al., 2006), com
consequente aumento do risco de desenvolver DM2 (Eckel et al., 2011). Além
disso, o processo inflamatorio, de acordo com estudo prévio norte americano
com individuos do MESA (Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis), foi constatado
que o estado de obesidade e inflamacgédo também esté fortemente associado ao

risco de hipertensao (Lakoski et al., 2011).
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Neste estudo, demonstrou-se que 0s pacientes obesos
apresentaram valores aumentados de insulina, glicose, hemoglobina glicada,
HOMA-B e HOMA-IR, bem como concentra¢cdes aumentadas de LDL-C, VLDL-
C e triacilglicerdis e diminuidos de HDL-C e Apo Al. Além disso, apresentaram
valores aumentados da PCR-us (p=0,002), do fibrinogénio (p<0,001), do TNF-a
(p<0,001), do PAI-1 (p<0,001) e da IL-6 (p<0,001), da resistina (p=0,002), e da
leptina (p<0,001), que em associagao com a adiponectina (p<0,001) reduzida,
subsidia a hipétese da influéncia do aumento do teor de gordura e dos
adipécitos na secrecao de citocinas inflamatoérias e adipocinas e sua influéncia
no desenvolvimento do diabetes melito.

A reducdo da Apo Al plasmaética € forte e positivamente relacionada
ao risco aumentado de desenvolver doencas cardiovasculares, uma vez que a
Apo Al é a principal apolipoproteina da HDL que exerce funcdo no transporte
reverso do colesterol (Andrikoula e Mcdowell, 2008). O HDL-C e a ApoALl totais
sdo preditores mais poderosos de doenca arterial coronariana (Garfagnini et
al., 1995; O'brien et al., 1995). Da mesma forma, o estudo epidemioldgico
prospectivo de infarto do miocardio relatou que os valores do HDL-C e Apo Al
foram significativamente menores nos pacientes que tiveram eventos
coronarianos (Luc et al., 2002).

A PCR-us é produzida principalmente pelo figado, sob a estimulacao
de citocinas proé-inflamatérias que sdo provenientes dos adipdcitos (Pepys e
Hirschfield, 2003). Fronczyk e colaboradores (2013) demonstraram que as
concentracbes da PCR estdo aumentadas em obesos com DM2, e que esse
resultado € devido ao excesso de gordura corporal. Os dados do nosso estudo
corroboram com os resultados destes estudos.

A hiperleptinemia por sua vez, é atribuida as alteragdes no receptor
de leptina ou a deficiéncia em seu sistema de transporte, na barreira
hematoencefalica, fendbmeno este denominado resisténcia a leptina (lhara et
al., 2006; Romero e Zanesco, 2006). A resisténcia a leptina é também um fator
gue tem sido associado ao risco aumentado para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, sindrome metabdlica e hipertensdo (lhara et al.,
2006; Romero e Zanesco, 2006; Suriyaprom et al., 2014). A retroalimentacg&o
negativa € interrompida na maioria dos obesos, resultando na resisténcia a

leptina que ocorre em resposta a sinalizagdo em excesso — que é um
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mecanismo classico de resisténcia ao hormonio (Knight et al., 2010). Stepien e
colaboradores (2012) demonstraram também que a resisténcia a insulina e a
leptina apresenta um papel determinante na fisiopatologia da hipertensao e
obesidade grave, o0 que corroboram com nossos resultados.

A adiponectina € um marcador secretado exclusivamente pelo tecido
adiposo (Scherer et al., 1995), tendo papel na regulacdo da homeostase da
energia e funciona em combinacdo com a leptina (Yamauchi et al., 2001). Esta
adipocina foi relatada, em estudos prévios, estar diminuida em pacientes com
obesidade, DM2 e principalmente naqueles com resisténcia a insulina (Weyer
et al., 2001).

Além das adipocinas (adiponectina, leptina e resistina), o tecido
adiposo é responsavel pela secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, como o
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6) (Hotamisligil, 2006;
Tilg e Moschen, 2006). Os resultados obtidos no presente estudo mostram
caracteristicas de um processo inflamatério nos pacientes obesos. Estudos
realizados com pacientes com perfil semelhante demonstraram o perfil
inflamatorio no tecido adiposo (TNF-a e IL-6 diminui e aumenta adiponectina) €
reduzido com a perda de peso excessiva (Dandona et al., 1998; Fontana et al.,
2007; Moschen et al., 2010).

Em relacdo ao biomarcador PAI-1, alguns estudos mostraram que
concentracfes elevadas desse estdo associadas com obesidade e sindrome
metabdlica (Alessi et al., 2000; Ito et al., 2013; Kenny et al., 2013) e estudo
com 145 mulheres, com idade superior a 40 anos, realizado no sul do Brasil,
demonstrou uma correlacdo positiva entre os valores de PAI-1, RCQ e os de
triacilglicerdis (De Souza et al., 2012).

Recente revisdo demonstrou que a sinalizacdo de NF-kB e o
desenvolvimento da obesidade e doencas metabdlicas estdo relacionadas
através de diversos mecanismos, especialmente por afetar a sensibilidade a
insulina no tecido hepético, com impactos na acdo central da insulina e a
sensibilidade a leptina (Catrysse e Van Loo, 2017). Além disso, estudos tem
indicado que no processo inflamatorio que ocorre no tecido adiposo
hipertréfico, as citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a, MCP-1, entre outras)
secretadas, juntamente com as citocinas secretadas pelos macrofagos

prejudicam a via de sinalizacdo da insulina, resultando no risco maior de
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desenvolver a resisténcia insulinica e disfuncdo tecidual pancreatica (Kim e
Sears, 2010; Francisqueti et al., 2015).

