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RESUMO

Obesidade € o acumulo anormal de gordura corporal que eleva o peso do individuo,
tendo como caracteristica principal a hipertrofia e hiperplasia de adipocitos do tecido
adiposo branco (WAT), que se apresenta disfuncional em seu papel enddcrino.
Descobertos na década de 1990, microRNAs (também conhecidos como miRNA) séo
pequenos RNAs enddgenos nao-codificantes compostos por 19-23 nucleotideos que
regulam o controle pos-transcricional da expressdo génica de diversos genes, sendo
que um Unico microRNA pode controlar varios genes alvo. Ha uma clara relagéo entre
as disfuncionalidades do WAT no quadro de obesidade e o perfil de expressédo dos
microRNAs, levando a alteracdo da expressao de genes-chave do metabolismo do
tecido. O objetivo principal deste projeto € investigar as alteracdes de expressao de
microRNAs do tecido adiposo branco epididimal de camundongos machos das
linhagens C57BIl/6J e FVB/N que desenvolveram um quadro de obesidade induzida
pela administracdo de HFD (high fat diet). Utilizamos as plataformas online
MIENTURNET (MicroRNA Enrichment Turned Network) e miRNet 2.0, para, a partir
da expressdo dos genes alvo, predizer quais microRNAs estdo envolvidos da
modulacdo metabdlica do tecido em resposta a dieta rica em gordura. A partir desta
analise, identificamos que pela plataforma Mienturnet, 128 miRNAs foram up-
regulados e 145 foram down-regulados na linhagem C57BI/6J, ao passo que para 0s
animais FVB/N, 145 miRNAs foram up-regulados e 143 foram down-regulados. Ambos
0s grupos apresentaram miRNAs exclusivos para cada linhagem e cada perfil de
expressao (up ou down-regulacao). Para a plataforma Mirnet, ndo foi possivel realizar
a andlise para a linhagem FVB. Quando comparados o0s recursos que cada plataforma
fornece, concluimos que a escolha da plataforma deve ser feita de acordo com as

necessidades e quantidade de dados submetidos a upload.

Palavras-chave: Obesidade; MiRNAs; C57BL/6J; FVB/N; Mienturnet; MiRNet 2.0.



ABSTRACT

Obesity is the abnormal accumulation of body fat that increases the individual's weight,
presenting as its main characteristic the hypertrophy and hyperplasia of white adipose
tissue adipocytes (WAT), which is dysfunctional in its endocrine role. Discovered in the
1990s, microRNAs (also known as miRNA) are small endogenous non-coding RNAs
composed of 19-23 nucleotides that regulate the post-transcriptional control of gene
expression of several genes, and a single microRNA can control several target genes.
There is a clear relationship between WAT dysfunctionalities in the context of obesity
and the microRNAs expression profile, leading to changes in the expression of key
genes in tissue metabolism. The main objective of this project is to investigate changes
in the expression of microRNASs in the epididymal white adipose tissue of male mice of
the C57BI/6J and FVB/N lineages that developed obesity induced by the administration
of HFD (high fat diet). We used the MIENTURNET (MicroRNA Enrichment Turned
Network) and miRNet 2.0 online platforms to predict which microRNAs are involved in
tissue metabolic modulation in response to a high-fat diet based on the expression of
target genes. From this analysis, we identified that by the Mienturnet platform, 128
mMiRNAs were up-regulated and 145 were down-regulated in the C57BI/6J lineage,
whereas for the FVB/N animals, 145 miRNAs were up-regulated and 143 were down-
regulated. Both groups presented unique miRNAs for each lineage and each
expression profile (up or down-regulation). For the Mirnet platform, it was not possible
to perform the analysis for the FVB line. When comparing the features that each
platform provides, we conclude that the choice of platform should be made according

to the needs and amount of data uploaded.

