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RESUMO

A obesidade, doenc¢a multifatorial e complexa, caracterizada pelo acimulo excessivo
de tecido adiposo, é considerada, atualmente, um sério problema de saude publica
global, com aumento significativo no risco de desenvolvimento da diabetes mellitus,
hipertensdo e sindrome metabdlica. E diversos estudos correlacionam o papel
fundamental dos mecanismos epigenéticos no desenvolvimento da obesidade e de
suas comorbidades associadas. Neste sentido, os miRNAs se destacam como
moléculas reguladoras das atividades celular e fisiol6gica, relacionados a génese de
diversas patologias, incluindo a obesidade. Por esta razdo, este estudo teve como
objetivo avaliar a expressao de miRNAs circulantes miR-125b-5p e miR-574-3p, no
soro de 23 mulheres entre 20 e 45 anos, recrutadas entre académicas e funcionarias
da UNIGRANRIO, com variados graus de adiposidade, separadas distintamente em
grupo peso normal e obeso, clinicamente saudaveis, correlacionando a expressao
destes mMIiRNAs a variaveis demograficas, antropométricas, pressoricas e
bioguimicas. Nossos principais resultados mostraram que o0s grupos de estudo
foram compostos principalmente por mulheres brancas e pardas, com idade média
populacional de 28,52 (x6,75) anos. O grupo obeso, constituido particularmente pelo
grau I, exibiu valores significativamente mais elevados de peso, indice de massa
corporal (IMC), circunferéncia da cintura (CC), circunferéncia do quadril (CQ),
relacao cintura/quadril (RCQ), pressédo arterial diastdlica e média, glicose, insulina,
HOMA-IR; e mais baixos de HDL-Colesterol; e teve uma das pacientes
diagnosticada com sindrome metabdlica. Na analise entre as variaveis
antropométricas, pressoricas e bioquimicas, houve uma correlacdo positiva muito
forte entre IMC e CC, IMC e CQ); e positiva forte entre HOMA-IR e CC. Além do
mais, ndo houve nenhuma diferenca significativa na expressdo de miR-125b-5p e
mMiR-574-3p nos grupos de estudo. Nossos resultados corroboram com dados
cientificos existentes, sugerindo o miR-125b-5p e miR-574-3p como biomarcadores
aceitaveis e adicionais no diagnostico precoce de doencas cardiometabdlicas

associadas a obesidade.

Palavras-chave: adipogénese; epigenética; obesidade; obesidade visceral;
MiRNAS.



ABSTRACT

Obesity, a multifactorial and complex disease characterized by excessive
accumulation of adipose tissue, is currently considered a serious global public health
problem, with a significant increase in the risk of developing diabetes mellitus,
hypertension and metabolic syndrome. And several studies correlate the
fundamental role of epigenetic mechanisms in the development of obesity and its
associated comorbidities. In this sense, miRNAs stand out as molecules that regulate
cellular and physiological activities, related to the genesis of several pathologies,
including obesity. For this reason, this study aimed to evaluate the expression of
circulating miRNAs miR-125b-5p and miR-574-3p, in the serum of 23 women
between 20 and 45 years old, recruited among academics and employees of
UNIGRANRIO, with varying degrees of adiposity, distinctly separated into normal
weight and obese groups, clinically healthy, correlating the expression of these
mMiRNAs to demographic, anthropometric, blood pressure and biochemical variables.
Our main results showed that the study groups were mainly composed of white and
mixed-race women, with an average population age of 28.52 (+6.75) years. The
obese group, particularly grade I, exhibited significantly higher values for weight,
body mass index (BMI), waist circumference (WC), hip circumference (HC), waist/hip
ratio (WHR), diastolic blood pressure and mean, glucose, insulin, HOMA-IR; and
lower HDL-Cholesterol; and one of the patients was diagnosed with metabolic
syndrome. In the analysis between anthropometric, blood pressure and biochemical
variables, there was a very strong positive correlation between BMI and WC, BMI
and HC; and strong positive between HOMA-IR and CC. Furthermore, there was no
significant difference in the expression of miR-125b-5p and miR-574-3p in the study
groups. Our results corroborate existing scientific data, suggesting miR-125b-5p and
miR-574-3p as acceptable and additional biomarkers in the early diagnosis of

cardiometabolic diseases associated with obesity.

Keywords: adipogenesis; epigenetics; obesity; visceral obesity; miRNAs.
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16

1 INTRODUCAO

A obesidade, determinada por um acumulo anormal ou excessivo de gordura
corporal, pode ocasionar riscos a saude (KLOP et al, 2013). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a obesidade € considerada um problema de
saude publica relevante que atinge ndo somente os paises desenvolvidos, mas
também, paises em desenvolvimento. Dados de 2016 apontaram que entre os 1,9
bilhdes de individuos adultos com idade =18 anos com excesso de peso, mais de
650 milhdes ja exibiam obesidade (WHO, 2021). No Brasil, segundo o Sistema de
Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Crdnicas por Inquérito
Telefénico (VIGITEL), em 2018 ja existiam 55,7% de individuos com excesso de
peso e 67,8% de obesos (BRASIL, 2019).

Do ponto de vista celular, com o processo de ganho excessivo de peso, 0 que
se observa no tecido adiposo € uma associacao entre hiperplasia e hipertrofia dos
adipdcitos, colaborando para a ocorréncia de uma série de efeitos da obesidade no
desenvolvimento de comorbidades associadas (TILG e MOSCHEN, 2006; ROMEO
et al., 2012).

Originada principalmente em decorréncia de um desequilibrio calérico crénico,
marcado pela associacdo entre aumento da ingestdo calérica e estilo de vida
sedentario (HAIDAR e COSMAN, 2011), a obesidade pode diferenciar-se em
determinados individuos de acordo com a predisposi¢cao genética (HERRERA et al.,
2011), bem como, por alteragcbes ambientais e por mecanismos epigenéticos
(DABELEA et al.,, 2008; MARTINEZ et al., 2012). Neste sentido, destacam-se 0s
microRNAs (miRNAs ou miRs) (BARTEL, 2004; AHN et al., 2013; HILTON et al.,
2013), importantes moléculas com atividade na repressdo pos-transcricional
(BARTEL, 2004; AHN et al., 2013). Os miRNAs podem funcionar como promissoras
ferramentas sinalizadoras do prognostico, diagndstico precoce, terapéutica da
obesidade e de suas complicagBes cardiometabolicas associadas (VILLARD et al.,
2015).

Diante da epidemia da obesidade, sdo urgentes as buscas por solu¢gdes na
esfera da saude publica que oferecam uma melhor compreensdo sobre a
patogénese dessa desordem, bem como a adocdo de meétodos -efetivos
coadjuvantes em seu tratamento e na reducdo do risco de doengas metabdlicas a

ela associadas. Visto que os miRNAs vém ganhando cada vez mais destaque em
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diversas situacfes metabdlicas, torna-se imprescindivel o estudo destas moléculas
como ferramentas potenciais e adicionais no diagnostico e tratamento desta doenca

e de suas complicacdes cardiometabdlicas.

1.1 Obesidade

A obesidade humana, proporcionalmente crescente com a adocéo de habitos
de vida ocidental, abrange as mais diversas etnias, grupos etarios e classes sociais
(HAIDAR e COSMAN, 2011). Ela é definida como um acumulo corporal anormal ou
excessivo de tecido adiposo (KWOK et al.,, 2016; WHO, 2021), que pode ser
localizado tanto em regido subcutanea, quanto visceral (KWOK et al., 2016),
favorecendo uma série de comorbidades (WHO, 2021). De etiologia complexa e
multifatorial (HAIDAR e COSMAN, 2011), a obesidade pode representar um fator de
risco relevante no desenvolvimento de indmeras patologias crénicas, como a
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doencas cardiovasculares (DCV) e cancer (HAIDAR e
COSMAN, 2011; WHO, 2021).

1.2 Epidemiologia da obesidade

Segundo dados da OMS para 2016, dos 1,9 bilh6es de individuos adultos
com idade =218 anos que estavam com excesso de peso, mais de 650 milhdes ja
apresentavam obesidade, configurando um total de aproximadamente 13% da
populacdo adulta, porém, com maior distribuicdo entre as mulheres, sendo 15% para
o sexo feminino e 11% para o masculino (Figura 1) (WHO, 2017; 2021). Nota-se
com grande preocupacao que a prevaléncia global da obesidade cresceu em quase
trés vezes entre os anos de 1975 e 2016. Com excec¢io de algumas areas da Africa
Subsaariana e da Asia, verificam-se além de uma maior prevaléncia do excesso de
peso e obesidade, maiores indices de mortalidade para estas populacdes, em
comparacdo ao baixo peso (WHO, 2021). Ja para 2017, estimou-se que uma
populacdo mundial superior a quatro milhdes de individuos morrem por ano em
decorréncia do excesso de peso e da obesidade, relacionando-se em mais da
metade dos casos a DCV (IHME, 2018; WHO, 2022).
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FIGURA 1 - PREVALENCIA GLOBAL DE OBESIDADE
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Legenda: Nota-se que o0s trés paises prevalentes em obesidade para individuos adultos,
considerando-se ambos os sexos sdo: Alasca (Circulo polar artico), Estados Unidos da América e
Arabia saudita. Verifica-se também uma maior predisposicdo de obesidade entre as mulheres, na
comparacao entre 0s sexos. (a) representa a prevaléncia global de obesidade para o sexo feminino;
(b) representa a prevaléncia global de obesidade para o sexo masculino. No Brasil, com relagdo as
mulheres, nota-se uma prevaléncia de sobrepeso em todo pais (a). JA entre os homens, em todo
territdrio nacional, a prevaléncia € de peso normal (b). Adaptado de Global Health Observatory Map
Gallery, WHO, 2017.

No Brasil, como podemos observar na Figura 2, houve uma escalada no
namero de individuos obesos. A partir de uma pesquisa do Ministério da Saude,
realizada em parceria com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
demonstrou-se que 56,9% (82 milhdes) da populacdo com idade = 18 anos
apresentavam excesso de peso, tornando evidentes as grandes transformacdes

observadas em um periodo de 35 anos decorridos do estudo. Essa transformacgéo é
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consequéncia do decréscimo das taxas de déficit de peso (desnutricdo) e aumento
dos indices de excesso de peso e obesidade para ambos os sexos (IBGE, 2010).
Uma provavel causa para a modificacdo desse perfil foram as grandes
transformacdes ocorridas a partir da década de 70, tanto no comportamento
alimentar quanto nos habitos de vida, caracterizando uma fase de transicao
nutricional, fruto de uma combinacdo de alta ingestdo de alimentos caloricos e
reducdo no nivel de atividade fisica (GRUNDY, 2004; MALIK et al., 2013).

FIGURA 2 - PREVALENCIA DE DEFICIT DE PESO, EXCESSO DE PESO E OBESIDADE EM
POPULACAO BRASILEIRA = 18 ANOS, POR SEXO
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Legenda: Verifica-se para ambos os sexos, uma escalada do excesso de peso e obesidade em
detrimento de uma reduc¢édo dos niveis de déficit de peso ao longo dos 35 anos de estudo. Adaptado
de Antropometria e Estado Nutricional de Criancas, Adolescentes e Adultos no Brasil. Pesquisa de
Orcamentos Familiares (POF) 2008-2009, IBGE, 2010.

Comprovando que 0 aumento na prevaléncia de excesso de peso e
obesidade se mantém continuos em nosso pais, em 2018 alcangamos um ndamero
de 55,7% de individuos com excesso de peso. Com relacdo a obesidade, verificou-
se nos ultimos treze anos, um salto de 67,8% no numero de casos, com aumento de
seus indices percentuais de 11,8% (2006) para 19,8% (2018) (BRASIL, 2019).
Dados de 2021 mostraram uma concentracdo mais elevada no percentual de
excesso de peso para o sexo masculino (59,9%), na comparacdo ao feminino
(55,0%), sendo entre os homens, em Porto Velho, Jodo Pessoa e Manaus
(respectivamente, 67,5%, 66,5% e 65,2%), e entre as mulheres, em Manaus, e Porto
Velho e Belém (respectivamente, 61,8% e 61,0%). Quanto aos obesos, houve um

resultado semelhante entre os sexos masculino (22,0%) e feminino (22,6%), sendo
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para os homens, em Aracaju, Goiania e Porto Velho (respectivamente, 27,9%,
26,7% e 26,6%), e entre as mulheres, em Manaus, Recife e Porto Velho
(respectivamente, 26,6%, 26,5% e 26,2%) (BRASIL, 2022).

1.3 Determinacao diagnostica da obesidade

O diagnostico clinico da obesidade é estabelecido internacionalmente pela
utilizacdo do indice de Massa Corporal (IMC), um método muito simples e facilmente
aplicavel, obtido como resultado da divisdo do peso (em Kg) pela estatura (em m?).
O IMC pode ser utlizado para definir varias categorias. Os individuos que
apresentem um IMC 2= 30,0 kg/m? sdo considerados obesos e categorizados em trés
graus de acordo com o nivel da obesidade, como observado no Quadro 1 (WHO,
1998; 2000; 2021).

QUADRO 1 - CLASSIFICACAO DAS VARIAS CATEGORIAS DE INDICE DE MASSA CORPORAL
(IMC) PARA INDIVIDUOS ADULTOS

Categorias IMC (kg/m?)
Baixo peso <18.5
Peso normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9
Obesidade >30.0
Obesidade grau | 30.0-34.9
Obesidade grau Il 35.0-39.9
Obesidade grau lll =>40.0

Legenda: Nota-se que além de diagnosticar o individuo com obesidade, as categorias de indice de
Massa Corporal (IMC) também servem para as definicdes de baixo peso, peso normal, sobrepeso, e
diferentes graus de obesidade. Adaptado de World Health Organization (WHQO). Obesity: Preventing
and managing the global epidemic: Report of a WHO consultation on obesity,1998.

Um aumento do IMC decorrente do excesso de peso corporal representa um
risco real, significativo e adicional para o desenvolvimento de doencas cronicas ndo
transmissiveis, como a DM2, as DCV, sobretudo por doencas cardiacas e acidente
vascular cerebral (AVC), as alteragbes musculoesqueléticas (principalmente, a
osteoartrite), assim como diversos tipos distintos de cancer como o de cdlon,

endométrio, figado, mama, ovario, prostata, rim e vesicula biliar (WHO, 2021).
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Entretanto, como o diagnéstico do IMC relaciona-se somente ao peso
corporal total, e ndo a distribuicdo de gordura e composi¢cado organica pode ocorrer
alguns erros de interpretagédo (SUN et al., 2010; WHO, 2021). Neste sentido, outros
parametros clinicos podem ser relevantes para a complementacdo da avaliacéo,
considerando a composicéo e a distribuicdo da gordura corporal, como as medidas
de circunferéncia da cintura (CC), circunferéncia de quadril (CQ) e o calculo da
relacdo cintura/quadril (RCQ) (CARR e BRUNZELL, 2004; ASHWELL e GIBSON,
2016). Esse padrao de distribuicdo de adiposidade corporal tem a capacidade de
predizer um maior ou menor risco a saude (BLOUIN et al., 2008; LEE et al., 2013).

De acordo com a distribuicdo corporal, o padrdo de adiposidade pode ser
separado em dois grupos: (i) androide (também denominada: central, abdominal ou
macd), associado ao acumulo de gordura na regido intra-abdominal / tronco,
observada mais comumente, mas ndo unicamente no sexo masculino; (ii) ginecoide
(também chamada: periférica, inferior ou péra), relacionada a maior concentracéo de
tecido adiposo nas areas do quadril, coxa e gluteos, mais frequentemente no sexo
feminino. A distribuicdo androide esta relacionada com maior risco de
desenvolvimento de doencas cardiometabolicas, pela maior deposicdo de tecido
adiposo em regido visceral. Por outro lado, a distribuicdo ginecoide esta relacionada
com menor risco a saude, por configurar um acumulo subcutaneo de gordura
(BLOUIN et al., 2008; LEE et al., 2013).

Sob o aspecto histolégico e funcional, observa-se no individuo obeso, a
presenca de adipdcitos circundados por um agregado de macrofagos,
estabelecendo a correlacdo entre tecido adiposo obeso e inflamacgédo cronica,
favorecendo ao risco no desenvolvimento de comorbidades associadas a obesidade
(TILG e MOSCHEN, 2006; APOVIAN et al., 2008; ROMEO et al., 2012) (Figura 3).
Em tese, em obesos, ha um aumento na proporcdo de macréfagos M1 (pro-
inflamatorios), em relacdo aos macréfagos M2 (anti-inflamatérios), condi¢cdo capaz
de induzir a inflamacé&o na obesidade, contribuindo significativamente para o risco da
patogénese da DCV (RANA e NEELAND, 2022).
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FIGURA 3 — EFEITO DA OBESIDADE NA INFLAMACAO CRONICA
Magro Obeso

Adipocitos Vasos sanguineos Macrofagos

Legenda: Diferencas histologicas, em imagens de microscopia confocal, evidenciadas em amostras
de gordura visceral de camundongos magros (alimentados com dieta normal) e obesos (com dieta
hiperlipidica), a partir das coloracdes: verde (F4/80), referente aos macréfagos; vermelha (isolectina),
aos vasos sanguineos; e azul (caveolina), aos adipécitos. Nota-se no tecido obeso, ao redor de
adipdcitos, um agregado de macrofagos, organizados em estruturas parecidas com coroas,
caracterizando a inflamacéo crénica estabelecida no tecido adiposo. Adaptado de Apovian et al.;
Arterioscler Tromb Vasc Biol 2008; 28: 1654 -1659.

1.4 Tecido adiposo

O tecido adiposo € reconhecido como uma estrutura biologicamente ativa
(SINGLA, et al.,, 2010; KWON e PESSIN, 2013), possuindo funcdes de grande
relevancia ao funcionamento organico, como: (i) capacidade de sustentacdo e
protecdo corporal; (ii) defesa organica (KWOK et al., 2016); (ii) estocagem de
energia (SINGLA et al., 2010; KWON e PESSIN, 2013); (iv) funcdo hormonal e
secrecdo de mediadores do processo inflamatorio (ZHANG et al., 1994) e (v)
envolvimento em ac6es metabdlicas (SINGLA, et al., 2010; KWON e PESSIN, 2013).
Este tecido € classificado de acordo com sua disposicdo organica como, tecido
adiposo subcutaneo (superficial e profundo) e tecido adiposo visceral (KWOK et al.,
2016) e segundo as variedades de adipécitos, que podem ser brancos
(uniloculares), marrons (multiloculares) (VIRTANEN et al., 2009; SAELY et al., 2012;
ADAMCZAK e WIECEK, 2013) ou beges (“pbrites”) (WU et al., 2013) (Figura 4).

O tecido adiposo branco (TAB), principal local de estoque de gordura corporal
em mamiferos (PICARD e AUWERX, 2002; PICARD et al., 2004), estd amplamente
distribuido no organismo em grandes depositos nas regides subcutanea abdominal

superficial e profunda, e gluteo-femoral, bem como no coragdo, em grupamentos



musculares e no mesentério. TAB € habil no armazenamento de gordura, na
regulacdo da homeostase de glicidios e lipidios e na secrecdo de diversas
adipocitocinas proé-inflamatérias. Os adipécitos do TAB sdo quase totalmente
compostos por apenas uma Unica grande gota lipidica (KWOK et al.,, 2016;
SANCHEZ-GURMACHES et al., 2016).

FIGURA 4 - VARIEDADE, LOCALIZACAO E PRINCIPAL FUNGCAO DE ADIPOCITOS
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Legenda: De acordo com os tipos especificos de adipécitos, que podem ser brancos, beges ou
marrons, notam-se diferengcas nos depdésitos de gordura e no nimero de mitocéndrias, como fatores
determinantes de sua funcdo organica, como na capacidade no armazenamento de gordura e na
producéo de calor. Adaptado de Magdalon e Festuccia; Einstein 2017; 15.

Encontrado, previamente, em mamiferos de pequeno tamanho e criancas, 0
tecido adiposo marrom (TAM) surgiu como um ajuste organico ao frio. Sua funcgéo
basica € o controle da termogénese pela abundancia de mitocéndrias resultando na
maior atividade mitocondrial (CANNON e NEDERGAARD, 2004). Este tecido pode
ser encontrado nas regides abdominais superiores e mediastino, axilar, cervical,
paravertebral e supraclavicular (SAELY et al., 2012). Em oposi¢édo ao branco, seus
adipécitos possuem menor tamanho, dispdem de pequenas gotas de gordura de
tamanhos variados, notavel citoplasma e numerosas mitocéndrias (KWOK et al.,
2016). Suas mitocondrias expressam a proteina desacopladora 1 (UCP1, do inglés,
uncoupling protein 1) que estimulada pela ingestéo de alimentos frios ou exposigéo a
temperaturas baixas, promove um aumento nas condicdes de respiracéo
mitocondrial, produzindo calor gerado pela elevada oxidacdo de acidos graxos livres
e glicose (SIDOSSIS e KAJIMURA, 2015).
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O adipdcito bege € um fendtipo mediano, com caracteristicas do adipdcito
branco e do marrom (HARMS e SEALE, 2013; KWOK et al., 2016). Este é descrito
como uma subpopulacdo do TAB com propriedades do TAM, pelas alteracdes
morfofuncionais como aumento de mitocondrias e expresséo de UCP1 (CANNON e
NEDERGAARD, 2004; HARMS e SEALE, 2013). O tecido adiposo bege é
encontrado nas regibes axilar, cervical, paravertebral e supraclavicular
(NEDERGAARD et al., 2007). Na obesidade, o desenvolvimento deste tecido a partir
dos adipécitos brancos, configura uma ferramenta relevante na manutencdo do
peso, pela eficiéncia do adipdcito bege oxidar acidos graxos. Ha evidéncias de que a
formacdo de adip6cito bege a partir do branco relaciona-se a situacdes de
hipermetabolismo e catabolismo, normalmente descritas em condi¢des patoldgicas,
como nas queimaduras, traumas extensos e cancer (ABDULLAHI e JESCHKE,
2016).

Em sintese, o TAB é 0 mais importante para a fisiopatologia da obesidade e
comorbidades associadas em virtude de suas caracteristicas adicionais, como por
exemplo, a secrecdo de adipocinas e a influéncia na sensibilidade a insulina e no
equilibrio metabdlico (CINTI, 2012).

1.5 Mecanismos fisiopatolégicos associados a obesidade

1.5.1 Obesidade visceral

A obesidade, particularmente, a localizada na regido abdominal, configura um
dos mais importantes e aumentados fatores de risco para o desenvolvimento de
mecanismos fisiopatolégicos relacionados a resisténcia a insulina e suas
complicacBes cardiometabolicas associadas a obesidade (BALISTRERI et al., 2010;
TCHERNOF e DESPRES, 2013), tais como: as DCV, a DM2 (OHLSON et al., 1985;
REXRODE et al., 1998), a hipertenséo arterial primaria (HALL et al., 2015), a doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica (EKSTEDT et al., 2006) e a sindrome metabdlica
(SM) (ANDERSON et al., 2001; CARR et al., 2004; CORNIER et al., 2008; ALBERTI
et al., 2009).

De acordo com a Federagdo Internacional de Diabetes (IDF, do inglés,
International Diabetes Federation), sdo varios os estudos que preconizam o ponto de

corte de 80cm de circunferéncia de cintura para as mulheres e 90cm para 0s
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homens, defendendo que para os habitantes da América Latina estes valores
estejam mais fortemente associados aos demais critérios integrantes da SM
(BERBER et al., 2001; LOPEZ-JARAMILLO et al., 2007; PINZO'N et al., 2007;
MANZUR et al., 2008). Entretanto, ainda ndo existe qualquer estudo observacional
nesta populacdo demonstrando a participacdo desta medida no curso da DCV e
diabetes (LOPEZ-JARAMILLO et al., 2013).

Fruto de um excesso do consumo alimentar associado a reducdo do gasto
energeético, 0 aumento ponderal que leva ao excesso de peso e obesidade (MUIR et
al., 2016), resulta em diversas modificacbes na estrutura e na funcdo do tecido
adiposo, caracterizando a adiposopatia (BLUHER, 2013; CASTOLDI et al., 2016). A
adiposopatia €& responsavel pelo desenvolvimento de doengas associadas a
obesidade (BLUHER, 2013).