Nesse contexto, o presente estudo também avaliou o perfil
bioquimico (glicidico, lipidico) e inflamatério em pacientes que apresentaram
resisténcia a insulina. Interessantemente, o perfil bioquimico destes pacientes
foram estreitamente semelhantes aos pacientes obesos, incluindo o perfil o
perfil glicidico alterado com valores de aumentados de glicemia, hemoglobina
glicada, insulina, refletindo no aumento dos valores de HOMA-B e HOMA-IR no
grupo; assim como em pacientes com resisténcia a insulina em comparacéao
com aqueles sem diagnostico de resisténcia a insulina (p<0,001 para todos 0s
parametros) e aumentos da concentracdo de VLDL-C (p<0,001) e
triacilglicerdis (p<0,001) e valores reduzidos de HDL-C (p<0,001) e APOAl
(p<0,001) nos pacientes com resisténcia a insulina também em comparacao

com agueles sem esta desordem metabdlica.

Em relacdo ao perfil inflamatério dos pacientes com resisténcia a
insulina também observou-se que os valores da PCR-us (p=0,045), fibrinogénio
(p<0,001), TNF-a (p<0,001), PAI-1 (p<0,001) e IL-6 (p<0,001) foram
aumentados nos pacientes portadores da desordem em comparagdo ao grupo
de pacientes ndo portadores. Além disso, os valores das adipocinas, resistina
(p=0,004) e leptina (p<0,001), estavam aumentados. Embora nao
estatisticamente significante, a adiponectina foi reduzida e em associagdo aos
outros resultados apresentados refletem a similaridade entre o perfil metabdlico

na obesidade e resisténcia a insulina, caracterizados pelo aumento da

secrecdo de citocinas inflamatérias e adipocinas.

A resisténcia a insulina pode ser agrupada principalmente em dois
fatores etiologicos: Alteracdes da sinalizacéo da insulina nos tecidos periféricos
devido a reducdo dos receptores de insulina e/ou na afinidade dos receptores
devido a mutacdo estrutural ou sinalizacdo de alteracbes (Taubes, 2009). O
outro fator etiologico € a obesidade, que esta associada a producéo aumentada
de citocinas proé-inflamatérias, quimiocinas, fatores de crescimento e adipocinas
(Saini, 2010).

No entanto, apesar dos resultados apresentados, 0s mecanismos

celulares e moleculares que relacionam os diversos disturbios metabdlicos séo
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complexos e permanecem pouco definidos. Na ultima década, o papel dos
mMiRNAs tem sido explorados e sugere-se que eles desempenham funcdes
importantes no perfil de uma infinidade de processos, o que aponta também
para um possivel uso diagnostico (Karolina et al., 2012; Monroig e Calin, 2013;
Jones et al., 2017).

O processo epigendmico pode contribuir com informagdes refinadas
e pouco estabelecidas de mecanismos aplicavel na pratica clinica, permitindo o
diagnéstico de processo em desenvolvimento de comorbidades permitindo
intervencdo em tempo habil e o processo fisiopatologico seja interrompido,
contribuindo para direcionar a terapéutica de forma mais preventiva com
melhores respostas (Yang et al., 2011). Alguns estudos vém utilizando a PCR
array e demonstrando que os miRNAs sdo desregulados na obesidade e
resisténcia a insulina, sugerindo mecanismos moleculares para melhor
compreensao da atividade dos miRNAs e sua influéncia na adiposidade e
sensibilidade a insulina (Ortega et al., 2013; Wang et al., 2015).

Recentemente, os biomarcadores tendem a desempenhar um papel
fundamental no diagndstico precoce, no progndéstico, e no controle terapéutico
de doencas (He et al., 2014). Algumas pesquisas indicam que 0s miRNAs tem
grande potencial como novos biomarcadores moleculares de determinadas
doencas, como o cancer e a aterosclerose, além da susceptibilidade as
doencas infecciosas (Pluvinet et al., 2004), com necessidade de mais estudos
para consagrar tais proposicoes.

No presente estudo, pode ser estabelecer 13 miRNAs
diferentemente expressos nos pacientes obesos, sendo trés com expressao
aumentada aproximadamente 2 vezes [miR-1224-5p (p=0,034), miR-181a-5p
(p=0,020) e miR-139-3p (p=0,027)], quatro com uma expressao aumentada de
aproximadamente 3 vezes [miR-1224-3p (p=0,044), miR-195-3p (p=0,047),
miR-27a-5p (p=0,041) e miR-346 (p=0,010)], trés com uma expressao
aumentada de aproximadamente 4 vezes [miR-1207-5p (p=0,027), miR-483-5p
(p=0,034), miR-296-3p (0=0,010)], dois com um aumento da expressdo de
aproximadamente 5 vezes [let-7g-2-3p (p=0,001) e miR-1-3p (p=0,002)] e um
com uma expressao aumentada de aproximadamente 6 vezes [miR-95-3p

(p=0,003)] nos individuos obesos em compara¢do aos nao obesos.
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Nos individuos classificados com resisténcia a insulina observou-se
0 aumento da expressao de 11 miRNAs, sendo em aproximadamente 2 vezes
0 miR-193a-3p (p=0,005), miR-346 (p=0,019), MmiR-95-3p (p=0,019), MmiR-499a-
5p (p=0,049), miR-1224-3p (p=0,012) e 0 MiR-1913 (p=0,014), uma expressao
aumentada em aproximadamente 3 vezes o miR-181c-3p (p=0,005), miR-483-
5p (p=0,020) e miR-30a-3p (p=0,008), um aumento de expressdo em
aproximadamente 4 vezes o miR-296-3p (p=0,008) e de cerca de 6 vezes o
miR-92a-3p (p=0,040) nos individuos com resisténcia a insulina em

comparacao aos sem resisténcia.

