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RESUMO

Introducdo: A imunossenescéncia é caracterizada por um status pré-inflamatorio sistémico
cronico e pela reducéo da capacidade celular de lidar com stress, caracteristicas comumente
presentes no envelhecimento fisiologico e também na obesidade. O perfil pré-inflamatorio
sistémico observado na obesidade tem relacdo com a inducdo de senescéncia em células
saudaveis, porém, os mecanismos envolvidos no estabelecimento desse fen6tipo ainda ndo sdo
bem compreendidos. Objetivo: Investigar mecanismos envolvidos no estabelecimento da
imunossenescéncia em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes
portadores de obesidade, analisando uma rede de interacdo contendo proteinas e microRNAS
importantes para este fendtipo. Metodologia e resultados: Inicialmente, foi realizada a
construcdo de uma lista de genes relacionados a imunossenescéncia a partir da intersec¢do entre
os termos ontologicos “inflammatory response” e “aging” obtidos a partir da base de dados
Gene Ontology, onde foram encontrados 39 genes envolvidos simultaneamente com ambos 0s
termos. Entdo, passamos a investigar o0s microRNAs capazes de regular por
complementariedade os genes envolvidos na imunossenescéncia em 8 bases de dados
diferentes. A partir dessa lista foram selecionados como nodos centrais para a regulacdo da rede
0s microRNAs realizando 18 ou mais interacGes com o0s genes envolvidos no fendtipo
imunossenescente para posterior validagao: hsa-miR-214-3p, hsa-miR-3163, hsa-miR-369-3p,
hsa-miR-374b-5p, hsa-miR-495-3p, hsa-miR-520f, hsa-miR-548c-3p, hsa-miR-548-3p. Foi
realizada ainda uma andlise de enriquecimento de via utilizando o software ConsensusPathDB
para 0s 39 genes envolvidos na imunossenescéncia, onde a via de sinalizacdo AGE-RAGE se
mostrou a mais enriquecida (P = 1,14e-12). A validacdo desses dados via qRT-PCR em PBMC
de pacientes portadores de obesidade e controles eutréficos demonstrou uma reducdo na
expressao de miR-374-5p (P = 0,0386) e similaridade na expressao de miR-214-3p entre 0s
grupos. Ao analisarmos componentes da via AGE-RAGE em PBMC de pacientes portadores
de obesidade, observamos um aumento significativo na expressdo proteica de RAGE (P =
0,0075), na expressdo génica de STAT3 (P = 0,0369) e na fosforilacdo de NFkB (P = 0,0052)
e p38 (P < 0,0001). Conclusdes: As analises de bioinformatica apontaram para 8 microRNAs
centrais na regulacdo da imunossenescéncia e para via AGE-RAGE como a mais enriquecida
nesse fendtipo. Proteinas e microRNAs indicados pelas analises de bioinforméatica como
relevantes na regulacdo da imunossenescéncia estavam de fato alterados em PBMC de pacientes
portadores de obesidade, demonstrando a capacidade do nosso modelo in silico de prever
fendmenos bioldgicos relevantes (CAAE: 26793114.0.0000.5347).



ABSTRACT

Introduction: Immunosenescence is characterized by an increased systemic proinflammatory
status and by a compromised capacity of the cell to cope with stress, features commonly
associated with physiological aging and also with obesity. The systemic proinflammatory
observed in obesity is related to senescence induction in healthy cells, however, the mechanisms
involved in this phenotype establishment are not yet understood. Thus, the aim of this work is
to investigate the mechanisms involved on the immunosenescence establishment on peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) from obese patients, analyzing a network containing proteins
and microRNAs relevant for this phenotype. Methods and results: First, it was built a list
containing genes related to immunosenescence from the intersection between the ontological
terms “inflammatory response” and “aging”, acquired from the database Gene Ontology, were
we found 39 genes involved simultaneously with both terms. Then we started to investigate
microRNAs capable of regulating by complementarity those genes involved on
immunosenescence in 8 different databases. From that list, were selected as central regulatory
nodes the microRNAs performing at least 18 interactions with genes involved on the
immunosenescent phenotype for posterior validation: hsa-miR-214-3p, hsa-miR-3163, hsa-
miR-369-3p, hsa-miR-374b-5p, hsa-miR-495-3p, hsa-miR-520f, hsa-miR-548c-3p, hsa-miR-
548-3p. It was performed also an enrichment pathway analysis through ConsensusPathDB
software for the 39 genes involved on immunosenescence, were the most enriched signaling
pathway was AGE-RAGE (P = 1.14e-12). Data validation via gRT-PCR in PBMC from obese
patients and eutrophic controls showed a reduction on miR-374-5p expression (P = 0.0386) and
similar expression for miR-214-3p between groups. When we analyzed the AGE-RAGE
pathway components, we observed an increased protein expression of RAGE (P = 0.0075), on
gene expression of STAT3 (P = 0.0369) and also in NFkB (P = 0.0052) and P38 (P < 0.0001)
phosphorylation in PBMC from patients with obesity. Conclusions: Bioinformatics pointed out
8 central microRNAs for immunosenescence regulation and the AGE-RAGE as the more
enriched pathway in this phenotype. Proteins and microRNAs proposed by bioinformatic
analyses as relevant for immunosenescence regulation were in fact altered in PBMC from
patients with obesity, demonstrating the efficiency of our in silico model in predicting relevant
biological phenomena (CAAE: 26793114.0.0000.5347).
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1. INTRODUCAO
1.1. Obesidade

A obesidade é uma doenga cronica ndo transmissivel caracterizada primariamente pelo
excesso de gordura corporal, considerada pela Organizacdo Mundial da Saide um dos maiores
problemas de saude pubica no mundo, com projecfes apontando uma prevaléncia de 700

milhdes de individuos adultos obesos e 2,3 bilhGes com sobrepeso até 2025 (WHO, 2011).

A expansdo exacerbada do tecido adiposo, observada em individuos portadores de
obesidade, acaba por induzir um aumento no ndmero de processos de morte celular como
necrose, apoptose e piroptose, o que leva ao extravasamento de padrées moleculares associados
a dano (DAMP), induzindo o recrutamento de células do sistema imune inato, como
macrofagos. Uma vez infiltrados no tecido adiposo, esses macrofagos secretam sinais
quimiotéticos e citocinas pro-inflamatdrias capazes de recrutar células do sistema imune
adaptativo, além de estimular sua proliferacdo e polarizacdo para um perfil pré-inflamatério.

(GRANT; DIXIT, 2015)

Como consequéncia desse cenario de retroalimentacdo positiva de ativacdo imune, a
obesidade - assim como outras patologias e durante o envelhecimento - € marcada por um
desbalanco pro-inflamatdrio, estimulado pela inducéo da diferenciacdo de macréfagos para um
perfil mais pro-inflamatério (M1) e pelo aumento da proliferacéo e polarizacdo de linfocitos T

auxiliares tipo 1 (Thl) (GRANT; DIXIT, 2015).

Devido a grande infiltracdo e ativacdo de células do sistema imune no tecido adiposo,
juntamente com o aumento na secre¢do de moléculas pré-inflamatorias como fator de necrose
tumoral alfa (TNFa), interleucina 1-beta (IL-1p) e interferon (INF), o tecido adiposo vem sendo
investigado e descrito como um 6rgdo imune. Interessantemente, a influéncia do tecido adiposo

enquanto 6rgdo imune é drasticamente reduzida em individuos ndo-obesos, que além de



apresentarem um menor ndmero de células do sistema imune no tecido adiposo, tém um
predominio de macrdfagos com um perfil anti-inflamatorio (M2) e de linfocitos T efetores com

capacidade regulatéria (Treg) (GRANT; DIXIT, 2015).

Entretanto, o estado pro-inflamatério presente na obesidade é reversivel. Um estudo
realizado por Cancello, et al (2005) demostra que apenas trés meses apds cirurgia bariatrica
realizada em pacientes portadores de obesidade foram suficientes para direcionar a polarizacéo

de macrofagos para seu perfil anti-inflamatério (M2) (CANCELLDO et al., 2005).
1.2. Inflamm-aging e imunossenescéncia

O termo inflamm-aging foi cunhado em 2000, por Franceschi e colaboradores, afim de
descrever a reducdo da capacidade celular de lidar com estresses com concomitante aumento
do status pro-inflamatério crénico, estéril, sistémico e de baixo grau associados ao avango da

idade (FRANCESCHI et al., 2000).

Esse estado é causado pelo continuo estimulo do sistema imune inato contra o ndo-
préprio (infeccdes persistentes), préoprio (restos celulares, proteinas proprias, compostos
glicados, entre outros), quase-proprio (principalmente pela microbiota intestinal) e pelo
acumulo de células senescentes com um perfil de secrecdo pro-inflamatério (FULOP et al.,

2017).

Embora o processo de estabelecimento do status pré-inflamatorio crbénico que
caracteriza o inflamm-aging ainda nao seja bem compreendido, a literatura tem sugerido que
ele se d& majoritariamente pela ampliacdo do fendtipo imunossenescente durante o

envelhecimento (FULOP et al., 2017).

O termo imunossenescéncia define uma série de alteragcdes celulares que ocorrem no
sistema imune com o avango da idade, como a involugdo do timo, perda de responsividade

celular diante de estimulo, perda da capacidade replicativa e aumento da secre¢do de citocinas
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pré-inflamatorias e outras moléculas que juntas compde o fendtipo secretor associado a

senescéncia (SASP) (DE LA FUENTE; M. DE CASTRO, 2012).

Juntos, esses dois fenotipos complementares vem sendo propostos como 0s grandes
responsaveis pelo aumento da incidéncia de doencas pro-inflamatorias presentes no
envelhecimento como Alzheimer, doenca pulmonar obstrutiva crbnica, artrite reumatoide,
Parkinson, sarcopenia (FRANCESCHI et al., 2018) e ainda pela menor responsividade a

vacinas e aumento da incidéncia de tumores em idade avancada (FULOP et al., 2017).

Inflamm-aging

= Envelhecimento cronolégico

Imunossenescéncia

= |nflamagdocrdnica e estéril de baixo grau
= Desbalancgo pré-inflamatério

= Perda de responsividade mediante estimulo

= Redugdo do repositério de células virgens = Perda dacapacidadereplicativa celular
= Aumento na propor¢édo de células de memoria = Encurtamentotelomérico
= |nvolugdodotimo = Propor¢do CD4*/CD8* < 1
= SASP = Etc..

Figura 1. Caracterizagdo dos fenotipos inflamm-aging e imunossenescéncia, sugerindo uma
retroalimentacéo positiva e sobreposi¢ao entre ambos.

Porém, ainda ndo existe na literatura uma definicdo consensual para o fenotipo
imunossenescente, o que dificulta a compreensdo e estudo dos mecanismos moleculares

envolvidos em seu estabelecimento a nivel celular ou sistémico.



Entre os diversos marcadores descritos na literatura estdo: status proliferativo,
comprimento telomérico, niveis totais de espécies reativas de oxigénio (ROS), potencial de
membrana mitocondrial reduzido, aumento de secregéo de citocinas com perfil pré-inflamatorio
e metaloproteinases de degradacdo de matriz extracelular, propostos como componentes do

SASP (SHARPLESS; SHERR, 2015; XU; LARBI, 2017).

Tratando-se de células do sistema imune, a heterogeneidade de marcadores reflete a
diversidade celular, incluindo ainda, para linfocitos T, a reducdo na expressdo da molécula
coestimulatéria de superficie CD28 e o aumento na expressdo das moléculas de superficie
B3GAT1 (Beta-1,3-Glucuronyltransferase 1) e KLRG1 (Killer Cell Lectin Like Receptor G1),
associadas com comprometimento da capacidade proliferativa de linfocitos T e células

assassinas naturais (NK) (XU; LARBI, 2017).

Estdo ainda descritos como marcadores a ativagdo da proteina Killer cell
immunoglobulin like receptor, two ig domains and long cytoplasmic tail 4 (KIR2DL4 ou
CD158D) em células NK (ONG et al., 2018), a alteracdo da proporc¢éo das populacdes celulares,
como a reducéo de linfocitos T virgens (CD44°*°CD62L2%) ou a inversdo da relacdo entre
linfocitos T auxiliares e citotdxicos, CD4* e CD8", respectivamente (CD4:CD8 <1) (OISHI;

MANABE, 2016), etc.

A lista crescente de marcadores ainda inclui alguns microRNAs (miR), como o miR-
146a em macrofagos, cuja expressdo esta até seis vezes aumentada em individuos em idade

avancada (JIANG et al., 2012).

Porém, existem ao menos duas caracteristicas recorrentes em trabalhos abordando a
imunossenescéncia e que curiosamente formam um paralelo com a definicdo original do
inflamm-aging: sua associacdo com o envelhecimento cronolégico e com um status pro-

inflamatdrio crénico, estéril, sistémico e de baixo grau.
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1.3. Inflamm-aging e imunossenescéncia na obesidade

Em termos gerais, o envelhecimento esté associado a um estado de inflamacg&o crénica
sistémica, resultante de um desbalanco entre processos pré- e anti-inflamatérios, que constitui
0 supracitado fenotipo inflamm-aging (FRANCESCHI et al., 2000). Esse, por sua vez, esta
associado com um risco aumentado para o surgimento de doencas crénicas ndo transmissiveis
como doenca pulmonar obstrutiva cronica, doenga de Alzheimer, hipertensao, diabetes mellitus

tipo 2 (DM2) entre outros (DIVO; MARTINEZ; MANNINO, 2014).

Curiosamente, esse desbalanc¢o pré-inflamatorio e pré-oxidante é também observado em
individuos portadores de obesidade (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011; MARSEGLIA et
al., 2014), assim como o risco aumentado também para DM2 (LUFT et al., 2013; PEREIRA,;
ALVAREZ-LEITE, 2014), doencas cardiovasculares (CVD) (POIRIER et al., 2006) e canceres

(DENG et al., 2016), sugerindo uma forte relagdo entre a obesidade e o envelhecimento.

Além disso, evidéncias crescentes sugerem que o ambiente modificado e estressor que
caracteriza o tecido adiposo na obesidade pode ser responsavel pela disseminacdo do fendtipo
senescente. A exemplo disso, a literatura relata um aumento de até 30 vezes no numero de pré-
adipdcitos senescentes em relacdo a individuos ndo obesos (TCHKONIA et al., 2010) além de
um aumento no namero de linfocitos T senescentes infiltrantes no tecido adiposo em murinos
(SHIRAKAWA et al., 2016). Porém, existem poucas evidéncias sobre a presenca do fenotipo
senescente e seu real impacto em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de

pacientes portadores de obesidade.

Nesse sentido, resultados prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram a inducéo de
senescéncia celular também em PBMC de individuos portadores de obesidade, evidenciado
pela erosdo e perda da homeostase telomérica e pelo aumento de dano em diferentes tipos de

macromoléculas como DNA, proteinas e lipidios (GRUN et al., 2018).
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Observamos ainda a capacidade do plasma de individuos portadores de obesidade de induzir
o fendtipo senescente em PBMC de individuo saudavel e sem sobrepeso, demonstrando a
importancia de biomoléculas presentes no plasma na inducéo da imunossenescéncia. Esse perfil
foi observado através da imunomodulagdo de células saudaveis a um perfil hiporreativo
associado com a expressdo reduzida da molécula co-estimulatéria CD28, aumento da secrecao
de citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6 e I1L-8) (PARISI et al., 2017) e comprometimento

da sinalizagéo e resposta celular (PARISI et al., Manuscrito em preparagéo).