Com o processo de obesidade, hd uma alteracéo patolégica dos adipdcitos,
particularmente, no TAB. Estes, por sua vez, se tornam disfuncionais, passando a
apresentar um envelhecimento precoce, uma maior taxa de apoptose e infiltracéo de
macréfagos (TILG e MOSCHEN, 2006; ROMEO et al.,, 2012) com um perfil proé-
inflamatorio (M1) (CASTOLDI et al., 2016). Por consequéncia, uma intensa secrecao
de mediadores inflamatérios, tanto pelos proprios adipdcitos, quanto pelos
macrofagos residentes, resulta numa alteracdo na liberacdo de adipocitocinas, como
a adiponectina e leptina; citocinas pré-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-qa, do inglés, tumor necrosis factor alpha), interleucina 6 (IL-6) e ligante de
guimiocina 2 (CCL2, também conhecido como proteina quimioatratival de mondcitos
- MCP1) e de fatores derivados de macréfagos, como a Interleucinal beta (IL-18) e a
resistina (TILG e MOSCHEN, 2006; ROMEO et al., 2012).

Do ponto de vista morfofuncional, no aumento saudavel do TAB ocorre
somente a hiperplasia de adipdcitos, que tem carater protetor das alteracdes
metabdlicas relacionadas a obesidade. Ja& no aumento ndo saudavel, ha uma
associacdo entre hiperplasia e hipertrofia, como consequéncia de um excesso
calorico extra, que excede a capacidade de reserva no TAB, gerando uma
lipotoxicidade, e consequente deposicédo de gordura na regido visceral, e em tecidos
como o coragdo, figado e musculo esquelético. Neste sentido, uma elevada ingestao
calorica e consequente deposicao ectopica excessiva de gordura favorecem uma

inflamagé&o crbnica de baixo grau no TAB e resisténcia a insulina, como observado
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na Figura 5 (RUTKOWSKI et al., 2015; REILLY e SALTIEL, 2017; LONGO et al.,
2019).

FIGURA 5 - EFEITOS DA OBESIDADE NO TECIDO ADIPOSO BRANCO
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Legenda: Verifica-se, particularmente no tecido adiposo branco, que o excesso calérico promove um
aumento tecidual de adipécitos brancos, que podem ser saudaveis ou ndo. No aumento saudéavel,
observada na hiperplasia de adipécitos, h4 uma protecdo ao organismo contra os danos metabdlicos
da obesidade. Em contrapartida, na hiperplasia e hipertrofia adipocitaria, e consequente aumento
tecidual ndo saudavel, verifica-se uma série de disturbios relacionados a obesidade decorrentes do
processo de lipotoxicidade. TAB — Tecido adiposo branco; DHGNA — Doencga hepética gordurosa

A

ndo-alcodlica; Rl — Resisténcia a insulina; DM2 — Diabetes mellitus tipo 2; DCV — Doengas
cardiovasculares. Adaptado de Longo et al., Int. J. Mol. Sci. 2019; 20: 2358.

1.5.2 Resisténcia a insulina e diabetes mellitus

A resisténcia a insulina é caracterizada por uma diminuicdo da sensibilidade
celular a este horménio, principalmente, no tecido adiposo, figado e musculatura
esquelética, o que dificulta a acdo da insulina. A insulina € um horménio produzido e
secretado pelas células beta pancreaticas, essencial na absorcdo de glicose. No
quadro de resisténcia a insulina, observamos uma hipersecre¢do de insulina, de
forma compensatoria, na tentativa de mobilizacdo da glicose. Em consequéncia, na
hiperinsulinemia hd um desgaste nas células beta, pela ineficiéncia e insuficiéncia na
producdo pancreatica de insulina, resultando em um excesso de glicose sanguinea,
a hiperglicemia, evidenciando um quadro de DM2 (ECKEL et al., 2005; IDF, 2006).

A avaliacdo clinica da diabetes pode ser facilmente realizada a partir da

medida da concentracdo sérica de glicose, podendo o individuo ser considerado
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normoglicémico (< 100mg/dL); pré-diabético ou com risco aumentado para o
desenvolvimento da diabetes (100 a 125 mg/dL); ou diabético, na presenca de uma
glicemia > 125 mg/dL (ADA, 2006; SBD 2022).

Mesmo antes do estabelecimento da DM2, j& ocorrem danos organicos como
um acumulo de triglicerideos, que comprometem ainda mais a resposta a insulina,
acentuando o quadro de resisténcia (ECKEL et al., 2005; IDF, 2006). S&o claras as
evidéncias relacionando lipidios e resisténcia a insulina. Estudos em adultos
eutréficos ndo diabéticos mostraram que o teor de triglicerideos intramiocelulares foi
um fator preditivo muito mais consistente da resisténcia a insulina no musculo que
0s acidos graxos circulantes. Este estudo sugere que a resisténcia a insulina é mais
diretamente causada pelos lipidios que se aglomeram nos tecidos sensiveis a
insulina, do que pelos lipidios presentes na circulacdo (KRSSAK et al., 1999). Uma
das principais causas do desenvolvimento da resisténcia a insulina resulta de um
excesso de acidos graxos circulantes, geralmente advindos dos estoques de
triglicerideos liberados pelo tecido adiposo por acdo enzimatica, ou a partir da
lipdlise de lipoproteinas ricas em triglicerideos por acdo da lipoproteina lipase
(ECKEL et al., 2005). Neste sentido, a insulina tem importancia tanto na antilipdlise
guanto na estimulacao da lipoproteina lipase, sendo a inibicdo da lipdlise em tecido
adiposo a forma mais sensivel de acdo da insulina (JENSEN et al.,, 1989). Na
maioria dos individuos acometidos por intolerancia a glicose ou DM2, esta condicao
esta relacionada a SM, podendo acrescer o risco cardiovascular sobre a soma do
risco de cada anormalidade isoladamente (SATTAR et al., 2003).

O tecido adiposo tem papel relevante na regulacdo da homeostase organica
dos &cidos graxos. Em situacdes de excesso caldrico, hA um depoésito de acido
graxo livre na forma de triglicerideos mediante a esterificacdo em glicerol, e na
caréncia energética, sao liberados de volta a circulacdo (GALIC et al., 2010). Desta
forma, para a manutencdo corporal dos niveis de glicose, o tecido adiposo desvia
acidos graxos, como os triglicerideos (GUILHERME et al., 2008). Nesse contexto,
estudos apontam a obesidade visceral como um dos mecanismos mais importantes
para o desenvolvimento da resisténcia a insulina e condigbes associadas
(BALISTRERI et al., 2010; TCHERNOF e DESPRES, 2013; SPERETTA et al.,
2014). A obesidade visceral pode resultar na ativacdo de vias metabdlicas
normalmente associadas ao acumulo de gordura corporal, modificando a absorcao

de acidos graxos, a lipogénese e o gasto energético (SAMUEL e SHULMAN, 2012).


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3294420/&usg=ALkJrhj9VgALRPjPs7nE1JcBt7et6qnddA#R87
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FIGURA 6 - EFEITOS DA OBESIDADE NA RESISTENCIA INSULINICA SISTEMICA
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Legenda: No processo de ganho de peso, e consequente hipertrofia do tecido adiposo, fruto do
consumo alimentar excessivo, verifica-se nos adipdcitos, um envelhecimento precoce, maior
tendéncia a apoptose, infiltracdo e proliferacdo de macréfagos, e modificagdo na secrecdo de
adipocinas e outras moléculas, com ag¢8es no sistema nervoso, reduzindo o gasto energético, e
aumentando a ingestdo alimentar e a produgdo de glicose hepética; e uma quebra na homeostase
dos tecidos do musculo esquelético e hepético, gerando uma inflamacao crénica de baixo grau,
acumulo ectépico de gordura e resisténcia a insulina. Consequentemente, no tecido muscular hd uma
reducdo da captacdo de glicose e oxidacdo de acidos graxos livres, e no figado, o aumento da
glicogendlise, gliconeogénese e glicemia plasmatica, que associados promoverdo um quadro de
resisténcia insulinica sistémica. AGL — Acido graxo livre; IL-6 — Interleucina 6; IL-10 — Interleucina 10;
M1 — Macrofagos M1; M2 — Macréfagos M2; RBP4 — proteina ligante de retinol 4 (do inglés,
retinol binding protein 4); TNF-alfa — fator de necrose tumoral-alfa. Speretta et al., HUPE 2014; 13:
61-69.

Como verificado na Figura 6, a hipertrofia adipocitaria, particularmente em
tecido adiposo visceral, gera uma quebra no equilibrio metabdlico deste tecido,
levando a infiltracdo e ativacdo de macroéfagos, resultando num perfil pro-inflamatorio
(GALIC et al., 2010; HEBER, 2010; GREGOR e HOTAMISLIGIL, 2011) e secrecao

de adipocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a e IL-6. Esse quadro inflamatério é



29

seguido pelo aumento na secrecdo de acido graxo livre e desregulacdo na liberacéo
de moléculas vindas de adipécitos e macrofagos, como leptina, adiponectina,
resistina e proteina ligante de retinol 4 (RBP4, do inglés, retinol binding protein 4),
gue associadas podem agravar a inflamacéo do tecido adiposo, bem como afetar
outros 6rgao e tecidos (BOURET et al., 2004; AHIMA et al., 2008; DE ABREU et al.,
2017; FRANCISCHETTI et al., 2020), como o cérebro, pela ocorréncia de disfuncdes
metabolicas cerebrais como as observadas na Doenca de Alzheimer (DEZONNE et
al., 2022). No geral, uma modificacdo na secre¢ao de adipocinas, pode elevar a
ingestdo alimentar e reduzir o gasto energético por desregulacdo das respostas
hipotalamicas, principalmente no nacleo arqueado (BOURET et al., 2004; AHIMA et
al., 2008). Além disto, a progressdo da inflamacao crénica de baixo grau, leva a
diminuicdo na sensibilidade a insulina no musculo e no figado (GALIC et al., 2010).

1.5.3 Hipertenséo arterial sistémica

O peso excessivo, principalmente relacionado a obesidade visceral, é a causa
mais relevante e aumentada de se desenvolver a hipertensdo arterial,
particularmente por uma elevacéo na reabsorcédo de sodio. Por sua alta prevaléncia
global, por desencadear DCVs e doencas renais crbnicas, a hipertensdo arterial
sistémica (HAS) é um importante problema de saude publica (LAWES et al., 2008;
KEARNEY et al., 2005; GBD, 2015).

Descrita como uma alteragdo da pressao arterial (PA) para valores 2140 e
90mmHg, a HAS em valores superiores a estes pode ser caracterizada em estagios
(1, Il e 111), de acordo com a gravidade sendo: (i) primaria, essencial ou idiopatica, em
cerca de 90% dos quadros, quando a PA esta mais elevada que o normal sem razéo
aparente (LOPEZ-JARAMILLO et al., 2013), relacionando-se normalmente & uma
série de alteracbes metabolicas, das quais se incluem entre outras, a intolerancia a
glicose, a dislipidemia e a obesidade (FERRANNINI e NATALI, 1991) e (ii)
secundaria, que acomete os ultimos 10% de hipertensos, por um aumento indireto
da PA, ainda assim detectavel e possivelmente tratada (LOPEZ-JARAMILLO et al.,
2013). Entre as diversas situacOes organicas observadas no aumento da presséo
arterial relacionada a obesidade, observa-se uma elevacdo do tonus simpatico
(SOWERS et al, 1982; TROISI et al., 1991), constricdo mecéanica renal

(SUGERMAN et al., 1997), ativacdo excessiva do sistema renina-angiotensina
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(REISIN et al., 1997), distarbio endotelial (RAITAKARI et al.,, 2004) e aumento de
aldosterona (DE SOUZA et al., 2010).

Fisiologicamente, em pessoas normais, a insulina, um hormonio
vasodilatador, promove um efeito secundario na reabsorcdo renal de sodio
(DEFRONZO et al., 1975). Em portadores de resisténcia a insulina, pelo menos em
parte, a insulina esta envolvida na génese da sensibilidade ao sédio na hipertenséo
(KURODA et al., 1999). Na resisténcia a insulina, mesmo sem o efeito vasodilatador
da insulina, mantém-se a reabsorcao renal de sodio. Os estados de hiperglicemia e
hiperinsulinemia estimulam o sistema renina-angiotensina desencadeando uma
cascata de eventos, resultando na elevacdo da expressdo de angiotensinogénio,
angiotensina 1l e do receptor AT1, que relacionados podem cooperar para a
evolugdo de um quadro de hipertensdo (MALHOTRA et al., 2001). Além do mais, a
resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia estimulam o sistema nervoso simpatico
(SNS) atuando sobre diferentes 6rgaos, aumentando a reabsorcao renal de sédio e
0 débito cardiaco, gerando uma vasoconstricdo das artérias, e consequentemente,
hipertensdo (MORSE et al., 2005).

Atualmente, verificou-se que os adipocitos também produzem aldosterona
(BRIONES et al., 2012), funcionando com um pequeno sistema renina-angiotensina-
aldosterona (KAUR et al., 2014). A relacéo entre hipertensao e obesidade abdominal
€ causada provavelmente pela hiperinsulinemia e estimulacdo do SNS. A insulina é
um importante indicador da ligacdo entre consumo alimentar e atividade do SNS, ja
gue a hiperinsulinemia induz e aumenta a atividade do SNS, desencadeando uma
reducdo na excrecao renal de sédio, acarretando um aumento da PA. Neste sentido,
a hipertensdo relacionada a obesidade decorre de um recurso organico
compensatoério desfavoravel como um mecanismo de adequacdo ao excesso de
peso (KRIEGER e LANDSBERG, 1988).

A hiperleptinemia induzida pela obesidade pode figurar como um elemento
relevante na causa de algumas destas manifestacbes patologicas, ja que 0s niveis
de leptina estdo diretamente associados a PA (ASFERG et al., 2010; SHANKAR e
XIAO, 2010). A leptina, hormdnio circulante proveniente de adipdcitos, diretamente
correlacionado a massa de tecido adiposo (CONSIDINE e CARO, 1996), apresenta-
se em niveis plasmaticos mais elevados em individuos obesos que em magros
(FREDERICH et al., 1995). Além disso, podemos observar uma hipersecrecdo como

tentativa de superar o estado de resisténcia a acdo deste horménio, que acompanha
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a disfuncado do tecido adiposo observada na obesidade (MACREADY et al., 2014).
Com principal acdo no controle do apetite (GRILL et al., 2002), independentemente
do consumo alimentar, a leptina também atua no tbnus simpético e na pressao
sanguinea (MACHLEIDT et al., 2013).

A leptina demonstra uma ligacdo significativa na modulacdo da pressao
arterial, tal como em mecanismos que direcionam a hipertensao (HALL et al., 2001).
Esta adipocina atua no rim, promovendo um aumento na excre¢ao renal de sodio e a
producdo de Oxido nitrico, podendo levar a uma redugdo nos niveis pressoricos
(FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011), e em contraposi¢éo, pode aumentar o ténus
simpatico renal, nas adrenais e coracao, elevando a pressao arterial (DUNBAR e
LU, 1999). A atuacao da leptina na ativacdo do SNS pode explicar sua agdo na
modulagdo na pressdo arterial, estimulando um processo de vasoconstricao
periférica, elevando os niveis pressoricos sistémicos, principalmente na ocorréncia
de resisténcia ao seu desempenho, como na obesidade, em que se verifica um
aumento dos niveis circulantes de leptina (MARK et al., 2002).

Como observado na Figura 7, no excesso de ganho ponderal ha uma
ativacdo do SNS, que favorece a retencao renal de sddio e natriurese por reducao
na pressao. Assim, a elevacdao dos niveis circulantes de leptina e o estimulo do
sistema de melanocortina, principalmente o receptor tipo 4 de melanocortina (MC4R-
do inglés, melanocortin 4 receptor), configuram os elementos centrais vinculados a
obesidade, atividade simpética do nervo renal e elevacdo da PA. Ha evidéncias de
gue o centro leptina-MC4R, localizado no tronco encefalico, tenha acéo potencial e
especifica sobre o apetite, funcdes cardiovasculares, e metabolismo (FRIEDMAN,
2002; BJORBAEK e KAHN, 2004; TALLAM et al., 2006), podendo promover uma
hiperatividade do sistema nervoso simpatico renal, com aumento na reabsorcao

renal de sédio, e consequente hipertensao arterial (DA SILVA et al., 2013).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tallam+LS&cauthor_id=16754792
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FIGURA 7 - EFEITOS DA HIPERLEPTINEMIA NO DESENVOLVIMENTO DA HIPERTENSAO

Obesidade
3

T Niveis de leptina

Brago Brago
Intacto-‘Exacerbadc:/\ Danific';adc-:

1 da atividade de neurénios T Atividade de neurénios
¥ nao-POMC gabaérgicos
TAtivagao do MC4R em centros

de requlacio cardiorrespiratoria
I | Apetite

TQutros fatores

TAtividade do SNS renal .

] T Termogénese
T Reabsorcéo de Na
]

Hipertensao

Legenda: Na maioria dos individuos obesos, hd um aumento na expressao e secrecdo de leptina que
pode atuar no controle do apetite ou na hiperatividade simpatica. A direita, verifica-se a acdo da
leptina sobre neuropeptideos relacionados ao controle do apetite, com 0 aumento de sua atividade,
promovendo uma inibicdo do apetite e elevacdo da termogénese, e consequente perda de peso. A
esquerda, a leptina também vai atuar em outra via intracelular, aumentando a atividade de neurdnios
anorexigenos e a expressao e secre¢do do receptor de melanocortina, especialmente o MC4R, no
tronco encefalico que faz conexao com o sistema nervoso simpatico, promovendo uma hiperatividade
do sistema nervoso simpatico renal, aumentando a reabsorcao renal de sddio, o que pode elevar a
presséao arterial. MC4R — Receptor tipo 4 de melanocortina (do inglés, melanocortin4 receptor); Na —
Sédio; POMC — Prg-6pio-melanocortina; SNS — Sistema nervoso simpético. Adaptado de da Silva, et
al., Curr Opin Nephrol Hypertens 2013; 22: 135-140.

1.5.4 Dislipidemia

A dislipidemia, caracterizada por um conjunto de anormalidades no
metabolismo lipidico, apresenta um aumento nos niveis plasméaticos de
triglicerideos, lipoproteinas de baixa densidade (Low Density Lipoprotein — LDL-C) e
de lipoproteinas de densidade muito baixa (Very Low Density Lipoprotein — VLDL-C),
e reducdo na concentracdo de lipoproteinas de alta densidade (High Density
Lipoproteins — HDL-C) (ROBINS et al., 2001, ECKEL et al., 2005; SU et al., 2018), e
esta associada a disfuncfes no tecido adiposo e hepatico (WU et al., 2015).

O desenvolvimento da dislipidemia € impulsionado principalmente pela
resisténcia a insulina, configurando a chamada “dislipidemia metabdlica”, um tipo de

dislipidemia ocasionada pela combinacdo de resisténcia a insulina e obesidade
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(BLUHER, 2013; KLOP et al.,, 2013; CASTOLDI et al, 2016). A dislipidemia
configura um fator de risco causal para as DCV, ja que quando LDL-C plasmatico
atinge niveis excessivos, ele pode ser fagocitado por macréfagos e incorporado na
regido subendotelial, relacionada a uma série de situagbes da cascata da
aterosclerose (AZUSHIMA et al., 2017).

Do ponto de vista molecular, sdo descritas uma série de apolipoproteinas
permutaveis, como a apolipoproteina Al (ApoAl), apolipoproteina A5 (ApoAb),
apolipoproteina E (ApoE) e apolipoproteina C3 (ApoC3) (LIAO et al., 2018; SU e
PENG, 2020), sintetizadas e secretadas principalmente, a partir de hepatécitos ou
adipécitos (LIAO et al., 2018), duas principais variedades de células lipogénicas da
homeostase lipidica humana (SU e PENG, 2020).

As apolipoproteinas sdo moléculas com ac¢des intracelulares fundamentais na
modulacdo do metabolismo lipidico e no equilibrio plasmatico e celular, podendo
influenciar no desenvolvimento da dislipidemia e nas disfuncdes cardiometabdlicas
associadas a alteracBes nos tecidos adiposos e hepaticos (LIAO et al., 2018; SU e
PENG, 2020). O que se observa, é que em células adiposas, sob condicdo organica
normal, uma liberacdo regular de lipidios promove a homeostase energética,
enquanto na obesidade, os adipdcitos hipertrofiados provocam uma liberacdo de
altos niveis de acidos graxos livres circulantes. Ja nos hepatdcitos, em condicéo
normal, ha uma liberacao regular de lipidios favorecendo o equilibrio energético, ao
passo que na obesidade, um aumento na captacao hepéatica de lipideos provoca um
desequilibrio energético (SU e PENG, 2020).

1.5.5 Sindrome metabdlica

Expressao definida primariamente, entre outras, como Sindrome X (REAVEN,
1988), quarteto da morte (KAPLAN, 1989), Sindrome da Resisténcia a Insulina
(DEFRONZO e FERRANNINI, 1991; STERN, 1994), a Sindrome Metabdlica
(ALBERTI et al., 1998; WHO, 1999), denominacao utilizada atualmente em todo o
mundo e atualizada em consenso internacional (ALBERTI et al., 2009), serve para
descrever a ocorréncia de uma série de transtornos metabdlicos, que ao aparecem
unidos, podem determinar consequentemente o acometimento por DCV e DM2
(GRUNDY et al., 2005).
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Seu diagndstico clinico é determinado pela presenca, em um mesmo
individuo, de pelo menos trés dos cinco critérios, e seus pontos de corte
estabelecidos como fatores de risco para a ocorréncia da SM, como apresentados
no Quadro 2: (i) obesidade abdominal, separado por género e de acordo com a
etnia; (ii) triglicerideos; (iii) HDL-C, separado por género; (iv) PA; (v) glicemia de
jejum (CORNIER et al., 2008; ALBERTI et al.,, 2009; HARRIS, 2013; GRUNDY,
2016; NOLAN et al., 2017).

QUADRO 2 - CRITERIOS ESTABELECIDOS PARA O DIAGNOSTICO DE SINDROME
METABOLICA (SM)

Fatores de Risco Nivel de Definigio

Obesidade abdominal (circunferéncia abdominal)
Limites especificos que consideram diferentes
populagbes e paises

Homens =a 90 cm*
Mulheres =a 80 cm
Triglicerideos ** = a 150mg/dL
HDL- colesterol ™
Homens < 40mg/dL
Mulheres < 50mg/dL
Pressao arterial ** =130/ =85mmHg
Glicose em jejum ** =100 mg/dL
-Ameérica Central e América do Sul = Ou em tratamento para o fator de risco

Legenda: Nota-se que embora sejam descritos cinco fatores de risco, a ocorréncia de apenas trés
destes, em um mesmo individuo, ja é suficiente para o estabelecimento do diagnéstico clinico da
sindrome metabdlica (SM). Adaptado de Alberti et al., Circulation 2009; 120: 1640-1645.

A SM é marcada pela associacdo de uma série de fatores fisiologicos, como
obesidade, hipertensdo, dislipidemia, inflamacdo (GRUNDY et al.,, 2005;
LUCHSINGER, 2006), intolerancia a glicose, diabetes, DCV (WILSON et al., 2005;
DE ABREU et al., 2017; FRANCISCHETTI et al., 2020), aterosclerose, AVC, cancer
e artrite (GUARENTE, 2006). Embora sua patogénese e de seus componentes
sejam complexos e parcialmente elucidados, sugere-se que a resisténcia a insulina
e a obesidade, particularmente a visceral, sejam os fatores causais centrais para as

diversas anormalidades clinicas relacionadas ao seu desenvolvimento (ANDERSON
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et al., 2001; CARR et al.,, 2004; CORNIER et al., 2008; ALBERTI et al., 2009).
Parece que o excesso de gordura visceral seja o gatilho inicial da SM, ja que a
obesidade est4 relacionada a inimeras condi¢cfes de risco metabdlico (CAMERON
et al., 2008). Além destes, destacam-se a predisposi¢cdo genética, o envelhecimento,
a inatividade fisica, o desequilibrio hormonal (ANDERSON et al., 2001), o tabagismo
e 0 consumo alimentar hipercalérico (SMITH e RYCKMAN, 2015).