Interessantemente, cinco miRNAs (miR-346, miR-483-5p, miR-296-
3p, miR-1224-3p e miR-95-3p) tiveram perfil de expressdo semelhante nos dois
grupos de pacientes, obesos e com resisténcia a insulina, indicando um
potencial papel desses mMIRNAs na regulacdo das vias regulatérias que
interligam a duas doengas metabdlicas.

O miR-346 foi relacionado com a regulacdo de 25 genes alvos, ARGZ2,
BCL2, CCL2, CDC42, CXCR4, EDN1, EGFR, ESR1, F2, FN1, GNA12, HSPD1,
IGF1, ITGA2B, KRAS, LYZ, MEF2A, MYLK, PDE7A, PKLR, PPP2R2B,
PRKCE, SLC8A1, THBS1 e TTR, presentes em vias metabdlicas de interesse
como obesidade, resposta inflamatoria, doenca hepatica gordurosa né&o
alcodlica, esteatose hepética, diabetes melito, distirbio do metabolismo da
glicose e doencas cardiovasculares. Estudo previo identificou que o miR-346,
em sinergismo com o0 mMIiR-199, regulam a citocina LIF (fator inibidor de
leucemia) durante a diferenciacao das células estromais multipotentes
humanas, resultando em maior diferenciagcdo de adipdcitos e osteoblastos
(Oskowitz et al., 2008).

O miR-483-5p foi relacionado com a predicdo dos genes alvos ADRA2C,
AQP7, CASP8, CYP7ALl, F2R, GRB2, GRK2, HNF4A, IFIT3, IL12B, LEP,
MAP2K3, MAPK1l, MAPK3, MAPKAPK2, PDGFRA, RHOA e SERPINE1,
associados a vias envolvidas em doenga hepética gordurosa ndo alcodlica,
infarto agudo do miocérdio, hipertensao, disturbio do metabolismo da glicose,
diabetes melito e resposta inflamatoria. Similarmente, estudo avaliando a
expressao de miRNAs circulantes na obesidade demonstrou que o miR-483-5p

estava significantemente aumentado em pacientes obesos em relagdo aos nao
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obesos (Ortega et al., 2013). Além disso, o0 miR-483-5p pode estar envolvido
com a via de sinalizacdo da insulina através do controle da expresséao de IGF-2
(fatores de crescimento de insulina) desempenhando um significante papel na
resistencia a insulina e diabetes tipo 2 (Chakraborty et al., 2014) e também
regula negativamente a expressdo de Socs3, fator de resisténcia a leptina na
obesidade, em linhagens celulares (HepG2 e Hela) e células de camungongo
(Ma, N. et al., 2011).

O miR-1224-3p com aumento de expressao aqui descrito pode atuar na
regulacao dos genes alvos ADIPOR2, AGPAT1, AQP7, CASP8, CD86,
CHRM1, CHRM2, CHRNA2, CHRNB1, DHCR24, IL36RN, IL6R, IL6ST,
KCNJ11, LEP, MAPK13, MMP9, MYD88, OSM, SMAD1, SP1, TNFRSF11A e
VDR, atuantes em vias de sinalizagdo mediadas por citocinas e quimiocinas,
obesidade, esteatose hepatica, infarto do miocérdio, resisténcia a insulina,
hipertenséo, distarbio do metabolismo da glicose e massa de tecido adiposo.
Em um estudo in vitro utilizando células HepG2, o miR-1224-3p também
mostrou ser envolvido em algumas doencas e desordens metabdélicos, uma vez
que sua expressao foi aumentada nas células tratadas com proantocianidinas,
polifen6is mais abundantes na dieta humana, que tem efeito sobre uma
variedade de desordens metabdlicas como inflamacao, obesidade, diabetes e

resisténcia a insulina (Arola-Arnal e Bladé, 2011).

O miR-296-3p regula 14 mRNAs dos genes AQP5, CASP8, CCR3,
CD14, CD40LG, CXCL8, HLA-DOA, HLA-DRB5, ICAM1, IL6ST, NGFR,
PPP3R2, SMURF2 e VEGFB indicado pelo estudo em silico, os quais estao
relacionados com obesidade, infarto agudo de miocardio, resposta inflamatoria,
diabetes melito e esteatose hepatica. O miR-296 pode desempenhar papéis
cruciais na regulacdo da angiogénese, resposta inflamatoria, metabolismo do
colesterol, hipertenséo, proliferacdo celular e apoptose (Li et al., 2018).
Interessantemente, uma alta expressdao de miR-296-3p foi encontrado no
hipotalamo de camundongos obesos com deficiéncia de leptina quando
comparado ao controle (Crépin et al., 2014). Estudo de predicédo in silico,
mostrou que o miR-296-3p possui sitios de ligagdo na regido 3’'UTR do INSR,

gene que codifica o receptor de insulina (Yang et al., 2016).
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O miR-95-3p regula 3 mMRNAs de genes alvos (CD247, PDE4A e
TRAF3) relacionados também com resposta inflamatoria. Em estudo prévio
com pacientes recentemente diagnosticados com diabéticos do tipo 2, 0 miR-
95 foi significativamente associado ao tamanho dos adipOcitos e teve sua
expressao significativamente maior durante a diferenciacdo dos adipécitos nos
pacientes diabéticos. Além disso, em amostras de tecido subcuténeo
abdominal a expressdo do miR-95 foi positivamente relacionada as
concentracfes séricas de adiponectina e negativamente correlacionadas com
PCR-us e IL-6 (Kl6ting et al., 2009).