Porém, embora nossos trabalhos demonstrem uma relacéo causal entre elementos presentes
no plasma de individuos portadores de obesidade e o fen6tipo imunossenescente, ainda faltam
dados acerca dos mecanismos e vias moleculares e celulares envolvidos no estabelecimento

desse fendtipo diante do contexto da obesidade.
1.4. MicroRNAs no contexto regulatorio

Considerando a falta de dados acerca dos mecanismos e vias moleculares e celulares
envolvidos no estabelecimento do feno6tipo imunossenescente diante do contexto da obesidade
e pensando na complexidade fisiologica dos organismos, percebemos que a alteracdo de
expressdao de uma unica proteina dificilmente explica inteiramente um fenotipo, sendo muito
mais provavel que essas alteracBes ocorram através de uma rede interligando diferentes
proteinas e moléculas. De fato, esse paradigma tem ganhado espaco crescente na academia,
uma vez que, a partir dos dados gerados apds a conclusdo do sequenciamento do genoma
humano nos anos 2000, descobriu-se que dificilmente existe uma relacdo causal direta entre um

gene ou proteina e um fenétipo (NOBLE, 2008).

Assim, mais importante do que a defini¢do de genes especificos como determinantes do
fenotipo é a busca de um conjunto de moléculas envolvidas no estabelecimento desse fenétipo

em resposta a estresses celulares associados utilizando-se abordagens sistémicas.
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Para tal, os microRNAs tem se mostrado objetos de estudo bastante promissores devido
a sua relativa promiscuidade regulatéria, 0 que os torna importantes pontos de integracdo de
diferentes vias de resposta celular. Essa promiscuidade regulatoria ocorre como consequéncia
da capacidade dos microRNAs de se ligar e regular simultaneamente diversos genes. Porém,
para melhor compreender seu papel biolégico, é importante conhecer sua estrutura e

mecanismos de atuacao a nivel molecular.

Os microRNAs sdo sequéncias de RNA de fita simples ndo codificante com
aproximadamente 22 nucleotideos (nt) de comprimento muitos estudadas devido a sua
capacidade de regular pos-transcricionalmente a expressdo de uma grande variedade de genes
envolvidos em diferentes funcGes celulares. Essa regulacdo se da devido a presenca de um
dominio na regido 5° dos microRNAs crucial para o reconhecimento dos genes-algo chamada
microRNA seed, a qual se liga por complementariedade ao RNA mensageiro (RNAm) do gene
recém transcrito em uma amplitude que varia de 6 a 8 nt, sendo capaz, entdo, de impedir que o
mesmo seja traduzido a proteina. Assim, mesmo que um gene seja transcrito, caso um
microRNA contendo uma sequéncia complementar a do RNAm-alvo também seja expresso, a
proteina, que é tradicionalmente a unidade funcional do gene, ndo sera sintetizada

(RUPAIMOOLE; SLACK, 2017).

Porém, o grande impacto dos microRNAs em sistemas biol6gicos complexos parece estar
contido em seu potencial integrador, justificado pela sua capacidade de se ligar de forma
especifica a varias RNAm diferentes, os quais, por sua vez, podem estar envolvidos em vias de
sinalizacdo celular diversas. Essa complexidade é possivel porque um unico miRNA pode
conter uma microRNA seed complementar a milhares de RNAm, podendo regular a expresséo
de um amplo espectro de genes. O inverso também é verdadeiro e cada gene pode apresentar
sitios para ligacdo para 50 miRNAs diferentes. Essa peculiaridade permite a formacéo de uma

complexa rede de interacdo e regulacdo (GUNARATNE et al., 2010), onde mais de 60% dos
13



genes codificantes de proteinas contém ao menos um sitio conservado - sitios de origem
filogenética comum sem grandes alteracGes entre espécies — disponivel para ligar-se aos

miRNAs (ZHANG; WANG, 2017)
1.5. Papel dos microRNAs da inducdo do fendtipo imunossenescente

Existe um numero crescente de trabalhos na literatura demonstrando o papel da
alteracdo do perfil de expressédo de diferentes miRNAs no desfecho de imunossenescéncia
durante o envelhecimento. Um dos exemplos mais interessantes € o declinio idade-dependente
observado na expressdo do miR-181a em linfocitos T auxiliares (CD4") (NAYLOR et al.,

2005).

Atualmente tem-se questionado se a inversdo da relacdo entre linfdcitos auxiliares e
citotéxicos (CD4" e CD8", respectivamente) sugerida como um marcador classico do fenétipo
imunossenescente, de fato diminui o repertdrio de células T CD4" ao ponto de comprometer

sua diversidade e, consequentemente, a resposta imune.

Dados da literatura apontam que, ao menos até os 60-65 anos de idade, a reducdo do
repertorio de células T CD4" nédo parece suficiente para comprometer a resposta imune, o que
ocorre apenas mais tardiamente (NAYLOR et al., 2005). Assim, a perda de responsividade,
atribuida ao fendtipo imunossenescente, se daria muito mais provavelmente por defeitos

funcionais da célula.

Reforcando essa hipotese, Li e colaboradores demonstraram que quando a expressao de
miR-181a de linfécitos T CD4" virgens de doadores com idades entre 75-85 anos foi induzida,
houve uma reativacao funcional da célula via restauracéo da capacidade proliferativa e melhora

da responsividade a estimulos externos (LI et al., 2012).

De fato, a relevancia da expressdo do miR-181a na modula¢do da sensibilidade do

receptor de células T (TCR) e na intensidade da sinalizacdo celular j& havia sido previamente
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descrita, assim, seu declinio parece ter grande relevancia no comprometimento da resposta

celular em linfocitos T (LI et al., 2007).

Mais recentemente, foi demonstrado o aumento da expressao de miR-21 em células T CD4*
de individuos em idade avancada, bem como seu papel na modulacdo das subpopulacbes
celulares de linfécitos T CD4". Foi observado que o aumento da expressao de miR-21 favorece
a diferenciacéo de linfocitos T a células efetoras terminais em detrimento de células precursoras
de memodria, perfil consistente aquele observado em individuos de idade avancada e com o

perfil imunossenescente (KIM et al., 2018).

Um trabalho publicado em 2013 por Olivieri e colaboradores propde trés microRNAS
alterados no envelhecimento como centrais na regulagdo simultanea da inflamacéo, senescéncia

e diferentes tipos de canceres: miR-126, miR-21 e miR-146 (OLIVIERI et al., 2013).

Mir-21 é um conhecido onco-miR (microRNA associado com cancer) cuja expressao
elevada regula positivamente a expressdo de proteina alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR) e a progressdo tumoral. Porém, miR-21 é capaz de aumentar a expressao do fator de
transcricdo nuclear kappa b (NF-kB) via inibicdo da proteina de morte celular programada 4
(PDCD4) apos ativacdo de macrofagos com lipopolissacarideo (LPS) e também de reduzir a
expressao de moléculas anti-inflamatorias como 1L-10 e fator de transformacédo do crescimento
beta (TGF-B), posicionando-a como uma molécula central na regulacdo de processos pro-
inflamatdrios. Além disso, a superexpressdo de miR-21 é capaz de reduzir a vida replicativa da

célula, sugerindo seu papel na inducéo da parada da replicacéo celular (OLIVIERI et al., 2013).

Por seu papel em processos pro-inflamatorios e inibicdo da capacidade replicativa da
célula, além do aumento na sua expressao observado em individuos octagenarios e centenarios,
miR-21 foi proposto por Olivieri e colaboradores como um biomarcados do inflamm-aging

(OLIVIERI et al., 2012) .
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J& miR-126 tem papel regulatério em processos inflamatorios via proteinas de adesdo
como a molécula de adesdo vascular 1 (VCAM-1). Além disso, participa da ativacdo de NF-kB
através da inibicdo de nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, alpha (IkBa) (OLIVIERI et al., 2013) e estd elevado em individuos em idade

avancada (OLIVIERI et al., 2014).

MiR-146a também atua sobre a regulacdo de NFkB é apontada como um regulador
chave da resposta imune inata, sendo capaz de inibir a proteina quinase associada ao receptor
de interleucina-1 (IRAK1) e o receptor associado ao fator de necrose tumoral-6 (TRAF6)

inibindo por consequéncia NFkB (OLIVIERI et al., 2013).

Um outro marcador que tem se mostrado como um promissor regulador do sistema
imune e do processo de imunossenescéncia é 0 miR-92a. Esse microRNA também sofre um
declinio na sua expressdo em células T CD8" associado ao envelhecimento, que acompanha a
reducdo da porcentagem da subpopulacéo de linfocitos T citotdxicos (CD8") virgens. Assim, é
possivel observar uma correlacdo entre a quantidade de células T citotoxicas virgens e a
expressao de miR-92a, sugerindo que a maior parte do miR-92a detectado é proveniente de
células T CD8 virgens (OHYASHIKI et al., 2011). Porém, se o declinio de miR-92a € causa ou
consequéncia da reducdo da subpopulacdo de linfocitos T CD8+ virgens € uma pergunta que

ainda permanece em aberto.

Mas ndo apenas em linfocitos T sdo observadas alteracGes no perfil de microRNAs em
associacdo com o envelhecimento. A exemplo, um estudo demonstrou 0 aumento na expressao
de miR-146a associado ao comprometimento da sinalizacdo de macré6fagos apos estimulagdo

com LPS em ratos em idade avancada (JIANG et al., 2012).

Interessantemente, apesar da expressdo basal elevada do miR-146a em macrédfagos de ratos

mais velhos em relagdo a ratos jovens, ao serem desafiadas com estimulo pré-inflamatorio
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induzido por LPS, essas células ndo tiveram a expressdo de miR-146a alterada, enquanto no
grupo jovem esse tratamento acarretou em um aumento de aproximadamente 6 vezes na
expressdo desse microRNA apds estimulo. Esses resultados parecem indicar que o aumento
basal (provavelmente cronico) de miR-146a resulta no comprometimento funcional de

macrdéfagos mediante estimulo (JIANG et al., 2012).

Um efeito muito semelhante foi observado ainda diante de estimulos com IL-1f3, TNFa ¢
IL-6, os quais mimetizam o ambiente pré-inflamatdrio observado no envelhecimento (JIANG

etal., 2012).

Esses resultados somados apontam a importancia dos microRNAs como reguladores e
mantenedores de processos associados a homeostase de células do sistema imune e como
possiveis indutores no fendtipo imunossenescente mediante um ambiente pro-inflamatorio

estressor.

Esse efeito é particularmente interessante considerando que 0s microRNAs sdo
constantemente transportados na circulagdo empacotados em estruturas denominadas
microvesiculas, tornando-se potenciais reguladores paracrinos e enddcrinos capazes de induzir
alteracdes pos-transcricionais a nivel sistémico, colocando-os em evidéncia como unidades
propagadoras do fendtipo senescente e indutoras do envelhecimento precoce. De fato, um
namero crescente de alteracdes na expressdo de microRNAs circulantes tem sido descrito para
doencas associadas ao envelhecimento, destacando-os como promissores biomarcadores e

potenciais alvos-terapéuticos (WEILNER et al., 2013).

2. JUSTIFICATIVA

Um ndmero crescente de evidéncias aponta para os paralelos existentes entre o
envelhecimento cronologico e a obesidade, como por exemplo um estado de inflamacdo cronica

sistémica de baixo grau, o encurtamento telomérico e aumento no numero de células
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senescentes - carateristicas intimamente relacionadas a perda de fungdo e envelhecimento
celular. Desse modo, faz sentido que ambas sejam estudadas como condi¢fes semelhantes,

compartilhando alteracdes a nivel celular e molecular.

Porém, o impacto da imunossenescéncia, bastante debatido em associacdo ao
envelhecimento, ainda é muito pouco compreendido na obesidade. Resultados prévios do nosso
grupo apontaram para uma relacdo causal entre biomoléculas circulantes no plasma de
individuos portadores de obesidade e a inducdo de imunossenescéncia em PBMC. Porém,
existem poucas informacgdes acerca dos mecanismos e vias moleculares pelos quais o fenétipo
imunossenescente é induzido a nivel periférico no contexto pré-inflamatério crénico e

sistémico observado em pacientes portadores de obesidade.

Assim, com o objetivo de compreender como de fato se estabelece o fendtipo
imunossenescente, se faz necessaria uma abordagem sistémica e integradora, tornando os
microRNAs objetos de estudo extremamente interessantes em decorréncia da sua capacidade
de regular simultaneamente diferentes processos e vias celulares, fazendo jus a complexidade

fenotipica que compde uma doenca multifatorial como a obesidade.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Compreender a relevancia da imunossenescéncia na obesidade e quais 0s conjuntos de
proteinas e microRNAS capazes de regular o fenotipo imunossenescente diante do ambiente

estressor pro-inflamatorio observado em PBMC individuos portadores de obesidade.
3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Buscar, utilizando técnicas de bioinformética, uma lista de proteinas envolvidas
no estabelecimento da imunossenescéncia e do inflamm-aging.

3.2.2. Averiguar, através de técnicas de bioinformética, quais os microRNAs que
regulam as proteinas previamente propostas como reguladoras dos fendtipos
imunossenescéncia e inflamm-aging.

3.2.3. Validar em PBMC de individuos portadores de obesidade e controle os dados

mais relevantes fornecidos pelas anélises in silico.
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4. CAPITULO I: MATERIAIS E METODOS
4.1. Populagéo do estudo:
4.1.1. Aspectos eticos

Os participantes portadores de obesidade foram recrutados no Centro de Obesidade e
Sindrome Metabdlica (COM) do Hospital Sdo Lucas (HSL) da Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul (PUCRS) no periodo transoperatorio de cirurgia bariatrica. As coletas
foram realizadas por uma equipe treinada no ambulatério de cirurgia Bariatrica e Metabolica
do HSL da PUCRS. O grupo controle é constituido por individuos eutréficos, sem
comorbidades associadas a obesidade e que realizaram exames de rotina. A identificacdo,
selecdo e recrutamento dos individuos controle participantes foi realizada pelo grupo da
professora Dra. Florencia Barbé-Tuana (Prof? adjunta de Imunologia do PPGBCM — PUCRS).
Todos os individuos participantes deste estudo eram maiores de 18 anos e leram, concordaram
e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), em duas vias de igual teor

(Anexo 1). Foi resguardado o sigilo em torno da identidade de cada individuo participante.