Ha evidéncias de que a SM e a restricdo cal6rica avancem por vias de
equilibrio distintas, podendo ser moduladas pelo padrdo dietético e de atividade
fisica, pendendo assim para qualquer um dos lados, mostrando que elementos
reguladores podem interferir na intolerancia a glicose e na obesidade (GUARENTE,
2006).

De acordo com Hales e Barker (1992), é possivel que o “fené6tipo econémico”,
uma resposta organica a exposi¢des ocorridas em periodo pré e perinatal como a
desnutricdo gestacional, seja capaz de determinar modificacdes estruturais e
metabdlicas em fetos no periodo de desenvolvimento, causando inUmeras doencas
cronicas em sua idade adulta. Neste sentido, fatores como obesidade materna,
problemas gestacionais e alimentacdo no periodo pré e pés-natal, sdo capazes de
gerar um ambiente intrauterino inadequado, motivando além destas mudancas
estruturais e metabdlicas, a ocorréncia de alteracbes epigenéticas (SMITH e
RYCKMAN, 2015). Estruturalmente, estas transformacdes tendem a gerar danos
celulares e teciduais, e do ponto de vista quimico, podem motivar variacbes nas
respostas celulares. Caso estes estimulos aparecam combinados, agrava-se 0 risco
de se desenvolver a SM e as doencas crbnicas, como obesidade e diabetes
(KOLEGANOVA et al., 2009; KAJANTIE et al., 2015; FRANCISCHETTI et al., 2020),
e em disfuncdes cerebrais, como na Doenca de Alzheimer (DEZONNE et al, 2022).
Em geral, estas disfuncdes organicas estdo associadas a modificacdes epigenéticas,

capazes de promover uma modificacdo na expressao génica (NISTALA et al., 2011).

1.6 miRNAs e Obesidade

O desenvolvimento da obesidade e, consequentemente de suas
comorbidades, pode ser determinado pela interagcdo entre componentes genéticos e
epigenéticos (DABELEA et al., 2008; WANG et al., 2010; MARTINEZ et al., 2012).
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Neste sentido, os mIRNAs se destacam como moléculas com grande
participacdo na regulacédo génica (BARTEL, 2004; AHN et al., 2013; HILTON et al.,
2013), apresentando-se como ferramentas sinalizadoras para o0 prognostico,
diagnostico precoce, e terapéutica da obesidade e de suas complicacbes
cardiometabolicas associadas (VILLARD et al., 2015).

Primariamente descritos como silenciadores pos-transcricionais, ha
degradacdo de RNAs mensageiros (mMRNA) e na inibicdo da traducdo de mRNAs
especificos (BARTEL, 2004; CULLEN, 2004), os miRNAs, sdo pequenas moléculas
de &cido ribonucleico (RNAs), evolutivamente conservados, ndo-codificantes, que
possuem entre 21 e 25 nucleotideos (BARTEL, 2004; AHN et al., 2013; HILTON et
al., 2013). Apresentam importante funcé@o na regulagdo da expressao génica a nivel
pés-transcricional (BARTEL, 2004; AHN et al., 2013), inibindo a traducao, por varios
mecanismos (MORENO-MOYA et al., 2014). Quanto a localizacdo, 0os genes de
mMiRNAs podem ser identificados por todo genoma, comumente no interior de introns
de genes codificadores de proteinas, e de forma mais esporadica em éxons
(RODRIGUEZ et al., 2004). Sup&e-se que cerca de 30% dos genes humanos podem
ser regulados por miRNAs (HOBERT, 2008; NEILSON e SHARP, 2008).

O primeiro miRNA descrito foi o lin4 (do inglés, lineage deficient 4) em 1993, a
partir de experimentos com o desenvolvimento do nematddeo Caenorhabditis
elegans (C. elegans) (LEE et al., 1993). Nos ultimos anos, os miRNAs foram
confirmados como biomarcadores prognésticos e reguladores das atividades celular
e fisiolégica (PALMER et al., 2014) possuindo participacdo em diversos processos
bioldgicos indispensaveis, como diferenciacdo, proliferacdo e apoptose celular, no
equilibrio metabdlico (BARTEL, 2004; MORENO-MOYA et al., 2014), na composi¢cao
de tecidos e na adipogénese (XU et al., 2003; XIE et al., 2009) e estao relacionados
com a ocorréncia de diversas patologias, como a obesidade (ALVAREZ-GARCIA e
MISKA, 2005; KRUTZFELDT e STOFFEL, 2006).

1.7 Biossintese de miRNAs

A biossintese de miRNAs ocorre a partir da sua transcricdo nuclear pela
enzima RNA polimerase Il, majoritariamente, originando transcritos primarios, os pri-

mMiRNAs. Ainda no nucleo celular, os pri-miRNAs sofrem clivagem pelas enzimas
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RNase lll, “Drosha” e “Pasha” (conhecida também por DGCRS, do inglés, DiGeorge
syndrome critical region gene 8) dando origem aos pré-miRNAs, moléculas com
aproximadamente 70 nucleotideos, precursoras do miRNA maduro (LEE et al., 2002;
LEE et al., 2003; DENLI et al., 2004; GREGORY et al., 2004). Por apresentarem
uma complementariedade interna, essas moléculas adotam uma forma
termodinamicamente favoravel, como um grampo de cabelo (hairpin). Os pré-
mMiRNAs também sédo dotados de modificagdes comuns aos RNA mensageiros, tais
como cap 5’ e de uma cauda poli-A, em sua maioria (LEE et al., 2004).

O transporte para o citosol é realizado através da proteina de transporte
nuclear exportina 5 (Exp5), uma Ran-GTPase (YI et al., 2003; BOHNSACK et al.,
2004; LUND et al., 2004). Uma vez no citosol, eles sofrem outra clivagem pela
enzima DICER, da familia das RNase lll, formando miRNAs de dupla fita com cerca
de 22 nucleotideos (BERNSTEIN et al., 2001; KETTING et al., 2001). Ocorre entdo a
separacdo destas duas cadeias, e apenas a fita principal do miRNA maduro é
reconhecida e integrada a um complexo multimérico de silenciamento, induzido por
RNA, chamado de RISC (do inglés, RNA-induced silencing complex), cujas
principais proteinas sds as Argonautas (AGO). Assim, 0 miRNA é capaz de controlar
a expressao génica de maneira pos-trancricional (SCHWARZ et al., 2003; SIOMI e
SIOMI, 2010), a partir do pareamento incompleto de bases com a regido 3’ nao
traduzida (3’ UTR — do inglés, 3™-untranslated region) do RNA mensageiro (WU et al.,
2010). Uma vez formado o complexo RISC - miRNA maduro, ele ira identificar o seu
RNA alvo, promovendo a sua degradacdo e/ou inativacdo, conseguentemente,
suprimindo o processo de traducdo (DERGHAL et al., 2016) (Figura 8). Um miRNA
pode ter mais de 100 alvos distintos, assim cada RNA mensageiro pode ser alvo de
diversos miRNAs (BARTEL, 2004; SELBACH et al., 2008).
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FIGURA 8 - ETAPAS DO PROCESSO DE BIOSSINTESE DE MIRNAS EM MAMIFEROS
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Legenda: O processo de transcricdo tem inicio no nacleo celular, a partir da RNA Polimerase Il que
dara origem a um precursor primario, o pri-miRNA. Ainda no nicleo celular, o pri-miRNA é clivado
por um complexo nuclear constituido DROSHA e seu cofator, DGCRS8, originando uma molécula
precursora do miRNA maduro, o pré-miRNA. O pré-miRNA é exportado para o citoplasma pela
Exportina-5, onde é clivado pela DICER, originando a uma fita dupla de miRNAs maduros. Ocorre
entdo, a separagdo dos dois filamentos, e uma das fitas do miRNA maduro é reconhecida e
incorporada ao complexo RISC, que contém as proteinas Argonautas. Assim, o filamento Unico de
miRNA vai controlar a expressdo pés-trancricional de genes-alvo, a partir do pareamento incompleto
de bases com a UTR 3’ promovendo sua degradacdo e/ou inativacdo de sua traducdo. DICER —
Enzimas do RNase lll; DGCR8 — Gene 8 da regido critica da sindrome de DiGeorge; DROSHA —
Enzima RNAse IIl de cadeia dupla; Pol Il — RNA polimerase IlI; RISC—Complexo de silenciamento
induzido por RNA; RNAmM — RNA mensageiro; 3' — Regido 3'ndo traduzida; 5 — Regido 5' nédo
traduzida. Adaptado de Lin e Gregory, Nature reviews cancer 2015; 15: 321-333.

1.8 miRNAs e seu papel regulatério na obesidade

O tratamento atual da obesidade, compreende ndo somente reduzir o peso
corporal, mas principalmente, minimizar o risco de complica¢cdes associadas a
doenca, 0 que motiva a busca constante de terapias inovadoras. Neste sentido,
crescem as evidéncias que relacionam a desregulacdo no padrédo da expresséao de
mMiRNAs a adipogénese e obesidade. Assim, os miRNAs, constituem um alvo
oportuno e promissor ao desenvolvimento de novos e eficazes tratamentos

medicamentosos, pelas importantes acdes dos miRNAs ja descritas no tecido
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adiposo, incluindo, o controle da adipogénese; escurecimento do tecido adiposo;
processos fisioldgicos como, a lipdlise e sintese de adipocinas; e disfuncbes
relacionadas a obesidade, como a atividade pré-inflamatéria e a resisténcia a
insulina (ZAIOU et al., 2018; KURYLOWICZ, 2021).

A adipogénese pode ser regulada por diversos fatores moleculares, entre
eles, hormoénios circulantes, fatores de transcricao, fatores de crescimento, e acdes
relativas a vias de sinalizacdo. Como observado na Figura 9, ja é evidente a
ocorréncia de um prejuizo na diferenciacdo de adipdcitos na obesidade; que durante
o desenvolvimento de um estado obeso, os pré-adipocitos apresentam um perfil
alterado na expressdo de miRNAs; e que diversos miRNAs influenciam a regulacéo
da adipogénese, com ac¢bes pré ou anti-adipogénicas, segundo o papel de seus
alvos (ZAIOU et al., 2018).

FIGURA 9 - VISAO GERAL DE MIRNAS RELACIONADOS A REGULACAO DA ADIPOGENESE
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Legenda: Diversos sdo os fatores (1) capazes de afetar a expressdo de miRNAs pré e anti-
adipogénicos, que em contra partida, promovem consecutivamente, o estimulo de horménios e de
vias de sinalizacdo (2), que regulam etapas distintas da adipogénese (3). Adaptado de Zaiou et al,
Nutrition, Metabolism and Cardiovascular Diseases 2018; 28: 91-111.
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Embora encontrados em maior parte no interior celular, os miRNAs também ja
estdo amplamente identificados e descritos em diversos fluidos corporais, como no
plasma e soro sanguineo, na saliva, na urina, e no liqguor (MORENO-MOYA et al.,
2014). Os miRNAs despontam como moléculas favoraveis ao prognéstico de
doencas e a sua deteccdo no sangue periférico, tem sido comumente utilizada, pois
sdo estaveis nesse tipo de material biolégico (TIEDT et al., 2017). Ativamente
liberados na regido extracelular, os miRNAs encontram-se normalmente associados
as particulas de HDL-C ou englobados em microvesiculas, estruturas apoptéticas e
exossomos (ZHAO et al., 2017).

Dos miRNAs descritos em fluidos biolégicos corporais, muitos sao
encontrados em moléculas chamadas exossomos (pequenas vesiculas
extracelulares), funcionando como moléculas sinalizadoras, secretadas por diversos
tipos celulares (GUAY et al.,, 2017). Assim, os miRNAs circulantes possuem uma
funcdo hormonal, possibilitando a comunicacdo a longa distancia entre diferentes
tipos celulares, e com isso controlando a expressdao génica da célula receptora
(ROME, 2015).

As vesiculas extracelulares tém importante papel na alteracdo metabolica
relacionada a patogénese de diversas doencas associadas a obesidade (HUANG-
DORAN et al., 2017), como os distirbios cardiometabdlicos (PARRIZAS e NOVIALS,
2016; CALDERARI et al., 2017), pois sdo capazes de modular variadas vias de
sinalizagcdo (HUANG-DORAN et al., 2017). Na musculatura esquelética, as vesiculas
extracelulares provenientes de tecido adiposo sdo capazes de modular vias de
sinalizacao de insulina, favorecendo a ocorréncia da resisténcia sistémica a insulina
relacionada a obesidade (ASWAD et al., 2014; HUANG-DORAN et al., 2017). No
tecido pancreatico, uma secrecdo local de vesiculas extracelulares pelas células
beta pancreéaticas pode amenizar a proliferacdo celular e a inflamacao tecidual
(PALMISANO et al., 2012; FIGLIOLINI et al., 2014; GUAY et al., 2015; HUANG-
DORAN et al., 2017). Ja as vesiculas extracelulares de adipdcitos e macrofagos do
tecido adiposo, sdo capazes de favorecer a regulacdo metabdlica, hiperplasia e/ou
inflamacéo de células beta pancreaticas (DENG et al., 2009; HUANG-DORAN et al.,
2017). No tecido hepatico, vesiculas extracelulares secretadas por hepatécitos,
como um indicativo de lipotoxicidade, favorecem um acumulo local de macréfagos,
inflamacgéo e fibrose (KORNEK et al.,, 2012; HUANG-DORAN et al.,, 2017). As

vesiculas extracelulares vindas de adipdcitos podem migrar também para o figado
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regulando vias de sinalizacédo relacionadas ao metabolismo, inflamacéao e fibrose,
colaborando para as fases iniciais da esteatose hepatica ndo alcoodlica (KOECK et
al., 2014; HIRSOVA et al., 2016; HUANG-DORAN et al., 2017).

Os reguladores inflamatérios secretados por macréfagos ativados e
exossomos oriundos de macrofagos, promovem a estimulacdo de uma inflamacao
local e sistémica e a supresséo da sinalizacao da insulina em midcitos, adipocitos e
hepatocitos (KRANENDONK et al., 2014a; KRANENDONK et al., 2014b; ZHANG et
al., 2015; HUANG-DORAN et al.,, 2017). Adipécitos hipertrofiados, repletos de
lipidios, secretam vesiculas extracelulares, modulando localmente a lipogénese e a
producéo de goticulas lipidicas em adipdcitos adjacentes saudaveis (MULLER et al.,
2011; HUANG-DORAN et al., 2017).

Uma modificacdo na expressao de miRNAs pode, potencialmente, promover
alteracdes na expressao de genes com papéis cruciais na homeostase de diversos
processos biologicos, como a adipogénese, a inflamacdo do tecido adiposo, o
metabolismo de lipideos e a resisténcia a insulina (LANDRIER et al., 2019). Por
exemplo, o processo de diferenciacdo de adipocitos é indispensavel no
armazenamento de gordura corporal (GREGOIRE et al., 1998). O que se observa no
desenvolvimento da obesidade, € uma transformacdo e expansdo do volume de
tecido adiposo decorrente de uma associacao de hipertrofia e hiperplasia (Figura
10) (AVRAM et al., 2007; NISHIMURA et al., 2007).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Kranendonk%2C+Mari%C3%ABtte+EG
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Kranendonk%2C+Mari%C3%ABtte+EG
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26064180
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FIGURA 10 - ACAO REGULATORIA DOS MIRNAS NA ADIPOGENESE
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Legenda: Com acdo hormonal, o tecido adiposo secreta vesiculas, os exossomos, contendo
miRNAs, gque atuam na comunicagéo celular, em diversos 6rgdos. Uma modificacdo na expresséo de
miRNAs pode promover alteracdes em genes com papeéis cruciais na homeostase de uma grande
variedade de processos fisiologicos e patoldgicos, regulando a adipogénese, biossintese, liberacéo e
acdo de fatores bioativos derivados do tecido adiposo, como os fatores inflamatérios, adipocinas e
exossomos. E como na obesidade ha uma maior liberacdo de exossomos, o tecido adiposo pode
modular a partir de miRNAs, a expressdo de genes localizados em outros 6rgdos metabdlicos.
Adaptado de Landrier et al., Cells 2019; 8: 859.

Apesar da escassez de estudos relacionando a expressdo de miRNAs e
adipogénese, a descoberta de que a falta ou aumento da enzima Drosha,
indispensavel na maturacdo de miRNAs suprimiu a diferenciacdo de adipdcitos
(WANG et al.,, 2008), levou a hipotese de uma influéncia dos mMiRNAs na
adipogénese (ROMAO et al., 2011). Mais recentemente, estas moléculas tém sido
identificadas na modulacdo da expansdo do tecido adiposo, atuando como
desreguladores da Dicer, provocando uma reducdo consideravel de TAB e da
lipodistrofia (MORI et al., 2014; TORRIANE et al., 2016). Ja& é conhecida a relacao
dos miRNAs com o processo de diferenciacdo de adipdcitos brancos em marrons
(KARBIENER e SCHEIDELER, 2014; ARNER et al.,, 2015), no metabolismo de
lipideos e em patologias, como na obesidade e na diabetes (KARBIENER et al.,
2009; PENG et al., 2014).

Neste sentido, destacamos a seguir, a importante participacdo de miR-125b-

5p, miR-370-3p e miR-574-3p, objetos de nosso estudo, em diversos trabalhos de
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grande relevancia para o entendimento sobre o envolvimento destas moléculas em

diversas patologias.

1.8.1 miR-125b-5p

Das variedades mais relevantes de miRNAs, destacamos a familia de miR-
125, uma classe de miRNAs bastante conservada em vérias espécies que vao de
nematddeos a primatas (SUN et al., 2013). A familia miR-125 é constituida por trés
homodlogos (hsa-miR-125a, hsa-miR-125b-1 e hsa-miR-125-2) com caracteristicas
supressoras ou indutoras do desenvolvimento de diversos tumores (MATTIE et al.,
2006; HUANG et al., 2011; FERNANDO et al., 2012; JIA et al., 2012) e em outras
comorbidades, como no lipus eritematoso sistémico (ZHAO et al., 2010), no AVC
isquémico (LUKIW e POGUE, 2007; RINK e KHANNA, 2010) e na doenga de
Alzheimer (LUKIW e ALEXANDROV, 2012). Quanto a localizacéo, temos: miR-125a
encontra-se no cromossomo 19, na posicao 19q13; o miR-125b é transcrito em duas
areas identificadas no cromossomo 11, 11923 o hsa-miR-125b-1 e no cromossomo
21, 21921 o hsa-miR-125b-2 (RODRIGUEZ et al., 2004). Além disso, 0 miR-125b-1
esta envolvido em algumas transloca¢des cromossémicas como t (11; 14) (924; q32)
et (2; 11) (p21; g23) relacionados, respectivamente, a leucemia linféide aguda de
células B ou mielodisplasia, e leucemia mieloide aguda (BOUSQUET et al., 2008;
CHAPIRO et al.,, 2010; TASSANO et al., 2010). Todos os integrantes da familia
exercem fungBes na diferenciacéo, proliferacdo e apoptose celular (BOUSQUET et
al., 2012), na defesa imunoldgica, sobretudo como resposta a infec¢des (bacterianas
ou virais), e doencgas, como o cancer (SUN et al., 2013).

Quanto ao miR-125b-5p, sua expressao esta associada a diversas patologias:
em doencas inflamatérias, como na artrite reumatoide (CASTRO-VILLEGAS et al.,
2015); infecciosas, como nas causadas pelo virus da hepatite E (HARMS et al.,
2020); em varios tipos de cancer, como no mieloma mdultiplo e no tumor de mama
(JIANG et al., 2018; INCORONATO et al., 2019); e na endometriose (COSAR et al.,
2016; NISENBLAT et al., 2019; VANHIE et al., 2019).

Ao miR-125b-5p é atribuida uma funcdo notavel no desenvolvimento de
adipécitos brancos e marrons. Ha uma regulacdo negativa na expressdo de miR-
125b-5p em tecido adiposo durante o desenvolvimento e atividade de adipocitos

beges, além de comparativamente, expressdo de miR-125b-5p em niveis mais
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baixos em adip6citos marrons, que em brancos, em humanos e roedores. Ocorre
uma reducdo dos niveis de miR-125b-5p com o0 escurecimento, em oposicdo a
expressédo de UCP1 (GIROUD et al., 2016; GOODY e PFEIFER, 2019). No uso de
imitadores ou inibidores de miR-125b-5p em adipdcitos brancos, observou-se
respectivamente, uma repressao no desenvolvimento de adipdcitos beges e da
biogénese mitocondrial, ou aumento do estimulo de UCP1, e consequente
escurecimento (ZHANG et al.,, 2014; GIROUD et al.,, 2016; GOODY e PFEIFER,
2019).

Neste sentido, na avaliacdo de possiveis mMIRNAs relacionados a
adipogénese em humanos e seus alvos moleculares, encontramos o0 miR-125b-5p
como um possivel influenciador da adipogénese. miR-125b-5p é capaz de regular
negativamente a atividade da enzima metaloproteinase de matriz 11 (MMP-11, do
inglés, matrix metalloproteinase 11) que possui acdo anti-adipogénica. miR-125b-5p,
quando superexpresso, foi capaz de diminuir significativamente MMP-11,
promovendo um acumulo de gordura. Contudo, provavelmente por mecanismos
compensatorios, ele € capaz de inibir a adipogénese por outras vias (Figura 11)
(ROCKSTROH et al., 2016).

FIGURA 11 - INFLUENCIA DE MIR-125b-5p EM CELULAS ADIPOSAS
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Legenda: Em células adiposas, miR-125b-5p pode ter acéo inibidora e promotora da adipogénese.
Uma superexpressdo de miR125b-5p, promove a adipogénese por atuar intimamente sobre MMP-11,
enzima com acdo anti-adipogénica; e inibe a adipogénese por regular outros alvos promotores de
adipogénese. MMP11 - Metaloproteinase de matriz 11. Rockstroh et al., Adipocyte 2016; 5: 283-297.
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Diversos estudos descrevem a participacdo dos miRNAs no metabolismo de
lipidios e glicidios em tecidos biolégicos (LEE e KEMPER, 2010). Na avaliacdo dos
niveis lipidicos como potenciais biomarcadores de risco de desenvolvimento de DM2
e doenca arterial coronariana, verificou-se uma correlacdo positiva da expresséo
plasmatica de miR-125b-5p com os niveis de colesterol total (MENS et al., 2020). Na
resisténcia a insulina induzida em animais pelo consumo de uma dieta de alto teor
de gordura, miR-125b-5p foi capaz de promover uma regulagcdo positiva na via de
sinalizacdo da insulina, reduzindo seu efeito. O miR-125b-5p regulou a sensibilidade
a insulina, funcionando como um regulador da expresséo de tafazina, uma proteina
mitocondrial cardiaca que contribui para a resisténcia a insulina, fator primordial para
o desenvolvimento de DCV (CHANG et al.,, 2019). Um trabalho que avaliou a
correlacdo entre obesidade e expressdo de miRNAs a partir de pacientes obesos
com e sem DM2, verificou que miR-125b-5p apresentou-se regulado positivamente
no grupo de individuos obesos com DM2, supostamente por uma regulacdo na
adipogénese mais evidente em obesos diabéticos, do que em individuos s6 obesos
(BROVKINA et al., 2019; STRYCHARZ et al., 2021).

A supresséo da Dicer no rim levou a uma diminuicdo radical da quantidade de
células justaglomerulares. Como essas células sao produtoras de renina, a inibicdo
da Dicer resultou na reducdo do nivel plasmatico deste hormonio e,
consequentemente, da pressdo sanguinea, acarretando importantes distarbios
vasculares e fibrose (SEQUEIRA LOPEZ et al., 2004; SEQUEIRA-LOPEZ et al.,
2010). Estes eventos parecem sinalizar que os miRNAs podem ser significativos
para manutencdo das células justaglomerulares, producdo de renina, integridade e
desempenho adequado do rim (SEQUEIRA-LOPEZ et al., 2010). Em condi¢cles de
homeostase, miR-125b-5p € expresso em células arteriolares do musculo liso
vascular, sendo descrito como marcador de células justaglomerulares (MEDRANO et
al., 2012).

