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RESUMO

Introducédo: A incidéncia elevada das doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) é
uma realidade no Brasil, como € o caso da obesidade e do diabetes mellitus tipo 2
(DM2). A inflamacédo sistémica, cronica e de baixa intensidade esta diretamente
relacionada a obesidade, tendo o lipopolissacarideo (LPS) como um dos
componentes principais da via. Individuos com DM2 apresentam complicagdes como
distarbio micro e macrovascular que podem ocasionar retinopatia, nefropatia,
neuropatia, doencga coronariana, doenca cerebrovascular e doenca arterial periférica.
Os microRNAs (miRNAs) sdo moléculas curtas de éacido ribonucleico (RNA) que
atuam na regulacdo da expresséo génica pela interacdo com o RNA mensageiro. A
relacdo entre o envolvimento dos miRNA na obesidade e no DM2 é cada vez mais
estudada devido ao papel de alvos terapéuticos. Justificativa: Com o aumento da
prevaléncia das DCNT, é fundamental que haja mais estudos a cerca de terapias que
possam corraborar para o tratamento e/ou prevencao dessas doencgas, COmo € 0 caso
dos miRNAs. Objetivo: Analisar os efeitos dos miRNA como alvos terapéuticos na
obesidade e DM2. Material e métodos: Revisédo sistematica com a base de dados
Pubmed. Foram inclusos estudos originais clinicos e experimentais entre 0 ano de
2010 até 2020. As palavras-chave determinadas relacionaram quatro miRNA (miR-
192, miR-145, miR-142 e miR-186) na obesidade e DM2. Apo0s os critérios de inclusédo
e exclusdo estabelecidos, esta revisao utilizou quatorze estudos. Resultados: Os
guatro miRNA apresentaram mudancas em suas expressdes na obesidade e em DM2,
tanto in vitro quanto in vivo. Discussédo: A presente revisdo contemplou diferentes
amostras e populacdes, bem como pacientes diabéticos, pré-diabéticos, submetidos
a cirurgia bariatrica, obesos moérbidos, entre outros. Os resultados mostraram a
relevancia e o papel modulador dos miRNA na DM2 e na obesidade. Concluséo: Os
MiRNA séo potenciais alvos reguladores da epigenética, devido ao papel biomarcador
em doencas. Contudo, é necessario que haja mais estudos sobre as expressdes de
MiRNA com o intuito de validar e compreender 0s seus mecanismos de acao.

Palavras-chave: MicroRNAs. Diabetes mellitus tipo 2. Obesidade. Inflamacao. LPS.



ABSTRACT

Introduction: The high incidence of chronic non-communicable diseases (NCDs) is a
reality in Brazil, as is the case with obesity and type 2 diabetes (TD2). Systemic,
chronic and low-intensity inflammation is directly related to obesity, with
lipopolysaccharide (LPS) as one of the main components of the pathway. Individuals
with TD2 have complications such as micro and macrovascular disorders that can
cause retinopathy, nephropathy, neuropathy, coronary disease, cerebrovascular
disease and peripheral arterial disease. MicroRNAs (miRNAs) are short ribonucleic
acid molecules (ARN) that act in the regulation of gene expression by interacting with
messenger ARN. The relationship between miRNA involvement in obesity and TD2 is
increasingly studied due to the role of therapeutic targets. Justification: With the
increase in the prevalence of NCDs, it is essential that there are more studies on
therapies that can contribute to the treatment and/or prevention of these diseases, as
is the case of miRNAs. Objective: To analyze the effects of miRNA as therapeutic
targets in obesity and TD2. Material and methods: Systematic review with the
Pubmed database. Original clinical and experimental studies were included between
2010 and 2020. The keywords determined related four miRNAs (miR-192, miR-145,
miR-142 and miR-186) in obesity and TD2. After the established inclusion and
exclusion criteria, this review used fourteen studies. Results: The four miRNAs
showed changes in their expression in obesity and TD2, both in vitro and in vivo.
Discussion: The present review envolved different samples and populations, as well
as diabetic, pre-diabetic patients, submitted to bariatric surgery morbidly obese, among
others. The results showed the relevance and the modulating role of miRNA in TD2
and obesity. Conclusion: miRNA are potential regulatory targets for epigenetics, due
to the biomarker role in diseases. However, further studies on miRNA expressions are
necessary in order to validate and understand their mechanisms of action.

Keywords: MicroRNA. Type 2 diabetes. Obesity. Inflammation. Lipopolysaccharide.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é considerada um dos maiores problemas de saude publica
no ambito mundial, por estar, principalmente, relacionada a doengcas como
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doenca cardiovascular (DCV) e cancer (WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2000).

O aumento da prevaléncia do excesso de peso e da obesidade alcanca
proporcbes epidémicas nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento.
Estimou-se, em 2016, que 1,9 bilhdes de adultos estavam acima do peso, 0
gue compreende 39% dos adultos no mundo, dos quais 650 milhdes eram
obesos (WHO, 2018). A previsao para 2025 € que o quadro de excesso de peso
alcance 3 bilhdes da populacdo mundial, o que corrobora para uma maior
prevaléncia das doencas cronicas néo transmissiveis (DCNT) (OMS, 2013). Em
ambito nacional, este quadro nao € diferente, a frequéncia de adultos obesos
em 2018 representou 19,8% dos brasileiros, sendo maior entre as mulheres do
gue entre os homens (VIGITEL, 2018).

O indice de Massa Corporal (IMC) é a medida internacional mais usual
adotada em estudos de grupos populacionais para classificacdo primaria do
estado nutricional, assim como a utilizacdo em trabalhos que englobam
medidas de percepcdo da imagem corporal, que utilizam esse indice como
indicador do estado nutricional associado a fatores determinantes em condutas
relacionadas ao peso corporal (ANJOS, 1992; FINGERET, 2004). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1995), individuos com valores de IMC
entre 25,0 e 29,9 kg/m?, sdo classificados com sobrepeso; e, acima de 30,0
kg/m2, obesidade (OMS, 1995).