Esse estudo utilizou amostras previamente coletadas em projeto previamente aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CAAE:
26793114.0.0000.5347), sob o protocolo n® 640.817 (Anexo 2) e pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (CAAE:
2956014.4.1001.5336), sob o protocolo N° 760.537 (Anexo 3) e foi conduzido de acordo com
a Resolucéo 466/2012 do Conselho Nacional de Salde e as diretrizes éticas internacionais para
pesquisas biomédicas envolvendo seres humanos (CIOMS 2002; HTTP://www.cioms.ch/),

respeitando a utilizagdo da menor quantidade de material biologico possivel.
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4.1.2. Critérios de inclusédo e exclusao

Os participantes voluntarios, que previamente assinaram o TCLE, foram divididos em dois
grupos: individuos diagnosticados como portadores de obesidade ou obesidade moérbida, com
indice de massa corporal (IMC) > 35,0 kg/m?, foram alocados no grupo “casos” (n = 19);
enquanto aqueles classificados como controles eutréficos, com IMC entre 18,5 kg/m? e 24,9
kg/m?, foram alocados no grupo “controles” (n = 22). Fizeram parte deste estudo individuos
entre 18 e 65 anos de ambos os sexos e foram excluidos, em ambos 0s grupos, os individuos
consumidores cronicos de medicacdocontrolada (antidepressivos ou ansioliticos), alcool,

tabaco, e aqueles que tenham sofrido ou sofram de cancer.
4.1.3. Coleta do material biol6gico

As coletas foram realizadas por uma equipe treinada durante o periodo transoperatério,
no ambulatério de Cirurgia Bariatrica e Metabolica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Os
controles eutréficos foram recrutados por conveniéncia da comunidade e a coleta foi realizada
também por equipe treinada. Foram coletados 10 mL de sangue periférico dos individuos
participantes por puncdo venosa em tubos contendo o anticoagulante 4&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 5%. Em seguida, o sangue foi cuidadosamente transferido
para tubos de 15 mL contendo Histopaque®-1077 (densidade: 1,077 g/mL, Sigma Aldrich) na
razdo de 1:1 e entdo, centrifugado a 400 RCF por 30 min, sem freio. ApGs separacao por
gradiente de densidade, as PBMC foram aspiradas, lavadas e ressuspendidas em tampao
fosfato-salino (PBS). O rendimento e a viabilidade celular foram determinados pela contagem
em hemocitdmetro, com o corante Azul de Tripan (Sigma Aldrich), em microscopio de
contraste de fase. As células foram entdo armazenadas em TRIzol (Invitrogen, EUA) ou
congeladas em soro fetal bovino (SFB) com 10% de Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-

Aldrich).
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4.2. Microarranjos e Analise de Expresséo Diferencial

Para a obtencdo de uma lista de microRNAs diferencialmente expressos em PBMC de
pacientes portadores de obesidade e respectivos controles, foi inicialmente realizada uma busca
por microarranjos cadastrados no repositorio publico curado Gene Expression Omnibus (GEO)

por meio de sua interface de buscas web disponibilizada em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

(Edgar, 2002). Para tanto utilizou-se como termos de busca (MESH terms): "obesity (obese)
AND miRNA AND PBMC” ou “obesity (obese) AND miRNA AND monocyte” ou ainda “obesity
(obese) AND miRNA AND lymphocyte”. Foram ainda adicionados filtros para adequacdo a
critérios pré-estabelecidos de estudo: Homo sapiens como filtro de espécie e Expression Profile

by array como filtro de estudo.

Cada resultado foi entdo individualmente analisado e foram excluidos do estudo
microarranjos que ndo tivessem sido previamente normalizados e cujas amostras ndo se
adequavam aos critérios pré-estabelecidos: células mononucleares de sangue periférico de

organismos da espécie humana com diagndéstico de obesidade ou obesidade mérbida humana.
4.3. Andlise Ontoldgica

Com o objetivo de descobrir quais genes participam simultaneamente do fenotipo
inflamatdrio e do fendtipo de envelhecimento, foi realizada uma busca por todos os genes
anotados para ambas as condicGes, independentemente, na base de dados Gene Ontology
Consortium (ASHBURNER et al., 2000; THE GENE ONTOLOGY RESOURCE: 20 YEARS

AND STILL GOING STRONG, 2019) disponivel em http://www.geneontology.org/. A partir

das duas listas encontradas, foram isolados aqueles genes que participavam simultaneamente

de ambos os fendtipos (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama de Venn incluindo os termos utilizados na analise ontoldgica.

4.4. Busca por microRNAs reguladores

A fim de descobrir quais os microRNAs sdo responsaveis pela regulacdo dos genes
encontrados na intersec¢do dos fendtipos previamente pesquisados, criou-se um algoritmo
escrito em linguagem R, através da interface de programacdo RStudio. A construcdo do
algoritmo se deu em quatro partes: Importacdo dos genes e normalizacdo da nomenclatura
utilizada, descoberta dos microRNAs reguladores, calculo do nimero de interaces que cada
microRNA faz com os genes da lista e, por fim, filtragem e exportacdo dos dados encontrados
(Figura 3). Durante a primeira etapa, apds a importacdo da lista de 39 genes encontrados na
analise anterior, normalizou-se as suas nomenclaturas para o formato Symbol apropriado. A
descoberta dos microRNAs reguladores foi realizada com auxilio da biblioteca multiMiR
(MULTIMIR: INTEGRATION OF MULTIPLE MICRORNA-TARGET DATABASES
WITH THEIR DISEASE AND DRUG ASSOCIATIONS VERSION 1.4.0 FROM
BIOCONDUCTOR, [s.d.]; RU et al., 2014), buscando-se todos os microRNAs preditos e
validados em 8 bases de dados independentemente: Diana_microt, EImmo, Microcosm,

Miranda, Mirdb, Pictar, Pita e Targetscan. Apos, durante a terceira etapa, calculou-se o grau —
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namero de conexdes que cada microRNA descoberto faz com os genes da lista de entrada. Por
fim, selecionou-se os microRNAs com grau 18 ou maior que aparecessem em, ao menos, duas

bases de dados e o0s genes por eles regulados.

Importar genes e normalizar nomenclatura

Conversao para o formato

Verifi lat
erificar nomenclatura symbol

Descoberta de miRNA reguladores

Remogao de miRNA

Selecao de bases de dados duplicados

Calculo do grau dos miRNA descobertos

Filtragem e exportacao dos dados

Selecao dos miRNA com Selecao dos genes
maior grau regulados

Figura 3. Fluxograma do algoritmo desenvolvido para analise de busca por microRNAs
complementares.

4.5. Andlise de Enriquecimento de Via

Com o objetivo de melhor compreender as implicacdes celulares descritas pelos
microRNAS encontrados nas analises anteriores, realizou-se a analise de enriquecimento de
via. Para tanto, os 39 genes previamente listados foram submetidos a analise por meio do
software ConsensusPathDB (KAMBUROV et al., 2009, 2011), disponivel em

http://cpdb.molgen.mpg.de/, o qual inclui na analise 11 bases de dados, sendo elas

Wikipathways, Inoh, Smpdb, Pharmgkb, Biocarta, Kegg, Reactome, Humancyc, Signalink,

Ehmn e Pid. Foram consideradas significativamente enriquecidas, em qualquer uma das bases
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individualmente, as vias com valor de P < 0,01 e que apresentassem um minimo de dois genes
da lista de entrada. A representacdo gréfica dos resultados encontrados foi gerada a partir de

algoritmo escrito em R, onde elencou-se as 15 vias mais enriquecidas na analise.
4.6. Desenho de oligonucleotideos iniciadores especificos

Os oligonucleotideos iniciadores especificos (ou primers) denominados Stem-loop e
utilizados na reacdo de sintese de cDNA para a ampliacdo das sequéncias dos microRNA foram
desenhados individualmente de acordo com Kramer, 2011 (KRAMER, 2011). Estes iniciadores
sdo desenhados a partir de uma sequéncia padréo de 44 nucleotideos descrita por Chen et al.,
2005 (CHEN et al., 2005) e referida como a ideal por Kramer, a qual é adicionada uma
sequéncia de 6 nucleotideos complementares a regido final 3° do microRNA-alvo maduro,

conforme ilustrado acima.

Sequéncia do miR-214-3p maduro = 3‘ —UGACGGACAGACACGGACGACA—5'

5 -GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACTGCC-3’ « Primer Stem-loop

Figura 4. Modelo exemplificando o desenho de iniciadores especificos de sintese para 0 microRNA-
214-3p. Em cinza: sequéncia padrdo de 44 nucleotideos descrita por Chen et al (CHEN et al., 2005); em preto:
sequéncia complementar ao microRNA maduro; vermelho acima: o0s nucleotideos manualmente adicionados
(também complementares ao microRNA maduro) até atingir a temperatura de 60°C; vermelho abaixo: nucleotideos

do iniciador stem-loop complementares ao microRNA maduro.

As sequéncias especificas dos microRNAs-maduros selecionados foram obtidas a partir

da base de dados miRBase (http://www.mirbase.org/).

Os iniciadores direto (5> — 3°) e reverso (5’ — 3’) para andlise de expressdo génica
foram desenhados também de acordo com Kramer e colaboradores (KRAMER, 2011). A
sequéncia do iniciador reverso € complementar a sequéncia padrdo do stem-loop, sendo

universal e, portanto, valida para todos os microRNAs sintetizados. A sequéncia direta contém
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no minimo 12 nt ¢ no maximo 17 nt complementares a sequéncia 5> — 3° do miCroRNA-

maduro.

A temperatura de dissociacdo e conteido GC sdo entdo calculados com auxilio do

software disponivel em https://www.idtdna.com/calc/analyzer e as condi¢6es sdo consideradas
Otimas quando a temperatura de dissociacdo proxima a do iniciadores reverso universal
(aproximadamente 60°C) e o contedtdo GC menor do que 60%. Caso a temperatura de
dissociacdo dos iniciadores desenhados fique muito abaixo da temperatura necessaria, sdo
adicionados de 3 a 7 nt ndo complementares a extremidade 5’ do iniciador direto, selecionados
aleatoriamente e testados até que seja possivel a obtencdo de uma temperatura de dissociacao
préximaa 60°C. Os iniciadores stem-loop, reverso e direto desenhados e utilizados nesse estudo

para deteccdo de microRNAs estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para sintese e expressdo de
microRNAs.

Oligonucleotideos Iniciadores para expressdo de microRNAs

ID Sentido Sequéncia
hsa-miR-214-3p D AGA GCA ACA GCA GGC ACA GAC
hsa-miR-3163 D CGC CGC TAT AAA ATG AGG GCAGT
hsa-miR-369-3p D CCG CCG CAATAATAC ATG GTT GAT
hsa-miR-374b-5p D CGC CGC CAT ATAATA CAACCT GCT
hsa-miR-495-3p D GCT CGC AAACAAACATGGTGC AC
hsa-miR-520f D CGC GCGAAGTGCTTCCTTTTAGA
hsa-miR-548c-3p D CGC CGC GCA AAAATCTCAATT ACT
hsa-miR-548d-3p D CGC CGC CAAAAACCACAGTTTC
miR-16-5p D CGG CGG TAG CAG CAC GTA AAT
Reverso Universal R CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA

Oligonucleotideos Iniciadores para sintese de microRNAs

ID Sequéncia
hsa-miR-214-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACTGCC
hsa-miR-3163 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGTCTTA
hsa-miR-369-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAGAT
hsa-miR-374b-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCACTTA
hsa-miR-495-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAGAAG
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hsa-miR-520f GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAACCCT

hsa-miR-548¢-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCAAAA
hsa-miR-548d-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCAAAA
miR-16-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGCCAA

Os iniciadores para expressdo génica foram desenhados através da utilizacdo de sofwtares
variados. A sequéncia dos genes foi primeiramente obtida no banco de dados ENSEMBL

(https://www.ensembl.org/index.html), onde foram inseridos os genes alvo e a espécie amostral

(“human”) para verificagdo dos diferentes transcritos. Uma vez selecionado o transcrito
desejado, priorizando aqueles descritos em mais de uma base de dados, sua sequéncia foi
inserida em software disponibilizado pela IDT®, especifico para obtencdo de iniciadores direto

e reverso (https://www.idtdna.com/scitools/Applications/Real TimePCR/). Uma vez obtidas as

sequéncias, sua especificidade foi testada através do algoritmo Basic Local Alignment Search

Tool (BLAST), disponivel em https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, o qual permite ver todos

os alvos génicos contemplados pelos iniciadores inseridos. De acordo a sugestao do programa,
foram considerados 6timos os iniciadores com auto-complementariedade < 2, contetido GC de
no maximo 55%, com temperatura de anelamento proxima entre os iniciadores direto e reverso
e cujos alvos inespecificos, quando presentes, apresentassem um nimero superior a 1.000 pares
de bases. Os oligonucleotideos iniciadores reverso e direto desenhados e utilizados nesse estudo

para deteccdo de genes especificos estdo listados na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para sintese e expressdo génica.

Oligonucleotideos iniciadores para expressao génica

ID Gene ID Zr?\rgﬁggr? Sequéncia
PRKCD NM_001354676.1 187 pb Direto: ACCATGAGTTTATCGCCACC
Reverso: AATATAGTGTCCCGGCTGTTG
MAPK14 NM_001315.2 102 pb Direto: CTCCAGACCATTTCAGTCCATC
Reverso: ACGTCCAACAGACCAATCAC
AKT1 NM_005163.2 192 pb Direto: CTACAACCAGGACCATGAGAAG
Reverso: CACACGATACCGGCAAAGA
STAT3 NM_139276.2 279 pb Direto: TTCTGGGCACAAACACAAAAG

Reverso: GATACACCTCGGTCTCAAAGG
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SERPINE1 NM_000602.4 122 pb Direto: TGCAGAAAGTGAAGATCGAGG
Reverso: CACAAAGAGGAAGGGTCTGTC

ICAM1 NM_000201.3 179 pb Direto: CGGAAGGTGTATGAACTGAGC
Reverso: CAGCGTAGGGTAAGGTTCTTG
RAGE NM_001206929.1 114 pb Direto: GTGAAGGAACAGACCAG

Reverso: GAAGCTACAGGAGAAGGTGG

4.7. Extracao de RNA e sintese de cDNA

Previamente a extracdo de RNA, as células (0,5 x 10°) foram armazenadas em 750 pL de
TRIzol (Invitrogen) a - 80°C. Ap6s descongelamento, foi realizada a adi¢do de 200 pL de
cloroférmio a cada amostra seguida por agitacdo manual vigorosa por 15 segundos e incubacao
por 15 minutos a temperatura ambiente. Ap6s nova centrifugacdo (12.000 RCF, 15 minutos a
4°C) a fase aquosa contendo o RNA foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga e o
material genético foi precipitado com 500 pL de alcool isopropilico e suavemente misturado
por inversdo. As amostras foram novamente incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos,
centrifugadas a 1.200 RCF por 15 minutos a 4°C. ApOs descarte do sobrenadante, foi
adicionado 1 mL de etanol 70% (em &gua livre de RNAses previamente tratada com 0,1%
dietilpirocarbonato (DEPC, Ambion®) e realizada nova centrifugacdo a 7500 RCF por 5
minutos ainda a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram entdo mantidas em
capela de fluxo laminar por 20 minutos para evaporacdo do etanol remanescente para garantia
da pureza das amostras. O RNA obtido foi ressuspendido em 12 pL de H20 (0,1% DEPC) e
entdo quantificado no espectofotdometro (Biophotometer®Plus, Eppendorf, Alemnaha) a 260

nm e 280nm.

Foram utilizadas 1.500 pg de RNA como molde para a sintese de cDNA com a enzima
Transcriptase Reversa do Virus da Leucemia Murina de Moloney (M-MuLV) (Sigma-Aldrich),
oligonucleotideos randdémicos (Sigma-Aldrich) para deteccdo dos genes-alvo e iniciadores

Stem-loop especificos para cada microRNA previamente selecionado.
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4.8. Anélise de expressao génica por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

(QRT-PCR)

Para avaliacdo da expressdo génica e de microRNAs foi realizada a amplificagcdo dos
alvos listados na Tabela 1 a partir de Sul. de cDNA (dilui¢ao 1:20 e concentragdo de 25ng em
20 uL finais de reacdo). A mistura utilizada para amplificacdo e detec¢do de cada amostra é
constituida por 0,1X SYBR®Green (Molecular Probes®, EUA), 3 mM MgClz, 0,2 mM de cada
dNTP (Invitrogen™), 0,4 U de Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen™) e
olignonucleotideos especificos nas concentracdes listadas na Tabela 2, com volume final igual
a 20 pL. Os resultados relativos de cada amostra foram calculados pelo método comparativo
relativo AACT, normalizados pelo gene constitutivo GNB2L1 (Guanine nucleotide-binding
protein subunit beta-2-like 1) ou U6 para microRNAS e calibrados pela média do ACT do grupo

(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001)

Tabela 3. Relacdo de temperatura de anelamento e concentracdo final de oligonucleotideos
iniciadores utilizados nos experimentos de qRT-PCR.