Alguns estudos mostraram que o miR-125b-5p pode ser utilizado como um
biomarcador sanguineo importante no diagnostico de algumas comorbidades. O
nivel plasmatico de miR-125b-5p, 24 horas apo6s trombdlise, encontra-se mais
elevado em individuos com desfechos desfavoraveis, associado fortemente a
severidade do AVC (TIEDT et al., 2017; HE et al., 2019). O miR-125b-5p atua como
uma molécula sinalizadora dos sintomas iniciais das manifestacées do AVC, sendo

mais especifico e sensivel que a tomografia computadorizada multimodal no AVC
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isquémico agudo (TIEDT et al., 2017). A analise de miRNAs no plasma sanguineo
de pacientes portadores de sindrome coronariana aguda demonstrou um aumento
na expressdo de miR-125b-5p em individuos com esta patologia, quando
comparados a individuos sadios, podendo assim, ser utilizado como um biomarcador

precoce no diagndstico de IAM (JIA et al., 2016).

1.8.2 miR-574-3p

Nos metazoarios, o0 miR-574 se encontra conservado apresentando 43
variedades, sendo 33 encontradas em outros mamiferos, e 10, em primatas. Como
observado na Figura 12, em mamiferos, o gene miR-574 esta disposto no intronl,
do gene hospedeiro FAM114A1 (Familia com similaridade de sequéncia 114
membro Al) (WU et al., 2020).

FIGURA 12 - LOCALIZAQAO GENICA DE MIR-574-3p EM HUMANOS
96 bp

Humano -
FAM114A1 _m miR-574 m_

miR-574-5p  miR-574-3p

Humano GGGACCTGCGTGGGTGCGGGCGTGTGAGTGTGTGTGTGTGAGTGTGTGTCGCTCCOGGTCCACGCTCATGCACACACCCACACGCCCACACTCAGG

Gorila GGGCCCTGCOTGGGTGCGGGCATGTGAGTGTGTGTGTGTGAGTGTGTGTCGCTCCGGGTCCACGCTCATGCACACACCCACACGCCCACACTCAGG
Porco GGGCCCTGCGTGGOTGCGGGCGTGTGAGTGTGTGTGTGTGAGTGTGTGTCGCTCCGGGTCCACGCTCATGCACACACCCACACGCCCGCACTCCGG
Cao GGGCCCTGCGTGGLTGCGGGCGTGTGAGTGTGTGTGTGTGAGTGTGTGTCGCTCCGGGTCCACGCTCATGCACACACCCACACGCCCGCTCTCGGG

Camundongo  GaCCCTGCGTEGETGCGGGCGTGTGAGTGTGTGTGTGTGAGTGTGTGTCGCTCCAAGTCCACGCTCATGCACACACCCACACGCCCGCACGCCCG

Legenda: Nota-se a sequéncia da expressao génica e localizagcdo de miR-574-3p em humanos, no
intron 1 do gene hospedeiro FAM114A1. Sua expresséo também ja foi descrita em outros mamiferos,
como gorilas, porco, cdo e camundongos. Em destaque, podemos observar sob 0 miR-574-5p e
miR574-3p, um traco de cor preta, onde verificamos uma regido de 2-8 nucleotideos na sequéncia do
miRNA maduro, estabelecendo a sequéncia semente (“seed”) do miRNA, localizada na extremidade
5’, indicando a qual RNA mensageiro o miRNA ira se ligar. Adaptado de Wu et al., BioRxiv 2020.

A inflamagdo crbnica estad associada ao desenvolvimento da resisténcia a
insulina e DM2. Neste sentido, miR-574-3p esteve significativamente reduzido no
soro de portadores de DM2 (BALDEON et al., 2014; ROJAS et al., 2016), associado
a processos inflamatorios, correlacionando-se positivamente ao nivel da
quimiocinaCCL2 (ROJAS et al., 2016). A CCL2 atua na quimiotaxia de monacitos e
macrofagos em direcdo as areas de inflamacdo (CONDUCTIER et al., 2010). A
expressdo de miR-574-3p esta elevada em adipdcitos hipertréficos, contribuindo
para a infiltracdo de macréfagos (SARTIPY e LOSKUTOFF, 2003; GUSTAFSON,
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2010). Além disso, miR-574-3p parece colaborar para o desenvolvimento de
doencas relacionadas a hiperinsulinemia e obesidade, das quais se incluia DM2
(SARTIPY e LOSKUTOFF, 2003). Verificou-se uma diminui¢cdo dos niveis séricos de
mMiR-574-3p, mais evidentes em pacientes tratados com metformina (BALDEON et
al., 2014; ROJAS et al., 2016).

Importantes estudos descreveram acgdes antiproliferativas, anti-invasivas e
anti-migratérias do miR-574-3p, no céancer estbmago e prostata (SINGLETON e
WISCHMEYER, 2008; BRYANT et al., 2012; SU et al., 2012; TATARANO et al.,
2012; WANG et al., 2014). Nestes trabalhos, foi demonstrado que o cullin-1, um
regulador da inflamacéo via NFkB, pode ser um alvo de miR-574-3p (SINGLETON e
WISCHMEYER, 2008). Uma diminuicdo de miR-574-3p em células pré-angiogénicas
pode indicd-lo como um marcador de senescéncia. Mondcitos pré-angiogénicos
senescentes perdem sua habilidade de se proliferar e adquirem um fendtipo
inflamatorio (radicais oxidativos) (YANG et al., 2012).

O Framingham Heart Study avaliou a expressao de 257 miRNAs em amostras
de sangue total de mais de 2.000 individuos com AVC, e verificou que apenas o
miR-574-3p esteve significativamente diminuido em individuos com AVC crénico em
comparacao aos controles. Analises mais minuciosas, indicam que o miR-574-3p
pode desempenhar acdes cerebrais, especialmente em vias neurometabdlicas, em
resultado de degeneracdes neuronais crbnicas, funcionando como um regulador
complementar dos efeitos do AVC cronico (SALINAS et al., 2019).

1.8.3 miR-370-3p

O miR-370-3p tem sido amplamente relacionado ao cancer (MOLLAINEZHAD
et al., 2016; CHEN et al., 2018; WANG et al., 2020) e a acbes anti-inflamatorias em
doencas cardiovasculares, como aterosclerose, infarto do miocardio, insuficiéncia
cardiaca, isquemia/reperfuséo, fibrilacdo atrial (PORTER e TURNER, 2009; TIAN et
al., 2018; YUAN et al., 2017; ZHU et al., 2017).

Na aterosclerose, este miRNA promoveu uma interrup¢do da inflamacgao
celular, a partir de uma diminuicdo dos niveis de moléculas inflamatérias (como IL-6
e IL-1B), bem como pela inibicdo do estresse oxidativo por inativacao celular doTLR4
(receptor do tipo toll 4 - do inglés, Toll-like Receptor 4) (TIAN et al., 2018). A
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superexpressao de miR-370-3p foi capaz de melhorar a aterosclerose coronariana, a
partir de uma inibicdo na expressao de FOXO1 (SHI e CHEN, 2019), considerada
uma proteina reguladora imprescindivel na homeostase celular, apoptose,
progressdo do ciclo celular, e metabolismo de glicidios e lipidios (TSUCHIYA e
OGAWA, 2017). Na doenca arterial coronariana, um aumento dos niveis plasmaticos
de miR-370-3p estd associado tanto ao desenvolvimento, quanto a gravidade da
doenca (GAO et al.,, 2012; LIU et al., 2016). No infarto do miocardio, disfuncéo
patolégica marcada por fibrose miocardica, principal caracteristica do
remodelamento cardiaco (PORTER e TURNER, 2009), o miR-370-3p tém efeitos
antifibréticos (YUAN et al., 2017). Em lesBes de isquemia-reperfusdo hepatica, um
aumento significativo na expressdo deste mMIRNA tem fungcdo determinante.
Observou-se que uma inibicdo miR-370-3p, é capaz de promover uma reducao na
aminotransferase sérica e do dano celular hepatico, podendo regular positivamente
a expresséo de NF-kB (ZHU et al., 2017).

Seu envolvimento na obesidade estd descrito em um estudo de Strycharz e
colaboradores (2018), que é provavelmente o primeiro trabalho a tornar clara a
ocorréncia de alterac6es no nivel de expressao de miR-370-3p na adipogénese em

TAB, particularmente visceral.
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2 JUSTIFICATIVA

A obesidade é uma doenca complexa e de etiologia multifatorial (HAIDAR e
COSMAN, 2011) sendo caracterizada por um acumulo anormal ou excessivo de
tecido adiposo, tanto em regido subcutanea, quanto visceral (KWOK et al., 2016), o
gue pode determinar uma série de agravos a saude (HAIDAR e COSMAN, 2011).
Segundo a OMS, para o ano de 2016, entre os individuos adultos =18 anos, 1,9
bilhdes de individuos estavam com excesso de peso, e mais de 650 milhdes
apresentavam obesidade, perfazendo cerca de13% da populacdo (WHO, 2021). Em
Nnosso pais, também se observa um aumento continuo da prevaléncia do nimero de
casos de excesso de peso e obesidade, de 55,7% e 67,8% respectivamente, em
2018 (BRASIL, 2019). A obesidade, principalmente a visceral, € descrita como um
dos mais relevantes e aumentados fatores de risco para a ocorréncia de
comorbidades, entre outras, as DCV, diabetes, SM e Doenca de Alzheimer
(OHLSON et al., 1985; REXRODE et al., 1998, DE ABREU et al, 2017
FRANCISCHETTI et al., 2020; DEZONNE, et al., 2022). Causada principalmente por
um desequilibrio calérico crénico, com alta ingestdo calérica e sedentarismo
(HAIDAR e COSMAN, 2011; MARTINEZ et al., 2012), a obesidade é distinta entre
individuos devido a uma predisposicao genética (HERRERA et al.,, 2011) e por
modificagdes ambientais com acdo nos mecanismos epigenéticos (DABELEA et al.,
2008; MARTINEZ et al., 2012), exibindo a obesidade como fruto da interagédo entre
componentes genéticos e epigenéticos (MARTINEZ et al., 2012), e suas
comorbidades, associadas a modificacfes epigenéticas (WANG, et al., 2010). Assim,
surgem os mMiRNAs, que sdo moléculas com papéis cruciais na homeostase de
diversos processos biolégicos, como observado na adipogénese, na inflamacéo do
tecido adiposo, no metabolismo de lipideos e na resisténcia a insulina (LANDRIER et
al., 2019). Neste sentido, compreender a correlacdo entre a expressao de miRNAs
circulantes em doencas, como a obesidade, é fundamental no estabelecimento de
ferramentas biomarcadoras adicionais, potenciais, seguras e significativas no
diagnéstico e tratamento medicamentoso da obesidade e suas consequéncias

cardiometabdlicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo de miRNAs circulantes reguladores associados a

obesidade, e o desenvolvimento de suas comorbidades, correlacionando esta

expressado com variaveis antropométricas, pressoricas e bioquimicas, em mulheres

adultas entre 20 e 45 anos, clinicamente saudaveis, classificadas segundo seu IMC.

3.2 Objetivos especificos

Analisar as variaveis antropométricas, 0s niveis pressoricos, e estabelecer o

perfil bioquimico das pacientes com peso normal (EU) e obesas (OB);

Avaliar os niveis circulantes de miR-125b-5p e miR-574-3p nestas mesmas

voluntarias;

Examinar a existéncia de uma correlacdo entre a expressdo dos miRNAs com
os dados obtidos a partir dos parametros antropomeétricos, pressoricos e com

o perfil bioquimico destas pacientes;

Correlacionar a expressdo dos miRNAs de estudo entre as voluntarias do

grupo obeso (OB);

Determinar se os niveis de expressao de miR-125b-5p e miR-574-3p tém
potencial para funcionar como possiveis biomarcadores de doencas

cardiometabodlicas associadas a obesidade.
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4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizagdo do estudo

A realizagdo deste estudo compreendeu o desenvolvimento de diversas
etapas, através das quais os sujeitos do estudo foram submetidos a coleta de dados
sociodemogréficos e clinicos, avaliacao fisica (pressorica e antropométrica), coleta
de material biolégico para a avaliagdo bioquimica e molecular, etapas estas

demonstradas em resumo no fluxograma a seguir (Figura 13).

FIGURA 13 - DESENHO ESQUEMATICO REPRESENTATIVO DA METODOLOGIA APLICADA AO
DESENVOLVIMENTO DESTE ESTUDO

Captacéo de voluntarios
20-45 anos
Sexo feminino
Variados graus de adiposidade
Clinicamente saudaveis

; — "¢
Sociodemograficos J [ Analises Bioguimicas ] [ Analises Moleculares ]
N I |

« Coletade Dados ] [ . Cdehdehmhndewel’uifﬁim]

Clinicos J - -
A'U‘ﬁgnn' | =
[ Pressarica | | Antropométrica Glicemia de Jejum Extragao de RNA das
Insulina amaostras
Perfil lipidico
I I ¥ Colesterol Total
¥ HDL Colesterol
¥ Triglicerideos o
) Confecgdo d DMA
Pressdo Arterial Sistélica Peso Ureia o osens J
(PAS) Altura Creatinina
Pressdo Arterial Diastdlica Circunferénciada Cintura ——
(PAD) (cc)
l{:‘::;acjunfemncladu Quadril Analise dos miRNAs por
J v HOMA-R gPCR
: ¥ LDL Colesterol

Pressio Arterial Média J Indice de Massa Corparal

[PAM) (IMC)
Relagdo Cintura/GQuadril
[RCQ)
r
[ Anilises Estatisticas ]

Legenda: A elaboragdo de nosso trabalho contou com a coleta de dados sociodemogréaficos e
clinicos, para a composigdo da populacao de estudo; avaliacéo fisica, para a determinagéo dos niveis
pressoricos e antropométricos; e coleta de amostras de sangue periférico, para andlise bioquimica e
molecular.
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4.2 Casuistica

Refere-se a uma amostra de conveniéncia, constituida por 23 individuos do
sexo feminino, recrutadas entre académicas e funcionarias da Universidade do
Grande Rio (UNIGRANRIO) que se habilitaram a participar voluntariamente, com
idades entre 20 a 45 anos, clinicamente saudaveis, e diferentes graus de
adiposidade, sendo separadas em dois grupos distintos: grupo peso
normal/eutroficas/controle (EU) com IMC entre 18.5 - 24.9 kg/m?; e grupo obeso
(OB), com IMC = 30 kg/m?. Foram incluidas na pesquisa as pacientes que
atenderam aos critérios de incluséo e excluséo descritos a seguir.

Previamente ao inicio do recolhimento de dados para a pesquisa, as
voluntarias selecionadas foram claramente esclarecidas sobre todos os detalhes do
estudo, e ao concordar com a proposta, assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A), e foram posteriormente, submetidas a coleta de
dados sociodemograficos e clinicos, avaliacdo fisica (pressorica e antropométrica) e
analise bioquimica e molecular (ANEXO B).

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UNIGRANRIO, sob o parecer n°1. 359.083 (ANEXO C).

4.2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidas no estudo, as voluntarias que possuiam a capacidade de ler,
compreender e assinar o TCLE; com idades entre 20 e 45 anos; sem distingdo de
etnia; e que se enquadraram, segundo a classificacdo do IMC, nos seguintes grupos
distintos: Peso normal (EU), IMC entre 18.5 - 24.9 kg/m?; e obeso (OB), IMC = 30
kg/mz2,

4.2.2 Critérios de excluséo

Foram excluidas, as pacientes que exibiram qualguer das seguintes
condi¢cdes: DM2 ou intolerancia a glicose, doencas autoimunes, cardiovasculares,
endocrinas, hematologicas, hepaticas, intestinais, metabdlicas, neoplasicas,
neurodegenerativas, pulmonares, psiquiatricas, renais, sindrome obstrutiva do sono;

uso de farmacos que interferem na pressdo arterial, no peso corporal, € no
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metabolismo de carboidratos e lipideos; tabagismo, etilismo e uso de substancias

ilicitas; periodo de gestacéao/lactacao.

4.3 Determinacao da Pressao Arterial (PA)

Para a avaliacdo da PA foi adotado o método oscilométrico, com a utilizacao
de um monitor de PA automéatico (marca OMRON), por emprego de um manguito
corretamente ajustado ao membro superior das voluntarias, devidamente sentadas,
apos um periodo de 10 a 15 minutos de repouso. Inicialmente, cada participante foi
submetida a uma afericdo em ambos os bracos (direito e esquerdo), somente para
controle, e descartadas a seguir. Imediatamente a 5 minutos de repouso, foram
realizadas trés outras medidas consecutivas, com intervalos de 3 a 5 minutos entre
cada verificagdo, para o célculo da média dos niveis pressoricos. Durante a
avaliacao, foram excluidos os valores que indicam diferencas superiores a 10 mmHg
para pressao arterial sistdlica (PAS) e 5 mmHg para a diastdlica (PAD).

J& o valor da presséo arterial média (PAM) foi determinado a partir do célculo
do dobro da PAD somado a média da PAS, com o resultado dividido por trés. Para
que os valores de PA obtidos fossem classificados, consideramos as
recomendacdes para medi¢cbes de PA casuais ou em ambulatorios descritos no
Quadro 3 (MALACHIAS et al.,, 2016). Verifica-se que além de caracterizar a
presenca de um quadro de hipertenséo, as categorias de pressao arterial também

mostram seus trés diferentes estagios, indicando o agravamento da doenca.

QUADRO 3 - CLASSIFICACAO DOS VALORES DE PRESSAO ARTERIAL (PA) PARA >18 ANOS

Categorias de Pressao Diagndstico
Arterial

Classificacéao Presséao Arterial Sistélica Presséo Arterial
(PAS) Diastélica (PAD)

Presséo arterial normal <120 mmHg < 80 mmHg

Pré-hipertenséo 121-139 mmHg 81-89 mmHg

Hipertensao estagio | 140 — 159 mmHg 90 — 99 mmHg

Hipertensao estagio |l 160 — 179 mmHg 100 — 109 mmHg

Hipertensao estagio Il = 180 mmHg =110 mmHg

Legenda: Adaptado de Malachias et al. Arquivos Brasileiros de Cardiologia 2016; 107: 7-13.
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4.4 Avaliacao antropométrica

Para a caracterizacdo do estado nutricional das participantes, foram utilizados
parametros imediatos e indispensaveis de medidas antropométricas, como 0 peso, a
estatura, e as circunferéncias da cintura (CC) e de quadril (CQ), seguidas da

determinacao do IMC e da relacéo cintura/quadril (RCQ).

4.4.1 indice de Massa Corporal (IMC) na determinacdo do estado nutricional

O IMC é um indicador simples e eficaz da determinacédo do estado nutricional,
com base na férmula, peso atual (em kg) dividido pela altura (em m?). Para a
caracterizacdo do peso corporeo, utilizamos uma balanca antropométrica de
plataforma da marca Balmak (BALMAK, Santa Barbara do Oeste, Brasil), calibrada,
fixada sobre uma superficie plana, estavel e resistente. A avaliacdo do peso corporal
foi realizada com as voluntarias em jejum, descalcas e com vestimentas leves, em
posicao ortostética, centralizadas sobre a balanca. Na medida da estatura utilizamos
um estadidbmetro de haste mével, com as participantes de p€, com os pés descalgos
e unidos, costas retas, calcanhares e gluteos em contato com a superficie, bracos
estendidos ao longo do corpo, e olhos voltados para frente. A partir da coleta de
peso e altura, foi realizado o célculo do IMC, e a voluntéria, classificada de acordo
com o diagnoéstico clinico, descrito no Quadro 1, na introducdo deste trabalho,
sendo considerada obesa ao exibir um IMC = 30,0 kg/m2 (WHO, 1998, 2000, 2021).

4.4.2 Circunferéncia da Cintura (CC) e Relacdo Cintura/Quadrii (RCQ) como
determinantes de complicacdes associadas a obesidade

Para a determinacdo da CC e CQ, foi utilizada uma fita métrica metalica,
graduada em centimetros, com a paciente em posicao ortostatica, ou seja, de pe, e
com roupas leves. Para a afericdo da CC, a voluntaria manteve seus bracos
dispostos ao longo do corpo, pés afastados por um espaco entre 25 e 30 cm, e area
da cintura desnuda, enquanto o avaliador se posicionou a sua frente, circundando a
fita ao redor do ponto médio localizado entre o ultimo arco costal e a crista iliaca, no
momento de sua expiracdo. Os pontos de corte para a CC foram utilizados conforme

0s critérios clinicos para o diagnostico da SM, com valores de = 80cm para



55

mulheres, segundo Alberti e Colaboradores (2009), estando estes, associados ao
desenvolvimento de complicacGes associadas a obesidade.

Na mensuracdo da CQ, utilizada somente em associacdo a CC para a
avaliacdo da RCQ, a participante permaneceu ereta, com pés unidos, bracgos
ligeiramente afastados do corpo, durante o tempo em que o avaliador se posicionou
a sua frente, contornando a fita em torno de seu quadril, na regido de maior
circunferéncia entre sua cintura e coxa, sobre o glateo.

J4& a RCQ, parametro simples, sensivel, e comumente empregado na
avaliacao da distribuicdo de gordura corporal, e relacionado a ocorréncia de DCV e
fatores de risco associados, foi determinada a partir da divisdo dos valores da
medida da CC pela CQ (MEGNIEN et al., 1999). Na prética clinica, em caucasianos,
uma relagao de > 0,85 para o sexo feminino, indica o risco de desenvolvimento de
doencas (WHO, 1998; 2000).

4.5 Analises bioquimicas

As avaliacbes bioquimicas de nossas voluntarias foram realizadas em
parceria com o LABORAFE (Laboratorio de Andlises Clinicas da Unigranrio), a partir
da coleta de aproximadamente 10 ml de sangue periférico ap6s um periodo de 12h
de jejum.

Dentre as analises bioquimicas, foram realizadas: glicemia de jejum, insulina,
perfil lipidico (colesterol total, HDL-C e triglicerideos), ureia e creatinina.
Posteriormente, estabelecemos os resultados para o HOMA-IR (Homeostatic Model
Assessment of Insulin Resistance) e LDL-C, a partir da utilizacdo de férmulas
amplamente recomendadas pela literatura cientifica.

O padrdo de normalidade para a avaliacdo bioquimica teve como base os
valores de referéncia, para individuos adultos do sexo feminino, estabelecidos pelo
LABORAFE para cada tipo de analise, como visto no Quadro 4, ou descritos na

literatura cientifica.
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QUADRO 4 - VALORES DE REFERENCIA PARA AS ANALISES BIOQUIMICAS EM INDIVIDUOS
ADULTOS DO SEXO FEMININO

Parametros Valores de normalidade Referéncia
bioquimicos

*Associacdo Americana de

Glicemia de Jejum Normal: 70 a 99 mg/dL. Diabetes. 2006
. Normal: 1,90 a 23,00 Analise realizada em laboratério
Insulina ;
mcUl/mL de apoio
HOMA-IR
Insulina jejum x glicose | =2 2,71 ** GELONEZE et al., 2006
jejum /22,5

*|V Diretriz Brasileira sobre
Dislipidemias e Prevengao da
Aterosclerose. Sposito et al.,

Desejavel: < 200 mg/dL
Limitrofe: 200 — 239 mg/dL
Alto: = 240 mg/dL

Colesterol total

2007
*IV Diretriz Brasileira sobre
HDL colesterol Baixo: < 40 mg/dL Dislipidemias e Prevencéo da
Desejavel: > 60 mg/dL Aterosclerose. Sposito et al.,
2007
Desejavel: < 150 mg/dL *IV Diretriz Brasileira sobre
Triglicerideos Limitrofe: 150 — 200 mg/dL | Dislipidemias e Prevencao da
Alto: 201 — 499 mg/dL Aterosclerose. Sposito et al.,
Muito alto: = 500 mg/dL 2007
Otimo: <100 mg/dL
LDL colesterol Desejavel: 100-129 mg/dL | *V Diretriz Brasileira de
CT-HDL-(TG/59) Limitrofe: 130-159 mg/dL | Dislipidemias e Prevencéo da
Alto: 160 — 189 mg/dL Aterosclerose. Xavier et al., 2013
Muito alto:2190 mg/dL
Ureia Normal: 13 a 43 mg/dL * ABENSUR, 2011
Creatinina Normal: 0,60 a 1,10 mg/dL | ** ABENSUR, 2011

Legenda: *Parametro de referéncias utilizado pelo LABORAFE; **Parametro de referéncia utilizado
de acordo com as recomendacdes da literatura.