A obesidade é uma doenca multifatorial, resultado da juncéo de fatores
genéticos, sociais, culturais, metabdlicos, comportamentais, entre outros. O
excesso da ingestdo caldrica e/ou o sedentarismo provocam o balanco
energético positivo, este, compreendido quando a quantidade gasta de energia
€ menor do que a quantidade adquirida (WHO, 2014; MULVIHILL; NOMURA,
2014; FENECH et al., 2011).
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Os fatores sociais, econdmicos e culturais, como supramencionado, sao
determinantes na obesidade. Mudangcas como a urbanizacdo, a falta de
atividade fisica, a mulher no mercado de trabalho, sdo alguns dos fatores que
contribuem para o aumento da prevaléncia da obesidade (DOMINGUE et al.,
2014). O atual padrdo alimentar das sociedades, denominado de dieta
ocidental, é constituido por alimentos contendo densidade energética elevada,
bem como alto teor de carboidratos refinados, gordura saturada e aglUcares de
adicdo (POPKIN et al., 2013). Canella et al. (2014) sugerem que uma das
principais caracteristicas desta dieta sdo os alimentos ultraprocessados, que
nos paises de alta renda alcangcam cada vez mais espac¢o na economia. Estudo
realizado por Fiolet et al. (2018) mostraram que alimentos ultraprocessados,
guando consumidos em grandes quantidades, estdo associados ao aumento

do risco de obesidade, em comparacao ao consumo moderado.

Os fatores genéticos sdo contemplados pelo armazenamento,
aproveitamento e mobilizacdo das calorias ingeridas, a taxa metabolica basal
(TMB), ao controle do apetite e ao comportamento alimentar (MASON; PAGE;
BALIKCIOGLU, 2014; HERRERA et al., 2010). A obesidade materna e a
paterna podem aumentar o risco do desenvolvimento da obesidade em até
duas vezes superior (MASON; PAGE; BALIKCIOGLU, 2014).

Adicionalmente, o excesso de peso aumenta a prevaléncia do surgimento
de DCNT principalmente em pessoas com o IMC maior que 30 kg/m2, como o
surgimento dos distarbios cardiovasculares, como hipertensdo arterial
sistémica (HAS), hipertrofia ventricular esquerda, doenca cérebro-vascular e
trombose venosa profunda -, doencas enddécrinas, como DM2, dislipidemia,
hipotireoidismo e infertilidade -, disturbios respiratorios, como apneia obstrutiva
do sono, sindrome da hipoventilagdo e doenca pulmonar restritiva (HINNEY;
HEBEBRAND, 2008). Além de que, a obesidade grave (IMC maior ou igual 40

kg/m2) é uma das doencas prevalentes que mais matam no mundo.

A necessidade de perda de peso € assimilada, contudo, a fatores complexos
e dados mostram que de menos de 1 em 100 individuos mantem o peso ap06s
a perda (MATARESE; PORIES, 2014). Por ndo ser uma ciéncia precisa,

inUmeros fatores devem ser considerados quando se trata de perda de peso,
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como adaptagcBes bioquimicas, fisiologicas, psicolégicas, hormonais, dentre
outras (Figura 1) (MATARES; PORIES, 2014). O tratamento para a perda de
peso deve ser multiprofissional e contemplar cuidados primarios, como
orientacdo dietética, atividade fisica monitorada e o uso de farmacos
(SIMOPOULQS, 2010; RANKINEN et al., 2006). Contudo, quando o paciente
apresenta baixa adeséo a longo prazo, a cirurgia bariatrica é mais eficaz para
o tratamento dessa doenca (WILBORN et al., 2005).

Figura 1 - Fatores relacionados a perda de peso. Adaptado Matarese e Pories
(2014).

Composicao corporal .
Posis P Oferta de alimentos

Economia . Composicdo da dieta
Microbiota Medicamentos
Hormonio e o
metabolismo Genetica
Fatores que influenciam na
icténcia 2 erda de peso S
Reflstepaa a P P sheledade
insulina
Religido e Sexo e idade
cultura
Comportamento

A inflamacéo é compreendida pelo componente central da imunidade inata
e destruicdo de microrganismos, sendo a principal funcdo da resposta
inflamato6ria o processo que abrange células efetoras que interagem com
patdégenos instalados no tecido infectado (CALDER, 2009). Os
lipopolissacarideos (LPS), localizados na parede celular de bactérias Gram-

negativas, sao componentes microbianos que desencadeiam respostas



14

inflamatorias, através de interacbes com receptores de superficie celular,
localizados em células do sistema imunoldgico. O processo inflamatério
compreende 0 aumento da sintese e secrecdo de quimiocinas, as interleucinas
(IL) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que promovem o recrutamento e
a ativacao de leucécitos na inflamacao (CALDER, 2009; CALDER et al., 2013).

O quadro de inflamacédo aguda € dado pela alteracédo no calibre vascular,
caracterizado pelo aumento do fluxo sanguineo, mudancas estruturais na
microcirculagdo, que contribuem para a saida de proteinas e leucdcitos
plasméaticos em direcdo ao tecido de adesédo e transmigracdo de leucécitos
para o tecido (MOLFINO et al.,, 2017; SERHAN; CHIANG; DALLI, 2018). A
infeccdo € eliminada e/ou controlada, pelo processo de resolugéo, onde ativam
mecanismos para limitar possiveis agressdes contra 0 hospedeiro e tem-se 0
processo de reparo tecidual. Esse processo envolve a ativacdo de mecanismos
como secrecdo anti-inflamatéria de citocinas, reducdo na expressao de
receptores, ativacao de células reguladoras e producao de mediadores lipidicos
pré-resolucéao (CALDER, 2010). O LPS é formado por uma cadeia hidrofilica de
oligossacarideos sorotipo-especifica, chamado antigeno-O, um nucleo
hidrofilico de polissacarideos e uma cadeia lipidica hidrofébica, o lipidio A, que
atua pelas propriedades téxicas da molécula (GOYENS et al., 2006; CALDER,
2008).