ID Temperatura de anelamento Concentracao final
miR-374b-5p 60°C 100nM
miR-214-3p 60°C 100nM
U6 60°C 100nM
MAPK14 60°C 100nM
AKT1 60°C 200nM
STAT3 58°C 200nM
GNB2L1 60°C 100nM

Para a amplificagdo das sequéncias dos genes-alvo, as amostras foram submetidas a
variacdes de temperatura especificas para uma reacdo de desnaturacdo (95 °C por 10 minutos)
seguida por 40 ciclos contemplado uma reacédo de desnaturacgéo (95 °C por 20 segundos) e outra
de anelamento com temperatura especifica (Tabela 2) para cada iniciador especifico durante

20 segundos, seguido da curva de dissociacao.
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4.9. Citometria de fluxo

Para detecgéo da expresséo proteica do receptor de produtos finais da glicagdo avancada
(RAGE) em PBMC, monacitos e linfocitos T citotoxicos por citometria de fluxo, as PBMC (0,4
x 10° células/mL) foram lavadas e incubadas por 30 minutos com os anticorpos de superficie
contra CD4-APC (clone: RPA-T4, BD #555349), CD14-PE (clone: MeP9, BD #562691) e
RAGE (clone: A-9, SC-365154) seguido pelo anticorpo secundario IgG-FITC (SC-2010, Santa
Cruz). Para os ensaios de marcacao intracelular de proteinas fosforiladas, as PBMC (0,5 x 10°)
foram previamente incubadas com Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA) por 15 minutos a
37°C e 5% de CO2 e entdo marcadas NF-kB- Alexa Fluor® 488 (pS529) (clone: K10-
895.12.50, BD #558421) e P38 proteina quinase ativadas por mitégeno (MAPK)-PE
(pT180/pY182) (clone: 36/p38, BD #612565). Para marcagdes de superficie foi utilizado
tampéo de citometria (2% SFB em PBS) e para marcagdes intracelulares os reagents BD
Cytofix™ Fixation Buffer (BD #554655), BD Perm/Wash™ (BD #554723) e BD Phosflow™
(BD #558050). As amostras foram adquiridas e analiadas no citémetro de fluxo BD Accuri™
C6 (BD Biosciences, EUA). Os dados foram expressos como porcentagem de células positivas

para os antigenos detectados e/ ou atraves da mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI).
4.10. Tratamento de residuos quimicos e bioldgicos

Todos os materiais contendo residuos bioldgicos inertes e/ou toxicos tiveram formas de
descarte distinto e transitorio no laboratério, sendo estes depois transferidos para seus
respectivos destinos definitivos. Residuos biol6gicos foram inativados com hipoclorito e
acondicionados em sacos brancos. Os materiais plasticos descartaveis, como tubos de
poliestireno e ponteiras que entraram em contato com material bioldgico, foram tratados com
hipoclorito e acondicionados em sacos transparentes para encaminhamento para reciclagem por

intermédio da Central de Gerenciamento e Tratamento de Rejeitos Quimicos (CGTRQ). O
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recolhimento dos residuos biologicos e plésticos ndo-reciclaveis foi realizado pelo servigo

especifico da empresa contratada pela UFRGS.

Os residuos quimicos foram separados adequadamente, identificados, armazenados
transitoriamente em sala destinada para este fim e recolhidos pela Central de Gerenciamento e

Tratamento de Rejeitos Quimicos (CGTRQ) da UFRGS.
4.11. Andlises estatisticas

O teste estatistico de D'agostino/ Pearson foi utilizado a fim de verificar a normalidade
na distribuicdo das amostras para cada variavel. Os testes para presenca e remocao de outliers
foram realizados por Iterative Grubbs' e a comparacdo entre os grupos foi avaliada pelo teste
Mann-Whitney para amostras ndo paramétricas e ndo pareadas e teste t de Student para amostras
paramétricas ndo pareadas. Os resultados estdo representados como mediana e intervalo
interquartil (IQR25-75). J& nas andlises para comparacao das propor¢des de sexo entre grupos
foi utilizado e teste exato de Fisher. Para as analises de correlacdo os dados foram também
testados para normalidade da distribuicéo através do teste estatistico de D'agostino/ Pearson e
os coeficientes de correlacdo foram analisados pelo coeficiente de correlacdo de Pearson para
dados paramétricos ou coeficiente de correlacdo de postos de Spearman para dados néo-
paramétricos. Para todas as analises utilizou-se o programa GraphPad Prism versdo 6.0. Todos

os testes foram bidirecionais e as diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05.
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5. CAPITULO II: RESULTADOS
5.1. Dados demograficos das populagdes em estudo

Foram utilizadas amostras de coletas realizadas em dois tempos diferentes. Os dados
relativos aos pacientes e controles eutroficos analisados em experimentos utilizando gRT-PCR
(n =14 e n = 10 para controles e casos, respectivamente) e citometria de fluxo (n=8e n =10
para controles e casos, respectivamente) constam na Tabela 3. Conforme esperado, ndo foram
observadas diferencas entre sexo (P = 0,1747) ou idade (P = 0,5806) entre 0s grupos casos e
controles, enquanto observa-se um maior indice de massa corporal (IMC) no grupo casos (P <

0,0001), representado por pacientes portadores de obesidade.

Tabela 4. Dados demograéficos.

Individuos Eutroficos Individuos com Obesidade
Tamanho amostral n=22 n=19
Sexo Feminino (%) 81,81% 63,16%
Idade? (anos) 37,14 £ 2,452 39,11 + 2,530
IMCP (Kg/m?) 22,13 +0,4122 53,15 £ 2,105 **

Comorbidades

HAS - 7 (70,00%)
DM2 - 3 (30,00%)
SM - 5 (50,00%)
DIS - 5 (50,00%)
AS - 4 (40,00%)

Nota: Os dados demograficos representam individuos avaliados neste estudo através de técnicas de qRT-PCR
(n =14 e n = 10 para controles e casos, respectivamente) e citometria de fluxo (n = 8 e n = 10 para controles e
casos, respectivamente). As analises estatisticas foram realizadas com a utilizagdo do teste t de Student para IMC
e idade e consideradas significativas quando P < 0,05. Para anélise comparativa entre proporcdes de sexo foi
utilizado o teste exato de Fisher. As comorbidades dos pacientes que aceitaram participai da segunda coleta (para
experimentos em citdmetro de fluxo) ndo foram informadas. IMC: indice de Massa Corporal; DP: Desvio Padrao;
HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica; DM2: Diabetes Mellitus Tipo 2, SM: Sindrome Metabdlica; DIS:

dislipidemia; AS: apneia do sono; *° Dados representados por Média + Desvio Padrdo. ** P < 0,0001
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5.2. Busca por microRNAs em microarranjos para PBMC de individuos portadores

de obesidade

Ao buscarmos por microarranjos avaliando a expressdo de microRNAs em PBMC de
individuos portadores de obesidade, nos deparamos com uma baixa disponibilidade dos
mesmos. Na busca pelos termos médicos: “obesity (obese) AND miRNA AND PBMC” ou
“obesity (obese) AND miRNA AND monocyte” ou ainda “obesity (obese) AND miRNA AND
lymphocyte”, com adigdo de filtro para espécie humana, encontramos apenas dois
microarranjos:GSE89360 (HUAN et al., 2018) e GSE34223 (HULSMANS et al., 2012);

descritos em detalhe na Tabela 4.

Ap0s afericdo individual, o microarranjo GSE89360 (HUAN et al., 2018) foi eliminado
por utilizar amostras de pacientes idosos e ndo de pacientes com obesidade, conforme o objetivo
do presente estudo. Assim, restou apenas um microarranjo para microRNAs em PBMC de
individuos com obesidade para analise (GSE34223 (HULSMANS et al., 2012)). N&do havendo
disponiveis maltiplos ensaios para comparacdo e garantia de robustez entre os dados, nédo
pudemos conferir a reprodutibilidade, ou seja, a capacidade de diferentes experimentos de
produzir os mesmos resultados, e, portanto, a existéncia de um resultado bioldgico confiavel do
microarranjo encontrado (GSE34223 (HULSMANS et al., 2012)). O problema da ndo garantia
de um resultado bioldgico real se torna mais grave quando o nosso objeto de estudo sdo PBMC,
modelo em que se sabe que a grande oscilacdo das proporc¢des celulares pode resultar em falsos-
positivos para genes diferencialmente expressos (MIN et al., 2010; Pierdona, V., manuscrito

em producéo).

Tendo isso em mente, passamos a buscar alternativas para a confecgéo de uma lista de
genes relevantes na regulacdo das alteracfes observadas em PBMC de individuos portadores

de obesidade.
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Tabela 5. Relacdo e descricdo dos microarranjos encontrados na busca por microRNAs

identificados em pacientes portadores de obesidade.

GEO Data

Set Descrigdo Referéncia

PBMC de 48 individuos ndo obesos (IMC<30 kg/m2) poloneses e caucasianos
GSE89360 pertencentes a: jovem (n=24, média de idade + desvio padrdo 28.0+4.0 anos) e Huan et al., 2018
idosos (n=24, 94.8+3.9 anos)

Mondcitos CD14* de doadoras do sexo feminino, com 6 controles ndo obesos
GSE34223 pareados por idade (IMC: 20+0.8 kg/m?, média + desvio padrdo) e 9 individuos
com obesidade sem sintomas criticos de doenga cardiovascular.

Hulsmans et al.,
2012

5.3. Genes associados a “inflammatory response” e “aging”

Afim de contornar o problema resultante da baixa representatividade observada em
microarranjos de PMBC, passamos a buscar genes por sua descricdo funcional. Conforme
citado anteriormente, existem muitos paralelos entre o envelhecimento cronoldgico e a
obesidade, entre eles o envelhecimento celular, que se reflete na perda da capacidade celular de
responder estimulos e um perfil pré-inflamatério crénico e de baixo grau. Essas caracteristicas
combinadas, associadas a outros fendtipos, compdem o Inflamm-aging e/ ou a

imunossenescéncia.

Afim de encontrar genes associados ao fenétipo Inflamm-aging, o qual parece ter papel
fundamental no comprometimento funcional observado na obesidade, realizamos uma busca
ontoldgica na base de dados Gene Ontology. A partir dessa busca obtivemos uma lista de 996
proteinas relacionadas a resposta inflamatoria (“Inflammatory response”) e outra com 334
proteinas relacionadas a envelhecimento (“Aging”). Considerando que estas sdo as duas
caracteristicas principais do que denominamos Inflamm-aging e que estas sdo compartilhadas
com o fendtipo imunossenescente, a partir da interseccéo destas duas primeiras, obtivemos uma
lista contendo 39 genes candidatos relacionados ao Inflamm-aging ou imunossenescéncia

(Tabela 5).
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5.4. MicroRNAs reguladores dos fendtipos imunossenescéncia ou Inflamm-aging

Uma vez que o objetivo do presente trabalho é buscar moléculas reguladoras do
Inflamm-aging e, por associagdo, da imunossenescéncia, e considerando a capacidade dos
microRNAs de formar complexas redes regulatorias, foi realizada uma busca pelos microRNAs
reguladores dos genes envolvidos com o fendtipo Inflamm-aging através da utilizacdo de um

algoritmo escrito em linguagem R com interface de execucdo RStudio.

Afim de identificar os microRNAs mais relevantes para a regulacdo do fenotipo
Inflamm-aging, adaptamos a ideia de “hubs ” e selecionamos apenas 0s microRNAs capazes de
realizar um grande nimero de intera¢des, atuando, assim, como nodos centrais da sinalizacdo
celular. Obtivemos entdo uma lista com 8 microRNAs capazes de realizar no minimo 18
interacdes com os genes associados Inflamm-aging e, portanto, propostos como centrais para o

estabelecimento deste fenétipo.

A Tabela 6 apresenta os microRNAs com maior potencial regulatério para o fenétipo
Inflamm-aging, bem como seus respectivos alvos génicos. Da mesma forma, a Figura 5
exemplifica a complexa rede de interacdo celular formada por 39 proteinas e respectivos

microRNAs reguladores envolvida na regulacéo do Inflamm-aging.

Tabela 6. Oito microRNAs centrais capazes de realizar 18 ou mais interac@es entre os 39 genes

envolvidos no fenétipo Inflamm-aging.

hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-

Gene 214-3p 3163 369-3p 374b-5p 495-3p 520f 548¢-3p 548d-3p
VCAM X X X X X X X X
PDC4 X X X X X X X X
PTGS2 X X X X X X X X
CNR1 X X X X X X X
EDNRB X X X X X X X
FOS X X X X X X X
IL15 X X X X X X X
MAPK14 X X X X X X X
NOX4 X X X X X X X
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PDC4
SERPINE1
STAT3
AKT1
IL10
IL6
NFE2L2
ICAM1
NPY5R
RELA
TNFRSF1B
CALCA
CCL13
PRKCD
AGT
HAMP
HYAL
BCL10
BCL7
ITGB2
ADA
APOD
BCL11
BCL6
BCL8
BCL9
EPO
HYLA
0OGG1
POLB

X

X X X X X

X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X X X X

X

X X X X X X X X

X X X X X X

X

hsa-miR-
214-3p

hsa-miR-
3163

hsa-miR-
369-3p

hsa-miR-
374b-5p

hsa-miR-
495-3p

hsa-miR-
548c-3p

hsa-miR-
548d-3p

Nota: Marcados com a letra “X” estdo os genes com sitio de ligagdo e regulagdo para os microRNAs

listados.
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Figura 5. Rede de interagdes ilustrando os 8 microRNAs capazes de realizar 18 ou mais interacdes
e 0s 39 genes envolvidos no fenétipo Inflamm-aging por eles regulados. As interacGes realizadas por cada
microRNA aparecem indicados em cores distintas. A rede também esta disponivel online com possibilidade de

ampliacdo através do QR Code ou link de acesso pelo navegador, disponiveis ao final do trabalho (Anexo 4).

5.5. Papel central da via AGE-RAGE no fenoétipo Inflamm-aging

Afim de compreender o papel bioldgico das proteinas apontadas como centrais para o
fenotipo Inflamm-aging nas analises de bioinformatica, realizamos uma analise de
enriquecimento de via para encontrar a via regulatéria com maior relevancia para 39 genes

previamente listados.

Estédo representadas abaixo as 15 vias de sinalizagdo celular mais enriquecidas entre 0s
genes previamente descritos como reguladores do Inflamm-aging (intersecgéo entre 0s termos
ontologicos “Aging” e “Inflammatory response”), sendo a via AGE-RAGE (advanced
glycation end-products/receptor advanced glycation end-products) apontada como a mais

enriquecida entre elas (Figura 6).
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Dentro da via AGE-RAGE podemos observar, destacados em azul, os genes
previamente descritos para o fenétipo Inflamm-aging, listados também a direita, abaixo de seus

respectivos microRNAs reguladores (Figura 7).