Keywords: Obesity; MiRNAs; C57BL/6J; FVB/N; Mienturnet; MiRNet 2.0.
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1. INTRODUCAO

1.1.Estilo de vida contemporaneo e obesidade

Com os avancos tecnoldgicos ocorridos na sociedade nos ultimos anos
(estimulados e impulsionados a partir da Revolucéo Industrial, iniciada no século
XVIII) que tornaram atividades rotineiras muito mais rapidas e praticas de serem
executadas, o estilo de vida sedentario tornou-se uma tendéncia mundial. Como
exemplo, as atuais jornadas de trabalho longas e produtivas n&do seriam
possiveis sem 0 uso dos computadores (e com a nova modalidade de jornada
conhecida como home office, ndo é necessario mais sair de casa para trabalhar);
comprar alimentos tornou-se uma tarefa que pode ser realizada através de
aplicativos, onde é possivel agendar uma entrega de supermercado ou comprar
a refeicdo ja pronta em redes de fast food onde o alimento sequer necessita ser
preparado.

O estilo de vida sedentario ndo acomete apenas os adultos. Apesar de nas
duas ultimas décadas as criancas passarem menos tempo assistindo televiséo,
a exposicao ao tempo de tela aumentou. Na Australia, criancas em idade pré-
escolar gastam em média 113 minutos/dia utilizando celulares e tablets, sendo
que o limite maximo recomendado € de 60 minutos/dia. Entre adolescentes que
ultrapassavam o tempo de uso desses dispositivos, a chance de
desenvolvimento de sobrepeso ou obesidade era 1,8 vezes maior, além da
exposicao em horarios noturnos interferirem na qualidade do sono (7).

As facilidades tecnoldgicas permitem o desenvolvimento e a manutencao de
um estilo de vida mais sedentario (onde menos energia é gasta), acompanhado
pelo aumento da ingestédo caldrica — uma combinagéo que pode resultar a longo
prazo no desenvolvimento de doengcas como a obesidade, hipertensao,
hipercolesterolemia, doencas coronarianas, diabetes mellitus do tipo 2 (T2DM),
sindrome metabolica (SM, também conhecida como sindrome X), etc.

De acordo com a OMS - Organizacdo Mundial da Saude, € possivel definir
tanto obesidade gquanto sobrepeso como o acumulo anormal de gordura corporal

gue apresente riscos a saude e eleva o peso corporal do individuo. Ambos tém



se desenvolvido em todo o0 mundo em proporgdes pandémicas (s6 em 2017,
mais de 4 milhdes de pessoas morreram por conta de complicacdes relacionadas
a obesidade e sobrepeso) (8). A obesidade com acumulo de gordura abdominal
€ ainda mais preocupante, principalmente se acompanhado por resisténcia
insulinica, hipertenséo e hiperlipidemia, caracterizando o quadro clinico de SM
(9).

O aumento do peso corporal € marcado pelo desequilibrio homeostéatico do
tecido adiposo que leva ao acumulo de triglicerideos (TG, também conhecidos
como triacilglicerdis) no tecido adiposo promovendo sua hipertrofia(6) que na
maioria das vezes ocorre por conta do desequilibrio energético, no qual a
ingestao calorica diaria muitas vezes € maior do que o gasto energético do
mesmo periodo. Além do balango energético mediado pelo metabolismo, outros
fatores como alimentacdo perinatal, genética, epigenética, metagendmica,
privacdo do sono, distirbios endocrinos e condicdes ambientais podem
predispor individuos a desenvolverem um quadro de obesidade (10).

A obesidade pode ser classificada em 4 principais subtipos (11): obesidade
metabolica normal (MHO, denominada na literatura também como obesidade
metabdlica saudavel), obesidade metabodlica anormal (MAO), obesidade
metabdlica com peso normal (MONW) e obesidade sarcopénica (SO). Individuos
acometidos por algum desses subtipos apresentam heterogeneidade fenotipica
relacionada a fatores ambientais, sociais, econémicos, celulares, moleculares e
genéticos. O anexo | apresenta os subtipos citados, relacionados a seus

biomarcadores (11).