A biogénese da inflamacdo é iniciada quando ocorre a ativacdo de
receptores de reconhecimento de padrées (RRP) em macrofagos, dada pelo
LPS, que ativa uma extensa via de sinalizacao do receptor Toll do tipo 4 (TLR-
4) e induz a resposta inflamatéria e a expresao de citocinas (Figura 2) (BAKER
et al, 2016; BURDGE; WOTTON, 2002; MEDZHITOV; HORNG, 2009).
Adicionalmente, estudos mostram que os niveis de LPS sdo mais elevados em
roedores e humanos obesos, quando comparados a individuos eutréficos
(OLIVEIRA et al., 2011; CANI et al., 2008; CREELY et al., 2007).

Demonstrou-se que o aumento de LPS é relacionado ao aumento de
permeabilidade intestinal devido a expresséo reduzida das proteinas, como a
zonulina ocludina (Z0O)-1, claudina e ocludina (O), que atuam na barreira

intestinal e impedem os produtos do limen e que a populacao bacteriana atinja
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a circulacdo. Em humanos e camundongos, a translocagdo do LPS, feita
através da quebra da juncédo estreita, pode ser um fator responsavel pelo o
desenvolvimento de inflamacéo e resisténcia a insulina (Rl) (AMAR et al., 2011;
BRUN et al., 2007; BURCELI; GARIDOU; POMIE, 2012; CANI et al., 2008;
CARICILLI et al., 2011) (Figura 2).

Como supramencionado, o LPS se liga e ativa o receptor TLR4, que atua
na dimerizacao e recrutamento de moléculas adaptadoras a jusante, a proteina
88 de diferenciacdo mieléide (MyD88) e a proteina tipo adaptador MyD88
(MAL), responséaveis pela resposta inflamatéria (SAAD; SANTOS; PRADA,
2016). O MyD88 e MAL ativam a quinase associada ao receptor de IL-1 (IRAK)
e o fator associado ao receptor de TNF (TRAF6), originando o complexo de
crescimento quinase 1 associado ao fator de crescimento B (TAK1) e, em
seguida, os complexos JNK e IKK (BRUN et al.,, 2007). O complexo IKK
transforma-se em NF-kB na forma inativa, pelo fator nuclear do intensificador
do gene do polipeptideo kappa light no inibidor de células B (IkB) (SAAD;
SANTOS; PRADA, 2016). Em seguida, tem-se o0 processo de degradacao por
proteassomas que, atraves da translocacdo de NF-kB para o nucleo, ativa a
resposta inflamatéria (SAAD; SANTOS; PRADA, 2016). A c-Jun N-amino-
terminal (JNK) pode desencadear um processo inflamatorio no nucleo e, essa
e a quinase inibida do IkB (IKK) ativas, podem atuar na fosforilacdo da serina
dos receptores de insulina (IR-1/2) e causarem RI (Figura 2) (BRUN et al.,
2007).
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Figura 2 — Via da inflamacgéao sistémica, cronica e de baixa intensidade induzida
pelo LPS. Adaptado Saad; Santos; Prada (2016)
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O DM2 é uma das DCNT caracterizado como diabetes ndo dependente
de insulina ou diabetes de adulto, apresentando um quadro de RI (SAISHO,
2014). Estimativas globais apontam que o numero de adultos vivendo com
diabetes quase quadruplicou desde 1980 para 422 milhdes de adultos, e até o
ano de 2045 a perspectiva é de que aumente para 693 milhdes (CHO et al.,
2018). As complicacdes do DM2 sdo consideradas os principais fatores de
mortalidade precoce em grande parte dos paises, com 5 milhfes de Obitos em
pessoas com idade entre 20 e 79 anos, no ano de 2015 (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION - IDR, 2015). As DCVs, entre as pessoas com DM2,
sdo as principais causas de 6bito, que resulta em aproximadamente metade
dos 6bitos por DM2 (IDF, 2015).
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Em relacdo as complicacdes de um individuo portador de DM2, séo
compreendidas como distdrbio micro e macrovascular, que ocasionam
retinopatia, nefropatia, neuropatia, doenca coronariana, doenca
cerebrovascular e doenca arterial periférica (ZHANG et al., 2012). O DM2
contribui para agravos no sistema musculoesquelético, digestorio, funcdes

cognitivas, salude mental e risco aumentado para cancer (ZHANG et al., 2012).

Além disso, o DM2 repercuti em impacto econémico nos paises e nos
sistemas de saude, que resulta em uma maior utilizacao de servi¢os de saude,
perda de produtividade e cuidados prolongados para tratar as suas
complicagBes, como a cegueira, 0s problemas cardiacos, o pé diabético e a
insuficiéncia renal. O custo despedido entre os paises varia de 5 a 20% do
gasto total de saude, sendo um desafio para os sistemas de saude e um
obstaculo para o desenvolvimento econdémico dos paises (GREGG; SATTAR,;
ALI, 2016).

No que tange a prevencado do DM2, a primaria, secundaria e a terciaria
estdo envolvidas. A primeira € responsavel pelo seu inicio, a segunda em
complicacbes agudas e crbnicas e a terceira relacionada a reabilitacdo e
limitacdo das incapacidades desenvolvidas pelas suas complicacdes
(FREDERIKSEN et al.,, 2013). Sobre o DM2, condicdo que os individuos
apresentam obesidade, dislipidemia e HAS, as intervencbes adotadas
abrangem as multiplas anormalidades metabdlicas supramencionadas, que
resultam na prevencdao do surgimento da doenca, evitaria que desenvolvessem

doencas cardiovasculares e reduziria os 6bitos (FREDERIKESEN et al., 2013).