Andlise de Enriquecimento de Via

@

0
s
=)
"

AGE-RAGE Signaling Pathway in diabetic complications I
TNF Signaling Pathway
C-type Lectin Receptor Signaling Pathway

Oncostatin M Signaling Pathway

8.7x 101
IL6-mediated Signaling Pathway
" . " 1.6 x10°
T-Cell antigen Receptor (TCR) Signaling Pathway
Chagas disease (American trypanosomiasis) 2.1x10%
Kaposi sarcoma-associated herpesvirus infection 3.7x10*

Leishmaniasis

Pertussis

Glucocorticoid Receptor Regulatory Network

Human T-cell Leukemia Virus 1 Infection

Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) Signaling Pathway

IL6-mediated Signaling Pathway

Cytokine Signaling in Immune system

Figura 6. Representagdo das 15 vias mais enriquecidas, obtidas a partir da anéalise de
enriquecimento de via pelo software ConsensusPathDB, entre os genes descritos para o fenétipo inflamm-
aging. No eixo horizontal acima esté representado o nimero de genes presentes na lista descrita neste trabalho para
o fendtipo inflamm-aging e simultaneamente anotados para as vias representadas nas bases de dados online. O
valor de significancia P estéa indicado na barra a direita.
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Figura 7. Via de sinalizacdo “AGE-RAGE in diabetic complications”, apontada como a via de
sinalizagdo mais enriquecida entre os genes do Inflamm-aging (P = 1,14e-12) pelo software

ConsensusPathDB. Imagem adaptada a partir da base de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEEG). A direita estio listados os 8 microRNAs-chave, juntamente com seus respectivos alvos proteicos
(destacados também em azul na via). PKC refere-se a PRKCD e NADPH & NOX4. Esta figura também esta
disponivel online com possibilidade de ampliacdo através do QR code ou link de acesso pelo navegador,
disponiveis ao final do trabalho (Anexo 5).

5.6. Regulagéo transcricional da via de sinalizacdo AGE-RAGE

Afim de averiguar o status transcricional das proteinas envolvidas na via de sinalizacao
AGE-RAGE, apontada como a via mais enriquecida dentre os genes do fendtipo Inflamm-
aging, e investigar a relagéo entre esses alvos e seus respectivos microRNAs reguladores,
realizamos analises de expresséo génica por gqRT-PCR de alguns dos alvos da via regulados por

microRNAs. Foram obtidas as expressdes génicas de MAPK14, AKT1 e STATS3.
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Dos 3 alvos analisados, somente STAT3 de mostrou significativamente aumentada em
PBMC de individuos portadores de obesidade (P = 0,0369) (Figura 8), enquanto a expressdo

MAPK14 e AKT1 se mostrou similar entre 0s grupos.
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Figura 8. Aumento da expressao génica de STAT3 em PBMC de pacientes portadores de obesidade
(casos) (P =0,0369) e niveis similares de MAPK14 e AKT1 entre os grupos. Os graficos representam a expressao
génica relativa realizada a través da técnica de RT-qPCR para A) MAPK14, B) AKT1 e C) STAT3. Gréficos
inferiores representam as curvas de dissociacao para MAPK14, AKT1 e STAT3. Os dados estdo representados por
Mediana e Intervalo Interquartil (Mediana + IQR 25%-75%). Os testes de normalidade foram realizados utilizando
o teste D'Agostino/Pearson e as diferencas estatisticas foram avaliadas por teste t de Student para dados paramétricos

ou Mann-Whitney para dados ndo-paramétricos. As diferengas foram consideradas significativas quando P < 0,05.
*P < 0,05

5.7. Expressao aumentada de RAGE em pacientes portadores de obesidade

Afim de conferir o status da via de sinalizacdo AGE-RAGE, apontada como a via mais
enriquecida dentre os genes do fendtipo Inflamm-aging, verificamos a expresséo e ativacao de
algumas proteinas envolvidas na via por citometria de fluxo. Foram analisadas a expressao
proteica do receptor RAGE, o qual quando é ativado e tem sua transcri¢ao induzida pela ligacao
de produtos finais da glicagdo avangada (AGES) — entre outras biomoléculas -, e 0s niveis de

fosforilagéo das proteinas intermediarias NF-kB e P38.
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Os resultados demonstram um aumento no numero de células expressando RAGE em
PBMC de pacientes portadores de obesidade em relagdo a individuos eutréficos (P = 0,0075),
também observado isoladamente nas populagdes de linfdcitos T auxiliares CD4* (P = 0,0110)
e monocitos CD14" (P = 0,0110) (Figura 9). Além disso, ao analisarmos a ativacdo por
fosforilacdo de proteinas presentes na via de sinalizagdo AGE-RAGE, observamos um aumento
na quantidade de celulas expressando a proteina fosforilada RELA/p65, que compde o NF-kB
(P = 0,0052) e no nivel de expressdo da proteina fosforilada P38 (P < 0,0001) em individuos

portadores de obesidade (Figura 10).
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Figura 9. Aumento da expressdo de RAGE em PBMC de individuos portadores de obesidade
avaliada por citometria de fluxo. A) Nimero aumentado de células expressando RAGE em PBMC (P = 0,0075),
linfécitos T auxiliares (P = 0,011) e mondcitos (P = 0,011) em individuos portadores de obesidade. B) Mediana da
intensidade de fluorescéncia (MFI) para RAGE em PBMC, mondcitos e linfécitos T auxiliares. C) Histogramas
representativos da expressdo de RAGE em pacientes portadores de obesidade e controles eutréficos. Os dados
apresentados estdo expressos como Mediana e Intervalo Interquartil (Mediana + IQR 25%-75%). Os testes de
normalidade foram realizados utilizando o teste D'Agostino/Pearson e as diferencas estatisticas foram avaliadas
por teste t de Student para dados paramétricos ou Mann-Whitney para dados ndo-paramétricos. As diferencas

foram consideradas significativas quando P < 0,05. *P < 0,05 e ** P < 0,01.
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Figura 10. Sinalizacdo aumentada de NF-kB e P38 em individuos portadores de obesidade. As
PBMC (0,5 x10° células/mL) foram estimuladas em cultura por 15 minutos com PMA 50 nM e analisadas por
citometria de fluxo através da técnica phosflow. A) Foi observado um aumento no nimero de células com
fosforilagdo do fator p65 de NF-kB (P = 0,0052) e B) na MFI da expressdo da proteina fosforilada P38 (P < 0,0001)
em PBMC de individuos portadores de obesidade. C) Histogramas representativos da expressao de p-NF-kB e p-
P38 em PBMC de individuos controles e portadores de obesidade. Os dados apresentados estdo expressos como
Mediana e Intervalo Interquartil (Mediana + IQR 25%-75%). Os testes de normalidade foram realizados utilizando
0 teste D'Agostino/Pearson e as diferencas estatisticas foram avaliadas por teste t de Student para dados

paramétricos ou Mann-Whitney para dados ndo-paramétricos. As diferencas foram consideradas significativas

quando P < 0,05; *P < 0,01 e **** P < 0,0001. MFI: Mediana da intensidade de fluorescéncia.
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5.8. Reducéo da viabilidade celular e aumento no nimero de mondcitos em pacientes
com obesidade

Apos descongelamento, a viabilidade das células de individuos eutroficos e portadores
de obesidade foi avaliada com o corante Azul de Tripan (Sigma Aldrich). Foi observada uma
diminuicdo significativa na viabilidade celular em PBMC de individuos portadores de
obesidade em relacdo aos controles eutroficos (P < 0,0001) (Figura 11). Foi observado ainda,

por citometria de fluxo, um aumento significativo no namero de monaécitos (células CD14") em

pacientes portadores de obesidade (P = 0,0058) (Figura 12).

Viabilidade

* % % %

100+

% Células vivas
E| e}

0 T T

Controles Casos

Figura 11. Reducao da viabilidade celular em PBMC de individuos portadores de obesidade. Os
dados estdo representados por Mediana e Intervalo Interquartil (Mediana = 1Q 25%-75%). Os testes de
normalidade foram realizados utilizando o D'Agostino/Pearson e as diferencas estatisticas foram avaliadas por

teste t de Student e consideradas significativas quando P < 0,05. **** P <(,0001.
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Figura 12. Aumento na propor¢ao de mondcitos (CD14+) em individuos portadores de obesidade. A
quantificacdo de A) mondcitos CD14+ e B) linfocitos T auxiliares CD4+ foi realizada em citodmetro de fluxo. Os
dados estao representados por Mediana e Intervalo Interquartil (Mediana £ IQR 25%-75%). Os testes de normalidade
foram realizados utilizando o teste D'Agostino/Pearson e as diferencas estatisticas foram avaliadas por teste t de

Student e consideradas significativas quando P < 0,05. ** P < 0,01.

5.9. Padronizacao da detec¢édo de microRNAs por gRT-PCR

Afim de padronizar a detecgdo de microRNAs por gqRT-PCR foram inicialmente testadas
diferentes concentracGes de cada um dos iniciadores especificos. Apds testes utilizando 100nM,
200nM e 300nM para cada um dos iniciadores a uma temperatura de anelamento de 60°C foram
testadas as concentragfes com maior eficiéncia de reacdo: 200nM para miR-548c, miR-369,
miR-374, miR-520f e miR-3163 e 200nM e 300nM para miR-548d, miR-214 e miR-495
(Figura 13). MiR-374 e miR-214 foram os Unicos que apresentaram pico Unico alvo-especifico
e cuja amostra de controle negativo ndo amplificou (o que poderia indicar a formagéo de

dimeros de iniciadores).

Foram também testadas diferentes concentracdes de diluicdo da amostra de cDNA, na
tentativa de otimizar a reacdo de gRT-PCR e garantir um resultado mais acurado. A partir de
uma amostra estoque de 2 pg diluida 20X, foram realizadas dilui¢cdes seriadas de 1:1, 1:10,
1:100 e 1:1000. Todos os ensaios foram realizados com temperatura de anelamento de 60°C

iniciadores especifico a 200nM. A concentracao escolhida foi a de 200X (concentracéo final de
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2,5ng) com base na eficiéncia das reagdes dos microRNA-214 e microRNA-374 com base na

amplitude e similaridade entre as triplicatas observadas na curva de dissociagéo (Figura 14).

miR-548¢ (200nM) miR-369 (200nM) miR-374 (200nM)

140000

100000

00000
40000 000

20000

miR-548d (200nMe 300nM) miR-214 (200nMe 300nM)

000

Figura 13. Curva de dissociacdo utilizando diferentes iniciadores em concentracdes variadas para
deteccdo de microRNAs especificos. A analise da expressdo de microRNAs foi realizada por gRT-PCR para:
miR-548c, miR-369, miR-374, miR-520f, miR-3163, miR-548d, miR-214 e miR-495. Ap6s a etapa de

amplificagdo, foi incluida a curva de dissociacdo com deteccdo do fluor6foro SYBRGreen.
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Figura 14. Curva de dissociacdo utilizando diferentes iniciadores para o microRNA-214 (A) e
microRNA-374 (B) em diferentes concentragdes de amostra: 1:1 (2ug diluida 20X), 1:10 (200X), 1:100
(2.000X) e 1:1000 (20.000X). Apos a etapa de amplificacao, foi incluida a curva de dissociagdo com detecgdo do
fluoréforo SYBRGreen.
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5.10. Selecdo de controle enddgeno para microRNAs

Afim de selecionar o melhor controle enddgeno para célculo e normalizagdo dos dados
de expressdo de microRNAs, foram testados diferentes iniciadores recomentando pela

literatura: U6, RNUG6 e miR-16-5p.

O produto de amplificacdo gerado por U6 mostrou-se alvo-especifico (Figura 15%).

Além disso, em analises utilizando o software GeNorm (https://genorm.cmgq.be/), U6 mostrou-

se 0 alvo mais estavel entre os grupos analisados (casos e controles), tendo sido selecionado

como controle enddgeno para este estudo.

RNUG6 foi eliminado por apresentar pico da curva de dissociacdo idéntico ao controle
negativo, demonstrando amplificagdo inespecifica (Figura 15B). J4 0 microRNA-16-5p, citado
na literatura como um controle endbgeno bastante robusto, apesar de ter apresentado
amplificacdo alvo-especifica (Figura 15C), se mostrou extremamente varidvel entre 0s grupos
analisados (casos e controles), inclusive apresentando-se elevado em PBMC de individuos

portadores de obesidade ap6s normalizacao por U6 (P = 0,0386) (Figura 15D).
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Figura 15. Curva de dissociacdo dos diferentes oligonucleotideos iniciadores testados para controle
enddgeno de microRNAs e expressdo aumentada de miR-16 em pacientes com obesidade. Estdo representadas
as curvas de dissociacdo de A) U6, B) RNU6 C) miR-16-5 e D) grafico demonstrando expressdo aumentada de
miR-16 ap6s normalizagdo por U6 em PBMC de pacientes portadores de obesidade A curva de dissocia¢do do
controle negativo de U6 (A) aparece em vermelho com pico em regibes diferentes daquele apresentado pelas
amostras, demonstrando a especificidade da reacdo. Ja para RNU6 (B), o pico de dissociacdo do controle negativo
aparece sobreposto as amostras, demonstrando amplificacéo inespecifica. Em miR-16-5p o pico de dissociac¢do do
controle negativo aparece em vermelho deslocado a esquerda, demonstrando amplificacdo especifica. Podemos
observar ainda o D) aumento da expressdo de miR-16-5p em PBMC de pacientes portadores de obesidade (P =
0,0386). Os dados estéo representados por Mediana e Intervalo Interquartil (Mediana + IQR 25%-75%). Os testes
de normalidade foram realizados utilizando o teste D'Agostino/Pearson e as diferencas estatisticas foram avaliadas

por teste t de Student e consideradas significativas quando P < 0,05. * P < 0,05
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5.11. Alterac6es no perfil de microRNAs em PBMC de individuos com obesidade

Afim de verificarmos se os microRNAs apontados como reguladores do fenotipo
Inflamm-aging estdo alterados na obesidade, realizamos a detec¢do por qRT-PCR de hsa-miR-
374b-5p e hsa-miR-214-3p. Observamos um aumento na expressao do hsa-miR-374b-5p em
PBMC de pacientes portadores de obesidade (P = 0,0386), enquanto ndo houve diferenga na

expressdo de hsa-miR-214-3p entre os grupos (Figura 16).
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Figura 166. A) Aumento na expressdo do hsa-miR-374b-5p em pacientes portadores de obesidade
(P =0,0386) e B) nivel de expressdo similar de hsa-miR-214-3p entre os grupos. Nos quadrantes inferiores
estdo representadas as curvas de dissociacao para controle de especificidade dos alvos detectados. Os dados estdo
representados por Mediana e Intervalo Interquartil (Mediana + IQR 25%-75%). Os testes de normalidade foram
realizados utilizando o teste D'Agostino/Pearson e as diferengas estatisticas foram avaliadas por teste t de Student

e consideradas significativas quando P < 0,05. *P < 0,05.
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6. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram a presenga de um amplo espectro de proteinas e microRNAS
atuantes na regulacdo dos fendtipos imunossenescéncia e Inflamm-aging, além de evidéncias
bioldgicas de sua relevancia através de alteracBes observadas na expressdo em PBMC de
pacientes com obesidade. Foram observados 0 aumento da expresséo proteica de RAGE e da
fosforilagdo das proteinas NF-kB e P38 e 0 aumento na expressdo génica de STATS3, indicando
a ativacdo da via AGE-RAGE, além de um aumento no microRNA proposto como um dos

reguladores centrais dos fen6tipos supracitados: hsa-miR-374b-5p.