1.2.Tecido adiposo branco e seu metabolismo energético

O tecido adiposo é uma variacao do tecido conjuntivo que armazena energia
na forma de triglicerideos, composto em sua maioria por adipocitos que podem
estar presentes em outros tecidos isoladamente ou formando agregados
distribuidos pelo corpo. Além dos adipécitos, o tecido possui preadipdcitos (que
sdo adipdcitos imaturos), células do sistema imune (macréfagos M1 e, quando
recrutados, macrofagos M2, células NK e eosindfilos), células do sistema

nervoso (o tecido branco é inervado por fibras nervosas sensoriais que formam
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redes com areas metabdlicas do cérebro) e células endoteliais e de musculatura
lisa (necessarias para vascularizacao e irrigacao do tecido) (12).

Anos atras o papel metabdlico desse tecido era pouco descrito, sendo mais
reconhecido por outras fungcbes como por exemplo, sua capacidade de protecéo
contra choques mecanicos, isolamento térmico, preenchimento de espaco entre
outros tecidos e uma reserva energética mais eficiente que o glicogénio (células
hepaticas e musculares acumulam energia sob a forma de glicogénio em
depoésitos menores e que fornecem cerca de 4 kcal/lg, ao passo que 0s
triglicerideos do tecido adiposo fornecem aproximadamente 9 kcal/g) (13).

A classificacdo atual do tecido também € mais abrangente. Antes, o tecido
era comumente classificado como tecido adiposo branco (WAT, do inglés white
adipose tissue - também conhecido como tecido adiposo amarelo ou tecido
unilocular, por conter uma Unica e extensa goticula lipidica que ocupa quase
todo o citoplasma; responsavel por reservar energia) e tecido adiposo marrom
(BAT - brown adipose tissue ou tecido multilocular, caracteristico por sua
atividade termogénica e por conter grandes quantidades de goticulas lipidicas e
mitocondrias) (13). O BAT apresenta como caracteristica uma alta expresséo do
gene UCP1 que codifica a termogenina, a proteina desacopladora mitocontrial
(2).

Atualmente, a funcionalidade endécrina e heterogeneidade do tecido séo
mais bem descritas. Em relacdo ao seu papel endécrino, o tecido adiposo pode
ser classificado como branco, marrom, bege (um fenétipo intermediario do WAT
para o BAT), brite (beige or brown-in-white, um outro tipo de fenétipo transitorio
de adipdcitos que se origina de linhagens MYF5* e MYF5™ e é encontrado em
depdsitos de tecido adiposo branco) e rosa, cada qual apresentando diferentes
propriedades regulatorias, morfolégicas e funcionais por conta da sua
composicdo celular de adipocitos e células do sistema imune. Assim como
adipocitos precursores do BAT podem se transdiferenciar em adipocitos do
tecido adiposo branco ou do tecido adiposo bege, precursores do WAT podem
se diferenciar em adipécitos do BAT ou do tecido adiposo bege. O tecido adiposo
rosa € composto por adipécitos rosa que sdo células alveolares secretoras de
leite que, durante a gestacdo e a amamentagédo, podem se transdiferenciar a

partir de adipdcitos brancos (6).
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Na obesidade, as células do tecido adiposo aumentam de tamanho (pelo
acumulo de triglicerideos) e em quantidade, gerando uma disfuncéo
homeostética caracterizada por hipoxia, morte celular de adipdcitos e liberacao
de acidos graxos livres; essas séo resultantes de um quadro inflamatorio tipico
do individuo obeso por conta da infiltracdo excessiva de macrofagos e outras
células do sistema imune. A meta-inflamacéo é iniciada quando os macrofagos
residentes do tecido secretam quimiocinas que sinalizam o recrutamento de
outros tipos de células imunes que infiltram o tecido adiposo. Adipocitos que
sofreram lipGlise sdo circundados por estruturas CLSs (do inglés crown-like-
structures, que sao estruturas em forma de coroa) que intensificam o processo
inflamatorio tecidual, liberam acidos graxos livres e outras moléculas pré-
inflamatorias. Citocinas e quimiocinas sao secretadas pelos adipécitos e
macréfagos e, dependendo do tipo de citocina liberada, os macréfagos podem
ser polarizados em M1 por acdo de citocinas pro-inflamatérias como IFN-y
(interferon gama) ou TNFa (fator de necrose tumoral alfa), ao passo que
macréfagos M2 séo polarizados pelo aumento da expressdo de arginase 1 ou
pela acdo de citocinas anti-inflamatérias como interleucinas IL-4, IL-13 e IL-10
(14).