A fisiopatologia da DM2 é iniciada pela indu¢cdo da Rl do musculo
esquelético, hepatico e do tecido adiposo (DEFRONZO, 2009) (Figura 3). O
musculo esquelético, principal érgdo responsavel pelo descarte pos-prandial de
glicose, apresenta RI limitada a capacidade de eliminacdo da glicose em
pacientes com DM2 (PENDERGRASS et al., 2007). A RI muscular se expressa
em consequéncia de comprometimento mediado por insulina das proteinas
transportadoras de glicose GLUT4 para a membrana plasmatica, capacidade
diminuida de armazenamento de glicogénio, reducéo da oxidacao da glicose e
funcd@o mitocondrial afetada (DEFRONZO, 2009). Ainda, a Rl hepatica também
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é relacionada a falha em atingir a producgédo de glicose hepatica pos-prandial,
devido a supressao deteriorada da gliconeogénese e glicogendlise (RIZZA,
2010). Por fim, no tecido adiposo a RI é caracterizada por transporte defeituoso
de glicose mediada por insulina, diminuicdo da capacidade de captacédo de
lipidios e falha na supresséo de lipolise e inflamacéo, que forma acidos graxos
livres (AGLS) e citocinas pro-inflamatérias (SHULMAN, 2014).

Em nivel celular, a inducdo da resisténcia a insulina é amplamente
atribuida ao acumulo lipidico ectdpico no figado, musculo esquelético e tecido
adiposo (SAMUEL; SHULMAN, 2012; SHULMAN, 2014). No musculo e no
figado, o conteudo lipidico ectopico desempenha um papel relevante na
ativacao deteriorada da cascata de sinalizacao celular de insulina (SAMUEL,;
SHULMAN, 2012; SHULMAN, 2014). Componentes intracelulares
(diacilgliceréis e ceramidas) contribuem para a Rl por causarem efeitos
deletérios na ativacdo de moléculas sinalizadoras de insulina, como o0s
substratos 1 e 2 do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2) (SHULMAN, 2014).
Nesse contexto, a obesidade em pacientes com DM2 também é correlacionada
ao comprometimento do metabolismo dos adipdcitos, que ocasionam lipolise
excessiva e, consequente, aumento dos niveis de acidos graxos (AG) no
plasma e secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL- 6, entre outras)
(HOTAMISLIGIL, 2017. Assim, o metabolismo do tecido adiposo no DM2
contribui de forma direta para a RI nos tecidos-alvo pelo aumento no acumulo
de lipidios e indiretamente, pela interrupcdo mediada por citocinas da cascata
de sinalizacdo de insulina (Figura 3) (HOTAMISLIGIL, 2017).

Adicionalmente, a falha das ilhotas pancreéticas, presentes no DM2, séo
necessarias para o estabelecimento de hiperglicemia (CHEN et al., 2017,
COSTES et al., 2013) (Figura 3). A manifestacdo priméria de falha das ilhotas
em pacientes com DM2 é a perda ou ativacdo inadequada da secrecdo de
insulina estimulada por glicose e a supressao prejudicada da liberacdo de
glucagon (SAAD; SANTOS; PRADA, 2014; LEE et al., 2016). A diminuicdo na
secrec¢do de insulina, estimulada por glicose, € atribuida a indugéo de disfuncéo
secretora de células B e perda de numeros de células B (isto €, massa de
células B) (SAAD; SANTOS; PRADA, 2014).
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O DM2 é ocasionado por intera¢cdes ambientais e genéticas; mesmo que
fatores genéticos atuem em um papel contribuinte na patogénese do DM2,
estudos mostram que os fatores ambientais e epigenéticos podem ser 0s
principais contribuintes para o recente aumento na prevaléncia de DM2
(FRANKS; MCCARTHY, 2016; STANCAKOVA et al., 2010).

Figura 3 — Fisiopatologia do DM2. Adaptado Javeed e Marveyenko (2018).
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A epigenética abrange trés subareas, sendo uma delas os RNAs nao
codificantes (ncRNA) que exercem as funcdes de regulacdo de transcricéo,
splicing e controle de estabilidade e traducdo de RNA mensageiro (RNAmM)
(MATTICK et al., 2005). Assim, atuam em processos do desenvolvimento de
organismos ou tecidos, mecanismos celulares, processos fisioldgicos e
etiologia de doencas (MATTICK et al., 2009).

Os miRNAs, considerados uma das classes de ncRNAs, sdo moléculas
curtas de RNA de aproximadamente 22 nucleotideos, que atuam na regulacdo

da expressdo génica, através da interagdo com o RNAm, regulam a
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degradacdo do RNAm e inibem a fase de traducao proteica (CLOONAN et al.,
2011). Quando essas moléculas se ligam a regido do RNAm, clivam este ou
suprimem a maquinaria da traducdo proteica (CLOONAN et al.,, 2011).
Adicionalmente, os miRNAs podem ser expressos em diferentes locais do
cromossomo, como a partir da regido 5’, no brago 5p, ou a partir da regiéo 3’,
no braco 3p (CLOONAN et al., 2011).

A transcricdo de miRNA ocorre através da via candnica, pela enzima RNA
polimerase Il (RNA Pol II) (CHEN et al., 2012). Inicialmente, o produto do
mMiRNA primario (pri-miRNA), é clivado através da RNase IlIl DROSHA,
associada a regiao critica de sindrome de DiGeorge (DGCRS8), formando um
precursor de miRNAs maduros (pré-miRNAs), com 70 a 100 nucleotideos
(CLOONAN et al., 2011). Os pré-miRNAs séo exportados do nucleo para o
citoplasma pela Exportina 5 e sdo processados pela RNase Il Dicer (CHEN et
al., 2012). Depois, a Dicer é reposicionada pela proteina TRBP originando o
miRNA com fita dupla (miRNA duplex) que permite a ligacdo a proteina
Argonauta (AGO), para que o miRNA maduro se acomple ao complexo-RNA
de inducéo de silenciamento (RISC) (MOTT; MOHR, 2015; BARTEL, 2004).
Posteriormente, os miRNAs maduros sdo incorporados a um complexo de RNA
(RISC), que se liga ao mRNA alvo na regido 3’ nao traduzida (3’'UTR) e regula
a expressao de proteinas através da clivagem do mRNA ou da represséo de
sua traducdo (MOTT et al., 2015; BARTEL, 2004).