Mediante tais resultados obtidos seguiu-se estudos para avaliar o
perfil epigenético de pacientes com sindrome metabdlica, uma vez que as
doencas avaliadas estdo relacionadas com estado pro-inflamatorio e a
sindrome pode ser considerada mais complexa, pois compreende 0 conjunto
de fatores de risco, incluindo obesidade abdominal, resisténcia a insulina,
hipertenséo e dislipidemia, sendo resisténcia a insulina o principal fator de risco
subjacente que predispde os individuos ao risco aumentado de desenvolver o
diabetes e doenca cardiovascular (Grundy et al., 2005). No presente estudo, 0s
pacientes com sindrome metabdlica obtiveram, conforme esperado, valores
aumentados de peso corporal, circunferéncia do quadril, RCQ, percentual de
gordura corporal e IMC, com consequente maior prevaléncia de obesidade,
dislipidemia, hipertensdo e resisténcia a insulina. Além disso, altas
concentracbes de parametros metabdlicos, como glicose, insulina, HbAlc,
HOMA-IR, bem como alteracbes nos biomarcadores lipidicos, incluindo altos
valores de triglicérides e VLDLc, e concentracfes reduzidas de HDLc e ApoAl
foram observadas em pacientes com sindrome metabdlica.

Da mesma forma, a alta prevaléncia de componentes na sindrome
metabdlica, incluindo obesidade abdominal, pressdo arterial elevada, HDL-C
reduzido, triacilglicerol elevado, glicemia de jejum aumentada também foi
demonstrada em pacientes chineses com sindrome metabdlica (Guo et al.,
2017). Valores aumentados de circunferéncia da cintura e aumento da presséo
arterial sistolica associados com maior glicemia de jejum, triacilglicerol e acidos
graxos livres e menores concentracdes de HDL-C também foram encontradas

em pacientes com sindrome metabalica (Chen e Devaraj, 2014).
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Fatores de risco para DCV, como tabagismo, alcoolismo, diabetes e
resisténcia a insulina, também foram mais prevalentes nos pacientes com
sindrome metabdlica. A crescente epidemia de obesidade, resisténcia a
insulina, diabetes e, consequentemente, a sindrome metabdlica representam
um risco importante para varias comorbidades, incluindo o risco de doenca
aterosclerotica (Gonzalez-Navarro et al.,, 2008; Balsan et al., 2015; Nazirov,
2017).

Os pacientes com sindrome metabdlica, similarmente aos
classificados somente baseado nos critérios de obesidade (IMC) e resisténcia a
insulina (HOMA-IR), também apresentam variagdo nos valores de
biomarcadores inflamatérios e de adipocitocinas, incluindo altas concentracdes
de PCR-us, fibrinogénio, TNFa, IL-6, PAI-1, resistina e leptina e baixas
concentracfes de adiponectina.

As evidéncias relacionando DCVs, particularmente aterosclerose, e
sindrome metabdlica tém sido atribuidas provavelmente a inflamacgéo
sistémica, incluindo estado pro-inflamatorio, adipocitocinas, modelo de
avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina (HOMA-IR), acidos graxos
livres, marcadores de disfuncdo endotelial e de estado protrombdético, e
horménios do eixo hipdéfise-adrenal (Nazirov, 2017), assim o perfil inflamatorio
pode ajudar a explicar a alta prevaléncia de resisténcia a insulina em nossa
populacdo de estudo que por poderia aumentar o risco de infarto agudo do
miocardio nestes pacientes.

No entanto, quando classificados seguindo o critério de sindrome
metabdlica, o perfil de expressdo de miRNA dos pacientes do presente estudo
diferiu dos pacientes classificados somente seguindo os critérios de obesidade
ou resisténcia a insulina. Os miRNAs: miR-542-5p, miR-424-3p, miR-326, miR-
421, miR-301a-3p, miR-183-5p e miR-574-3p, foram diferentemente expressos
entre individuos com sindrome e individuos saudaveis.

O miR-542-5p foi regulado positivamente em células-tronco
multipotentes humanas de individuos com obesidade moérbida e foi associado a
ativacdo adipogénica (Roldan et al., 2011). O miR-424-3p atua como um
regulador do NFIA (nuclear factor 1A), um fator de transcricdo necessario para a
diferenciacdo adequada dos adipécitos e formacéo de goticulas lipidicas e foi

significativamente aumentado no tecido adiposo visceral de individuos obesos
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contribuindo para a disfuncdo do tecido adiposo (Kurytowicz et al., 2017). O
miR-326 estava aumentado em pacientes diabéticos tipo 1 com autoimunidade
permanente de ilhotas e foi associado a baixa expressdo do receptor de
vitamina D (VDR) em células imunes, prejudicando sua resposta na diabetes
tipo 1 (Sebastiani et al., 2011), enquanto o miR-574-3p foi regulado
negativamente no soro de pacientes diabéticos tipo 2 e foi associado ao
processo inflamatorio induzido pela doenca (Baldedn Rojas et al., 2016).