Metabolismo energético € o processo global presente em sistemas vivos
que adquirem e utilizam energia livre necesséaria para a realizacdo de suas
funcBes bioldgicas (3) por meio das vias metabdlicas, que sdo uma série de
reacdes enzimaticas consecutivas que ocorrem em etapas resultando em
pequenas alteracdes quimicas especificas como remocdo, adicdo ou
transferéncia de elétrons, atomos ou grupos funcionais (2). O metabolismo
energético € a resultante de todas as reacdes bioquimicas (catabdlicas e
anabdlicas) mediadas por enzimas presentes nas vias metabodlicas e que
ocorrem em uma célula ou em um organismo. No catabolismo, macromoléculas
organicas (como carboidratos, proteinas e lipideos, que sdo maiores e mais
complexas) sado degradadas em moléculas menores e mais simples, liberando
energia; parte dessa energia € empregada na sintese de ATP (Trifosfato de
Adenosina) e transportadores de elétrons reduzidos (NADH, NADPH e FADH2)
e outra parte se dissipa em forma de calor. JA no anabolismo, precursores
pequenos e simples sdo empregados na biossintese de moléculas maiores e

mais complexas (como polissacarideos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos),
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sendo necessério fornecer energia para que tais reacdes ocorram. A energia
pode ser fornecida mediante utilizacdo de ATP (transferéncia de seu grupamento
fosfato) ou utilizando o poder redutor dos transportadores de elétrons NADH,
NADPH e FADH2. O ATP é conhecido como “moeda energética” por ser um
intermediario quimico que, Nnos organismos Vivos, conecta processos celulares
entre consumidores e fornecedores de energia ao ser produzido em reacdes
exergbnicas e consumido em reacdes endergdnicas, atuando como o elo entre
0 catabolismo e o anabolismo (2). Esse trabalho apresentard etapas do
metabolismo de gorduras a nivel de acidos graxos (AG).

Vertebrados utilizam os acidos graxos oriundos da dieta ou mobilizam
gorduras armazenadas nos adipécitos ou do figado, onde o excesso de
carboidratos consumidos da dieta é convertido em gordura e exportado para
outros tecidos. Quando a célula possui um excedente do aporte energético,
ocorre a biossintese de lipideos onde os acidos graxos sao convertidos em
triglicerideos. Triglicerideos sdo compostos por 3 acidos graxos unidos a uma
molécula de glicerol por ligagdo éster (2). A figura abaixo representa uma
molécula de triglicerideo.