Os miRNAs, sdo compreendidos como uma nova classe de fatores
enddcrinos e atuam no citoplasma, na circulacdo e em fluidos corporais,
incluindo saliva, urina, leite materno e sangue. Essas moléculas séo
empacotadas em exossomos ou em microvissiculas e o0s miRNAs
extracelulares sédo carregados por lipoproteinas HDL ou ligadas, fora das
vesiculas, pela proteina AGO2. Estudos elucidam que esses modos de ac¢ao
sdo capazes de proteger os miRNAs de degradarem e proporcionam
estabilidade a molécula (CHEN et al.,, 2012; ZAIOU; EL AMRI; BAKILLAH,
2018). Muitos miRNAs apresentam diferentes regulacées no tecido adiposo
branco em individuos obesos, quando comparados com individuos humanos
ndo obesos (ORTEGA, 2010; ZAIOU; EL AMRI; BAKILLAH, 2018). Em

humanos, estudos mostram correlacdo entre a expressdo de miRNAs, no
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tecido adiposo e em diferentes componentes metabdlicos, como IMC,
adipogénese, glicemia e leptinemia (ZAIOU; EL AMRI; BAKILLAH, 2018). Visto
gue os mMIRNAs sdo moléculas reguladoras pds-transcricionais, estudos
recentes elucidam a desregulacéo dessas moléculas com a RI, modificacdo na
adipogénese e disfuncéo endotelial (ZAIOU; EL AMRI; BAKILLAH, 2018).

Figura4 —Biogénese dos miRNAs e secrecdo. Adaptado Quintanilha et al. (2017)
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Estudos anteriores analisaram a expresséao alterada de miRNA em tecidos
sensiveis a insulina de pacientes obesos e/ou DM2, sendo sugerido um papel
potencial para essas pequenas moléculas de RNA em complicacdes
metabdlicas (LYNN et al., 2009). Durante os ultimos 5 anos, foi demonstrado
gue os miRNAs ndo sdo apenas moléculas intracelulares, pois também séo

detectaveis fora das células nos fluidos corporais, como no soro, plasma, saliva,
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urina, entre outros (KOSAKA; IGUCHI; OCHIYA, 2010). Eles sao protegidos da
degradacdo por enzimas RNAses que estdo contidos em pequenas vesiculas
membranosas, embalados em HDL e vinculados a proteinas de ligacdo ao RNA
(TURCHINOVICH et al.,, 2011). Além disso, é sugerido que 0os miRNAs
extracelulares apresentam func¢des fisioldégicas especificas, de acordo com a
sua origem celular e funcéo imunoldgica reguladora, migracao e diferenciacao
celular e outros aspectos da comunicacao célula a célula (KOSAKA; IGUCHI;
OCHIYA, 2010). Com isso, tem-se 0 conceito de que os miRNAs extracelulares
contidos nos fluidos corporais podem ser Uteis como biomarcadores para a
deteccéo e classificacdo de doencas (MAYR et al., 2013). A presenca no
plasma e a possibilidade de detectar e analisar pequenas variacdes
interindividuais tornam os mMIRNAs circulantes excelentes biomarcadores,
potenciais para doencas multifatoriais (ZAMBETAKI et al., 2012; GUAY;
REGAZZI, 2013). Por conseguinte, os miRNAs de fluidos corporais podem
proporcionar uma Vvisao integrada dos fatores metabodlicos de individuos
diabéticos (GUAY; REGAZZI, 2013).

Atualmente, estudos buscam cada vez mais a relacdo entre o papel dos
mMiRNAs na adipogénese e na obesidade, tendo a alteracdo de inumeros
mMiRNAs em pré-adipécitos no desenvolvimento do TA. Em humanos e animais
existem evidéncias robustas que demonstram afetar a regulacdo da
adipogénese e atuar como fatores pro-adipogénicos ou antiadipogénicos, de
acordo com a funcdo de seus genes-alvo (MARTINELLI et al., 2010
MCGREGOR; CHOI, 2011). Xie, Lim e Lodish (2009) observaram, em
camundongos obesos, que 35 miRNA de um total de 574, foram expressos de
maneira diferente, quando comparado com camundongos saudaveis. Nao
obstante, Zhu et al. (2017) verificaram, em pacientes diabetéticos, apds a
cirurgia bariatrica by-pass gastrica em Y de Roux, a diminuicdo das
concentracfes de miR-122-5p, miR-29a-3p, miR-124-3p e miR-320a, além da
diminuicdo da RI, da promocéo da secrecédo de insulina induzida pela glicose e

da protecéo das célula .

Com o aumento da prevaléncia das DCNT, como a obesidade e o DM2, é
fundamental que haja estudos identificando biomarcadores que contribuam na

prevencao e tratamento de doencas, como é o caso dos miRNAs circulantes,
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estaveis e resistentes a degradacao pelos RNAs, que sdo modicados conforme
as condicdes fisiopatologicas (GILAD et al., 2008). Esta revisdo analisa a
expressao de quatro miRNAs (miR-145, miR-142, miR-186, miR-192) em
obesidade e em DM2.
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2 JUSTIFICATIVA

As DCNT, além de serem caracterizadas como doengas que apresentam
fatores de risco que podem ser modificados, através de hébitos de vida, sao,
atualmente, a principal causa de morte (BRASIL, 2018). Por outro lado, os
miRNAs tem mostrado, cada vez mais, um importante papel no tratamento
dessas doencas. No presente estudo, foram selecionados quatro miRNAs que
estdo relacionados a fisiopatologia dessas doencas e podem ser potenciais
alvos terapéuticos para a prevencao e tratamento de obesidade e DM2.



3 OBJETIVOS

Investigar os efeitos dos miRNAs como potenciais alvos

terapéuticos na obesidade e DM2.
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4 MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisdo sistemética na base de dados Pubmed cujo
periodo de inclusédo foi entre 0 ano de 2010 até 2020. A revisdo utilizou as
palavras-chave que relacionaram 4 miRNAs (MiRNA-142, miRNA-145, miRNA-
186 e miRNA-192) na obesidade e DM2.

4.1 Selecao do estudo

Os fatores de exclusédo foram estudos que ndo abordavam a diabetes
e/ou a obesidade e nenhum dos quatro miRNAs selecionados para o estudo.
Os artigos de revisdo e estudos sobre temas de medicina chinesa,
medicamentos, insulinoterapia, osteoporose, alteracbes do sistema nervoso
central (SNC), DM1 e gestagdo também foram excluidos. Foram inclusos
estudos com amostras de linhagem celulares e estudos sobre os métodos

secundarios de tratamento a obesidade, pré-diabéticos, CB, entre outros.