4.5.1 Glicemia de jejum

As concentragfes séricas de glicose foram determinadas em amostras de
soro ou plasma por meio de método enzimatico (glicose oxidase/peroxidase), com a
utilizacdo de tubos sem anticoagulantes, centrifugadas consecutivamente apés a
coleta, com valor de referéncia em mg/dL de acordo com as recomendacgfes da
Associacdo Americana de Diabetes (ADA, 2006), bem como aqueles descritos pela
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2022), considerando-se: normoglicemia <
100 mg/dL; pré-diabetes ou risco aumentado para diabetes 100 a 125 mg/dL; e
diabetes estabelecido > 125 mg/dL.
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45.2 Insulina

A concentracdo sérica de insulina foi dosada a partir do soro sanguineo, por
método de quimioluminescéncia, com valor apresentado em mcUl/mL. Este
parametro bioquimico, diferentemente dos demais, foi realizado em um laboratorio
de apoio ao LABORAFE.

4.5.3 Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR)

Para o estabelecimento do indice de resisténcia a insulina empregamos um
calculo a partir da formula do HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment of Insulin
Resistance), pelo qual a resisténcia € estabelecida pelo produto da insulinemia de
jejum (uU/ml) e glicemia de jejum (mmol/l) dividido por 22,5 (MATTHEWS et al.,
1985). Parametro este, fortemente associado ao clamp
euglicémico/hiperinsulinémico. Em conformidade com o resultado de uma amostra
da populacéo brasileira de origem multiétnica, o estado de RI esta definido por um
HOMA-IR = 2,71 (GELONEZE et al., 2006).

4.5.4 Perfil lipidico (Colesterol total, HDL colesterol, LDL colesterol e
Triglicerideos)

Para as concentracdes séricas relacionadas ao metabolismo lipidico,
utilizamos as analises do colesterol total (CT), de acordo com o método colesterol
oxidase/peroxidase; HDL-C, por método direto; e triglicerideos, segundo o método
glicerol fosfato oxidase/peroxidase. Os valores de referéncia utilizados pelo
LABORAFE seguem os critérios diagnosticos determinados pela IV Diretriz Brasileira
sobre Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose (SPOSITO et al.,, 2007). Ja o
LDL-C, foi estimado a partir da formula de Friedwald, sendo, LDL-C = CT - HDL-C -
(TG / 5), quando os valores de triglicerideos séricos estiveram < 400 mg/dl. Os
valores expressam-se em mg/dL (FRIEDEWALD et al., 1972), e seus parametros de
normalidade tiveram como base os pontos de corte descritos na V Diretriz Brasileira

de Dislipidemias e Prevencéo da Aterosclerose (XAVIER et al., 2013).
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455 Ureia

Na avaliacdo da concentracdo de wureia foi utilizado o método
urease/glutamato desidrogenase. Os valores de referéncia, para adultos, empregado
pelo LABORAFE foi de 13 a 43 mg/dL, em conformidade com os pontos de corte
comumente adotados nos laboratérios de analises clinicas, cujo parametro de
normalidade é de 20 a 40 mg/dL (ABENSUR, 2011).

4.5.6 Creatinina

Para a dosagem da concentrac@o sérica de creatinina o LABORAFE contou
como meétodo Jaffé. O padrédo de normalidade empregado para individuos do sexo
feminino foi de 0,60 a 1,10 mg/dL, em concordancia com grande parte dos
laboratorios que dispdem de valores de 0,6 a 1,3 mg/dL (ABENSUR, 2011).

Para complementar a avaliacao clinica da funcdo renal de nossas pacientes,
utilizamos a Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG), parametro mais vantajoso para
apontar anormalidades bioquimicas da atividade renal, a partir do uso da equacéo
de creatinina CKD-EPI (The Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
Equation), considerado o método mais preciso em varios estudos populacionais,
atraves da formula (especifica para o sexo feminino): eTFG = 141 x min (Cre/k, 1) *x
max (Cre/k, 1)1299 x 0,993 'dade x 1 018 x 1,159 (se negra). Onde, Cre (é creatinina
sérica [mg/dL]; k (€ 0,7); a (é -0,329); min (é minimo de Cre/k ou 1); e max (maximo
de Cre/k ou 1). Um valor > 90 mL/min/1,73m? é considerado normal para individuos
adultos saudaveis (LEVEY et al., 2009; ABENSUR, 2011; KDIGO, 2013).

4.6 Determinacao diagnéstica da Sindrome Metabdlica (SM)

Para o estabelecimento da ocorréncia da SM entre as pacientes, avaliamos a
presenca dos critérios determinantes de seu diagndstico clinico, com seus
respectivos pontos de corte, dos quais se incluem a obesidade visceral (separado
por género e conforme a etnia); TG; HDL-C (distinto por género); PA; Glicemia de
Jejum (CORNIER et al., 2008; ALBERTI et al., 2009; HARRIS, 2013; GRUNDY,
2016; NOLAN et al., 2017), como observado no Quadro 5. Apesar da descricdo de

cinco fatores de risco estar relacionados ao diagndstico clinico da SM, a ocorréncia
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de apenas trés destes, ja € suficiente para seu estabelecimento (ALBERTI et al.,
2009).

QUADRO 5 — CRITERIOS DETERMINANTES DO DIAGNOSTICO CLINICO DA SINDROME
METABOLICA (SM)

Fatores de Risco Nivel de Definigdo

Obesidade abdominal (circunferéncia abdominal)
Limites especificos que consideram diferentes
populagdes e paises

Homens >a 90 cm”®
| Mulheres =a 80 cm|
Triglicerideos ™ > a150mg/dL
HDL- colesterol **
Homens < 40mg/dL
| Mulheres < 50mg/dL|
Pressao arterial ** > 130/ >85mmHg
Glicose em jejum ** > 100 mg/dL
-América Central e América do Sul « Ou em tratamento para o fator de risco

Legenda: Para os critérios com valores distintos para ambos os sexos, destacamos na cor azul, os
valores pertencentes ao sexo feminino, objeto de nosso estudo. Adaptado de Alberti et al. Circulation
2009; 120: 1640-1645.

4.7 Analise molecular

As avaliagcbes moleculares foram realizadas no LAMP (Laborat6rio de
Pesquisas Multidisciplinares em Odontologia) e LabGen (Laboratério de Genética
Humana) localizados na Universidade UNIGRANRIO.

Nesta andlise foi realizada a extracdo de RNA das amostras, confeccdo dos
cDNAs de cada um dos miRNAs estudados, e andlise da expressao dos miRNAs por
PCR guantitativa (QPCR). Para isso, utilizamos o soro obtido da coleta de sangue
periférico das voluntarias, acondicionado em tubos nédo tratados com EDTA. Foram
necessarios cerca de 5ml de soro para a extragdo do RNA.

Previamente a separacdo do sangue, a amostra foi deixada em temperatura
ambiente por um periodo de 30 min, favorecendo a coagulacdo espontanea.
Posteriormente a formacdo do coagulo, esta amostra foi submetida a uma primeira
centrifugagédo de 290 RCF por 20 minutos a 20°C. A fase do soro foi coletada e
movida para tubos de 15 mL. A seguir, esta fase foi levada para uma segunda
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centrifugacéo de 1200 RCF por 20 minutos a 20° C, a fim de favorecer a precipitacédo
de quaisquer células residuais. Por fim, transferimos o sobrenadante para tubos de

2,0 mL, e armazenamos a - 80°C.

4.7.1 Extracdo de RNA das amostras

Para a realizacdo da extracdo de RNA em amostras de soro das voluntarias,
empregamos o método mirVana™ miRNA lIsolation kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA, cat #AM1560), com algumas alteracdes em seu protocolo,
especificada em sintese a seguir: para os 500 pL do soro obtido a partir das
duas etapas de centrifugacdo e posteriormente armazenamento, foi acrescido
o0 mesmo volume de 2X Denaturing Solution, em seguida, misturado e incubado no
gelo por 5 minutos, o mesmo volume de fenol-cloroférmio foi adicionado, totalizando
um volume de 1000 pL. Essa solucéo foi homogeneizada e submetida a uma
centrifugacédo de 12 000 RCF por 10 minutos em temperatura ambiente. Esta etapa
de centrifugacao foi realizada para a obtencdo da fase aquosa contendo acidos
nucléicos, e repetida com a adicdo de &gua endonuclease free, a fase organica
fenol-cloroférmio, até a obtencdo de um volume total de 1100 pL de fase aquosa
Apoés a separacdo desta fase, seguimos com as recomendacdes do fabricante para
a purificacdo e isolamento de pequenos RNAs. Posteriormente a este processo, 50
UL de agua endonuclease free, aquecida a 95°C, foi aplicada diretamente no centro
do filtro. Por dltimo, realizamos uma nova centrifugacéo, e o filtrado, contendo os

pequenos RNAs, foi estocado a - 80° C.

4.7.2 Confeccéo dos cDNAs

Para a selecdo dos miRNAs analisados neste estudo, utilizamos como base,
estudos e bancos de dados de miRNAs (www.mirbase.org e www.diana.imis.athena-
innovation.gr).

Para a confecgdo dos cDNAs de cada miRNA pesquisado (miR-125b-5p, miR-
370-3p e miR-574-3p) e o0 enddgeno (miR-16) adotamos o kit MicroRNA Reverse
Transcription (Thermo Fisher Scientific) e primers Tagman para cada miRNA em
andlise. Para isto, foram utilizados 0,15 yL de dNTPs, 1 uL de Multiscribe™ RT


http://www.mirbase.org/
http://www.diana.imis.athena-innovation.gr/
http://www.diana.imis.athena-innovation.gr/
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enzyme (50U/ yL), 1,5 yL de Buffer 10 X, 0,19 pL de RNAse inhibitor (20U/uL), 4,16
ML de H20 RNAse free, 3 pL de primer (miR-125b-5p, miR-370-3p, miR-574-3p, e
miR-16). Para a amplificacédo, aplicamos as seguintes condi¢des: 16 °C por 30 min,
42 °C por 30 min, 85 °C por 5 min.

4.7.3 Analise dos miRNAs por PCR quantitativa (qPCR)

Na analise da expresdo dos miRNAs por gPCR foi aplicado o sistema de
deteccdo Tagman (Thermo Fisher Scientific) com base no uso de dois primers e uma
sonda, proprios para o transcrito em andlise. Contamos com primers para 0S
MiRNAs, miR-125b-5p (cat#000449); miR-574-3p (cat#002349) e miR-370-3p
(cat#002275), em analise do normalizador miR-16 (cat#000391). As reacdes foram
feitas em triplicata, sempre acompanhadas de um controle negativo, totalizando um
volume de 20 pL para cada reacao. As reacdes compreenderam a aplicacdo de 1,33
ML de produto de cDNA, 10 pL 2 TagMan® Universal PCR Master Mix Il (2X), no
UNG (Applied Biosystems) e 1 yL de TagMan® Small RNA Assay e 7.67 uL de H20
nuclease free. As reacdes foram executadas no aparelho QuantStudio 7 (Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA), e as condi¢cdes para a amplificacao foram:
Hold de 50 °C por 2 min, Hold de 95 °C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de
desnaturacao 95 °C por 15s, e anelamento e extensédo 60 °C por 1min. O valor de

corte para considerar a diferenca de expresséao foi de duas vezes.

4.7.4 Avaliacéo do nivel de expressédo de miRNAs

Para a obtencdo do nivel de expressdo dos miRNAs avaliados, utilizamos o
calculo da expressdo relativa de acordo com o método do 222Ca (LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001). O método 2*2Ct, ou método comparativo de Ct, refere-se a
uma equacdo mateméatica capaz de calcular as mudancas na expressao génica a
partir das diferencas entre uma amostra normalizadora (grupo peso normal - EU) e
uma experimental (grupo obeso - OB), estabelecidas por um padrdo. A obtencédo de
ACt representa a diferencga entre o valor da média dos Cts do gene de interesse do
estudo e a média dos Cts do gene normalizador. A determinagcdo de AACt

compreende a subtracado entre o valor de ACt para cada amostra experimental e o



62

valor médio de ACt para as amostras normalizadoras. O calculo 2"22Ct se da a partir
da subtragao entre 2" e o valor de AACt para cada amostra experimental, seguida

da realizacdo da média de 2-*2Ct para cada triplicata.

4.8 Anédlise estatistica

Neste trabalho, que trata de uma amostra de conveniéncia, de estudo de
prova de conceito, todas as analises das variaveis demograficas e clinicas obtidas
foram realizadas com a utilizagao do software estatistico IBM-SPSS (verséo 19, IBM
Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). Foi calculada a média de idade da populacdo em
estudo. Para a separacao dos individuos em grupos de estudo (peso normal — EU e
obeso - OB), os individuos foram classificados de acordo com o IMC. Na avaliacéo
das diferencas significativas das variaveis demogréficas e clinicas entre os grupos,
adotamos o teste U de Mann-Whitney. A andlise das correlacbes entre o0s
parametros clinicos e moleculares foi demonstrada a partir do Coeficiente de
Correlacdo de Pearson. Para todos os testes estatisticos foram considerados

significativos os valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao da populacéo do estudo

A amostra total inicial de nosso trabalho foi composta por 45 voluntarios de
ambos o0s sexos, sendo que destes, somente 34 pacientes preenchiam os critérios
de inclusdo para os requisitos fundamentais a uma investigacdo adequada dos
parametros moleculares. No entanto, para evitar a ocorréncia de eventuais prejuizos
no resultado de nossas analises devido a um nimero limitado de voluntarios do sexo
masculino, particularmente no grupo de peso normal (EU), foi elegivel para a
composicdo deste estudo, uma amostra mais homogénea, predominantemente
feminina (n = 23), diagnosticada e estratificada por grupo, segundo o IMC, sendo 13
voluntarias com peso normal (EU) e 10 obesas (OB) (Figura 14).

FIGURA 14 - FLUXOGRAMA DEMONSTRATIVO DA IDENTIFICAQAO, SELECAO E AMOSTRA
FINAL DE PACIENTESNACONSTRUCAO DESTE ESTUDO

Captagao de voluntarios
20- 45 anos
Ambos 0s sexos
\ariados graus de obesidade
Clinicamente saudaveis

~
Selegdo de voluntarios (n = 45) ‘

Grupo Peso Normal Grupo Obeso J
Voluntarigs (n = 25) Voluntarios (n = 20}
Masculino (n = 4) | Exclusio Masculino (n = 9)
Feminino (n = 21) Por falta de requisitos para Feminino (n = 11}

4 aandlise molecular

A

Voluntarios (n = 16) | . Voluntarios (n = 18)

Masculino (n = 3) — Exclusdo Masculino (n = 8)

Feminino (n = 13) ) F;“;féi{:;'”ma;zo do sexo Feminino (n = 10)
homogénea

Voluntarias (n = 13) o Voluntarias (n = 10}
100% feminino w 100% feminino

Legenda: Verifica-se, que na exclusdo de voluntarios por falta de critérios para uma adequada
avaliacdo molecular, e em busca por uma amostra mais homogenia entre os grupos de estudo, foi
estabelecida uma populacado majoritariamente feminina, contemplando-se um total de 23 voluntérias,
sendo 13 de peso normal (EU) e 10 obesas (OB).
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Para a determinacdo das caracteristicas da populacdo de nosso estudo,
descrevemos a seguir, o resultado da analise das variaveis demograficas,
antropomeétricas, pressoricas e bioquimicas (Tabelas 1, 2 e 3).

Em relacdo as variaveis demogréficas, quanto a raca, a populacédo analisada
foi composta por um maior nimero de mulheres de peso normal (EU) brancas,
pardas e pretas (46,15%, 46,15% e 7,7%, respectivamente). Ja na distribuicédo racial
entre mulheres obesas (OB) o percentual de brancas, pardas e pretas foi de 40%,
40% e 20%, respectivamente (Tabela 1).

A idade das pacientes variou de 20 a 45 anos, sendo que a idade média da
populacao total foi de 28,52 (+6,75) anos. Entre os grupos, o de peso normal (EU)
apresentou uma idade média de 26,08 (£ 5,38) anos, e para o grupo obeso (OB) a
média foi de 31,70 (x 7,27) anos, ndo havendo uma diferenca estatisticamente
significativa em relacéo a idade entre estes dois grupos (Tabela 1).

A partir da avaliacdo antropométrica, as pacientes foram separadas em
grupos de acordo com o diagnostico clinico de seu estado nutricional, através do
IMC. Das voluntarias obesas, a maioria (80%) apresentou obesidade grau | (IMC =
30 — 34,9 kg/m?). Apenas uma paciente (10%) foi diagnosticada com obesidade grau
Il (IMC = 35 — 39,9 kg/m?), e outra (10%) com obesidade grau Ill (IMC = 40 kg/m?).
Os individuos obesos apresentaram valores de peso e IMC significativamente
maiores que os de peso normal (p< 0,001; p< 0,001, respectivamente) (Tabela 1).

Na avaliacdo das variaveis CC, CQ e RCQ, verificamos no grupo peso normal
(EV), somente um individuo (7,69%) fora do parametro de normalidade (83,0 cm),
para a CC. Ja& no grupo obeso (OB) todas as voluntarias (100%) tiveram valores
elevados (81,3 a 128,0 cm) para a CC; 30% com aumento (0,85, 0,87 e 0,89) da
RCQ); e uma diferenca significativamente maior para as medidas de CC, CQ e RCQ
(p< 0,001; p< 0,001 e p= 0,008, respectivamente) em comparagcdo ao grupo peso
normal (EU) (Tabela 1).
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TABELA 1 - CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E ANTROPOMETRICAS DA POPULACAO
DOS GRUPOS TOTAL, PESO NORMAL (EU) E OBESO (OB)

Populacéo Peso Normal Obeso
o . Valor de
Variaveis em Analise Total (EV) (OB) .
(n=23) (n=13) (n=10)
Idade (anos) 28,52 £ 6,75 26,08 + 5,38 31,70 £ 7,27 0,66
Branca 43,48 46,15 40,0 -
Raca/Etnia (%)Parda 43,48 46,15 40,0 -
Preta 13,04 7,7 20,0 -
Peso (kg) 70,46 + 21,62 54,88 + 5,50 90,71 +17,21 <0,001
Estatura (m) 1,58 + 0,58 1,55+ 0,46 1,61+0,61 0,54
indice de Massa 28,00 + 6,96 22,69 * 1,74 34,91 + 4,54
<0,001
Corporal — IMC (kg/m?)
Circunferéncia da 80,56 + 16,56 69,01 + 6,64 95,58 + 12,98
_ <0,001
Cintura — CC (cm)
Circunferéncia de 106,89 + 14,72 96,73 * 5,60 120,10 + 12,04
. <0,001
Quadril — CQ (cm)
0,75+ 0,76 0,71 + 0,57 0,80 + 0,70 0,008

Relacéo Cintura Quadril
- RCQ

Legenda: Os valores apresentados nesta tabela representam média + desvio padréo. Os valores
destacados em negrito demonstram a presenca de uma diferencga significativa no grupo obeso (OB).

* O valor de p utilizado para diferencas entre integrantes do grupo peso normal e o grupo obeso foi
obtido a partir do teste de Mann-Whitney.

Na determinagdo da PA, todos os parametros foram mais elevados para o
grupo obeso (OB), sendo essa diferenca significativa para a PAD e PAM (p=0,005 e
p=0,011, respectivamente). No grupo peso normal (EU) uma paciente apresentou
uma PAD de 81,7 mmHg. Ja no grupo obeso (OB), uma voluntaria apresentou pré-
hipertenséo (PAS 121,3 mmHg, PAD 81,3 mmHg e PAM 94,6 mmHg); uma paciente,
um valor aumentado na PAD 84,7 mmHg; e uma terceira, alteracdes indicativas
entre uma pré-hipertensédo e hipertensao estagio | (PAS 121,0 mmHg, PAD 93,0
mmHg e PAM 102,3 mmHg) (Tabela 2).
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TABELA 2 - CARACTERISTICAS PRESSORICAS DA POPULAGAO DOS GRUPOS TOTAL, PESO
NORMAL (EU) E OBESO (OB)

Populacéo Peso Normal Obeso Val
alor
Variaveis em Analise Total (EV) (OB) -
e
(n=23) (n=13) (n=10) P

Pressao Arterial Sistolica —
105,79 +9,00 103,44 +8,36 108,86 + 9,29 0,239

PAS (mmHg)
Pressao Arterial Diastolica —

73,47 £ 7,94 69,74+ 7,01 78,32 + 6,50 0,005
PAD (mmHg)
Pressao Arterial Média —

84,23 + 7,57 80,97 + 6,74 88,48 + 6,64 0,011
PAM(mmHQ)

Legenda: Os valores apresentados nesta tabela representam média + desvio padrdo. Os valores
destacados em negrito demonstram a presenca de uma diferenca significativa no grupo obeso (OB).

* O valor de p utilizado para diferengas entre integrantes do grupo peso normal e o grupo obeso foi
obtido a partir do teste de Mann-Whitney.

Quanto aos parametros bioquimicos, na mensuracdo dos niveis de glicemia
de jejum, verificamos: no grupo peso normal (EU), uma das voluntarias com um valor
de 109 mg/dL, e no grupo obeso (OB) duas pacientes fora do padrdo de
normalidade (105 mg/dL e 102 mg/dL). Para insulina, 30% das pacientes do grupo
obeso (OB), apresentaram altos valores (38,05 mcUI/mL, 23,8 mcUl/mL e 25,7
mcUl/mL). Quanto ao HOMA-IR, uma paciente de peso normal (EU) (3,04), e seis do
grupo obeso (60,0%), apresentaram valores acima do recomendado para este
parametro, com uma variagdo de HOMA-IR de 3,68 a 7,96. Na avaliagcdo destes
indicadores, importantes na determinacdo da RI, observamos para o grupo obeso
(OB) valores significativamente maiores para todas as variaveis (glicose, insulina e
HOMA-IR), na comparagdo entre os grupos (p=0,043, p=0,001 e p=0,001,
respectivamente) (Tabela 3).

Em se tratando de perfil lipidico, notamos no grupo peso normal (EU), um
nivel mais elevado de CT. No grupo obeso (OB), maiores valores de LDL-C e TG, e
menores de HDL-C. Houve diferenca significativa de HDL-C e uma tendéncia de TG
no grupo obeso (OB). Na avaliacédo isolada por grupo, notamos que no de peso
normal (EU), duas pacientes tiveram um alto nivel (258 mg/L e 241 mg/L) e outras
quatro, limitrofe de CT (202 mg/L a 222 mg/L); enquanto somente uma taxa limitrofe
foi exibida por uma voluntaria do grupo obeso (OB) (214 mg/L). Na analise do HDL-
C, cinco mulheres de peso normal (EU) (38% do grupo) exibiram niveis menores do
que o desejavel (53 a 60 mg/L), resultado semelhante para 100% do grupo obeso
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(OB) (40 a 60 mg/L). Na analise dos resultados de LDL-C, uma das pacientes de
peso normal (EU) exibiu um alto valor (173 mg/dL), e outras duas tiveram valores
limitrofes (155 mg/dL e 151 mg/dL); ja no grupo obeso (OB), apenas uma das
voluntarias teve um resultado limitrofe (147 mg/dL). Quanto aos resultados para TG,

em ambos 0s grupos, todos os valores estavam dentro da normalidade (Tabela 3).