&
c—0 2CI‘-H —C
i
O == C:g
|L;?
M

1-estearoil, 2-linoleoil, 3-palmitoil glicerol

Figura 1. Triglicerideo misto composto por pelo menos um &cido graxo distinto. No caso do TG
representado, os 3 &cidos graxos sdo distintos. O glicerol ja esterificado esta destacado em rosa.
Extraido de (2).
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No catabolismo dos lipideos para geracdo de energia, 0s 4cidos graxos
precisam ser oxidados. A oxidacdo completa dos AG a CO:z e H20 ocorre em 3
etapas: oxidacdo dos acidos graxos a fragmentos de 2 carbonos (acetil-CoA)
pela B-oxidagdo, oxidacdo do acetil-CoA a CO2 no ciclo do &cido citrico e a
transferéncia de elétrons dos transportadores de elétrons reduzidos a cadeia
respiratoria mitocondrial (2). Contudo, antes de serem oxidados, os AG precisam
ser ativados por enzimas tiocinases (também conhecidas como acil-CoA-
sintases - ACS) que estdo associadas ao reticulo endoplasmatico ou a
membrana mitocondrial externa (3). Os AG séo oxidados a acetil-CoA e perdem
seus elétrons que passam pela cadeia respiratoria para a sintese de ATP. Os
acidos graxos séo oxidados por enzimas presentes na matriz mitocondrial, sendo
necessario o transporte deles para o interior das mitocondrias. AG que
apresentam mais de 14 carbonos em sua cadeia necessitam passar pelo ciclo
da carnitina para atravessarem a membrana mitocondrial. O ciclo possui 3
etapas: esterificacdo utilizando coenzima A (CoA), transesterificacdo com
carnitina e transporte e transesterificacédo de volta a CoA. Na primeira reacao, as
isoenzimas ACS catalisam a formacdo de uma ligacdo tioéster entre o grupo
carboxil do acido graxo e o grupo tiol da coenzima A, produzindo um acil-CoA-
graxo com a clivagem de um ATP em AMP e PPi (pirofosfato). A reagéo geral é
apresentada na equacao abaixo e os detalhes dessa reacdo podem ser vistos
no anexo Il (2).

Acido graxo + CoA + ATP = acil CoA graxo + AMP + PPi

Os ésteres de acil-CoA-graxo sdo formados na face citosélica da
membrana mitocondrial externa, sendo transportados para o interior da organela
e oxidados produzindo ATP (caso ndo permanecam no citosol para sintese de
lipideos de membrana). Quando oxidados na mitocondria, os AG se ligam
transitoriamente a hidroxila da carnitina, formando o éster acil-graxo-carnitina
(segunda reagao), uma transesterificagao catalisada na membrana externa pela
carnitina acil-transferase I; o éster formado no espaco intermembranoso entra na
matriz mitocondrial pelo transportador acil-carnitina/carnitina por difuséo
facilitada. Na terceira etapa, a isoenzima carnitina-aciltransferase Il presente na

face citosdlica da membrana mitocondrial interna transfere o grupo acil-graxo da
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carnitina para a coenzima A intramitocondrial, regenerando a acil-CoA-graxo,
liberando-a dentro da matriz. A carnitina também é liberada, retornando ao
espaco intermembranoso da mitocondria pela acdo do transportador acil-
carnitina/carnitina (2). A figura abaixo ilustra de maneira simplificada as etapas
do ciclo da carnitina.

Membrana mitocondrial Membrana mitocondrial
externa interna
Citosol Espaco Matriz
intermembrana - Carnitina-
P S _ -aciltransferase Il
(0] \ /) [0)
7 N\ / / Y
R—C\ e, R

Carnitina —
\—___/Carmtma
O
z
< /————\ 7

s R—C

= /) / 2 \
\ / CoA-SH ) \ Carnitina
\ /|
Carnitina- S = 4 Transportador

-aciltransferase | = e

N
/ S-CoA

Figura 2. Entrada de acido graxo na mitocondria pelo ciclo da carnitina.