4.2 Extracdo de dados do estudo

Foram coletados dos estudos, os seguintes dados: tipo de estudo,
populacdo, amostra, extracdo de RNA, andalise de miRNA, outros métodos,

resultados principais, titulo do estudo, nome dos autores e ano da publicagéo.
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5 RESULTADOS

Existem evidéncias crescentes de que os miRNAs estdo relacionados a
diversos processos fisiolégicos e patoldgicos, que abarcam a obesidade e o
DM2. Com isso, os estudos que elucidam os papéis dos miRNAs tornam-se
cada vez mais relevantes diante do panorama complexo que sao as DCNT.

Os catorze artigos foram realizados por grupos de pesquisa nos paises:
China, Espanha, Austria, Suécia, Finlandia, Arabia Saudita, Estados Unidos,
Itélia e Brasil. Dentre os artigos analisados, seis dizem respeito ao miR-145,
guatro ao miR-142, cinco ao miR-192 e um ao miR-186 (Tabela 1). As amostras
utilizadas foram: plasma, soro, PBMC e tecido. Considerou estudos in vitro e in
vivo, sendo as popula¢cbes compostas por pacientes homens com DM2, pré-
diabéticos, pacientes submetidos a CB, adolescentes obesos, mulheres,
bovinos W e H, pacientes submetidos a lipoaspiracéo, ratos, camundongos e

células.

As palavras-chave supramencionadas foram: ‘miRNA-142’ and ‘type 2
diabetes’, ‘miRNA-145’ and ‘type 2 diabetes’, ‘miRNA-186" and ‘type 2
diabetes’, ‘miRNA-192’ and ‘type 2 diabetes’, ‘miRNA-142" and ‘obesity’,
‘miRNA-145’ and ‘obesity’, ‘miRNA-186" and ‘obesity’ and ‘miRNA-192’ and
‘obesity’ (Figura 5).
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Figura 5 — Selecdo dos artigos para a reviséo

DADOS PUBMED
Perido de inclusdo: 2010-2020
Palavras-chave
miR-142 and type 2 diabetes n=13
miR-145 and type 2 diabetes n=14
miR-186 and type 2 diabetes n=1

miR-192 and type 2 diabetes n=19

miR-142 and obesity n=18
miR-145 and obesity n=34
miR-186 and obesity n=4

miR-192 and cbesity n=15

Excluidos n=119

Selecionados n =14

A expressao diminuida do miR-145 nos seis estudos mostrou que esta
correlacionada ao aumento da incidéncia de DM2, componentes pro-
inflamatorios - LPS, receptor de leptina (LEPR), adipogénese, producédo de
TNF-alfa, Miosina VA (MYO5A), lisil oxidase (LOX) e ativador gangliosideo
GM2 (GM2A) — relacionados a RI (HE et al., 2020) COLLARES et al., 2014;
LORENTE-CEBRIAN, et al., 2014; GUO et al., 2012; IACOMINO et al., 2019).
Contudo, Collares et al. (2014) mostraram que a expressao do MiR-145 néao foi
alterada nos individuos obesos quando comparados com o0s individuos
controle. Por outro lado, Lin et al. (2014) observaram gque a expressao

aumentada do miR-145 esta relacionada ao aumento de lipolise.

Os resultados da expressao do miR-192 foram contraditérios Yang et al.
(2014) mostraram que a expressao do miR-192 diminuiu em pacientes com
DM2 quando comparado a pacientes controle. Diferente de Jaeger et al. (2018),
gue mostraram 0 aumento na expressao do miR-192 tanto em individuos com
DM2, quanto em camundongos diabéticos. Mysore et al. (2016) observaram

gue marcadores antropométricos, como o IMC, sdo correlacionados de forma
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negativa a expressdo do miR-192. Castafo et al. (2018) relataram que este

miRNA foi aumentado em individuos obesos.

Os quatro estudos com a expressao do miR-142 relataram que o
aumento deste miRNA foi encontrado em individuos com DM2, obesos
morbidos — relacionados ao IMC, as adipocinas inflamatorias e a leptina (LEP),
inflamacéao (aguda e cronica), ganho de peso de gordura dorsal entre os
bovinos W e H (ORTEGA et al., 2014; RAWAF, 2019; ZHAO et al. 2017; GUO
et al., 2012).

Estudo feito por YANG et al. (2014) mostrou que a expressao do miR-
186 néao foi diminuida em pacientes com DM2, quando comparados a pacientes

controle.

Tabela 1 — Anélise da expressdo dos miRNAs na obesidade e na DM

Populagéo Amostra Resultados Principais Referéncia

Individuos com DM2 apresentaram aumento
Plasma da expressao de miR-142-3p e diminuigao da ORTEGA et al. (2014)
expressao miR-192

Homens n=12 (6 com DM2 e 6
controle)

Expressdo miR-145 diminuida em pacientes

TN Oy NG V6 0GONON PBMC DM2. O LPS diminuiu a expressao de miR- HE et al. (2020)
e em camundongos 145

Expressao dos miR-192 e miR-186 nao
Soro diminuiram nos pacientes com DM2 em YANG et al. (2014)
comparagao ao controle

Individuos diabéticos, pré-
diabéticos e controle (n=60)

Individuos que desenvolveram DM2

Pacientes com DM2 e apresentaram aumento na expressao de miR-
controle.Camundongos com DM2 Soro 192. JAEGER et al. (2018)
e controle. Camundongos com diabetes apresentaram

uma maior expressao do miR-192

Expressdo de miR-192 correlacionado
negativamente com os TGs séricos e
Pacientes submetidos a CB Plasma e soro positivamente com o HDL. Expressdo de miR- MYSORE et al. (2016)
192 é relacionado negativamente com o IMC
em pacientes com sobrepeso.