O miR-183-5p (regulado negativamente), foi diferentemente
expressos em tecido adiposo subcutaneo de obesos apoOs perda de peso por
cirurgia, quando comparado aqueles que nao fizeram cirurgia, indicando que as
mudancas de peso foram possivelmente responsaveis por uma regulacao
diferencial das vias moleculares no tecido adiposo quando o individuo é obeso
e apos o individuo ter perdido peso (Kurytowicz et al., 2017). O miR-130a-
3p/301a-3p mostrou ter um papel na disfunc¢édo do poddcito mediada por TNF-a
e apoptose, na presenca de alta concentracdo de glicose (Jiang et al., 2018),
bem como uma contribuicdo de miR-301a para a resisténcia a insulina induzida
por IL-6 in vivo e in vitro (Dou et al., 2015), enquanto o0 miR-421 demonstrou
participar da regulacdo da molécula PAI-1, sugerindo perspectivas promissoras
como biomarcador para desordens inflamatérias e trombéticas (Marchand et
al., 2012).

Especialmente para o miR-421, que permaneceu diferentemente
expresso apés confirmagcdo em um grande numero de pacientes com sindrome
metabdlica. Apesar de ndo ter sido diferentemente expresso nos pacientes
obesos e/lou com resisténcia a insulina, curiosamente, os miR-421 foi
positivamente correlacionado com HbAlc, PCR-us, IL-6 e resistina, e
inversamente correlacionado com adiponectina em pacientes que atingiram o
critério para sindrome metabdlica, indicando um papel do mIiRNA no
metabolismo da glicose. Além disso, a regresséao linear indicou, entre outros
resultados, uma influéncia do miR-421 nas alteragcbes de HOMA-IR, HblAc,
glicose, insulina, PAI-I e LDLc, sugerindo que ele pode ter um papel na
variacdo do perfil glicidico e consequentemente no risco aumentando de
desenvolver resisténcia insulinica.

Através de estudos in silico, o0 miR-421 foi predito regular a
expressdo dos genes alvos CASP3, MAP2K3, AKT3, CEBPB, PRKAA2,
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ACSL4, PTPN11, MAPK14, IL2, ADIPOQ, PLA2G1B relacionados as vias
regulatorias relacionadas as doengas como infarto do miocérdio, obesidade,
diabetes melito, esteatose hepatica, tolerancia a glicose, distarbio do
metabolismo da glicose, hiperglicemia e resisténcia a insulina, bem como atua
em vias regulatérias da resposta inflamatéria, sendo associado com a
variabilidade na quantidade de citocinas, massa do tecido adiposo e
qguantidade de leptina no sangue.

Considerando o potencial papel do miR-421 na regulacdo do perfil
glicidico de pacientes com sindrome metabdlica, sua expressao foi testada em
pacientes com diagnostico de resisténcia a insulina. Interessantemente, sua
expressdo manteve-se aumentada, e apesar de nao ser visto este perfil no
estudo de triagem pela PCR array, esses resultados sugerem uma funcéo
regulatoria importante a ser explorada do miR-421 na fisiopatologia da
resisténcia a insulina e no risco de desenvolvimento de diabetes melito tipo 2.

Assim, os resultados apresentados sdo sugestivos de que o0s
MiRNAs-346, 483-5p, 296-3p, 1224-3p e 95-3p sdo importantes moléculas
envolvidas em vias relacionadas as complicacbes da obesidade, incluindo a
inflamatéria e a resisténcia a insulina. O miR-421, no entanto, foi
diferentemente expresso em uma doenca metabdlica mais complexa, a
sindrome metabdlica. Seu papel regulatério predito em vias relacionadas a
inflamacé&o, homeostase da glicose e DCV, sugerem seu um potencial papel no
desenvolvimento de resisténcia a insulina em pacientes com sindrome
metabdlica, e sua aplicabilidade como biomarcador precoce de predicdo de
risco de DCV em pacientes com sindrome metabdlica mediante a presenca da
componente hiperglicemia.

Vérios parametros podem ser atribuidos a nossa hipétese, incluindo:
(i) o papel da adiponectina no mecanismo da resisténcia a insulina e no
desenvolvimento da aterosclerose (Balsan et al., 2015); (i) o HOMA é um
método para avaliar a fungcao das células B e a resisténcia a insulina a partir
das concentracdes de glicose basal (em jejum) e insulina ou peptideo C,
relatadas em milhares de publicacdes cientificas (Wallace et al., 2004); (iii) As
respostas inflamatérias desempenham um papel crucial na patogénese e
desenvolvimento da resisténcia a insulina (Rehman e Akash, 2016); (iv) alta

prevaléncia de pacientes com resisténcia a insulina no grupo com sindrome
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metabdlica; (v) miR-421 permanece com expressdo aumentada nos pacientes
classificados com resisténcia a insulina.

O estudo, apesar dos resultados promissores na buscar de novos
biomarcadores de diagndésticos, apresenta algumas limitacdes. A principal foi a
nao confirmacao dos alvos observados na triagem pela PCR array e pacientes
obesos e/ou com resisténcia a insulina. Apesar disso, foi realizado um estudo
completo (triagem e validacdo) em pacientes com sindrome metabdlica, que
sao classificados por diversos componentes, incluindo obesidade abdominal e
hiperglicemia. Além disso, estudos funcionais em células hepaticas para
confirmar nossas hip6teses sdo necessarios, que nao foi objetivo neste estudo,
para a confirmagdo dos resultados obtidos, definindo uma das faces dos

mecanismos fisiopatoldgicos que interligam as doencas metabdlicas.
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6. CONCLUSOES

Os parametros do perfil glicidico, lipidico e inflamatério sdo bons
marcadores de acompanhamento clinico da obesidade, resisténcia a insulina e
sindrome metabdlica e suas complicacdes.