Visando melhor compreender o impacto da rede composta por proteinas e microRNAs
envolvidos no Inflamm-aging e afim de encontrar as vias de sinalizagdo mais representativas
do fendtipo para posterior validagdo em amostras biolégicas de pacientes portadores de
obesidade, realizamos uma andlise de enriquecimento de via. Entre as vias de sinalizagdo mais
enriquecidas podemos observar, em primeiro lugar, a via “AGE-RAGE in diabetic
complications”, seguida por “TNF signaling pathway” e “C-type lectin receptor signaling
pathway”, todas (principalmente as duas ultimas) ja descritas como importantes reguladores da
resposta imune (KEGG PATHWAY: AGE-RAGE SIGNALING PATHWAY IN DIABETIC
COMPLICATIONS - HOMO SAPIENS (HUMAN), [s.d.]; KEGG PATHWAY: C-TYPE
LECTIN RECEPTOR SIGNALING PATHWAY - HOMO SAPIENS (HUMAN), [s.d.];

KEGG PATHWAY: TNF SIGNALING PATHWAY - HOMO SAPIENS (HUMAN), [s.d.]).

E importante ressaltar que nossas analises de bioinformatica apontaram para a via de
sinalizagdo “AGE-RAGE in diabetic complications” como a mais enriquecida de forma
totalmente independente da obesidade, mas relacionada com os fenoétipos de envelhecimento e
resposta inflamatdria. Interessantemente, ao validarmos os alvos preditos pelas analises
bioinformatica, observamos o aumento de RAGE em PBMC de individuos portadores de

obesidade em relacéo a controles eutroficos.
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Esse resultado vai ao encontro de estudos realizados em camundongos que apontam o
receptor RAGE como um importante regulador da obesidade. Um trabalho realizado por Song
e colaboradores demonstrou que a auséncia de RAGE em camundongos é capaz de prevenir o
ganho de peso e a resisténcia insulinica promovidos por uma HFD, além de prevenir a
infiltracdo de macrdfagos no tecido adiposo perigonodal e a polarizagdo dessas células para um
fendtipo mais reativo, ou M1. O mais interessante € que esses dados sdo observados tanto em
camundongos silenciados para RAGE, quanto em animais imunossuprimidos que receberam
transfusdo de medula déssea de camundongos silenciados para RAGE, demonstrando a
relevancia de linhagens hematopoiéticas expressando RAGE nas consequéncias metabdlicas e

inflamatorias observadas na obesidade (GRANT; DIXIT, 2015).

Além disso, embora ndo se saiba qual seu real impacto, RAGE tem um papel ativo na
propagacao de processos inflamatorios, o qual parece consequéncia principal da ativacéo de
NF-kB, levando ao aumento na expressao de uma série de citocinas, quimiocinas e moléculas
de adesdo. De fato, a importancia de RAGE ja foi demonstrada em um amplo espectro de
doencas pro-inflamatdrias como arteriosclerose, doenca de Alzheimer, artrite, falha respiratoria

aguda e, como observado nesse trabalho, na obesidade (CHUAH et al., 2013).

Curiosamente, ndo foi observada uma diferenca na expressdo genica da proteina MAPK14
entre grupos, o que poderia apontar para o papel dos microRNAs ne manutengdo da homeostase
celular, impedindo que haja uma ativacdo excessiva dessa proteina na obesidade e atuando
como mecanismo de controle da inflamagdo. Ao mesmo tempo, esse resultado pode ser uma
consequéncia da heterogeneidade celular observada em PBMC ou das altera¢fes observadas

nas proporcdes das subpopulagdes estudadas.

Porém, ao analisarmos o perfil de fosforilagdo de P38 (proteina expressa pelo gene
MAPK14), observamos um aumento na ativacéo dessa proteina em PBMC de obesos. Esses

resultados podem sugerir que o principal aumento na ativacdo de vias pré-inflamatoérias néo é
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via mecanismos de regulacdo transcricional, mas pelo controle do estado de fosforilagéo.
Contudo, podemos especular que, caso ndo houvesse um controle pés-transcricional e a
expressdo génica de MAPK14 estivesse elevada em PBMC de individuos com obesidade, esse

aumento poderia ser muito mais dramético.

Entre as demais proteinas presentes na via AGE-RAGE analisadas por gRT-PCR estéo
AKT1, cuja expressdo foi semelhante entre o grupo de pacientes portadores de obesidade e
controles e STATS3, cuja expressdo parece estar aumentada em PBMC de individuos com
obesidade. Serdo necessarias novas analises por citometria de fluxo discriminando o nivel de
expressdo para cada subtipo celular para obter uma resposta bioldgica confiavel acerca da
variacdo observada nos niveis de STAT3. Porém, observamos uma correlacdo entre a expressao
génica de STAT3 e o indice de massa corporal dos individuos estudados, o que nos fornece um
forte indicio de que de fato a proteina STAT3 esté alterada no contexto da obesidade (Figura

suplementar 2).

A via PI3K/AKT participa da regulacdo da migracdo, sobrevivéncia, proliferacdo e da
secrecdo de citocinas em macréfagos diante de diferentes estimulos metabolicos e
inflamatdrios. A ativacdo da via PI3BK/AKT em macréfagos se da diante da estimulacdo de
receptores tipo toll (TLR) e é responsavel por restringir sinais pro-inflamatérios e promover
vias anti-inflamatorias, atuando na inibicdo da sinalizacdo por TLR e da proteina pro-

inflamatdria NF-kB (VERGADI et al., 2017).

J& no contexto da obesidade, h& evidéncias do papel da AKT na regulagdo do metabolismo
energético, uma vez que o silenciamento dessa proteina em camundongos preveniu a obesidade
induzida por dieta, bem como sua associa¢do com a resisténcia insulinica na obesidade (WAN

etal., 2012).
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Porém, embora existam artigos demonstrando o papel da ATK1 no metabolismo e
resisténcia insulinica diante da obesidade, bem como seu papel na regulagdo da resposta
inflamatoria em macréfagos, ndo encontramos trabalhos acerca do papel inflamatério de AKT1

na obesidade, o que o torna um alvo interessante para estudos futuros.

AKT1 se torna um alvo ainda mais promissor na compreensdo do fendtipo
imunossenescente se consideramos que nossos resultados demonstram uma correlagéo positiva
entre a expressdo génica de AKT1 e a idade dos individuos estudados (Figura suplementar 1).
De fato, alguns estudos tém demonstrado o papel da ativacdo de AKT1 na indugdo da
senescéncia celular em diferentes linhagens celulares através da indugdo da parada permanente
do ciclo celular via P53/P21 (ASTLE et al., 2012; MIYAUCHI et al., 2004), importantes

marcadores de senescéncia celular (SHARPLESS; SHERR, 2015).

Ainda, se partirmos do pressuposto de que 0s genes mais estritamente regulados, ou seja,
com mais sitios de ligagcdo para microRNAs, sdo os mais relevantes para a manutencdo da
homeostase celular e perscrutarmos a literatura em busca de seu papel biologico, encontramos

informac@es bastante interessantes.

Um exemplo sdo as moléculas de adesdo de células vasculares-1 (VCAM-1), as quais tém
um papel bastante relevante no estabelecimento do fenédtipo pré-inflamatério, tendo sua
expressao induzida (juntamente com as moléculas de adesao intracelular-1, ICAM1) por uma
importante molécula pro-inflamatoria, o fator de necrose tumoral alpha (TNFa) (KONG et al.,
2018), cujo aumento no tecido adiposo diante da obesidade foi descrito em camundongos ainda
na década de 90 (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993). VCAM-1 foi
inicialmente descrita por seu papel inflamatério através da inducdo da adesdo vascular e
migracdo de linhagens leucocitarias como macrofagos e linfocitos T da corrente sanguinea para

outros tecidos, embora papeis variados como sua atividade na geragdo de ROS ou sua
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associagcdo com 0s processos de angiogénese e metastase tumoral venham sendo propostos

(KONG et al., 2018).

J& a proteina de morte celular programada 4 (PCDC4 ou PDC4) é uma proteina pro-
inflamatoria capaz de promover a ativacdo de NF-kB e de suprimir a expressdo da interleucina
regulatoria IL-10, conhecida por suas propriedades anti-inflamatorias. Sheedy e colaboradores
observaram uma reducdo na mortalidade de camundongos deficientes em PDCD4 ap0s
estimulo pré-inflamatério com lipopolissacarideo (LPS) e que a indugdo de NFkB e IL-6
(SHEEDY et al., 2010), duas moléculas pré-inflamatérias muito importantes e ja bem descritas
na obesidade (FEBBRAIO, 2014), bem como a inibicdo de IL-10, sdo dependentes da expressao

de PDCD4 (SHEEDY et al., 2010).

Um segundo estudo demonstra ainda que a deplecdo de PDCD4 em camundongos
alimentados com dieta rica em gordura (HFD) apresentam um fenotipo ndo-obeso quando
comparado ao grupo que expressa PDCD4, além de um aumento na sensibilidade a insulina e
reducdo na infiltracdo de macréfagos e secrecdo de citocinas no tecido adiposo, demonstrando
seu papel em consequéncias metabolicas e pré-inflamatorias observadas na obesidade (WANG

etal., 2013).

A ciclo-oxigenase-2 (COX-2 ou PTGS2), por sua vez, parece ser bastante importante no
estabelecimento da inflamacéo no tecido adiposo. Um estudo com ratos tratados com HFD e
silenciamento de COX-2 no tecido adiposo, resultou em uma reversao da liberacao elevada de
citocinas pré-inflamatorias e da diminuicdo de adiponectina observados em ratos obesos, além
da supressdo da ativacao transcricional de NF-kB. Além disso, a inibicdo de COX-2 reduz a
guimiotaxia de adipdcitos, comprometendo o recrutamento de macroéfagos e linfécitos T por
estas células. Esses resultados demonstram a importancia de COX-2 para o recrutamento de
células do sistema imune e para o estabelecimento do perfil pré-inflamatério observados em

individuos com obesidade.
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Porém, tdo importante quanto encontrar proteinas envolvidas no fendtipo imunossenescente
na obesidade, é encontrar moléculas capazes de orquestrar e integrar diferentes vias de
sinalizagdo celular. Assim, realizamos uma busca por todos os microRNAs envolvidos na
regulacdo dos genes previamente selecionados para os fendtipos imunossenescéncia ou
inflamm-aging e selecionamos apenas aqueles centrais para a integracdo das diferentes
proteinas seguindo a ideia de hubs, ou seja, moléculas que atual como nodos centrais conectores

em sistemas celulares complexos.

Fomos capazes de validar utilizando a técnica gRT-PCR com SYBR®Green e
oligonucleotideos iniciadores manualmente sintetizados dois dos microRNAs preditos como
reguladores do Inflamm-aging: hsa-miR-214-3p e hsa-miR-374b-5p. Curiosamente, ao
buscarmos na literatura através da base de artigos PubMed trabalhos envolvendo os 8
microRNAs resultantes das nossas analises, descobrimos que os Unicos que fomos capazes de
detectar por gRT-PCR sdo 0os mais descritos na literatura cientifica (Tabela suplementar 1), o
que pode ser indicativo da sua relevancia biolégica ou maior facilidade de detec¢do por gRT-
PCR. Porém, o mais interessante é que os microRNAs supracitados também foram pouco
estudados para funcdo imune ou mesmo detectados em PBMC, assim, aumento observado na
expressao de hsa-miR-374b-5p apenas pontua a importancia de ampliar os estudos envolvendo

a expressdo de microRNAs em diferentes patologias.

Um indicio indireto do papel de hsa-miR-374b-5p na regulacdo do sistema imune €
apresentado por Hu et. al. (2015) em um estudo realizado abordando a nefropatia por IgA, uma
doenca autoimune associada a faléncia hepatica, onde foi demonstrado que a inibicdo deste
microRNA leva ao aumento na expressao da PTEN (proteina fosfatase homoéloga a tensina) da
chaperona COSMC (core 1 p3GalT-specific molecular chaperone), prevenindo a proliferacédo
celular e a glicosilacdo aberrante de IgA1, responsavel pelo estabelecimento desta nefropatia

(HU et al., 2015).
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Finalmente, miR-214-3p aparece na literatura associado a leucemia linfoide aguda de
células T (T-ALL). O estudo em questdo toma como ponto de partida uma abordagem
semelhante a nossa: encontrar por técnicas de bioinformatica microRNAs com potencial para
regular a expressdo de uma proteina importante para o estabelecimento da doenga: B-Cell
Lymphoma/Leukemia 11B (BCL11B). Observaram entdo, através de qRT-PCR, uma reducédo
na expressdo de miR-214-3p em PBMC de pacientes com T-ALL. Além disso, observaram uma
correlacdo negativa significativamente relevante entre miR-214-3p e a proteina BCL11B em

pacientes com T-ALL (HE et al., 2018).

Em relacdo aos demais microRNAs apontados como reguladores do fenotipo
imunossenescente nesse estudo, alguns ja haviam sido descritos em PBMC em fungdes
inflamatorias consistentes com a imunossenescéncia e outros estdo muito pouco descritos ou

foram estudados para condi¢6es completamente distintas.

Alguns dos microRNAs obtidos nas anélises de bioinformética ainda foram muito pouco
exploradas em trabalhos académicos, como € o caso de miR-3163 e miR-548d-3p, 0s quais sdo
referidos em apenas 4 trabalhos na literatura (Tabela suplementar 1). Assim, considerando as
evidéncias apresentadas neste trabalho apontando sua relevancia na regulacdo de proteinas
envolvidas nos fen6tipos imunossenescéncia e Inlflamm-aging, se faz de extrema importancia
gue mais estudos explorando esses microRNAs sejam realizados com técnicas mais sensiveis,
uma vez que utilizando a técnica qRT-PCR com SYBR®Green e oligonucleotideos iniciadores

manualmente sintetizados, ndo fomos capazes de detecta-los em PBMC.

O mesmo problema técnico ocorreu com os demais microRNAS, com excecdo de miR-214
e miR-374. Porém, a maioria dos microRNAs restantes contém mais informacdes acerca de seu
papel bioldgico do que miR-3163 e miR-548d-3p. Por exemplo, papeis diversos tem sido
atribuidos a miR-369-3p, como sua atuagdo na supressdo da migracéo e supressdo celular via

SRY -related HMG box transcription factor 4 (SOX4) nas linhagens celulares SH-SY5Y e 293T
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in vitro, além de ter sido observado um aumento na expressdo desse microRNA em amostras
de tecido intestinal de pacientes com doenca de Hirschsprung, uma doenca que envolve a
auséncia de células ganglionares em porc¢des intestinais (PAN et al., 2017). Outro trabalho
demonstra ainda a acdo de miR-369-3p na inibicdo da proliferacdo celular em cancer papilar de
tireoide (LI; DONG; WANG, 2018). Porém, o que mais se aproxima do contexto apresentado
neste trabalho ao propor miR-369-3p como um regulador metabolico € um estudo que
demonstra a reducdo de sua expressdo em PBMC no periodo pés-prandial seguindo uma
refeicdo com alto teor de gorduras supersaturadas — estudo na qual miR-495-3p também aparece

elevado (LOPEZ et al., 2018).

A mesma heterogeneidade funcional é observada nos demais microRNAs obtidos com as
andlises de bioinformatica. Isso pode se dar pelo fato de que, embora sua descoberta tenha se
dado em 1993, apenas com o passar do tempo passamos a direcionar maiores esforgos para o
estudo de microRNAs e a avaliacdo de seu real impacto na regulacéo de sistemas bioldgicos

(VARANI, 2015).