Aumento da expressao do miR-142-3p em

Fdoiencanies abesoa micidos Plasma obesos mérbidos relacionados com IMC, RAWAF et al (2019)

(n=250) adipocinas e leptina
Aumento da expressao do miR-142
Mulheres (n=300) Plasma relacionado com a inflamagéao e ganho de ZHAO et al. (2017)
peso
Bovinos Wagy e Holstein Tecido adiposos Almenio de sxpmasiia de miR-142 em GUO et al. (2017)

bovinos Wagy
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Populagdo Amostra | Resultados Principais Referéncia
Camundongos magros com g
exossomos isolados de Plasma TG o °""'“s: demiR192em - \STARO et al. (2018)
camundongos obesos
A8 gl coni IlGNomo e Tecido subcutaneo, \MiR-145 ndo mudou entre obesos e controle.
< '@ figado e gordura Correlagdo negativa entre a expressao do
CB @ 15 pacienies conirole (18 visceral Tecido  gene miR-145 e LEPR na gordura visceral dos COL-ARES &t 2l (2014)
obesos) adiposo branco pacientes obesos
(TAB)
Ratos macho TAB Expresséao forgada do miR atenuou a lipdlise LIN et al. (2014)
Mulheres e homens saudaveis TAB . . LORENTE-CEBRIAN et
submetidos a “msp‘m‘;ao Expressédo miR-145 na lipdlise dos adipdcitos al. (2014)
procede um aumento da produgao de TNF-a.
Células de
adipdcitos de suinos . ’
Estudo in vitro e gordura e ot ":;i"""gm ";'R b GUO et al. (2012)
desdiferenciada

porcina primaria



6 DISCUSSAO

Cada vez mais estudos tem buscado elucidar a fisiopatologia de
inUmeras doencas com o intuito de desenvolver novos caminhos
terapéuticos. Dessa forma, os miRNAs ganham atengdo como um
possivel alvo terapéutico. Desde 1993, quando descobertos, os miRNAs
foram relacionados a mecanismos biol6gicos como reguladores génicos
(LEE; FEINBAUM; AMBROS 1993). E estimado que ainda tenha miRNAs
desconhecidos, 0 que enaltece a importancia destes estudos para novas
descobertas (MATTICK et al., 2006).

Estudos de genoma usam cada vez mais microarray combinado com
cadeia da polimerase com transcricdo reversa (RT-gPCR). O primeiro
alcanca resultados melhores a medida que se tem amostras mais
homogéneas entre os grupos estudados (NESS, 2007). A plataforma de
microarrays atingiu a validacdo e a padronizacdo de meétodos, a
impressao eficiente de sonda, a visualizacdo de sinais e 0 manuseio de
liguidos. Atualmente, foi alcancado um progresso no acoplamento do
microarranjo de DNA ao microssistema de manipulacdo de liquidos e no
subsistema de suporte que ird gerar o dispositivo de laboratoério portatil
em chip (LOC) auténomo (NESS, 2007). No que concerne a quantificacdo
dos niveis de RNAm no estado de equilibrio pela reacdo em RT-gPCR, &

de extrema relevancia para a quantificacéo da expressao génica, pautado

por métodos eficazes e rapidos que permitem a quantificacdo de genes
e/ou resultados de transcricAo em amostras ambientais, mostrar a
especificidade e a sensibilidade que permitem a analise da expressao
génica de quantidades pequenas de RNA (SMITH; OSBORN, 2009).

Os miRNAs apresentam relacdo com a modulacdo da resposta
inflamatoria nas diversas DCNT por atuar com diversas vias e
componentes. A ativacdo de fatores de transcricdo, como o NF-kB por
LPS, séo correlacionadas ao risco elevado e progressao de DCV, tendo
como fisiopatologia destas doencgas a regulacao dos miRNAs. A regulacao

dos processos inflamatorios ocorre pela diapedese de mondcitos, pela
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sintese de citocinas por macréfagos, dentre outros (HULSMANS; DE
KEYZER; HOLVOET, 2011).

He et al. (2019) analisaram a diminuicao significativa (p < 0.05) dos
niveis de miR-145 em PBMC - coletas frescas e criopreservadas
utilizadas para avaliagdes como respostas imunolégicas — nos DM2
(n=16), quando comparados ao controle (n=17). No mesmo estudo
houveram outros resultados relevantes: (i) o LPS diminuiu a expresséao de
miR-145, (ii) a atividade do anti-miR-145 provocou inflamacéo hepética e
aumento de quimiocinas sérica em camundongos C57BL/6J e (iii) a
superexpressdo do miR-145 inibiu 0 nimeros de macroéfagos recrutados,
reduziu o peso corporal e melhorou o metabolismo da glicose em
camundongos db/db (HE et al., 2019). O ensaio por PBMC necessita de
isolamento e criopreservacdo sob condicdes estritas definidas que
permitam recuperacao, viabilidade e funcionalidade adequada, sendo o
tempo de processamento um dos fatores de limitacdo para este ensaio
(deve ser menor que oito horas a partir do momento de coleta) (LOZANO-
OJALVO et al., 2015).

Collares et al. (2014) analisaram, em amostras do tecido subcutaneo,
do figado e da gordura visceral de 15 pacientes obesos com indicacao de
CB, o miR-145 e a sua correlagdo com a expressao de LEP, LEPR, IGF1,
IL-10. O TA contém diferentes linhagens celulares e tem funcao enddcrina
por secretar estas adipocinas e genes (FUNAHASHI et al.,, 1999;
MATSUZAWA; FUNAHASHI; NAKAMURA, 2002). Observaram a
correlacdo negativa entre a expressdo do gene miR-145 e LEPR na
gordura visceral dos pacientes obesos, este pode ocasionar
hiperleptinemia e resisténcia a leptina (COLLARES et al., 2014). Outros
estudos supramencionados também relacionaram o papel relevante do
miR-145 em vias da inflamacao sistémica, cronica e de baixa intensidade,
esta relacionada a fisiopatologia da obesidade e a mediadores da Rl com
um efeito pro-lipolitico (GUO et al., 2012; KIRBY et al., 2016; LORENTE-
CEBRIAN et al., 2014).
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Figura 6 - Expressdao do miR-145 na obesidade. Adaptado Grant et al.
(2004).