Os miR-346, miR-483-5p, miR-296-3p, MiR-1224-3p e mIiR-95-3p
podem ser considerados potenciais biomarcadores preditores de DCV em
pacientes obesos e resisténcia a insulina.

O miR-421 pode ser considerado um biomarcador precoce de

predicao de risco de DCV em pacientes com sindrome metabdlica.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

- SEGRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE SERVIGOS DA SAUDE
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA
LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa:

“Estudo dos polimorfismos dos genes CD40, ICAMI1, VCAMI, E-selectina, LIGHT, RAGE e CX3CRI1
relacionados com infl: ¢i0.¢ sua associacdo ao sobrepeso corporal.”

Dados de identificaggo do voluntériovda pesquisa

Nome do voluntério:

Documento de identidade N°: Sexo: M O FO
Data de nascimento: / /

Enderego: no. apto:

Bairro: __Cidade:

CEP: Telefone:

Prezado(a) Voluntario(a),

Meu nome é Mario Hiroyuki Hirata, sou professor da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Uiiversidade
de Sdo Paulo (FCF/USP) e estou convidando vocé para participar do projeto de pesquisa que estou desenvolvendo
com a equipe de médicos do Setor de Dislipidemia do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC) e com a
colaboragdo de outros pesquisadores da Faculdade de Ciéncias Farmacguticas da USP.

Para participar desta pesquisa precisarei do seu consentimento e amostras de sangue que serfo coletadas no
Setor de Coleta do Laboratério Clinico ou no Setor de Dislipidemia. O risco & safide serd minimo ¢ a coleta de sangue
pode formar uma mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha. i

Nesta pesquisa, vamos fazer testes de RNA e de DNA em alguns genes que estdo relacionados com
inflamagao, e aterosclerose (CD40, ICAM1, VCAMI, E-selectina, LIGHT, RAGE e CX3CR1), ou seja, para estudar
a relagdo entre alieragdes nas segiiéncias do DNA (polimotfismos genéticos) e a expressdo de RNAm que possam
estar relacionados com 0 aumento de peso.

Além disso, realizaremos exames de sangue (glicemia, hemoglobina glicada, colesterol total + fragGes,
triglicérides, apolipoproteina A e B, hemograma completo, T4, TSH, creatinina, uréia, AST, ALT e proteina C reativa
ultra-sensivel). Para estes procedimentos, seréio coletados aproximadamente 48 mL de sangue.

A sua amostra de DNA serd armazenada no Laboratério de Biologia Molecular aplicada ao Diagnostico
(LBMAD) da FCF/USP, sob minha responsabilidade, e serd n‘lantidawem banco de materiais biolégicos sem a sua
identificagdio. Se futuramente sua amostra for utilizada em outro ﬁrojeto, este novo projeto sera submetido ao Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) e entfo, alguém entraré em contato com vocé para solicitar autorizaggo.

Os resultados obtidos durante a pesquisa serfio confidenciais e somente serfio revelados a terceiros com sua
autorizagéo. Sua identidade serd mantida em segredo, quando os resultados desta pesquisa forem publicados em
artigos de revistas cientificas ou forem apresentados em temas de aulas e debates.

Comit8 de Etica do IDPC Comité de Etica em Pesquisa da FCE/USP
Av. Dr. Dante Pazzanese 500, Ibirapuera, Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Cidade Universitaria
CEP: 04012-180, Séo Paulo, SP CEP: 05508-900, Sao Paulo, SP

j s
Telefones: 5085-604fsituio Dante,/ aa&?neae de Cardrolcihglefone: 3091-3677
Comité-de Etica sm Pesquisa
Av. Dr. Dante Pazzangse, 500 - 6* snder - Torre
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE SERVICOS DA SAUDE
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA
LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR

Vocé receberd todos os resultados dos exames laboratoriais necessarios sem qualquer custo e, caso se
interesse, vocé teré acesso aos resultados dos testes genéticos no final da pesquisa. 3

Sua participaggo neste estudo € voluntéria, portanto, ndo receberd qualquer pagamento por sua participagéo.
Por quaisquer motivos, independente de seu consentimento, os membros da equipe podem encerrar sua participagéo
no estudo devido a alguma alteragiio médica que pode coloci-lo em risco de outra complicaggo, devido ao
cancelamento do estudo pela coordenacéo do mesmo, ¢aso o sujeito ndo cumpra as orientagdes ou por outras questdes
administrativas. Caso isso ocorra um dos pesquisadores entrard em contato e lhe explicard o motivo da exclusgo.

 Voce pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem penalidade ou perda dos beneficios a

que vocé tem direito e seu tratamento médico no Instituto Dante Pazzanese (IDPC) n#o sers afetado. Caso vocé
desista de participar da pesquisa, podera solicitar a retirada de seus dados genéticos do banco de dados do LBMAD da
FCF/USP.

N#o hé beneficio direto aos participantes da pesquisa, porém os resultados deste estudo vao ajudar para uma

elhor conduta gutica no caso de obesidade.

Em caso de diivida ou desisténcia, vocé poderd entrar em contato com os pesquisadores: Aécio Braga
(telefone: 7556-0272), Paula Lima (telefone: 5085-6086) ou Mario Hiroyuki Hirata (telefone: 3091-3660) a qualquer
hora do dia.