Um outro achado interessante do presente estudo foi 0 aumento na expressdo de miR-16-5p
em PBMC de pacientes portadores de obesidade. MiR-16-5p é apontado na literatura como
controle endégeno amplamente estavel entre diferentes tecidos (LIANG et al., 2007), sendo
comercialmente recomendado como normalizados e também para células do sistema imune
como linfécitos T maduros (DROBNA et al., 2018). Porém, nossos resultados corroboram com
outros estudos que propde miR-16-5p como um microRNA importante no envelhecimento e na
regulacdo da senescéncia celular. Frasca e colaboradores (2015), por exemplo, demonstram o
aumento de miR-16 durante o envelhecimento e o apontam como um dos responsaveis pelo
comprometimento funcional de células B nessa condigdo (FRASCA et al., 2015). Além disso,
Kitadate e colaboradores (2015) demonstram que os niveis de expressdo de miR-16 regulam o

destino de células T em diferentes linfomas, levando-as a apoptose ou senescéncia celular.
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Nesse modelo foi demonstrado que o0 aumento de miR-16 é responsavel por induzir senescéncia

celular via regulacéo de P21 (KITADATE et al., 2016).

Durante as analises de expressdao de microRNAs por qRT-PCR encontramos algumas
dificuldades metodoldgicas. Um dos grandes complicadores para o estudo de expressdo de
microRNAs é seu tamanho reduzido (aproximadamente 22 nt), o que exigiu o desenvolvimento
de novas ferramentas para sua deteccdo. Uma das maiores modificacGes é a necessidade de
iniciadores especificos para cada microRNA durante o processo de sintese de cDNA, o que
adiciona um grau a mais de complexidade em sua deteccdo, uma vez que é muito dificil saber
se, quando um produto amplifica, € um problema na eficiéncia da reagdo para o iniciador da
sintese ou da reacdo de deteccdo por gRT-PCR. Além disso, alguns desses iniciadores parecem
funcionar apenas quando incluidos isoladamente na reacdo, mesmo quando utilizada uma
técnica padrao ouro (resultados preliminares, Figura suplementar 3), o que € se torna um grande

complicador quando existe uma limitacdo na quantidade de amostra bioldgica disponivel.

As ferramentas de bioinformatica utilizadas nesse estudo foram escolhidas afim de evitar a
simplificacdo demasiada de uma abordagem geneticamente determinista. Tendo isso em mente,
iniciamos este trabalho com uma busca por ensaios de microarranjo capazes de detectar
centenas de diferentes genes e microRNAs potencialmente envolvidos com o
comprometimento da homeostase observado em PBMC de individuos portadores de obesidade
(KEUSTERMANS et al., 2017; SHERIDAN et al., 2012). Porém, ao longo do desenvolvimento
da técnica, foram descobertos vieses bastante relevantes no estudo de genes e microRNAS em

PBMC por microarranjos.

Primeiramente, é importante notar o quanto alteracdes na expressdo génica observadas em
PBMC podem ser mais um artefato da alteracdo nas frequéncias das subpopulagdes celulares,
representados por linfocitos B, linfocitos T, mondcitos, macr6fagos, matadoras naturais (NK),

do que uma representacdo real do aumento de determinada proteina. De fato, anélises de
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citometria de fluxo realizadas neste trabalho demonstram um aumento na proporcao celular de
mondcitos CD14" ndo acompanhado por um aumento no nimero de linfocitos T auxiliares
CD4" (Figura 12). Assim, genes apontados como diferencialmente expressos poderiam apenas
ser um reflexo do aumento relativo na quantidade de mondcitos ou redugdo proporcional no

ndmero de linfocitos.

Por exemplo, se nosso objetivo fosse detectar a molécula de superficie CD14, marcador
conhecido para mondcitos, por microarranjo em uma populacdo de PBMC e observassemos
que a expressao dessa molécula aumenta de 20% para 50% em mononucleares de pacientes
portadores de obesidade, poderiamos inferir erroneamente que linfécitos tiveram um aumento
ou passaram a expressar a molécula CD14, quando na verdade, como pudemos observar, o que
houve foi um aumento na proporc¢éo de mondcitos entre PBMC de individuos obesos. Essas
alteracdes poderiam ainda enganosamente diluir um efeito de aumento na expressao de um gene
em uma populacdo celular presente em menor propor¢do, 0 que poderia nos levar a ignorar

genes biologicamente relevantes.

Além disso, trabalhos prévios do nosso grupo reforcaram a baixa representatividade e
apontam problemas na reprodutibilidade de analises com microarranjo através da comparacao
entre trés microarranjos génicos distintos para PBMC em individuos portadores de obesidade,
onde apenas um grupo muito pequeno de genes de mostrou consistentemente diferencialmente

expresso entre os diferentes ensaios (Pierdond, V., manuscrito em preparacao).

Assim, uma alternativa para este problema teria sido uma busca pela literatura por genes ja
descritos por seu envolvimento com o fen6tipo da imunossenescéncia, mas isso poderia nos
levar a perder uma grande quantidade de informacéo descrita apenas indiretamente para este
fenotipo e/ou apenas descrever novamente dados bem estabelecidos. Isso acabaria nos levando
a ignorar uma série de informagdes pouco exploradas. Por exemplo, em 2018, Stoeger e

colaboradores publicaram um estudo alarmante, afirmando que os esforgos cientificos hoje se
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concentram em apenas 2.000 dos 19.000 genes descritos para 0 genoma humano. Mais do que
isso, a maior parte dos genes estudados hoje sdo referentes a proteinas que ja eram alvo de
experimentacao nas décadas de 80 e 90 por apresentarem caracteristicas quimicas e bioldgicas
que facilitavam sua deteccéo. Isso nos sugere que, embora a humanidade tenha experimentado
um avanco tecnolégico significativo, permitindo a deteccdo de biomoléculas com preciséo
muito maior do que ha 40 anos atras, pesquisas recentes continuam focando nessas mesmas

proteinas ha muito conhecidas (STOEGER et al., 2018).

Tendo em vista a baixa representatividade dos microarranjos, bem como a baixa
disponibilidade de microarranjos disponiveis para microRNAs e para evitar a perda de
informacdo que poderia ocasionar de uma andlise bibliografica manual, passamos a buscar
métodos alternativos para a obtencéo de proteinas e microRNAs relevantes para o fenotipo

imunossenescente.

Para isso, passamos a utilizar uma ferramenta muito Util para analises mais abrangentes e
gue tem como premissa inicial ndo a doenca ou o tipo celular, mas o fenotipo geral resultante

de condicdo de forma independente do modelo celular estudado: a analise por ontologia.

Conforme supracitado, analises ontoldgicas ndo consideram tipo celular e, portanto, podem
ser mais importantes em uma andlise ndo-excludente, que visa encontrar novos alvos
biologicamente relevantes em uma condicdo. Uma grande vantagem de se partir de uma analise
baseada em fendtipos celulares é a premissa de que, sabendo que determinado grupo de
proteinas esta descrito para um fenotipo e encontrando estas como diferencialmente expressas
em nosso modelo celular, temos uma forte evidéncia de que o fen6tipo a priori selecionado

para analise é de fato relevante para esse tipo celular na condicao estudada.

Assim, em nossa abordagem, partimos ndo de genes descritos como diferencialmente

expressos na obesidade, mas de fendmenos bioldgicos relevantes observados nessa condicao:
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um estado pro-inflamatério cronico e seus paralelos fisiologicos com o envelhecimento
cronoldgico. Conforme mencionado anteriormente, nossas analises resultaram em uma lista de
334 proteinas descritas para o termo “Aging” e 966 incluidas no termo “Inflammatory
response”. Com o intuito de selecionar moléculas potencialmente relevantes para os fen6tipos
imunossenescéncia e/ ou Inflamm-aging, passamos a trabalhar apenas com os genes incluidos
na interseccdo entre os dois termos ontoldgicos acima citados, ou seja, genes envolvidos
simultaneamente com o envelhecimento e com a resposta inflamatdria. Interessantemente,
utilizando essa abordagem - sem nenhum filtro para o tipo celular ou a doenca estudada -
obtivemos uma lista bastante consistente, contendo diversos genes ja descritos e validados pelo
seu papel inflamatério em PBMC na obesidade. Porém, por ser uma abordagem sistematica,
nos deparamos com uma série de genes nao relatados no seu papel na obesidade e que poderiam

ter sido ignorados em uma analise revisional tradicional da literatura.

Curiosamente, a grande maioria dos genes obtidos nessa analise ja esta de fato descrita em
maior ou menor grau para no contexto da obesidade, o que ao mesmo tempo nos confirma a
validade do modelo na busca por moléculas biologicamente relevantes e nos mostra que a
obesidade parece de fator ser uma doenca estudada principalmente pelo seu viés inflamatdrio.
De fato, os processos pro-inflamatorios parecem ser tdo relevantes para o estabelecimento e
manutencdo da obesidade, que o tecido adiposo tem sido proposto como um 6rgdo imunoldgico

nesta condicdo (GRANT; DIXIT, 2015).

Em relacdo a reducdo observada na viabilidade celular em PBMC de individuos portadores
de obesidade, é importante mencionar que essa observacéo corrobora com resultados prévios
do nosso grupo que apontam uma menor capacidade de lidar com estresse e recuperar danos ao
DNA por comprometimento na sinaliza¢do de vias de reparo como a reducgéo da fosforilagéo
da histona H2A histone family member X, ou H2AFX ((PARISI et al., 2017, Parisi, M. M.,

manuscrito em producéo).
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Essa incapacidade de corrigir danos no DNA pode levar ao acimulo excessivo de dano e a
baixa capacidade de lidar com estresses que podem ser causados pelo isolamento de PMBC via
gradiente de densidade ou congelamento em SFB com 10% DMSO, um reagente extremamente
toxico para as células quando em temperatura ambiente. Esses processos podem reduzir a
viabilidade celular (RIEDHAMMER; HALBRITTER; WEISSERT, 2014), mas um perfil t&o
significativo de morte ndo é observado em PBMC de individuos eutréficos, corroborando com
a ideia do comprometimento da capacidade da célula de responder a estresse na obesidade

(PARISI et al., 2017).

Além disso, nossos resultados demonstram um aumento bastante elevado na proporcao de
mondcitos CD14" em pacientes portadores de obesidade. De fato, a literatura relata alteracdes
funcionais na medula 6ssea levando ao aumento de células progenitoras mieloides apos dieta
rica em gordura, além de uma potencializagdo do processo inflamatério em macréfagos
derivados dessas progenitoras (SINGER et al., 2014). Um estudo por Liu, A., et al. (2018)
demonstra ainda que esse predominio da linhagem mieloide € notavel ap6s 6 semanas de dieta

rica em gordura e é dependente do receptor tipo Toll 4 (TLR4) (LIU et al., 2018).

Por fim, podemos concluir que as proteinas e microRNAs propostos pelas analises de
bioinformética como relevantes na regulacdo da imunossenescéncia estavam de fato alterados
em PBMC de pacientes com obesidade, demonstrando a capacidade do nosso modelo de prever
fendmenos bioldgicos relevantes. Além disso, pudemos observar a grande relevancia da via
AGE-RAGE em células mononucleares de sangue periférico de individuos portadores de
obesidade e a alteracdo na expressao de hsa-miR-374b-5p nestes pacientes, enfatizando a
importancia de mais estudos acerca do papel regulatério desde e de outros microRNAS no

contexto da obesidade.
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7. PERSPECTIVAS

7.1.

7.2.

7.3.

74.

7.5.

Avaliar a expresséo dos demais microRNAs propostos como centrais na regulagao dos
fendtipos imunossenescéncia e inflamm-aging.

Investigar se a incubacdo de PBMC de um individuo saudavel com um mimético de
miR-374-5p (ou outro microRNA que eventualmente possa vir a ser descoberto como
diferencialmente expressos em PBMC de individuos com obesidade) é capaz de
induzir a ativagédo de RAGE e aumento da expressao génica de STAT3, bem como um
aumento no nivel de fosforilacdo de NFkB e P38.

Investigar se a incubacdo de PBMC de individuo portador de obesidade com uma
molécula antagonista de miR-374-5p (ou outro microRNA que eventualmente possa
vir a ser descoberto como diferencialmente expressos em PBMC de individuos com
obesidade) é capaz de reverter os efeitos observados nesse estudo.

Investigar se ha comprometimento da resposta celular via RAGE incubando PBMC
de individuos portadores de obesidade e controles a um agonista de RAGE (HMGB1)
e analisar os niveis de expressdo de RAGE em resposta a esse estimulo. A partir da
amplitude das diferencas pré- e pos-estimulo, poderemos observar se houve ou nédo
perda da sensibilidade de RAGE no contexto da obesidade.

Observar se houve inducdo do fendtipo senescente e SASP ap6s incubacdo de PBMC
de individuos portadores de obesidade e controles com HMGBL1. A avaliacdo das
citocinas envolvidas no SASP sera realizada via citometria de fluxo e do fenétipo
imunossenescente através da avaliagdo do status proliferativo (via Ki-67),
comprimento telomérico, niveis totais de espécies reativas de oxigénio (ROS) além da
expressdo de marcadores como CD28, CD57 e KLRG1 para linfécitos T e de miR-

146a para macréfagos.
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7.6.

1.1.

7.8.

Observar a expressdao de RAGE e demais elementos da via em PBMC de um doador
saudavel quando incubadas com plasma de individuos portadores de obesidade ou
controles, afim de investigar se a exposi¢ao ao ambiente celular alterado observado no
contexto da obesidade é capaz de modular essa via.

Quantificar a expressdo de agonistas de RAGE, como HMGB1 e HSP70, no plasma
de individuos portadores de obesidade e controles, afim de compreender se ativadores
de RAGE estéo presentes em maior quantidade no contexto da obesidade.

Incubar PBMC de um individuo saudavel com plasma de individuos portadores de
obesidade ou controles, associado a um inibidor de RAGE e avaliar a expressdo de
RAGE e demais elementos da via, afim de compreender se a mudanca de expresséo
dos elementos descritos para a via AGE-RAGE, caso observada, se da de fato via
ativacdo de RAGE. Investigar ainda se a presenca do inibidor de RAGE é capaz de

impedir o desenvolvimento do fenétipo imunossenescente.
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Figura suplementar 1. Correlagdo positiva entre a expressao génica de AKTL1 e idade
cronoldgica. Ndo foram observadas correlacGes entre idade e os demais genes da via AGE-
RAGE ou microRNAs-374 e -214. Os testes de normalidade foram realizados utilizando o teste
Shapiro-Wilk e os coeficientes de correlacdo foram analisados pelo coeficiente de correlacéo
de Pearson para dados paramétricos ou coeficiente de correlacdo de postos de Spearman para

dados ndo-paramétricos. As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,005; r
= coeficiente de correlacéo.
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Figura suplementar 2. Correlacdo positiva entre a expressao génica de STAT3 e IMC.
N&o foram observadas correlagdes entre IMC e os demais genes da via AGE-RAGE ou
microRNAs-374 e -214. Os testes de normalidade foram realizados utilizando o teste Shapiro-
Wilk e os coeficientes de correlacdo foram analisados pelo coeficiente de correlacdo de Pearson
para dados paramétricos ou coeficiente de correlacdo de postos de Spearman para dados néo-
paramétricos. As diferengas foram consideradas significativas quando P < 0,05; r = coeficiente

de correlacéo.
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A)

Sintese de cDNA com iniciadores para U6 e miR-495 adicionados
simultaneamente

B)

.\-~/_"_ /\/ : --;;J/'*i-\;:..'- i

Sintese de cDNA com iniciadores para U6 e miR-495 adicionados
individualmente

Figura suplementar 3. Amplificagho por gRT-PCR a partir de duas sinteses
independentes: A) Utilizando oligonucleotideos iniciadores para sintese de U6 e miR-495
simultaneamente, no mesmo tubo de reacdo. U6: amarelo (5ng de amostra) e vermelho (controle
negativo); miR-495: tons de verde; A) Utilizando oligonucleotideos iniciadores para sintese de
U6 e miR-495 independentemente, em diferentes tubos de reagcdo. U6: azul claro (5ng de
amostra) e verde (controle negativo); miR-495: lilas (5ng de amostra) e azul escuro (controle

negativo). Temperatura de anelamento 60°C para ambas as reagdes.
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Tabela suplementar 1. Numero de artigos obtidos na busca pelos microRNAs centrais

descritos nesse trabalho na base de dados online PubMed.