TABELA 3 - CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DA POPULACAO DOS GRUPOS TOTAL, PESO
NORMAL (EU) E OBESO (OB)

Populacéo Peso Normal Obeso Valor

Variaveis em Analise Total (EV) (OB) de p*
(n=23) (n=13) (n=10)

Glicose (mg/dL) 91,74 + 8,35 89,00 + 9,00 95,30 + 6,13 0,043

Insulina (mcUl/mL) 11,77 + 8,56 6,98 + 3,00 17,98 + 9,56 0,001

HOMA-IR 2,74 £ 1,99 1,59 £ 0,72 4,22 + 2,15 0,001

Colesterol total — CT
(mg/dL)
HDL colesterol (mg/dL) 61,83 + 14,36 69,77 £ 14,11 51,50 + 5,40 <0,001

174,71 + 43,61 186,92+ 39,72 177,30+ 22,18 0,535

LDL colesterol (mg/dL) 106,68 + 31,34 104,18 + 37,93 109,92 +21,52 0,556
Triglicerideos (mg/dL) 71,13 + 21,06 64,54 + 18,87 79,70 £ 21,56 0,067
Ureia (mg/dL) 24,87+16,85 27,00 + 22,01 22,10 + 5,74 0,780
Creatinina (mg/dL) 0,82+0,14 0,85+ 0,16 0,80+ 0,13 0,420

Legenda: Os valores apresentados nesta tabela representam média + desvio padrdo.Os valores
destacados em negrito demonstram a presenca de uma diferencga significativa no grupo obeso (OB).
* O valor de p utilizado para diferencas entre integrantes do grupo peso normal e o grupo obeso foi
obtido a partir do teste de Mann-Whitney.

Na verificacdo dos marcadores de funcdo renal, observamos no grupo de
peso normal (EU) uma das pacientes com um nivel elevado (98 mg/dL) e outra baixo
(12 mg/dL) de ureia, e uma outra paciente com valor aumentado de creatinina (1,14
mg/dL). Ja no grupo obeso (OB), todos os resultados estavam dentro dos
parametros de normalidade. N&o houve uma diferenca significativa destes
parametros na comparagao entre os grupos (Tabela 3).

Na avaliacdo da funcéo renal a partir da Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG),
em que o valor de normalidade é > 90 mL/min/1,73 m2, uma TFG levemente

reduzida foi observada em trés pacientes no grupo peso normal (EU), sendo: 67.0;
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68.9 e 83.6 mL/min/1,73 m?; e trés do grupo obeso (OB), sendo: 77.0; 82.5 e 88.4
mL/min/1,73 m2.

Na avaliagdo da presenca de SM entre as pacientes dos grupos estudo, €
possivel afirmar que apenas uma das voluntarias do grupo obeso (OB) preencheu os
critérios para o diagnostico clinico de SM (sendo, CC: 128cm, HDL-C: 47mg/L, e
Glicose: 102mg/dL).

5.2 Correlacédo entre as variaveis antropomeétricas, pressoricas e bioquimicas
nas pacientes do estudo

Analisando os parametros antropométricos, pressoricos e bioquimicos pelo
coeficiente de correlacdo de Pearson, verificamos uma correlacdo positiva muito
forte entre IMC e CC, e IMC e CQ; e positiva forte entre HOMA-IR e CC (Tabela 4).

TABELA 4 — CORRELACAO ENTRE VARIAVEIS CLINICAS E MOLECULARES NAS PACIENTES
DO ESTUDO

Correlagdo Variaveis em Analise r P
Positiva muito forte IMC e CC 0,931 = 0,001
IMC e CQ 0,943 = (0,001
Positiva forte HOMA-IR e CC 0, 727 = (0,001

Legenda: Os valores apresentados nesta tabela representam a andlise das correlagbes entre os
parametros clinicos e moleculares, demonstrada a partir do Coeficiente de Correlagdo de Pearson.
IMC — indice de Massa Corporal; CC — Circunferéncia de Cintura; CQ — Circunferéncia do Quadril;
HOMA-IR — Modelo de avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina (do inglés, Homeostasis
Assessment Model of Insulin Resistance).

5.3 Determinacgéo dos niveis de expressdo dos miRNAs de estudo

Para a analise molecular da expressdo de miRNAs neste estudo, inicialmente
foi realizada a avaliagdo das moléculas miR-125b-5p, miR-574-3p e miR-370-3p,
contemplando amostras de voluntarios de ambos o0s sexos, como citado
anteriormente. No entanto, ndo houve amplificagdo de miR-370-3p nas amostras,
como podemos observar na Figura 15. Em relacdo ao controle endogeno, foi
utilizado para a analise, o0 miR-16.
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FIGURA 15 - AVALIACAO DA AMPLIFICACAO DE MIRNAS EM AMOSTRAS DE SORO
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Legenda: Perfil de expressdo de miR-370-3p,miR-125b-5p e miR-574-3p em amostras de soro. A
amplificacdo de miR-370-3p pode ser observado a partir das cores, em que o rosa se refere ao
paciente EU10, azul — EU12, verde — EU15, marrom — OB1, azul escuro — OB7, roxo — OB8, e preto —
OB10 (a); e de miR-370-3p, mMiR-125b-5p e miR-574-3p, nas cores marrom — EU1, azul — EU2,
Verde escuro — EU4, laranja — EU6, cinza — EU9, tijolo — EU10, roxo escuro — OB3, grena — OB4, azul
turquesa — OB5 e bege — OB6 (b). Nota-se, na avaliagédo isolada da expressédo de miR-370-3p, que
nao houve amplificacdo (a); verifica-se, na anélise conjunta de miR-370-3p, miR-125b-5p e miR-574-
3p, que ndo houve amplificacdo somente para o miR-370-3p, os demais miRNAs amplificaram
adequadamente (b). Os valores de fold-change sdo expressos em escala log10.

5.4 Avaliacdo da expressao do miR-125b-5p e miR-574-3p nos grupos do
estudo

Seguimos entdo com a avaliacdo de miR-125b-5p e miR-574-3p nos grupos
selecionados, contemplando 13 voluntarias de peso normal (EU) e 10 obesas (OB).
Levando-se em conta a expressdo relativa segundo a a equacdo do 222Ct gs
valores obtidos de fold change (FC) para os miRNAs nas amostras foram dispostos
na Tabela 5, de acordo com o ponto de corte de +2, sendo entdo classificados
como: hipoexpressas aquelas amostras que apresentaram valores de FC<0,5; sem
variacdo na expressao as que apresentaram FC de 0,5 a 2,0; e hiperexpressas
aquelas amostras com FC >2,0.

Em relacdo a miR-125b-5p, no grupo de peso normal (EU) cinco amostras
(38,46%) se apresentaram hipoexpressas (EU17, EU18, EU19, EU21 e EU22), e
outras cinco (38,46%) hiperexpressas (EU4, EU6, EU9, EU12 e EU15). No grupo
obeso (OB), houve hipoexpressdo em cinco (38,46%) das amostras (OB11, OB12,
OB18, OB19 e OB20), e duas (15,38%) foram hiperexpressas (OB4 e OB8) (Tabela
5).
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Quanto ao miR-574-3p, no grupo peso normal (EU), quatro (30,77%) das
amostras se mostraram hipoexpressas (EU1, EU17, EU19 e EU21), enquanto em
apenas uma (7,69%) houve hiperexpressdao (EU15). No grupo obeso (OB),
observamos uma hipoexpressao para duas (20%) das amostras (OB6 e OB12), além
de hiperexpressdao em uma (10%) destas (OB19) (Tabela 5).

Como identificamos que na expressédo dos miRNAs de estudo, duas pacientes
apresentaram um comportamento muito diferente das demais voluntérias do estudo,
com um nivel de expressdo extremamente acentuado para a expressao de miR-
125b-5p (OB8) e miR-574-3p (EU15), realizamos uma nova analise molecular
excluindo-se estas amostras das demais (Tabela 5).

Assim, na avaliacdo de miR-125b-5p sem OB8, ndo houve qualquer alteracéo
nos valores de expressao nos grupos de estudo. Ja na andlise de miR-574-3p sem
EU15, percebemos no grupo peso normal (EU) uma hiperexpressao desta molécula
em quatro (33,33%) dos individuos (EU6, EU9, EU12 e EU24), enquanto no grupo
obeso (OB), cinco das amostras (50%) se mostraram hiperexpressas (OB4, OBS,
OB16, OB19, OB20) (Tabela 5).



TABELA 5 - EXPRESSAO DE MIR-125b-5p E MIR-574-3p NOS GRUPOS PESO NORMAL (EU) E
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OBESO (OB)
Fold-Change
Amostras | miR-125b-5p MiR-125b-5p miR-574-3p MiR-574-3p
(sem OB8) (sem EU15)

EU1 1,691 1,691 0,396 0,505
EU4 5,257 5,257 0,965 1,230
EUG6 2,628 2,628 1,816 2,315
EU9 3,340 3,340 1,672 2,131
EU10 1,939 1,939 0,810 1,033
EU12 2,385 2,385 1,669 2,128
EU15 4,340 4,340 21,473 -

EU17 0,270 0,270 0,402 0,513
EU18 0,199 0,199 0,529 0,614
EU19 0,188 0,188 0,422 0,538
EU21 0,155 0,155 0,396 0,505
EU22 0,201 0,201 0,520 0,663
EU24 1,042 1,042 1,581 2,015
OB4 2,009 2,009 1,718 2,191
OB6 1,359 1,359 0,479 0,611
OBS8 9,444 - 1,584 2,021
OB10 1,569 1,569 1,306 1,929
OB11 0,256 0,256 0,723 0,923
OB12 0,319 0,319 0,486 0,620
OB16 1,579 1,579 1,621 2,068
OB18 0,116 0,116 0,665 0,848
OB19 0,098 0,098 2,006 2,558
OB20 0,335 0,335 1,997 2,548

Legenda: *FC — valores de fold-change obtidos através do método 2-24Ct na avaliagdo comparativa
entre o grupo peso normal (EU) e grupo obeso (OB). Em cada amostra, valores em azul demonstram
agueles em que os miRNAs aparecem hipoexpressos; em preto, quando normoexpressos; e em

vermelho, quando hiperexpressos.
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5.5 Relagédo da expressao do miR-125b-5p e miR-574-3p nos grupos de estudo

Quando analisamos a expressdo dos miRNAs entre os grupos do estudo,
verificamos que ndo houve uma diferenca estatisticamente significativa na
expressdo de miR-125b-5p (p=0,4723) e miR-574-3p (p=0,3353), quando
comparados os dois grupos de voluntarias com peso normal (EU) e obesas (OB)
(Figuras 16a e 16b).

FIGURA 16 - EXPRESSAO DOS MIR-125b-5p E MIR-574-3p POR gPCR NOS GRUPOS PESO
NORMAL (EU) E OBESO (OB)
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Legenda: Perfis de expressdo de miR-125b-5p (a) e miR-574-3p (b). Nota-se que ndo houve uma
diferenca significativa na expressdo de miR-125b-5p e miR-574-3p quando comparados os dois
grupos (a e b). Os valores de fold-change sdo expressos em escala log10, p< 0,05.

Da mesma maneira, realizamos uma nova analise excluindo os outliers,
amostra OB8 para miR-125b-5p e amostra EU15 para miR-574-3p. Nesta nova
abordagem também ndo houve nenhuma diferenca estatisticamente significativa na
expressdo de miR-125b-5p e miR-574-3p entre os grupos (p=0,2293 e p=0,1550,

respectivamente) (Figuras 17a e 17b).
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FIGURA 17 - EXPRESSAO DOS MIR-125b-5p E MIR-574-3p POR gPCR NOS GRUPOS PESO
NORMAL (EU) E OBESO (OB), SEM A PRESENCA DOS OUTLIERS
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Legenda: Perfis de expressdo de miR-125b-5p (a) e miR-574-3p nos grupos peso normal (EU) e
obeso (OB) (b), sem a presenca de outliers (sem OB8 na analise de miR-125b-5p; sem EU15 em
miR-574-3p). Verifica-se que ndo houve nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos quanto a expressdo de miR-125b-5p e miR-574-3p (a e b). Valores de fold-change expressos
em escala log10, p< 0,05.

5.6 Correlacéo entre a expressao de miR-125b-5p e miR-574-3p nos grupos de
estudo, e as variaveis demogréaficas, antropométricas, pressoricas e
bioquimicas

Nas anadlises de correlacdo da amostra geral para os miRNAs com o0s
parametros demogréficos, antropométricos, pressoricos e bioquimicos, ndo foram
encontradas correlacdes significativas. Nao houve correlagéo entre os dois miRNAs

analisados.

5.7 Comparacdao das anormalidades clinicas individuais com a expressao dos
mMiRNAs analisados

Para uma melhor compreenséo da correlacdo entre as anormalidades clinicas
apresentadas individualmente entre os pacientes do estudo com a expressao de
seus MiRNAs, verificamos na Tabela 6, entre os individuos de peso normal (EU):
(EU1) niveis aumentados de CC, ureia e HOMA-IR, limitrofe de CT, e hipoexpressao
de miR-574-3p; (EU4) nivel reduzido de ureia, limitrofe de CT, hiperexpressao de
miR-125b-5p;(EU6) valor menor que o desejavel de HDL-C, hiperexpressao de miR-
125b-5p e miR-574-3p (sem EU15); (EU9) niveis aumentados de creatinina e
glicose, limitrofe de CT, hiperexpressédo de miR-125b-5p e miR-574-3p (sem EU15);

(EU10) aumento de CT, limitrofe de LDL-C, sem alteracdo na expresséo de miRNAs;
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(EU15) sem qualquer anormalidade clinica, mas com hiperexpressao de miR-125b-
5p e miR-574-3p; (EU17) valores elevados de CT e LDL-C, menor que o desejavel
de HDL-C, hipoexpressdo de miR-125b-5p e miR-574-3p; (EU18) niveis aumentados
da PAD, limitrofes de CT e LDL-C, abaixo do desejavel de HDL-C, hipoexpressao de
miR-125b-5p; (EU19 e EU21) sem qualquer anormalidade clinica, mas com
hipoexpressdo de miR-125b-5p e miR-574-3p; (EU22) nivel menor que o desejavel
de HDL-C, hipoexpressdo de miR-125b-5p; (EU24) sem nenhuma anormalidade
clinica, mas com hiperexpressao de miR-574-3p (sem EU15).

Ja no grupo obeso (OB), observamos: (OB4) niveis aumentados de CC, RCQ,
insulina e HOMA-IR, menor que o desejavel de HDL-C, hiperexpressdo de miR-
125b-5p e miR-574-3p (sem EU15); (OB6) elevacdo da CC, valor menor que o
desejavel de HDL-C, e hipoexpressdo de miR-125b-5p e miR-574-3p; (OBS8)
aumento de CC, nivel menor que o desejavel de HDL-C, e hiperexpressédo de miR-
125b-5p e miR-574-3p (sem EU15); (OB10) niveis aumentados de CC e HOMA-IR,
menor que o desejavel de HDL-C, sem alterac@o na expressdo de miRNAs; (OB11)
valores aumentados de CC, PAS e PAD, menor que o desejavel de HDL-C, e
hipoexpressdo de miR-125b-5p; (OB12) elevacdo dos valores de CC, abaixo do
desejavel de HDL-C, e hipoexpressao de miR-125b-5p e miR-574-3p; (OB16) niveis
aumentados de CC, RCQ, glicose, insulina e HOMA-IR, menor que o desejavel de
HDL-C, hiperexpressdo de miR-574-3p (sem EU15); (OB18) valores elevados de
CC, PAD e HOMA-IR, abaixo do desejavel de HDL-C, e hipoexpressdo de miR-
125b-5p; (OB19) valores aumentados de CC, insulina e HOMA-IR, limitrofe de CT e
LDL-C, menor que o desejavel de HDL-C, hipoexpressdo de miR-125b-5p, e
hiperexpressao de miR-574-3p e miR-574-3p (sem EU15); (OB20) niveis elevados
de CC, RCQ, PAS, PAD, Glicose e HOMA-IR, menor que o desejavel de HDL-C,
hipoexpressdo de miR-125b-5p e hiperexpressdao de miR-574-3p (sem EU15)
(Tabela 6).



75

TABELA 6 - NANALISE DA CORRELAGAO ENTRE AS ANORMALIDADES CLINICAS INDIVIDUAIS E
A EXPRESSAO DE MIRNAS

miR-125b-5p | miR-574- '“'RE'EN'
Amostras (CI5 OBE) 2p P Anormalidades clinicas
5/ EU15)
FC FC
FC
ELUA1 1,681 0,396 0,505 t:CCUreia/HOMA-IR; L-:CT
EuU4 5,257 0,085 1.230 L:Ureia; L:CT
EU& 2628 1.818 2315 =:HDOL-C
EUS 2,340 1,672 213 T:Creatinina/Glicoses; LCT
EU4D 1,838 0810 1,023 1:CT; L:LDL-C
EuU12 2 385 1,668 2128 <mHDOL-Z
EU15 4. 340 21,473 - -
EUAT 0,270 0,402 0,513 T:CT/LDL-C; <D:HDL-Z
EU1iE 0,199 0,520 0614 1:PAD; L-CT/LDL-C; =D:HDL-C
EU15 0,188 0,422 0,538 -
EU21 0,155 0,396 0,505 -
EuU22 0,201 0,520 0,663 =:HDL-CZ
Eu24 1,042 1.581 2015 -
OB4 2,009 1,718 2,191 GG RO InsulinaHOMA-IR:
<:HOL-C
OB& 1,358 0,479 0,611 110G, <0:HDL-C
OBs 9,444 1,534 2,021 +:GC; <D-HDL-C
oB10 1,580 1,308 1,820 T CCMHOMA-IR; <D:HDL-C
oB11 0,256 0,723835 0.892321127 +:CC/PAS/PAD; <D:HDL-C
oB12 0,319 0,486 0,620 t:CC:=D:HDL-C
OB18 1,570 1,621 2,068 TG RCQYGlicose/insulinaHO b A-
IR; <D:HDL-C
oBis 0116 0,685 0,248 HCCPADMHOMA-IR; =D:HDL-C
OB19 0,098 2,006 2 558 + CChn=sulinea/HOMA-IR; L CT/LOL-
o =D HDL-C
OB20 0,335 1,097 2 548 TCCIRCAPAS/IPADIGlicosel
HOMA-IR; <D:HOL-C

Legenda: *FC — valores de fold-change obtidos através do método 2-24Ct na avaliagdo comparativa
entre o grupo peso normal (EU) e obeso (OB). Em cada amostra, valores em azul demonstram
aqueles em que os MiRNAs aparecem hipoexpressos; em preto, normoexpressos; € em vermelho,
hiperexpressos. O grupo obeso (OB) é composto por obesas grau | (OB4, OB6, OB8, OB10, OB11,
0OB16, OB18 e OB19), grau Il (OB12) e grau lll (OB20). Nota-se no grupo peso normal (EU) uma
menor correlagdo entre as varidveis estudadas e a expressdo de miRNAs. Ao contrério, este efeito foi
melhor evidenciado no grupo obeso (OB). CC — Circunferéncia de Cintura; HOMA-IR — Modelo de
avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina (do inglés, Homeostasis Assessment Model of
Insulin Resistance); CT — Colesterol total; HDL-C — Lipoproteinas de alta densidade (do inglés, High
Density Lipoproteins); L — Limitrofe; LDL-C — Lipoproteinas de baixa densidade (do inglés, Low
Density Lipoproteins); PAD — Presséo arterial diastolica; PAS — Presséo arterial sistdlica; RCQ —
Relagao cintura/quadril; 1— Niveis aumentados; |— Niveis diminuidos; < D — Abaixo do desejavel.
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6 DISCUSSAO

Marcada provavelmente, e em parte, por uma modificagdo no comportamento
alimentar e do estilo de vida, notadamente a partir da década de 70, fruto de uma
associacao entre o consumo exagerado de alimentos altamente caldricos e reducgéo
nos niveis de atividade fisica (GRUNDY, 2004; HAIDAR e COSMAN, 2011,
MARTINEZ et al.,, 2012; MALIK et al.,, 2013), a obesidade humana, que afeta as
mais variadas etnias, idades, sexo e padroes socioeconémicos (HAIDAR e
COSMAN, 2011), tem sido amplamente evidenciada e descrita, por seu carater
global e epidémico, aumentando significativamente o risco de se desenvolver
doencas metabdlicas associadas a essa patologia, como a DM2, HA e SM
(ALBERTI et al., 2009; HAIDAR e COSMAN, 2011; WHO, 2020), e pelo ponto de
vista econdmico, impactando negativamente no encarecimento dos gastos em
servicos de saude publica (CAl et al., 2013).

Também j4 se sabe, que a progressdo da obesidade e de suas
comorbidades, podem ser estabelecidas por uma correlacdo entre elementos
genéticos e epigenéticos (DABELEA et al., 2008; WANG et al., 2010; MARTINEZ et
al., 2012). Assim, enfatizamos os mIRNAs, moléculas com acdo expressiva na
regulacdo génica (BARTEL, 2004; AHN et al., 2013), com atividade celular e
fisiolégica (PALMER et al., 2014), associados ao desenvolvimento de varias
doencas, como a obesidade (ALVAREZ-GARCIA e MISKA, 2005; KRUTZFELDT e
STOFFEL, 2006; VILLARD et al., 2015). Neste sentido, este estudo teve como
objetivo correlacionar a expressdo de miRNAs circulantes associados a obesidade e
o desenvolvimento de suas comorbidades (SAKAGUCHI et al., 2006; KAROLINA et
al., 2012; SEYHAN et al., 2016), no soro de 13 voluntarias de peso normal (EU) e 10
obesas (OB), entre 20 e 45 anos, com seus resultados demogréficos e clinicos,
antropomeétricos, pressoricos e bioquimicos.

Quanto a idade, nossa populacéo teve média de 28,52 (+6,75) anos, tendo o
grupo obeso (OB) uma média de idade (31,70 + 7,27) superior ao grupo eutrofico,
porém ndo houve uma diferenca significativa entre os dois grupos de estudo. Quanto
a ragal/etnia, ambos os grupos foram compostos pelas racas branca, parda e preta,
sendo o grupo de peso normal (EU) 46,15%, 46,15% e 7,7%, respectivamente; e 0
de obesas (OB), com 40%, 40% e 20%, respectivamente, demonstrando o perfil

multiétnico e altamente miscigenado que marca a distribuicdo heterogénea de nossa
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sociedade (MANTA et al., 2013; MOURA et al., 2015) e a variabilidade genética de
nossa populacdo atual (CALLEGARI-JACQUES et al., 2003; GODINHO et al., 2008).

Na avaliacdo antropométrica, o grupo obeso (OB) com média de IMC de
34,91 (x 4,54), foi contemplado principalmente por voluntarias diagnosticadas com
obesidade grau | (80%), provavelmente em virtude dos rigorosos critérios de incluséo
e exclusao aplicados ao estudo. Em relacao as analises de correlacdo, nosso estudo
observou que a variavel IMC se correlacionou positiva e muito fortemente com a CC
e CQ. Na populagdo adulta, o IMC configura um importante parametro clinico,
vantajoso na avaliagcdo do estado nutricional, que examina igualmente ambos os
sexos e faixas etarias da populacdo adulta, entretanto, pode né&o refletir
precisamente o nivel de adiposidade em individuos distintos (WHO, 2021), por se
limitar & determinacdo da obesidade a partir do peso orgéanico total, sem avaliar a
composicdo e a distribuicdo da gordura corporal, necessitando de parametros
adicionais, como a medida da CC e a determinacdo da RCQ, na identificacdo do
risco de desenvolvimento de comorbidades associadas a adiposidade,
particularmente aquela localizada em regido visceral (MEGNIEN et al., 1999; CARR
e BRUNZELL, 2004; SUN et al., 2010; ASHWELL e GIBSON, 2016).