Eu, declaro que,
ap6s bem esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito, voluntariamente, em participar
desta pesquisa. '

Séo Paulo, de de20__ .
Assinatura do voluntario(a) Assinatura do Pesquisador
(carimbo ou nome legivel)
Vocé autoriza o armazenamento do DNA para pesquisas futuras? Sim( ) Néo( )

Comité de Etica do IDPC Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP
Av. Dr. Dante Pazzanese 500, Ibirapuera, Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Cidade Universitaria
CEP: 04012-180, S#o Paulo, SP CEP: 05508-900, Sao Paulo, SP

Telefones: 5085-6040 Telefone: 3091-3677



APENDICE B - FICHA DE COLETA DE DADOS INDIVIDUAIS

/

o

INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA (IDPC) E FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO (FCF/USP)

FICHA PARA COLETA DE DADOS INDIVIDUAIS DO PACIENTE

Nome: ¢ Paciente n.2
Data do convite: 7§ / Registro n.2
Data de nascimento: / /.

Sexo: [ ] Masculino [ ] Feminino Menopausa: [ JPré [ ]Pods
Etnia: [ ]Branca [ ]Parda [ ]Negra [ ]Amarela

Haébito de fumar: [ ] Nunca fumou [ ] Parou de fumar [ ]H4 quanto tempo’:f

[ ]Fuma n.2de cigarros/dia

Consome bebida alcodlica? [ ] Sim [ ] Ndo

[ ]Até 7 doses/sem. [ ] Maisde 7 doses/sem.

Possui algum tipo de doenga? [ ]Sim [ ] Ndo Qualf(is)?

[ ] Diabetes Mellitus

Ja teve infarto? [ ]Sim [ ] Ndo Hé& quantotempo?

E hipertenso? [ ]Sim [ ] N3o

Medida de Pressdo arterial: (mmHg)

Eobeso? [ ]Sim [ ]N3o

Peso (Kg) Altura (cm) IMC:

Toma medicamentos? [ ] Sim [ ] Ndo

Qual(is)? Em que dosagem?

Profissdo: H3 exigéncia de esforgo fisico? [ ] SimH[ 1 N3o

Pratica exercicio fisico? [ ] Sim [ ] Nao

Parentes obesos?

Doengas relacionadas com obesidade secundéria:

HISTORICO FAMILIAR




¥

INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA (IDPC) E FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO (FCF/USP)

Possui algum parente (pai, m3e ou irm3o) com:

[ ]Diabete Mellitus [ ] Obesidade [ ] Hipertensdo

[ ] Doengas cardiovascular Quem?

[ ] Hipercolesterolemia Quem?

[ 1Ndotem [ ] N&o sabe

DETERMINACOES BIOQUIMICAS

Data: Data: Data:

GLI Peso: Presséo arterial diastolica:
CT Altura: Pressao arterial sistolica:
TG IMC:

HDL-C Cintura:

LDL-C Quadril

VLDL-C Bioimpedancia

CT: colesterol total/ GLI: glicemia/ TG: triglicerideos
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ANEXO A — COPIA DO AVAL DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
FCF-USP E DO IDPC

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa — CEP

Oficio CEP/FCF 31.2013-BS91° p5gS
Séo Paulo, 27 de novembro de 2013.

Prezada Senhora,

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sdo Paulo, em reunifo realizada em 25 de novembro de 2013, APROVOU as
alteragdes ao projeto de pesquisa “Estudo dos polimorfismos dos genes CD40, ICAM1, VCAMI,
E-selectina, LIGHT, RAGE, ¢ CX3CRI relacionados com inflamagdo e sua associagio ao
sobrepeso corporal” (P585), que consistem de inclusio de andlise de miRNA em um subprojeto,

conforme apresentado por Vossa Senhoria.

Cordialmente.

bt

Prof./Dr. Maurfcio Yonamine
('oo/uicnador do CEP/FCF/USP

Ilma. Sra.

Prof. Dr. Mario Hiroyuki Hirata
FBC/FCF/USP

Av Prof. Lineu Prestes, 580, Blocc 13 A, Cidade Universitaria, CEP 05508-900, Sao Paulo, SP
Telefone (11) 3091 3627 - e-mail cepfcf@usp br
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Coordenadoria de Servigos de Saude 2
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA oo
Comité de Etica em Pesquisa o
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Prof. Mario Hiroyuki Hirata

Investigador Principal

N° DO PROTOCOLO NO CEP: 4134

(este n°. devera citar nas correspondéncias referentes a este projeto)

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéutica da Universidade de
Séo Paulo

Instituigdo Coparticipante: Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia

CEP: Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia

Referente: Emenda/ TCLE

Projeto de Pesquisa Clinica: “Estudo dos polimorfismos dos genes CD40, ICAM1,
VCAM1, E-selectina, LIGHT, RAGE e CX3CR1 relacionados com inflamacgéo e sua
associagao ao sobrepeso corporal”.

Metodologia original: “Estudo dos polimorfismos dos genes CD40, ICAM1, VCAM1,
E-selectina, LIGHT, RAGE e CX3CR1 relacionados com inflamagédo e sua
associagdo ao sobrepeso corporal”.

Metodologia atual: “Estudo dos polimorfismos dos genes CD40, ICAM1, VCAM1, E-
selectina, LIGHT, RAGE e CX3CR1 relacionados com inflamag&o e sua associagéo
ao sobrepeso corporal e pesquisa de biomarcadores moleculares na sindrome
metabolica pelo miRNOMA sanguineo e sua aplicagdo como fator de risco
cardiovascular”.