Ainda, Jaeger et al. (2018) realizaram estudo com o intuito de observar
mMiRNAs circulantes associados a patologia do DM2 em pacientes com
SM, dentre eles, DM2 e controle. Na primeira validacdo transversal
MIiRNA, incluindo o miR-192, foram analisados por gRT-PCR e

observaram maior expresséo deste miRNA em pacientes diabéticos.

Por outro lado, Yang et al. (2014) verificaram que a expresséo de dez
mMiRNAs, sendo dois deles o0 miR-186 e o0 miR-192, ndo foram alterados
em individuos com DM2 (n = 24) quando comparados a controle (n = 20),
exceto do miR-23. Os miRNAs candidatos foram identificados através de
sequenciamento Solexa (lllumina) de alto rendimento e PCR de

transcricdo reversa quantitativa de loop-tronco (RT-gPCR).

Os miRNAs circulantes podem atuar como um novo modo de
comunicacao entre os tecidos sensiveis a insulina (JAEGER et al., 2018).
Suas funcdes fisioldgicas dependem de sua origem celular, da funcéo
imunologica reguladora, migracdo e diferenciacdo celular e demais
mecanismos da comunicacdo célula a célula (KOSAKA; IGUCHI;
OCHIYA, 2010). Além disso, estudos sugeriram um papel relevante para
0s MiRNA tanto em mecanismos intracelulares quanto em extracelulares
como no soro, plasma, salina, entre outros (LYNN, 2009; KOSAKA,
IGUCHI; OCHIYA, 2010). Os miRNAs sao protegidos pela degradacgéo de
RNAses, por se situarem em pequenas vesiculas membranosas, como o

exossomo, envoltos em HDLs e vinculados a proteinas (AGO2)
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(TURCHINOVICH et al., 2011). Assim, € sugerido que os miRNAs
extracelulares dos fluidos corporais estdo relacionados com os
biomarcadores nas diversas doencgas sistémicas complexas, que fornece
visdo integrada do perfil metabdlico de pacientes com diabetes
(ZAMBETAKI et al., 2012; MAYR et al., 2013; GUAY; REGAZZI, 2013;
GUAY et al., 2011).

Ortega et al. (2014) identificaram a diminuicdo significante (p
<0,0001) do miR-192 circulante em um estudo transversal feito em
homens diabéticos quando comparado com controle. Nao obstante,
Jaeger et al. (2018) analisaram miRNAs circulantes em um estudo piloto
de pacientes (n=18) com SM, e, durante o acompanhamento de seis anos,
parte da populacdo desenvolveu diabetes (n=9). Esta apresentou
aumento da expressdao do miR-192 e, ao comparar camundongos
nocautes AKT2 diabéticos com camundongos do tipo selvagem,
observaram também aumento na expressdo de miR-192 e miR-194.
Estudos de validacdo transversal envolvendo pacientes com diabetes
compararam o miR-192, miR-194 e miR-215 e observaram maiores

expressodes nos individuos com esta doenca (JAEGER et al., 2018).

O miR-192* (miR-192-3p) foi relacionado com o armazenamento
de TG por MYSORE et al. (2016), que investigaram, em obesos morbitos,
a correlacédo negativa do miR-192 quando comparado ao TG sérico e ao
IMC, e positiva, com o HDL. O miR-192* é caracterizado pelo brago 3’
originado do mesmo pré-miRNA que o0 miR-192 (mir-192-5p)
compreendido na DM2, doenca hepatica, cancer e genes no metabolismo
dos lipidios. Castafio et al. (2018) analisaram o aumento do perfil dos
MiRNAs — incluindo o miR-192 - dos exossomos no plasma de
camundongos, pela inducdo a glicose, a RI, e conferiram o papel central
dos miRNAs exossdmicos relacionados a obesidade, da intolerancia a

glicose e na dislipidemia.

AL-RAWAF (2019) analisou miRNAs circulantes em adolescentes com
obesidade marbida e elucidou o papel dos miRNAs como biomarcadores

fundamentais na patogénese da obesidade em criancas ou em
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adolescentes com excesso de peso. Houve, neste estudo, um aumento
na expressao do miR-142-3p e foi associado a alteracbes nas medidas
antropométrica e nas concentracdes de adipocinas, leptina, adiponectina,
HOMA-IR, lipidios plasmaticos circulantes, insulina, TG, HDL, LDL, entre
outros (AL-RAWAF, 2019). O miR-142 no plasma foi analisado por GUO
et al. (2016) em uma populacdo de mulheres saudaveis (n=40) e foi

estabelecida escala de ganho de peso e inflamacéao relacionada ao miR.

Guo et al. (2016) investigaram o papel dos miRNAs na deposi¢cao de
gordura bovina, através de um sequenciamento de RNA, para determinar
0os MmiRNAs mais relevantes na deposicao de lipideos da carne. Foram
comparadas amostras de RNA entre bovinos de alta gordura muscular, os
W, e de gordura intramuscular moderada, os H. O miR-142-3p apresentou
expressdo mais elevada em W quando contraposto ao H e foi sugerido
gue estes alvos podem influenciar na deposicdo de gordura na carne
bovina (GUO et al., 2016).
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7 CONCLUSAO

Nos ultimos anos, a descoberta e a caracterizacdo dos miRNAs tem
resultado em grande inovacdo na area da ciéncia. Os miRNAs sédo
considerados potenciais alvos reguladores da epigenética, tendo em vista
os diversos estudos mostrando o seu papel como biomarcador em
doencas. Contudo, ainda € necessario que haja mais estudos sobre as
expressdes de miRNAs in vitro e in vivo com o objetivo de elucidar a
eficacia e a viabilidade para considerar os miRNAs como o diagnadstico,
através do uso rotineiro, e como marcadores prognosticos de DCNT.
Assim, com a epidemia de DM2 e obesidade, tem-se a importéncia de
pesquisar e desenvolver uma medicina personalizada, que contempla o

tratamento de pacientes através de suas assinaturas epigenéticas.
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