Dados do ano de 2016 para individuos = 18 anos demonstraram que 1,9
bilhdes (13%) da populacdo mundial, estavam com excesso de peso, e destes, 650
milhdes ja obesos (WHO, 2021). Em nosso pais, o Ministério da Satude apontou em
2015, um percentual de 52,5% individuos = 18 anos com excesso de peso (BRASIL,
2015), enquanto em 2018 foram 55,7% com excesso de peso, e 67,8% com
obesidade (BRASIL, 2019). Pesquisas longitudinais mostraram gque uma elevacao
mais pronunciada de peso corporal € mais evidente em individuos mais jovens
(PAJUNEN et al.,, 2012; CAMAN et al.,, 2013; JACOBSEN et al., 2015). Uma
correlacdo entre o excesso de peso em individuos adultos e o risco no
desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas, ja foi estabelecida em estudos
epidemiologicos (DA COSTA et al., 2012; VANAVANAN et al., 2018). Neste sentido,
€ que optamos ao estudo em uma populagédo mais jovem, pela reducéao no risco do
desenvolvimento de doencas, observadas em individuos de mais idade.

Na avaliacdo das medidas de CC, CQ e RCQ, j& descritas como
determinantes do desenvolvimento de complicacfes cardiometabdlicas associadas a
obesidade (MEGNIEN et al., 1999; ALBERTI et al., 2009), observamos diferencas

significativas para todas estas variaveis, com valores mais elevados no grupo obeso
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(OB). Notamos também, uma correlacdo da CC, positiva e muito forte com o IMC, e
forte com o HOMA-IR. Quanto a CQ, houve uma correlacdo positiva e muito forte
com o IMC. Para a CC, a utilizacdo da medida e sua interpretagdo constituem-se
uma ferramenta notavel e altamente incluida, na avaliacdo clinica individualizada e
no desenvolvimento de estudos, e como parte integrante do diagnostico da SM,
relacionada a obesidade visceral (CARR E BRUNZELL, 2004; KLEIN et al., 2007,
ASHWELL E GIBSON, 2016). No grupo peso normal, somente EUl (7,69% das
pacientes) apresentou a CC acima do ponto de corte (WHO, 2008), em acordo com
pesquisas anteriores que evidenciaram que mesmo individuos classificados com
IMC de peso normal podem exibir uma medida mais alta de CC (BOOTH et al.,
2000; ARDERN et al., 2004). Entre as obesas, 100% da amostra exibiu medidas
acima do recomendado. Segundo a Terceira Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo
realizada com 12.608 adultos de ambos os sexos, a CC, na comparagcao a outros
parametros de adiposidade corporal, incluindo-se o IMC, foi considerada o melhor
indicador da condicdo de risco para o desenvolvimento de DCV (MENKE et al.,
2007). Aléem de ja comprovada que sua medida represente um fator independente no
risco de se desenvolver DCV, também ja esta estabelecida a correlacdo positiva da
CC com a classificacdo do IMC (ZHU et al., 2002; MENKE et al., 2007).

Em se tratando da RCQ, 30% do grupo obeso (OB) tiveram resultados mais
elevados para este parametro, estreitamente relacionado ao risco no
desenvolvimento de complicacdes cardiometabdlicas, j& que a obesidade visceral
tem forte relacdo com as alteracBes no funcionamento do tecido adiposo (CARR E
BRUNZELL, 2004; KLEIN et al., 2007; ASHWELL E GIBSON, 2016). Na
comparacdo a outros indicadores antropométricos, a RCQ destaca-se como um
parametro distinto no risco de desenvolvimento de DVC e mortalidade, j& que sua
composicdo conta com a medida da CQ, correlacionada contrariamente as variacoes
nas medidas da glicose, lipidios, HA, DM e DCV (HEITMANN et al., 2004; OKURA et
al., 2004).

Embora ja bastante utilizadas, as medidas de CC e RCQ, como parametros
importantes no diagnostico clinico individual e em estudos populacionais, no risco do
desenvolvimento de DCV e metabdlicas, relacionados particularmente a adiposidade
visceral, o padréo de distribuicdo de gordura corporal pode ser explicado como uma
variacdo do sexo, ja que os homens tendem a acumular mais gordura na regiao

abdominal e tronco, com maior correlacdo com o desenvolvimento de doencas
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cardiometabolicas, enquanto as mulheres normalmente armazenam gordura de
forma subcutdanea em regides mais periféricas, como nas areas gluteo-femoral,
menor associada ao risco de doencas (BLOUIN et al., 2008; LEE et al., 2013).
Utilizados a partir de pontos de corte de CC distintos para homens e mulheres
(sendo, >90 cm e >80 cm, respectivamente), e de RCQ (>1,0 e >0,85,
respectivamente) (WHO, 2008), sdo recomendados para a populacdo da América
Latina, como indicadores fortemente associados a outros parametros constituintes
da SM (BERBER et al., 2001; LOPEZ-JARAMILLO et al., 2007; PINZO'N et al.,
2007). Em contrapartida, ndo ha qualquer pesquisa observacional nestes individuos
que determine a acdo da CC no desenvolvimento da DCV e na diabetes (LOPEZ-
JARAMILLO et al., 2007).

Quanto aos niveis pressoricos, o grupo obeso (OB) apresentou os parametros
mais elevados na comparacdo ao grupo peso normal (EU), com diferenca
significativa para a PAS e PAM. Destas voluntarias, 30% tiveram as seguintes
alteracdes: valores sugestivos de um quadro de pré-hipertensdo (OB11); aumento
da PAD (OB18); alteracdes indicativas entre uma pré-hipertensdo e hipertensao
estagio | (OB20). Além do mais, estas mesmas pacientes também exibiram outras
variacfes, sendo: (OB11), aumento de CC e limitrofe de HDL-C; (OB18), aumento
de CC e HOMA-IR, e HDL-C abaixo do desejavel; e (OB20), aumento de CC,
glicose, HOMA-IR e menor que o desejavel para HDL-C. E importante destacar que
ao excesso de peso, particularmente associado a obesidade visceral, € atribuido um
risco mais significativo e adicional na ocorréncia da HA (HALL et al., 2015), causada
principalmente pela hiperinsulinemia e estimulo do SNS, gerando uma diminuicéo da
excrecdo renal de sodio, com consequente aumento da pressdo arterial para
balancear o s6dio (SOWERS et al., 1982; KRIEGER e LANDSBERG, 1988; TROISI
et al.,, 1991; MORSE et al., 2005). Além do mais, alguns estudos demonstram um
valor mais elevado de PA em individuos adultos do sexo masculino (GHOSH et al.,
2016; CHOI et al., 2017; GOUVEIA et al., 2021), contrariando um outro trabalho com
uma prevaléncia significativamente maior de PA entre as mulheres das areas rurais
de Bangladesh (ISLAM et al., 2020). Como nosso trabalho se dedicou ao estudo
majoritariamente feminino, este tipo de comparacdo nado foi possivel. Na avaliacdo
da correlacdo das variaveis relacionadas a PA, notamos que a PAM se

correlacionou moderadamente com o IMC.
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Na analise de variaveis importantes na determinacao da RI (glicose, insulina e
HOMA-IR), encontramos valores significativamente maiores para o grupo obeso
(OB). E na comparacgéo entre medidas antropométricas e o metabolismo glicidico, no
grupo peso normal (EU), a Unica paciente (EU1) que apresentou aumento da CC,
também teve um alto valor para HOMA-IR. No grupo obeso (OB), com aumento da
CC em 100% das voluntarias, 30% destas, também mostraram aumento da RCQ
(OB4, OB16 e OB20). Além do mais, as pacientes OB16 e OB20 apresentaram
aumento nos niveis de glicose, segundo o que estabelece a Sociedade Brasileira de
Diabetes: normoglicemia < 100 mg/dL; pré-diabetes ou risco aumentado para
diabetes 100 a 125 mg/dL; e diabetes estabelecido > 125 mg/dL (SBD, 2022); OB4,
OB16 e OB19, elevacado da insulina, de acordo os niveis considerados normais de
1,90 a 23,00 mcUI/mL; e OB4, OB10, OB16,0B18, OB19 e OB20, altos valores para
HOMA-IR, acima do ponto de corte (= 2,71) estabelecido para a nossa populacéo
(GELONESE et al., 2006). Estudos anteriores com individuos de ambos 0s sexos,
mostram que independentemente da faixa de IMC em que um individuo é
enquadrado, a CC, tem sido apontada como uma medida de obesidade visceral
indicadora da tolerancia anormal a glicose (SAARISTO et al., 2008; BOMBELLI et
al., 2011; GOMEZ-AMBROSI et al., 2011). O estudo das variaveis de nosso trabalho
mostrou uma correlagdo da insulina positiva e moderadamente com o IMC, CC e
RCQ; além de inversa e moderada com o HDL. Para o HOMA-IR, verificamos, uma
associacao positiva e fortemente com a CC, e moderadamente com o IMC.

Estudos atribuem a obesidade visceral, o agravo mais significativo no curso
do desenvolvimento de condi¢des fisiopatologicas da Rl e de condi¢cbes associadas
(BALISTRERI et al., 2010; SAMUEL e SHULMAN, et al.,, 2012; TCHERNOF e
DESPRES, 2013), particularmente por dois mecanismos: no excesso de peso, além
da alteracdo na secrecdo de adipocitocinas sobre o hipotalamo gerar um aumento
no consumo alimentar e reducdo do gasto energético, o acumulo de gordura
corporal (BOURET et al., 2004; AHIMA et al.,, 2008; SAMUEL e SHULMAN, et al.,
2012), e consequente inflamacédo cronica de baixo grau, leva a uma reducédo na
sensibilidade a insulina muscular e hepatica (GALIC et al., 2010). Um estudo,
embora em adolescentes na faixa dos 15 e 16 anos, supostamente saudaveis, e de
ambos 0S sex0s, encontrou uma associacdo positiva entre a obesidade,
independentemente dos critérios utilizados para sua classificacédo, e a RI (LIM et al.,

2015). Da mesma forma, um estudo anterior, com 4.828 individuos brancos de
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ambos os sexos, dos 18 aos 80 anos, sugere que a adiposidade corporal exerca um
papel relevante na génese da RI, recomendando neste sentido, que na avaliacdo da
obesidade, sejam consideradas medidas adicionais, como a CC e RCQ, pela
ocorréncia de um percentual significativo de erro no diagndstico clinico da obesidade
guando é utilizado somente o IMC (GOMEZ-AMBROSI et al., 2011).

Em se tratando de perfil lipidico, destacamos no grupo peso normal (EU), os
maiores valores para o CT; e no grupo obeso (OB), niveis mais baixos de HDL-C, e
mais elevados de LDL-C e TG; e que esta diferenca foi significativa para HDL-C e
TG (p< 0,001 e p =0,067, respectivamente). No grupo de peso normal (EU): duas
pacientes (15,38%) apresentaram niveis altos, e quatro (30,77%) com valores
limitrofes de CT; cinco voluntarias (38,46%) tiveram valores menores que o0
desejavel para o HDL-C; uma das voluntarias (7,69%) teve alto nivel, e outras duas
(15,38%) um valor limitrofe para LDL-C. No grupo obeso, apenas a OB19
apresentou aumento de CT, niveis menores que o desejavel de HDL-C, e limitrofe
de LDL-C. Também é importante destacar, que além OB19, todas as demais
pacientes obesas tiveram resultados menores que o desejavel para HDL-C. Em
ambos o0s grupos, todas as voluntarias (100%) apresentaram valores dentro do
esperado para o TG.

A relacao entre adiposidade e dislipidemia também ja estd bem estabelecida,
normalmente associada a RI, que € o distirbio metabdlico mais comumente ocorrido
quando se ganha peso excessivamente (BLUHER, 2013; KLOP et al., 2013;
CASTOLDI et al., 2016). Uma pesquisa em uma amostra de caucasianos e asiaticos
adultos jovens, de ambos os sexos, mostrou que a medida da CC estava mais
fortemente relacionada aos niveis séricos de lipidios, na compara¢do ao IMC, o
indicando como um precursor mais significativo da homeostase cardiometabdlica
(BRENNER et al., 2010). Neste sentido, segundo os valores desejaveis, descritos
pelas IV e V Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevengédo da Aterosclerose,
para os niveis de CT < 200 mg/dL, HDL-C >60 mg/dL, LDL-C 100-129 mg/dL e TG<
150 mg/dL (SPOSITO et al., 2007; XAVIER et al., 2013), destacamos que no grupo
peso normal (EU), somente 1 voluntaria (7,69%; EU1) que apresentou um aumento
da CC, teve também um valor limitrofe de CT. J4 no grupo obeso (OB), em que
100% das pacientes estavam acima dos pontos de corte para a CC, apenas uma
delas (10%; OB19) exibiu um valor limitrofe para CT e LDL-C, e todas as demais

voluntéarias (100%) do grupo, valores menores que o desejavel para HDL-C. Quanto



82

aos niveis de TG, com aumento provavel em individuos obesos, seus valores
estavam dentro da normalidade na amostra total de voluntarias do estudo. Ainda que
em adolescentes, um estudo brasileiro com estudantes de ambos o0s sexos, entre 14
e 17 anos, mostrou uma associagéo entre sobrepeso e dislipidemia (CARVALHO et
al., 2007).

Na verificacdo dos marcadores de funcédo renal, no grupo de peso normal
(EV), os dados demonstraram uma voluntaria (EU1) com nivel elevado de ureia (98
mg/dL); outra (EU4), baixo de ureia (12 mg/dL); e uma outra paciente (EU9) com
valor aumentado de creatinina (1,14 mg/dL). No grupo obeso (OB), todas as
amostras encontravam-se dentro dos parametros de normalidade. Embora
tenhamos encontrado maiores valores de ureia e creatinina para 0 grupo peso
normal (EU), ndo houve uma diferenca significativa destes parametros na
comparacdo entre os grupos. O que se sabe € que no peso excessivo,
particularmente na obesidade visceral, hd um risco aumentado para o
desenvolvimento de algumas manifestacdes patolégicas, como a doenca renal
cronica, requerendo de forma bastante importante nesta populagéo, a avaliacdo de
marcadores de funcdo renal (KEARNEY et al., 2005). Em nosso estudo, é
importante mencionar que no grupo peso normal (EU), a paciente (EUl) que teve
um alto nivel de ureia (98 mg/dL), também apresentou um aumento da CC (83 cm) e
limitrofe de CT (202 mg/dL); enquanto a voluntaria (EU9) com aumento de creatinina
(1,14), exibiu um nivel limitrofe de CT (208 mg/dL) e elevado de glicose (109 mg/dL).

Segundo os resultados da avaliacao dos critérios relacionados a presenca de
SM entre as pacientes de nossos grupos estudo, € possivel afirmar que apenas uma
das pacientes (10%) do grupo obeso (OB20) preencheu trés dos cinco critérios
estabelecidos para o diagnéstico clinico de SM (aumento da CC e glicose, e reducao
de HDL-C) (ALBERTI et al., 2009), o que pode ser explicado pelo rigoroso processo
de exclusdo utilizado para a captagdo das voluntarias do estudo. Um aspecto
importante, € que a paciente OB20, aléem do aumento da CC (128 cm) e da RCQ
(0,85), também mostrou elevados valores de PAS (121 mmHg) e PAD (93,0 mmHg),
glicose (102 mg/dL) e HOMA-IR (5,51), e valores menores de HDL-C (47,0 mg/dL).

Em um estudo que utilizou voluntarios saudaveis de ambos os sexos, entre 19
a 64 anos, os critérios mais encontrados na determinacdo da SM referiram-se aos
baixos niveis de HDL-C e aumento da PA (59,3% e 52,5%, respectivamente) (DE
CARVALHO VIDIGAL, et al., 2013). Embora sejam poucos os estudos sobre a
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prevaléncia e condi¢cdes associadas a SM, sua alta prevaléncia na populacédo adulta
brasileira ja foi descrita (DE CARVALHO VIDIGAL, et al., 2013; RAMIRES et al.,
2018), sendo significativamente mais elevada no sexo feminino, comparativamente
ao masculino (RAMIRES et al., 2018). Um estudo transversal brasileiro, o primeiro
em uma populacdo Amazonense, composto por 942 adultos e idosos de ambos os
sexos, verificou que as principais alteracfes metabdlicas componentes da SM foram:
obesidade visceral no sexo feminino (67,3%), aumento da PA no sexo masculino
(62,5%), e reducdo dos niveis de HDL-C no sexo feminino e masculino (65% e
52,2%, respectivamente). Na comparacdo entre 0s sexos, houve uma maior
prevaléncia de obesidade visceral, reducdo de HDL-C e SM entre as mulheres.
Sugere-se, que condi¢des adicionais e independentes, como 0 aumento da idade e
do IMC, pertencer ao sexo feminino, ter um menor nivel de escolaridade estejam
relacionados a génese da SM (GOUVEIA et al., 2021). Entre as explicacdes
relacionadas a ocorréncia da SM, estudos destacam o aumento na prevaléncia da
obesidade e o sedentarismo, fatores cada vez mais evidentes nas Ultimas décadas
(LOPEZ-MARTINEZ et al., 2013; PEREZ-MARTINEZ et al., 2017; RAMIRES et al.,
2018). E ainda que nao bem elucidados, além do sexo, ja referido acima, outras
condicbes também sdo descritas, podendo colaborar para o0 seu estabelecimento,
como a predisposicdo genética (ABOU ZIKI e MANI, 2016); o tabagismo; a
alimentacdo inadequada (rica em carne vermelha, alimentos processados, cereais
refinados, e gorduras saturadas) (PEREZ-MARTINEZ et al., 2017), e o processo do
envelhecimento, mostrando um aumento no risco no desenvolvimento de SM com o
avancar da idade (DE CARVALHO VIDIGAL, et al., 2013).

Diversos sao os estudos que relacionam o desenvolvimento da obesidade e
seus transtornos, a influéncia de condi¢des genéticas e epigenéticas (DABELEA et
al., 2008; WANG et al., 2010; HERRERA et al., 2011; MARTINEZ et al., 2012). Ha
evidéncias de que nas alteragbes associadas a obesidade, ocorra uma ac¢do dos
MiRNAs sobre a secrecdo das adipocinas e de seus receptores (GHASEMI et al.,
2019). Como os miRNAs processados no TAB s&do naturalmente conduzidos em
direcdo a corrente sanguinea, conseguindo influenciar a fisiologia de tecidos a uma
longa distancia, seu estudo como um marcador bioldégico e na terapéutica da
obesidade tem sido cada vez mais descrito (LORENTE-CEBRIAN et al., 2019).

Para uma adequada analise de miRNAs circulantes, devem ser considerados

fatores pré-analiticos e analiticos, como a andlise do fluido a ser utilizado,
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guantidade de centrifugacdes, e técnica de extracdo de RNA; bem como uma
adequada coleta do sangue periférico e de sua manipulacdo (KROH et al., 2010).
Como material biolégico, escolhemos a utilizacdo do soro sanguineo, segundo 0s
protocolos de Burgos e Keuren-Jensen (2014) e Farina e Colaboradores (2014), ja
que estudos anteriores apontaram que no uso do plasma sanguineo, ocorre
frequentemente uma contaminacdo por plaguetas, ndo permitindo uma analise
adequada da expressao do miRNA na doenca estudada (MITCHELL et al., 2016).

Em nosso estudo, escolhemos como controle enddgeno, o normalizador miR-
16, por ter sido apontado em varias pesquisas anteriores como um miRNA de
expressdo estavel, apropriado para o estabelecimento de miRNAs circulantes
(HENEGHAN et al.,, 2010; HUANG et al., 2010; SONG et al., 2012; WANG et al.,
2012; GHARBI et al., 2015), inclusive relacionado a DCV (WANG et al., 2018a).

Quanto a escolha dos miRNAs de estudo, foi elegivel o0 miR-125b-5p, por seu
papel na obesidade, relacionado a adipogénese, com acdo fundamental no
desenvolvimento dos adipdcitos brancos e marrons (GIROUD et al., 2016; GOODY e
PFEIFER, 2019), e no metabolismo lipidico e glicidico (CHANG et al., 2019; MENS
et al., 2020; MIAO et al., 2022); o miR-574-3p, particularmente por sua associacao
com a inflamacao crénica, relacionada a Rl e DM2 (BALDEON et al., 2014); além de
miR-370-3p, por suas acdes anti-inflamatérias em DCV. Entretanto, como descrito
anteriormente, por nao ocorrer a amplificacdo para o miR-370-3p nas amostras
analisadas, esta molécula foi excluida do estudo.

E importante lembrar que na anélise dos niveis de expressdo de miR-125b-
5p e miR-574-3p, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre 0os grupos de estudo, mesmo apds a exclusdo das seguintes pacientes
(outlier): OB8 para miR-125b-5p; e EU15 para miR-574-3p.

Na avaliacdo da correlacdo da amostra geral entre 0s miRNAs e as variaveis
estudadas (demogréficas, antropométricas, pressoricas e bioquimicas) notamos que
nao houve correlagcédo entre os dois miRNAs avaliados.

Ao se avaliar os niveis de expressao do miR-125b-5p, destacamos que no
grupo obeso (OB), 50% das amostras achavam-se hipoexpressas, em
concordancia com um estudo relacionado a obesidade moérbida (IMC = 40kg/m?),
que verificou uma diminuicdo da concentracdo plasmatica dos niveis circulantes
de miR-125b-5p, apontando para uma desregulacdo desta molécula na obesidade

grave, fortemente relacionada ao volume adiposo (ORTEGA et al., 2013),
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resultado este, reafirmado em seguida através de uma meta-analise, que também
exibiu uma reducdo na expressdo de miR-125b-5p no sangue de individuos
obesos (VILLARD et al.,, 2015), assim como em um estudo mais recente, em
adolescentes de 10 a 17 anos, obesos morbidos (IMC = 40kg/m?), na comparagao
agueles com IMC entre 35 e < 40kg/m?, estando 0s niveis de expressao
negativamente associados ao padrao de composicao corporal, relacionando-se ao
IMC, a adiposidade corporal e a CC (LIN et al.,, 2020). Um estudo com modelos
animal e humano, apontou para ambos o0s casos, que na obesidade ha uma
expressdo mais pronunciada de miR-125b-5p em TAB que no marrom, por uma
notavel inibicdo da atividade de adipdcitos beges, favorecendo o gasto de oxigénio e
a expressdo génica mitocondrial (GIROUD et al., 2016). E importante destacar que a
nivel celular, em adipécitos, 0 miR125b-5p pode funcionar como um promotor ou
inibidor da adipogénese humana. Uma hiperexpressao de miR125b-5p promove a
adipogénese por acdo direta e negativa na funcdo anti-adipogénica da enzima
MMP11, promovendo o acumulo de gordura. Em contrapartida, por um efeito anti-
adipogénico, possivelmente por sua regulacdo sobre outras vias promotoras da
adipogénese ainda ndo conhecidas, a hiperexpressao de miR125b-5p diminuiu o
depdsito de gordura (ROCKSTROH et al., 2016). Ja na perda de peso corporal e
aumento metabdlico resultante da cirurgia bariatrica, tratamento utilizado
eficazmente no controle da obesidade mérbida e de comorbidades associadas
(SJOSTROM, 2013), um estudo realizado em pacientes ndo diabéticos submetidos
ao bypass gastrico em Y de Roux verificou para o miR-125b-5p: um aumento de sua
expressdo plasmatica apés 9 meses do procedimento cirdrgico; uma correlacao
significativa, e positiva na expressao de miR-125b-5p com o IMC, e negativa pelo
percentual de excesso de peso perdido apds a intervencdo (ALKANDARI et al.,
2018).

Quanto a observagéo da correlagdo positiva muito fraca de miR-125b-5p com
TG, embora nédo tenhamos encontrado alteracfes nos niveis de TG entre nossas
voluntarias, vale apontar que 82,61% de nossas amostras totais, e 100% do grupo
obeso (OB) demonstraram alteragcdes nos demais marcadores relacionados com o
metabolismo lipidico. Contrariamente a nossos resultados, uma pesquisa que
avaliou a relacdo entre niveis da expressao plasmatica e parametros de risco
cardiometabolicos, miR-125b-5p foi positivamente relacionado aos niveis séricos de

CT, podendo funcionar como um biomarcador habil na identificagdo inicial ou
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corrente da DM2 e doenca arterial coronariana, relacionado ao metabolismo de
lipidios em humanos (MENS et al., 2020). Em modelo animal, a hiperexpressao miR-
125b-5p provocou uma elevagdo intensa da concentracdo lipidica nos tecidos
cardiaco, cerebral e hepatico de peixe-zebra, podendo servir como molécula de
interesse, aplicada no tratamento medicamentoso da hiperlipidemia, e como
parametro para o avanco no uso farmacolégico de miRNA (WANG et al., 2018b).