Justificativa das alteragoes: A incluséo justifica-se pela importancia dos miRNAs
na fisiopatologia das coronariopatias e na interagdo com diversos fatores de risco de
DAC, obesidade, resisténcia a insulina e dislipidemia. Porém, ainda & pouco
conhecido o papel de miRNAs na evolugao da sindrome metabdlica e da DAC,
assim como o prognéstico e a resposta ao tratamento. Portanto é de interesse

Av. Dr. Dante Pazzanese, 500 » Ibirapuera * Sdo Paulo — SP « CEP: 04012-909 * Fone: (11) 5085 6040 * E-mail: cep@dantepazzanese.org.br

FORM 001IDPC Mar/09 rev.1
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE g 2

Coordenadoria de Servigos de Saude K

INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA
Comité de Etica em Pesquisa

o

Instituto Dente Pazzanese de
Cardiclogia

estudar o perfil de expressao global de microRNAs em pacientes com e sem DAC,
com o objetivo de estabelecer a associagdo entre epigendmica (representado pelos
miRNAS) e o processo evolutivo da doenga aterosclerética.

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia diante

de suas atribuices analisou e aprovou a emenda ao projeto de pesquisa
supracitado.

Pedr. Silvio Farsky x
Coordenador CEP Sao Paulo, 07 de outubro de 2014.

CRM 55073
tno LP=25
Dr. Pedro Silvio Farsky

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia

Av. Dr. Dante Pazzanese, 500 * Ibirapuera + S&0 Paulo — SP » CEP: 04012-909 - Fone: (11) 5085 6040 « E-mail: cep@dantepazzanese.org.br

FORM 001IDPC Mar/09 rev.1



ANEXO B — FICHA DO ALUNO

30/02/2018

Fanus - Sistema Administrative da Pés-Graduacio

e

ulhh_
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Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - TOBOOE1/2 - Aecio Assungio Braga

Email:

Data de Mascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:

Macionalidade:

aeciobraga@usp br
20/M1/1985

RG - 54.836.5408-0 - 5P
Estado do Maranhao
Brasileira

Graduagio: Famacéutico - Universidade Federal do Maranhdo - Maranhio - Brasil - 2009

Mestrado: Mesire em Ciéncias - Area: Analises Clinicas - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
Universidade de Sio Paule - 530 Paulo - Brasil - 2014

Curso: Doutorado

Programa: Famacia (Fisiopatologia e Toxicologia)

Area: Analises Clinicas

Data de Matricula:
Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Deposito:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Prorrogagio(des):

Data de Aprovagac no Exame de
Qualificagio:

Data do Depdsito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagio da
Banca:

Data de Aprovagaoc da Banca:
Data Mixima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Histarico de Ocorréncias:

23/052014
231052014
2002018

Prof{a). Dria). Mario Hiroyuki Hirata - 23/05/2014 até o presente. Email:
mhhirata@usp. br

Inglés, Aprovado em 23/05/2014

120 dias
Periodo de 23/05/2018 até 20/09/2018

Aprovado em 11/028/2018

Primeira Matricula em 23/05/2014
Promogagic em 10/05/2018

Alung matriculade no Regimento da Pos-Graduagio USP (Resolugio n® 5473 em vigor de 18/09/2008 até 19/04/2013).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2018

Impresso em: 30/0%/2018 08:14:05
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Janus - Sistema Administrativo da Pés-Graduacso

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - TOG00E1/2 - Aécio Assungio Braga

Matricula
cancelada

FBCATO%- Topicos em Andlises Clinicas IV OBDB2014 1712014 15 o . - N

FBAST2E-

210 Aprimoramento Didatico 10/0B/2014  15/0072014 &0 4 75 B N  Concluida

Participou da Etapa de Estigio Supervisionado
em Docéncia do Programa de
- Aperfeicoamento de Ensino junto 3 Disciplina

Atvgade FRCO515 Biologia Moleculat Aplicada & OU2E04E  300EE01
Fannam_-genﬁmina. ministrada aos alunos de e

graduagao do curso de Farmacia e Biogquimica

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de S3o Paulo (1)

Programa

FBCETO2-
a2

FBCETAE-
4/2

Topicos em Andlises Clinicas 1l 03/022015  16/0872015 15 1 100 A N  Concluida

Topicos em Analises Clinicas IV 04/DB2015 16112015 15 1 100 A N  Concluida

FBCST743- Trabalhos Cientificos: da Elaboragao 0542016 17052016 60 4 100 A N Concluida
472 Publicagao

MCMET25. Aspecios Atuais do Metabolismo de Lipikdes .
(Faculkdade de Medicina - Universidade de Sac 31102016 02122016 60 4 100 A N Concluida
Paula)

MCEEE35- Principios de Analise de Dados e de
Bioestatistica (Faculdade de Medicna - D6/D032017  19/0372017 60 4 a0 A N  Concluida

M8 Universidade de 530 Paulo)
Bases Fisiopatoldgicas e Pratica Clinica da .
MR 87" Hipertens3o Artenal (Faculdade de Medicina- 030412017 09042017 30 0 . - N Mamea
Universidade de S50 Paulo)
Diabstes Melitus e suas Complicagdes:
MCM3213- Aspectos Metabdlicos e Epigenéticos. Matricula
12 (Faculdade de Megicna - Unwersidade de 53¢ 00002017 23052017 o0 o - N ancelada
Paulo)
MCPEETT Tratamento de Dados em Estedo Cientifico
" (Faculdade de Medicina - Universidade de 530 28/062017 02/07/2017 30 2 100 A N  Concluida
Paula)
Disciplinas: a 20 23
Estagios:
|Total: o 20 23

Créditos Atribuidos i Tese: 167

Observacdas:

1) Créditos atribuidos de acordo com o disposto na Portaria GR-3588 e GR-4391 - PAE, de 31.08.08 & aprovados pela Comissao
de Pos-Graduaco, em Sessio de 12/04/2017.

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédite; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T-
Transferéncia

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2018