Além da mitocdndria, a -oxida¢ao ocorre também nos peroxissomos (15).
Contudo, a B-oxidacao mitocondrial e peroxissomica difere em alguns aspectos.
Em animais, a B-oxidagdo perosissdmica encurta longas cadeias de acidos
graxos, o que facilita a continuidade da degradacao desses AG pela B-oxidacao
mitocondrial. A proteina ALD é uma transportador ABC que transporta os acidos
graxos de cadeia muito longa para dentro dos peroxissomos sem a necessidade
da carnitina e, uma vez no interior da organela, essas cadeias séo ativadas por
uma ACS de cadeia longa para formar ésteres de CoA que sao oxidados
diretamente. Com isso, as acil-CoA que tiverem suas cadeias encurtadas pela
B-oxidacédo se ligam a carnitina para serem transportadas para as mitocondrias,
onde sofrem oxidacao (3). A -oxidagdo é assim conhecida porque para superar
a estabilidade das ligagbes entre os carbonos dos é&cidos graxos, o grupo
carboxil do primeiro carbono é ativado pela ligagdo a coenzima A, permitindo a
oxidacao gradual do grupo acil graxo na posicéo do Cs (ou B), originando o0 nome
B-oxidacéo (2).
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Para &cidos graxos saturados, a B-oxidagdo ocorre em 4 etapas,
catalisadas pelas enzimas acil-CoA-desidrogenase, enoil-coA-hidratase, 3-
hidroxi-acil-CoA-desidrogenase e 3-cetoacil-CoA-tiolase (uma tiolase) (15). Na
primeira etapa, a desidrogenacdo da acil-Coa-graxo gera uma dupla ligacéo
entre os carbonos a e B denominada trans-A%-enoil-CoA, gerando uma
configuracdo trans e tendo o FAD como aceptor final de elétrons. Na etapa
seguinte, agua é adicionada a dupla ligacdo formando o estereoisbmero L da -
hidroxiacil-CoA, que é desidrogenado na terceira etapa formando [(3-cetoacil-
CoA, tendo NAD* como aceptor final de elétrons. Por fim, na quarta etapa da [3-
oxidacdo, a tiolase separa o fragmento de dois carbonos da extremidade
carboxilica do &cido graxo, que se une a uma coenzima A livre formando acetil-
CoA. Essas quatro etapas se repetem, sempre produzindo acetil-CoA e ATP (2).
O anexo Il (2) exemplifica a via da B-oxidacdo utilizando o palmitato, que
participa da via como palmitoil-CoA, a forma ativada do palmitato.

Em condicbes de jejum prolongado, gliconeogénese consome 0sS
intermediarios do ciclo do &cido citrico e o acetil-CoA produzido no figado
durante a oxidacao dos AG pode ser convertido a corpos cetonicos e exportado
para outros tecidos. Produzidos na matriz mitocondrial de células hepéticas, os
corpos cetbnicos (acetona, acetoacetato e D-B-hidroxibutirato) sdo solaveis no
sangue e na urina, sendo esses dois ultimos transportados para outros tecidos
onde sé@o convertidos em acetil-CoA e oxidados no ciclo do acido citrico para
fornecer energia. Para a producdo de acetoacetato, 2 moléculas de acetil-CoA
se condensam em uma molécula de acetoacetil-CoA por acdo da tiolase. Mais
um acetil-CoA se condensa ao acetoacetil-CoA, formando B-hidroxi-S-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA), que € clivado a acetoacetato e acetil-CoA; por
acao enzimatica, o acetoacetato pode ser convertido tanto em acetona quanto
em D-B-hidroxibutirato (2). O anexo IV (2) mostra essa conversao e as enzimas
envolvidas no processo.

Em condi¢des normais, pequenas quantidades de acetona € produzida a
partir de acetoacetato. Contudo, em pacientes com diabetes mellitus néo tratado,
0S corpos cetbnicos se acumulam de maneira toxica. O pH do sangue diminui
por contas dos elevados niveis de acetoacetato e D-B-hidroxibutirato, uma
condicéo tipica do quadro de acidose que pode levar o paciente ao coma ou a
morte (2).
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No anabolismo dos AG, um pensamento errGneo pode surgir e se mostrar
irresistivelmente intuitivo: a biossintese ndo € simplesmente a ocorréncia das
reacoes inversas do catabolismo. Por exemplo, a malonil-CoA é um intermediario
da via que n&o participa do catabolismo. A enzima acetil-CoA-carboxilase (ACC)
catalisa a formacéo de malonil-CoA a partir de acetil-CoA e HCOs" (bicarbonato)
em um processo irreversivel; essa enzima apresenta a biotina como grupo
prostético e possui trés regides funcionais: a proteina carreadora de biotina, a
biotina-carboxilase, que ativa CO2 do bicarbonato ao se ligar a um atomo de
nitrogénio no anel da biotina, com gasto de ATP e a transcarboxilase, que
transfere CO2 ativado da biotina para a acetil-CoA, formando a malonil-CoA. As
reacoes sdo apresentadas com mais detalhes no anexo V (2).