Uma correlacdo muito fraca de miR-125b-5p também foi constatada com a
creatinina. Percebemos uma paciente do grupo peso normal (EU9), com elevacéo
da creatinina (1,14 mg/dL) e hiperexpressdo de miR-125b-5p. Uma pesquisa que
correlacionou o risco no desenvolvimento de leséo renal obstrutiva, em amostras de
sangue de individuos de ambos 0s sexos, e a expressao de miR-125b-5p, mostrou
uma expressao significativamente menor deste miRNA em pacientes com obstrugao
ureteral na comparacdo aos controles; niveis mais elevados de miR-125b-5p em
mulheres, particularmente mais jovens; correlacdo negativa na expressdo de miR-
125b-5p aos valores séricos de creatinina, supostamente por acdo desta molécula
no distarbio renal e a possivel utilizagdo de miR-125b-5p como um marcador
bioldgico protetor da leséo renal obstrutiva (WANG et al., 2017). Vale ressaltar que
nossa voluntaria EU9 também apresentou um nivel limitrofe de CT (208 mg/dL) e
elevado de glicose (109 mg/dL) e uma TFG ligeiramente reduzida (67 mL/min/1,732).
E importante 0 seguimento dessa paciente uma vez que existe uma associacio
entre a hiperglicemia e dislipidemia com o no risco do desenvolvimento da DRC.
Entretanto, pequenas variagdes na TFG ocorrem comumente, sem necessariamente
indicar o desenvolvimento da doenca. Para uma avaliacdo mais detalhada, além da
TFG, outros critérios devem ser considerados, como a idade; sexo; raga/etnia; nivel
de albuminuria; aumento da PA; presenca de hiperglicemia, dislipidemia e
obesidade; doenca cardiovascular prévia; constante exposicdo a condicfes
nefrotdxicas, e tabagismo (KDIGO, 2013).

Ao se avaliar no nivel de expressao de miR-574-3p (sem EU15) percebemos
uma hiperexpressao desta molécula em 50% da amostra total. Um trabalho com
voluntarios obesos nado diabéticos no pré e pds-operatério de bypass gastrico em Y
de Roux mostrou um aumento significativo de miR-574-3p apdés 30 dias do
procedimento bariatrico, sem correlacdo deste miRNA com o IMC, percentual de
perda de peso apds a cirurgia, idade e glicemia de jejum (ALKANDARI et al., 2018).
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Como ja mencionado, a obesidade visceral configura um dos recursos mais
significativos na promocdo da resisténcia a insulina e condi¢bes relacionadas
(BALISTRERI et al., 2010; TCHERNOF e DESPRES, 2013). Ha evidéncias de uma
habilidade de miR-574-3p na hiperglicemia, atuando como um regulador da proteina
arginina metiltransferase (PRMTL1, do inglés, Protein Arginine Methyltransferase 1),
notavel nos disturbios de células B pancreaticas decorridos da toxicidade da glicose,
normalmente observada em individuos DM2, estimulando a proliferagdo celular, a
melhora da secrecdo insulinica e dos niveis de GLUT1, além de interromper a
apoptose e promover uma diminuicdo dos niveis de produtos finais da glicacédo
avancada (AGEs, do inglés, Advanced Glycation End-products) e das espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés, Reactive Oxygen Species) (NV et al., 2022).
Bijkerk e Colaboradores (2015), apontaram a medida da reducdo plasmética de miR-
574-3p como ferramenta preditiva no desenvolvimento de nefropatia diabética.
Outros estudos, também mostraram uma regulacdo negativa de miR-574-3p em
voluntarios diabéticos tipo 1 (ASSMANN et al., 2017); e um nivel de expresséo
significativamente reduzida no soro de diabéticos tipo 2, consequente do processo
inflamatério da doenca (BALDEON et al, 2014; ROJAS et al, 2016),
correlacionando-se positivamente aos niveis de CCL2 (ROJAS et al.,, 2016), uma
guimiocina que atua na quimiotaxia de mondcitos e macréfagos em direcdo a areas
inflamadas (CONDUCTIER et al.,, 2010). Neste sentido, o miR-574-3p parece util
como um biomarcador ou alvo no tratamento da DM2 (FENG et al., 2019). Também
foi observado um aumento na expressao de miR-574-3p em adipdcitos hipertroficos,
colaborando para a infiltracdo de macréfagos (SARTIPY e LOSKUTOFF, 2003;
GUSTAFSON, 2010).

E importante ressaltar, como descrito anteriormente, a aplicacdo dos miRNAs
como ferramentas biomarcadoras aplicadas ao prognostico, diagndstico cada vez
mais precoce, e terapéutica em inumeras patologias, como no tratamento
medicamentoso da obesidade e suas complicacbes metabdlicas relacionadas, tao
gravemente descritas no cenario atual, como uma verdadeira epidemia. No entanto,
muitos estudos ainda precisam ser realizados para um melhor esclarecimento sobre
a participacdo destas moléculas nas mais diversas vias metabdlicas orgéanicas.
Embora nosso trabalho tenha empregado um tamanho amostral ndo tdo numeroso,
clinicamente saudavel, e particularmente relacionado ao sexo feminino, nossos

resultados s&o muito positivos e reforcam ainda mais a necessidade da
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implementacéo da utilizacdo simultdnea de métodos distintos e combinados para um
melhor e mais confiavel diagnostico clinico.

Devemos destacar que na elaboracdo e resultados desta presente Tese,
contamos com aspectos bastante positivos e algumas limitacdes.

Primeiramente, do ponto de vista positivo, este trabalho tem como principal
caracteristica, a natureza de sua populacado sem igual. Neste sentido, faltam estudos
gue analisem a expressao humana de miRNAs circulantes e sua correlagdo com os
resultados das variaveis demograficas e clinicas (antropométricas, pressoricas e
bioquimicas), bem como sua relacdo com fatores de risco cardiometabdlicos
associados a obesidade em uma populacdo multiétnica, como a encontrada nas
mais diversas regides de nosso pais, particularmente no Rio de Janeiro, local em
gue executamos nossa pesquisa, o que torna nosso trabalho bastaste original.

Além do mais, esse estudo propde a pesquisa da utilizacdo da expresséao de
mMiRNAs circulantes como possiveis biomarcadores de doencas cardiometabdlicas
associadas a obesidade, amplamente descrita como uma doenga multifatorial e
complexa, considerada um grande e preocupante problema de saude publica, que
pode levar ao desenvolvimento de complicacGes associadas. Assim, compreender a
relacdo destas moléculas na obesidade faz-se fundamental no estabelecimento de
ferramentas adicionais, significativas e efetivas no diagndstico precoce e tratamento
desta patologia, e de seus agravos.

Como limitagBes, destacamos a dificuldade no recrutamento de voluntérios
para este trabalho, devido ao alto custo de seu desenvolvimento, e ao rigor de sua
casuistica, em que todos os individuos deveriam se apresentar clinicamente
saudaveis, mesmo aqueles enquadrados no grupo obeso (OB), respeitando-se todos
os critérios de inclusdo e exclusdo de nosso estudo, o que dificultou o engajamento
de um numero maior de pacientes que atendessem integralmente as nossas
necessidades, fatores que além de indispensaveis, evitam qualquer tipo de confusdo
gue comprometesse a confiabilidade de nossos resultados clinicos. Neste sentido,
contamos com uma baixa adesao de voluntarios do sexo masculino, particularmente
entre o grupo de eutréficos, levando a decisdo de considerarmos como objeto de
estudo somente as mulheres, até por representarem a populacdo de maior
prevaléncia mundial de obesidade, em virtude também, das alteracbes metabdlicas

tao evidentes no sexo feminino. Outra caracteristica de escolha, foi a idade mais
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jovem dos voluntarios (entre 20 e 45 anos), ja que pessoas obesas de mais idade
tendem a um maior risco no desenvolvimento de doencas.

Outra questdo foi a quantificacdo e distribuicdo da adiposidade central
mensuradas a partir de métodos indiretos, o que pode influenciar no adequado
diagnéstico clinico, embora estejamos totalmente respaldados pela literatura, ja que
estes métodos sdo amplamente reconhecidos em inumeros estudos populacionais.

Além do mais, como a populacdo de todo o mundo, fomos surpreendidos por
um periodo, superior a dois anos, de uma inesperada e grave pandemia (COVID-
19), o que afetou profundamente nossa produtividade, ja que foram alguns meses
sem poder realizar nossa pesquisa, e com seu reinicio, uma preocupacéo adicional
as ja indispensaveis boas praticas de higiene e seguranca com nossa saude, de
nossos voluntarios, bem como de todas as pessoas que de alguma forma fazem
parte deste estudo.

Assim, nosso trabalho pode representar para os profissionais de saude, no
trabalho clinico ou em pesquisa cientifica, um avanco no estabelecimento de
ferramentas inovadoras e adicionais no diagnéstico precoce do risco do
desenvolvimento de complicacdes cardiometabdlicas associadas a obesidade. No
entanto, salientamos a necessidade de estudos adicionais e continuos que

fundamentem e reforcem nossos achados.
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7 CONCLUSOES

A partir dos nossos resultados, podemos concluir que:

e Em relacdo a raca, os grupos de estudo foram compostos particularmente por
mulheres brancas e pardas, demonstrando nossa diversidade populacional

Unica, intervindo na determinagéo genética atual;

e Quanto a idade, nossa populacdo teve média de 28,52 (+6,75) anos;

e O diagnastico clinico de obesidade contemplou principalmente o grau | (80%
das voluntarias), provavelmente em virtude dos critérios de inclusédo e

exclusao aplicados ao estudo;

e O grupo obeso (OB), exibiu valores significativamente mais elevados de peso,
IMC, circunferéncia da cintura (CC), circunferéncia do quadril (CQ), relacao
cintura/quadril (RCQ), pressédo arterial diastolica (PAD) e média (PAM),
glicose, insulina, HOMA-IR; e mais baixos de HDL-Colesterol, parametros
estes, estreitamente relacionados ao desenvolvimento de complicacdes

cardiometabolicas associadas a obesidade, particularmente a visceral;

e Na analise dos parametros antropométricos, pressoricos e bioguimicos pelo
coeficiente de correlacdo de Pearson, notamos uma correlacao positiva muito
forte entre IMC e CC (r= 0,931, p < 0,001), IMC e CQ (r= 0,943, p < 0,001),
além de uma correlacao positiva forte entre HOMA-IR e CC (r= 0, 727, p <
0,001);

e Apesar da inclusdo de voluntarias clinicamente saudaveis, no grupo obeso
(OB), uma das pacientes preencheu trés dos cinco critérios para o diagnéstico

clinico de SM, com o aumento da CC e glicose, e redu¢édo de HDL-C;

e Na avaliacdo da expressao dos miRNAs entre os grupos do estudo, n&o
houve nenhuma diferengca significativa de miR-125b-5p e miR-574-3p,

provavelmente devido ao pequeno tamanho amostral,
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Nas analises de correlacdo da amostra geral para os miRNAs com o0s
parametros demogréficos, antropométricos, pressoricos e bioquimicos, ndo
foram encontradas correlacfes significativas. Nao houve correlacdo entre os

dois miRNAs analisados.
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ANEXOS

ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Comité de Etica em Pesquisa

€@ unNniGRANRIO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “OBESIDADE - UMA
ABORDAGEM TRANSLACIONAL: Os microRNAs representam um novo paradigma na
identificacdo precoce de complicacbes cardiometabdlicas associadas ao excesso de
peso?” Vocé foi selecionado por ordem de chegada e sua participagdo ndo é obrigatéria. A
qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa
ndo trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o0 pesquisador ou com a instituicao
(Unigranrio).O objetivo deste estudo € determinar as correlagbes entre as variaveis
antropomeétricas, pressoricas e metabdlicas, com a expressdo de microRNAs circulantes
reguladores em amostra de soro em individuos de peso normal e obesos.

Sua participacdo nesta pesquisa consistird em responder a um questionario sobre
dados pessoais e de saude geral, fornecer amostras de sangue, ser pesado e medido
(altura e circunferéncia da cintura e do quadril). Os riscos relacionados a sua participacéo
sdo minimos. E os beneficios, tratam-se de um melhor conhecimento da sua saude geral.

As informagfes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre sua participacdo. Os dados nédo serdo divulgados de forma a possibilitar sua
identificagdo. Os resultados de seus exames serdo confidencias, ou seja, somente o
pesquisador terd acesso a suas informacgdes e serdo utilizados somente para o objetivo do
presente estudo. Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com
o senhor (a), podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a
gualguer momento com os pesquisadores responsaveis Patricia Aguiar Cardoso de Oliveira
pelo telefone 998472863 ou e-mail patricia.oliveira@unigranrio.edu.br, ou com Claudia Maria
Pereira pelo telefone 26727776 ou e-mail claudemarie_br@unigranrio.edu.br, ou com

Ré&mulo Sperduto Dezonne pelo telefone 26727776 ou e-mail rdezonne@gmail.com.

Pesquisador Responsavel


mailto:karine.coimbra@ymail.com
mailto:claudemarie_br@unigranrio.edu.br
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Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e
concordo em participar.

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

Rio de Janeiro, de de20 .

Sujeito da pesquisa



mailto:cep@unigranrio.com.br
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ANEXO B — MODELO DE FICHA DE ANAMNESE (COLETA DE DADOS
SOCIODEMOGRAFICOS E CLINICOS)

VERSIDADE BIOTRANS
Programa de Pés -Graduagao em
UNIGRANRIO
Mestrado e Doutorado
@ UNIGRANRIO ’5°@UEZO

PROJETO DE PESQUISA - FICHA DE ANAMNESE

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

Questionario sociodemograficos
Suacorouragcaé:( )1-Branca ( )2-Preta( )3-Amarela( )4 -Parda( )5 - Indigena

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

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

1. Nome do seu médico: Telefone:

2. Data do ultimo exame médico:

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

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

5- Vocé esta sob cuidados médicos? ( )sim ( )ndo ( ) n&o sei

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

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

8- Doencas congénitas do coracdo? ( )sim ( )ndo ( )ndéo sei

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

( )sim ( )ndo ( )nédosei

10- Respiracao dificil quando deitado ou sem fazer esforco? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei
11- Inchago nos pés ou tornozelos? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

12- Dor, pressdo ou mal estar no peito? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei

13-Febre reumatica? ( )sim ( )ndo ( ) né&o sei
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14-Endocardite bacteriana?( )sim ( )ndo ( ) ndao sei

15-Sopro no coracdo? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei

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

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

19- Problemas pulmonares? (ex.: tuberculose, asma, enfisema, bronquite ?

( )sim ( )ndo ( )néosei

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

( )sim ( )ndo ( )néo sei

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

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

24- Demora na cicatrizacdo dos ferimentos? ( )sim ( )n&o ( ) néo sei
25- Vocé urina mais de seis vezes por dia?( )sim ( )ndo ( ) nao sei
26- Vocé sente sede a maior parte do tempo? ( )sim ( )ndo ( ) ndo sei

27- Problemas sanguineos (ex.: anemia, fragilidade capilar, coagulacdo, sangramento, hemoptise, melena,
hematémese, hematuria, epistaxes)? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei

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

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

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

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

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

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

Somente para mulher

35- Vocé ja passou pela menopausa? ( )sim ( )ndo ( )nao sei
36- Vocé estd tomando algum horménio? ( )sim ( )ndo ( )ndo sei

Observacgoes:
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Assinatura

Exame Fisico

Pressao Arterial

12 medida: PAS

22 medida: PAS

32 medida: PAS

Peso:

Altura:

IMC:

PAD

Data

PAD

PAD

( )Eutréfico () Sobrepeso ( ) Obeso | ( )Obeso |l ( ) Obeso lll

Circunferéncia de Cintura:
Circunferéncia de Quadril:

Relacéo Cintura — Quadril:
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ANEXO C - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
(CEP/UNIGRANRIO)

UNIVERSIDADE DO GRANDE
RIO PROFESSOR JOSE DE
SOUZA HERDY - UNIGRANRIO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOCS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CUESIDADE ;, UMA ABDRDAGEM TRANSLACIONAL. Os mizcRNAS represantam
um nowa paradigma na wertificacdo precece de complicagdes cardicmetabdlcas
assoiiedas qu eavmssw de poau’?

Pesquisador: \Vrginia Genalhu de Abreu Franclschets
Area Yematica:

Verzao: 1

CAAE: 51205336.1.0000,6233

Instituigao Proponente: UNVERSIDARE UNIGRANRIO
Patrocinador Princlpal: Financlamento Pripro

DADCS DO PARECER

Nemero do Parecer: 1.229.083

Apresentagao do Projeto;

Projeio mund bem elaborade, ¢a letura exiramanerts clara, mestrande grande domino scdre o tema
relevante & alual gua vern e tormando urn grave prebiema de zaide publica, qua nes JRIMes anos tem
Hingide niveis epicémizos. Dave-se anfatizar ainda qua a proposts & bastants inovadors em nosso meio,
pois trata-co da aplcacio dos modemoas mélecas da biskgia molecular tande 2omo base um referenclal
Wi sdramaments stualizado.

Objetivo da Pesquisa:

O cbjstiva basco daste projeto & astudar 06 POsEive™ mecanismos reguiatdnos exertidos por microRNAS
{mRNAS) ro procssse inflamatdno crdnico o subclinico deservohddos am Individucs classficadas cona
peradores de scbrepess = abesidade. Alem dissa prelends-58 astudar &5 suas Intaraghes com oulras
biamarcadores assaciades A dwarsss co-rormidades como 3 Mipadens3s arterial, diaketes melitos tipo,
deangas cardio-vasculares e cdncer. individuos com pesa normaligrupa centrale {GC), pertadores de
sobropeao (SP) e de obesicade {OB). Para tal o astuco serd raskzadd am téa grupes de Individuas, de

acarda cam o Indics de Massa Corperal (ELnificos, Scbrepeso @ Obesos), com idades na faixs de 28 & 30
anca ce Kads,

Erdereco: Rua Prof Jomé ds Sowa Heddy, 1480

Baime: 25 de Agcelo CEP: 25071202 "
UF: RJ Mimtlcipio:  DUQUE BE CAXIAS >
Tokdone:  (21)2872.775% Fa @0m277a Smait  cepduniranna com be

Pigratice



UNIVERSIDADE DO GRANDE
RIO PROFESSOR JOSE DE ‘GRGram
SOUZA HERDY - UNIGRANRIO
B - YY1 1)
Avaliacho dos Riscos e Beneficlos:

Umas vez que nao serd fakas nenhum 1ipe de intesvenio terapéutioa nam nutrigional, excato © pequans
descanforia nomal pala extrecio dé uma pequena quarbdade da sangue perfdncs, ndo axstem agun fipe
nsco. Os banaficios £33 de grande importiancia para o cesanyolvimente d8 pesquiss bisics @ possivel
splicagdo (Mediana persanaiizada)

Comentarios @ Corsideragtes sobre a Pesquisa:

Coma mancionado artes, considern a propasta de Suma importincis, peks sua atuafidads, inovagdo, seu
alcance sccial, e suz contrbuigSo para 8 formaglo de recursos humanas para 3 pescuisa

Consideragoes sobre os Termos de apresentagho obrigatéria:

Projete muito bem sprasentado, coordenado por pesquUSRA0ra de grande experidnda 8 4e reconkadds
qualificacio cientifica, o que permite tar 3 cerle2a da SUCERED no deservolvimento do masme & 6 alance
Jdas metss propostas,

Recomendagoes:

Nenhuma

Conclustes ou Pendéncias ¢ Lista de nadequacdes:

Sou de parnoar Que @553 PIODOSLA B4 Aprovada sem restipies

Consideragoes Finois a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisader (&),

O Comilés de Etca em Pesquisa da UNIGRANRIO atendando o previsto na Resclugho 46812 do CNSMS
APROVOU o referido projeto ng reunia ocerrida em 08 de dezembro de 2016, Caso o {a) pesquisadar (a)
atere 2 prsquUsa ¢ NOOKESENO QU O ProjeLe retome o Sisterna Plataforma Brasi! para uma futura avisliagso
@ eMI5550 d6 Move parecar. Lembramos que o (a) pasquisador (8) deverd sncaminhar o relalério da
pasquisa apos a sua canclusio, COMS UM SOMPrCMEAs junto a esta instituids ¢ o Sistema Plataforma
Brasil.

Condalments,
CEP/Unigranno.

Endorgec R Frot José de Soues Herdy, 1180

Balmo: 26 de AgasRd CEP: FM071am
UF: I Muniople:  DUGUE DE CAXIAS N
Telefore:  (10472.775) Fax (2128727732 Email cop@urigrans oom b

pame o

B T
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UNIVERSIDADE DO GRANDE
RIO PROFESSOR JOSE DE

SOUZA HERDY - UNIGRANRIO

Continuacao do Parecer: 1.359.083

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

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

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

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP:

Nao

Enderecgo:
Bairro: 25 de Agosto
UF: RJ

Telefone:

Municipio:
(21)2672-7733 Fax:

Assinado por:

Renato Cerqueira Zambrotti

(Coordenador)

Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160

CEP: 25071-202
DUQUE DE CAXIAS

(21)2672-7733 E-mail:

cep@unigranrio.com.br

Pé&gina 03 de 03
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‘ UNIVERSIDADE
'/UNIGRANRIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

3 Dugue de Caxias, 03 de desembro de 2019

Do: Comité de Etica e Pesquisa da UNIGRANRIO

Parn: Prof. D, Virginia Genelhu de Abeeu, Prof. Dr. Emilio Anténio Francischetti e Prof
Dr* Claudiz Maria Pereira (Responsiveis pela Pesquisa)

O Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO, apos avaliagao éfica do
Protocolo de Pesquisa registrado na Plataforma Brasil sob o numero CAAE
51206315.1,0000.5283, referents & pesquisa intilulada “OBESIDADE- UMA
ABORDAGEM TRANSLACIONAL OS MIRNAS REPRESENTAM UM NOVO
PARADIGMA NA IDENTIFICACAO PRECOCE DE COMPLICAGOES
CARDIOMETABOLICAS ASSOCIADAS AD EXCESSO DE PESO? ", concluiu
pela sua APROVACAOC apos andlises e avalacdes dos documentos inseridos na

Plataforma Brasil apresentarem coeréncia de acordo com as diretrizes legais e

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

O Comité de Ftica em Pesquisa da UNIGRANRIO reiters a orientag@io da CONEP de que o
CEP devera ser informado sobre qualsquer Incidentes ocomridas no decomrer da pesquisa ¢
que, 80 Wrmino da mesms, conforme cronograma apresentado no projelo de pesquiss, sela
encaminhado a0 Comité resumo descritivo sobre os resultados obtidos, a fim ser expedido
o centificado de conclusio da pesquisa.

(A

Coordenador do CEP-UNIGRANRIO

Ut 8oy, o) &1,
Danibia de S, Rangel da Silva
Assistente Adm, CEP-UNIGRANRIO

CEP/UNIGRANRIO - COMITE DE ETICA EM PESQUISA ds UNIGRANRIO
Rua Prof. José de Seaxs Herdy, 1168 - 25 de Aposto — Duque de Caxias - CEP; 25071-202
Tel: 21 26727713 — E-mall: gep@usigranrio.com.br
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ANEXO D — PUBLICACAO DE MATERIAL CIENTIFICO

¥ Thirmr

Insights into the Controversial Aspects of Adiponectin in

Cardiometabolic Disorders

Author

Emilm Bmdnmio Franciecbetti!, Bomuln Sperdeto Deeosne?, Cied ia Maria Persira’, Cymo fose de Meran Martin!,
Brune Meguel jorge Coloria® Palrica Agquiar Cardeso de 0lheeira®, Vingini Cenelbe de Sbres’
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