MicroRNAs N° de resultados Em mononucleares?
miR-214-3p 61 Sim
miR-374-5p 42 Nao
miR-369-3p 15 Sim
miR-520f 15 Nao
miR-495-3p 12 Sim
miR-548c-3p 11 Nao
miR-548d-3p 4 N3o
miR-3163 4 N3o
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11. ANEXOS
11.1. Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um estudo para conhecer melhor sobre o
quanto o sobrepeso afeta medidas de envelhecimento celular em pessoas com obesidade de grau
Il (obesos morbidos) submetidos a cirurgia baritrica no periodo transoperatorio e em

voluntarios sadios.

A obesidade moérbida — ou obesidade de grau Il — definida pelo IMC > 40, é uma grave
condigdo cronica de satde que ndo tem uma causa Unica. Dentre os efeitos nocivos, a obesidade
tem sido associada ao maior risco de desenvolver doengas como diabetes, hipertenséo e cancer,
afetando substancialmente a qualidade de vida do portador, além de possuirem uma expectativa

de vida reduzida.

Apesar da importancia de sabermos quais séo os efeitos da obesidade, ainda s&o poucos 0s

estudos que avaliaram esses efeitos sobre medidas genéticas de envelhecimento celular.

O conhecimento dos efeitos da obesidade morbida sobre a degradacdo do DNA durante o
processo de envelhecimento celular pode trazer amplos beneficios em termos de satde publica,
no que diz respeito a criacdo de medidas que objetivem evitar e controlar o excessivo aumento
de peso da populacdo em geral, visando a prevencdo de diversas doencas associadas a

obesidade.

Antes de consentir com sua participacao, solicitamos que vocé leia as informacdes contidas

neste termo de consentimento.
1. QUAL E OBJETIVO PRINCIPAL DO ESTUDO?

O objetivo principal deste estudo é avaliar os efeitos da obesidade morbida durante o
processo de envelhecimento em uma populacdo de obesos mdérbidos submetidos a cirurgia

bariatrica, no periodo transoperatorio, e individuos saudaveis.
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2. COMO O ESTUDO SERA REALIZADO E QUAL SERA A MINHA PARTICIPACAO

NO ESTUDO?

O paciente, ou responsavel legal serdo convidados a responder perguntas que revisam
aspectos clinicos, sociais e de salde, do paciente e de seus familiares. Os pacientes serdo
convidados a responder a dois questionarios relacionados a qualidade de vida relacionada a

salde e ambiente familiar (Questionario de Qualidade de Vida-SF-36 e Questionario FACES
).

Esses questionarios serdo realizados por um entrevistador. Apds o preenchimento dos
questionarios, serd solicitada aos pacientes a permissdo para a coleta de uma amostra de
esfregaco de células da bochecha interna da boca (mucosa oral) e coleta de 1 ml de sangue do
seu braco (sangue periférico). As coletas serdo realizadas por uma equipe treinada no periodo

transoperatério.
3. QUAIS SAO OS RISCOS E BENEFICIOS DO ESTUDO?

Ao participar do nosso estudo vocé pode auxiliar os pesquisadores a melhorar 0s
conhecimentos sobre a obesidade no Brasil, trazendo beneficios para a prevencao e cuidados
para satde. Estimamos um desconforto minimo no momento da puncéo venosa para retirada de
sangue ou do esfregaco da bochecha para a obtencdo de células da mucosa interna da boca. Ndo

prevemos maiores riscos associados a ditos procedimentos.
4. QUEM TERA ACESSO AS INFORMAGOES DESTE ESTUDO?

Os dados dos questionarios e os resultados individuais dos estudos de obesidade sédo
confidenciais e ndo poder&o ser utilizadas para outros objetivos que ndo estejam descritos neste
termo. Os resultados deste estudo deverao ser publicados, porém a identidade dos participantes
ndo sera revelada em nenhum momento. As amostras bioldgicas serdo armazenadas apenas com

seu registro, sem 0 nome ou iniciais. Somente os pesquisadores poderdo identificar a origem
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das amostras. Os Comités de Etica e Pesquisa da PUCRS ou da UFRGS poder&o ter acesso aos

dados da pesquisa para poder assegurar que seus direitos estdo sendo protegidos.
5. QUAIS SAO AS COMPENSACOES DA PARTICIPACAO NO ESTUDO?

N&o haverd custos para os participantes do estudo. Vocé também nédo receberd nenhum

pagamento pela participagéo no trabalho.
6. PODEREI DESISTIR DE PARTICIPAR DO ESTUDQO?

Os participantes podem em qualquer momento cancelar sua participag@o no estudo. Isto ndo
influenciara o andamento do estudo e seus resultados futuramente, nem o tratamento oferecido

pela equipe responsavel.

7. A QUEM DEVO ME DIRIGIR PARA MAIORES INFORMACOES SOBRE A

PESQUISA?

Se vocé tiver qualquer davida sobre seus direitos como participante do estudo, vocé pode
ligar e contatar os responsaveis pelo estudo no telefone (51) 3308 5763 e falar com Lucas Grun
ou a Dra. Florencia Barbé-Tuana. Também pode entrar em contato com o Comité de Etica e
Pesquisa da UFRGS (51) 3308 3738 ou PUCRS (51) 3320 3345), e contatar os coordenadores
Profs. Marcelo Lazzaron Lamers e Wania Aparecida Partata, ou o Prof. Rodolfo Herberto

Schneider, respectivamente.
Favor preencher abaixo se concordar em participar do estudo:

Eu, , fui informado (a) dos

objetivos desta pesquisa de forma clara e detalhada. Recebi informacdes sobre todos os
procedimentos que serdo feitos e 0s possiveis desconfortos, riscos e beneficios associados.

Todas as minhas duvidas foram esclarecidas e sei que poderei solicitar novas informagdes a
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qualquer momento. Além disso, sei que as informacdes obtidas durante o estudo séo

confidenciais e privadas, e que poderei me retirar do estudo a qualquer momento.
ASSINATURAS

Sua assinatura abaixo demonstra que vocé recebeu e leu este termo, entendeu todas as
informagdes relacionadas ao estudo proposto, esclareceu suas duvidas e concordou com a sua

participacdo em nosso estudo.

Nome do paciente (ou responsavel)

Se responsavel: ( ) mde ( ) pai ( )outros:

Contatos: ()

Assinatura ()
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinacao do comprimento de telomeros em diferentes populacoes celulares de
obesos morbidos

Pesquisador: Fatima Theresinha Costa Rodrigues Guma

Area Temdtica:

Versao: 2

CAAE: 26793114.0.0000.5347

Instituicao Proponente: Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de Ciéncias Basicas da
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 640.817
Data da Relatoria: 20/03/2014

Apresentacao do Projeto:

A obesidade € uma desordem definida pelo indice de massa corporal (IMC),

relacionada diretamente com a porcentagem de gordura corporal total. Além de

contribuir para o surgimento de desequilibrios metabcdlicos, a obesidade acelera os

processos celulares do envelhecimento, reduzindo a expectativa de vida. Este estudo, no contexto de uma
dissertacéao de mestrado, avaliara o tamanho de telémeros em individuos obesos.

Objetivo da Pesquisa:

O presente projeto visa agregar aos estudos com individuos obesos dados sobre o encurtamento dos
teléomeros.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos e beneficios adequadamente apresentados.

Comentdrios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Possui mérito.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

TCLE apresentado adequadamente

Concordancia do ambulatorio de Cirurgia Barigtrica do Hospital Sao Lucas da PUCRS presente.

Enderego: Av. Paulo Gama, 110 - Sala 317 do Prédic Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro

Bairro: Farroupilha CEP: 90.040-060
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3308-3738 Fax: (51)3308-4085 E-mail: etica@propesq.ufrgs.br
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& UNIVERSIDADE FEDERAL DO

UFRGS RO GRANDE DO SUL/PRO- G
uriversieane reoemss  REITORIA DE PESQUISA -

DO RIO GRAMNOE DD SUL

Continuacao do Parecer: 640.817

Recomendacoes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

Projeto adequado e nao apresentando pendéncias

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Aprovado

PORTO ALEGRE, 08 de Maio de 2014

Assinador por:
MARIA DA GRACA CORSO DA MOTTA
(Coordenador)

Endereco: Av. Paulo Gama, 110 - Sala 317 do Prédio Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro

Bairro: Farroupilha CEP: 90.040-060
UF: RS Municfpio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3308-3738 Fax: (51)3308-4085 E-mail: etica@propesq.ufrgs.br

asil

Plataformoa
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11.3.

Anexo 3 — Parecer aprovado pelo CEP da PUCRS

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE Wm
DO SUL - PUC/RS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacao do comprimento dos teldmeros em pacientes obesos com indicacdo de
tratamento cirtirgico e sua evolugao apds a cirurgia baridtrica

Pesquisador: Alexandre Vontobel Padoin

Area Temitica:

Versao: 3

CAAE: 29576014.4.1001.5336

Instituicao Proponente: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCACAO E ASSISTENCIA
Patrocinador Principal: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 760.537
Data da Relatoria: 31/08/2014

Apresentacao do Projeto:
Sem ressalvas.

Objetivo da Pesquisa:

Sem ressalvas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Sem ressalvas.

Comentdrios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Sem ressalvas.
Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Sem ressalvas.

Recomendacodes:

Recomenda-se que o endereco do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS seja atualizado no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido:

Av. Ipiranga 6681, Preédio 40 - Sala 505

Porto Alegre /RS - Brasil - CEP: 90619-900

Fone/Fax: (51) 3320.3345

Endereco: Av.lpiranga, 6681, prédio 40, sala 505

Bairro: Partenon CEP: 90.619-900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE
DO SUL - PUC/RS

Continuacao do Parecer: 760.537

E-mail: cep@pucrs.br

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
As pendéncias foram atendidas.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

PORTO ALEGRE, 21 de Agosto de 2014

Assinado por:
Rodolfo Herberto Schneider

(Coordenador)
Enderego: Av.Ipiranga, 6681, predio 40, sala 505
Bairro: Partenon CEP: 90.619-900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone:  (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br
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11.4. Anexo 4 — QR Code e link de acesso para 0 navegador para a rede de interagoes
contendo 8 microRNAs propostos como nodos centrais para 0s fenotipos

imunossenescente e inflamm-aging, bem como dos 39 genes por eles regulados.

https://drive.google.com/open?id=1wcyRTTMrSw8-zAdWSx rn05WdJtdg74L
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https://drive.google.com/open?id=1wcyRTTMrSw8-zAdWSx_rn05WdJtdg74L

11.5. Anexo 5 - QR Code e link de acesso para 0 navegador para a via de sinalizacao
AGE-RAGE adaptada a partir da base de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEEG) com destaque a direita para os 8 microRNAs-chave , juntamente

com seus respectivos alvos proteicos (destacados também em azul na via).

https://drive.google.com/open?id=1m- y9VPIHwa5dVPvnCfAQV9-D8L2U7Cp
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11.6. Anexo 6 - Resumos em congressos

1. LAVANDOSKI, P.; PIERDONA, V. ; GUMA, F. T. C. R. ; BARBE-TUANA, F. M.
. Enrichment pathway analysis and microRNA expression profile involved in premature
ageing and inflammation in peripheral blood mononuclear cells from obese patients.

2018. (Apresentacao de Trabalho/Congresso).

2. LAVANDOSKI, P.; PIERDONA, V. ; GUMA, F. T. C. R. ; BARBE-TUANA, F. M.
. Evaluation Of Expression And Interaction Of Micrornas Described For Ageing And
Inflammation In Peripheral Blood Mononuclear Cells From Obese Patients. 2018.

(Apresentacdo de Trabalho/Outra).

3. LAVANDOSKI, PATRICIA; PARISI, M. M. ; GRUN, L. K. ; ALVES, L. B. ;
BRISTOT, I. J. ; MATTIELLO, R. ; MOTTIN, C. C. ; KLAMT, F. ; JONES, M. H. ;
PADOQOIN, A. V. ; GUMA, F. T. C. R.; BARBE-TUANA, F. M. . Immunosenescence
Induced by Plasma From Individuals With Obesity Caused Cell Signaling Dysfunction

and Inflammation. 2017. (Apresentacdo de Trabalho/Congresso).
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11.7. Anexo 7 — Artigos publicados

1. PICARELLI, MARIA MERCEDES ; DANZMANN, LUIZ CLAUDIO ; GRUN,
LUCAS KICH ; JUNIOR, NEVTON TEIXEIRA ROSA ; LAVANDOVSKY,
PATRICIA ; GUMA, FATIMA THERESINHA COSTA RODRIGUES ; STEIN,
RENATO T. ; BARBE-TUANA, FLORENCIA ; JONES, MARCUS HERBERT .
Avrterial stiffness by oscillometric device and telomere lenght in juvenile idiopathic
artrhitis with no cardiovascular risk factors: a cross-sectional study. Pediatric

Rheumatology e, v. 15, p. PMC5418721, 2017.

2. PARISI, MARIANA MIGLIORINI ; GRUN, LUCAS KICH ; LAVANDOSKI,
PATRICIA; ALVES, LETICIA BISCAINO : BRISTOT, IVl JULIANA
MATTIELLO, RITA ; MOTTIN, CLAUDIO CORA ; KLAMT, FABIO ; JONES,
MARCUS HERBERT ; PADOIN, ALEXANDRE VONTOBEL ; GUMA, FATIMA
COSTA RODRIGUES ; BARBE-TUANA, FLORENCIA MARIA
Immunosenescence induced by plasma from individuals with obesity caused cell

signaling dysfunction and inflammation. Obesity e, v. 25, p. 1523-1531, 2017.

3. GRUN, LUCAS KICH ; TEIXEIRA, NEVTON DA ROSA ; MENGDEN, LUCIA
VON ; DE BASTIANI, MARCO ANTONIO ; PARISI, MARIANA MIGLIORINI ;
BORTOLIN, RAFAEL ; LAVANDOSKI, PATRICIA ; PIERDONA, VINICIUS ;
ALVES, LETICIA BISCAINO ; MOREIRA, JOSE CLAUDIO FONSECA ; MOTTIN,
CLAUDIO CORA ; JONES, MARCUS HERBERT ; KLAMT, FABIO ; PADOIN,
ALEXANDRE VONTOBEL ; GUMA, FATIMA COSTA RODRIGUES ; BARBE-

TUANA, FLORENCIA MARIA . TRF1 AS A MAJOR CONTRIBUTOR FOR
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TELOMERES" SHORTENING IN THE CONTEXT OF OBESITY. FREE RADICAL

BIOLOGY AND MEDICINE icr, 2018.
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11.8. Anexo 8 — Premiacgédo em congresso

1. Mencédo honrosa durante a XXXII reunido anual da FeSBE, em 2017, pelo trabalho
intitulado “Immunosenescence induced by plasma from individuals with obesity caused

cell signaling dysfunction and inflammation”.
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