A biossintese de acidos graxos ocorre no citosol (ambiente altamente
redutor) e conta com processos endergbnicos e redutivos (ao contrario do
catabolismo, onde os processos sdo oxidativos), ocorrendo em 4 etapas que
serdo descritas em breve e, em cada uma das passagens pelo ciclo, dois
carbonos (grupamentos acetila) sdo adicionados a molécula que esta sendo
produzida. Essas etapas se repetem e sdo catalisadas pela enzima &cido graxo-
sintase (AGS). Por AGS, duas variacdes sao conhecidas: a AGS | (presente em
vertebrados e fungos) e a AGS Il (encontrada em vegetais e bactérias). Presente
no citosol, a AGS | apresenta 7 sitios enzimaticos ativos (KS, MAT, DH, ER, KR,
ACP e TE) em dominios separados, onde ocorrem reacdes distintas; caso todos
0s sitios de ativagdo sejam inativados, a sintese de acidos graxos € reduzida. A
proteina ACP transporta grupamentos acila e é de grande importancia no
processo de sintese. Os sitios do complexo AGS | sdo apresentado no anexo VI
(2).

As 4 etapas da sintese de AG sdo de condensacéo, reducdo do grupo
carbonila, desidratacdo e reducdo de uma dupla ligacdo. Na condensacéo, um
grupo acetil se condensa a um grupo malonil por acdo da enzima KS do
complexo AGS | formando acetoacetil, que se liga a proteina ACP formando o
complexo acetoacetil-ACP e liberando uma molécula de CO2 (o carbono dessa
molécula € oriundo do HCO3s™ que a ACC utilizou para formar malonil-CoA). Na
segunda etapa, o grupo carbonil (carbono 3 da molécula de acetoacetil-ACP
formado na etapa 1) é reduzido por acdo da enzima KR formando D-f3-
hidroxibutiril-ACP, com NADPH como doador de elétrons. Na desidratacdo, a
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enzima DH catalisa a remocdo de agua dos carbonos C2 e Cs do D-G-
hidroxibutiril-ACP, formando uma dupla ligacdo no produto (trans-A2-butenoil-
ACP) que adquire a configuracao trans. Na Ultima etapa, a enzima ER catalisa a
saturacdo (reducdo) da dupla ligacdo presente na trans-A2-butenoil-ACP,
formando buritil-ACP, com o NADPH sendo novamente o doador de elétrons.
Essas 4 etapas sdo demonstradas no anexo VIl (2).

O palmitato (16:0, também conhecido como acido palmitico) € o precursor
de todos os AG de cadeia longa. Quando a molécula em formacao atinge o
comprimento de 16 carbonos, o produto deixa o ciclo; a molécula de acetil-CoA
utilizada para iniciar a sintese apresenta um grupamento carboxil e um
grupamento metil que fornecem, respectivamente, os carbonos Cis e Cis do
palmitato; os outros carbonos da molécula sdo oriundos da acetil-CoA via
malonil-CoA (2).

A biossintese utiliza acetil-CoA produzido na mitocondria pela
descarboxilacéo oxidativa do piruvato, pela oxidacdo de AG e pelo catabolismo
de esqueletos de carbono de aminoacidos. Para cada molécula de acetil-CoA
utilizada na biossintese, dois ATPs sdo consumidos em reagdes enziméticas (2).
Quando a demanda de ATP € baixa, acetil-CoA mitocondrial pode ser
armazenado na forma de gordura (3). A membrana mitocondrial interna é
impermeavel a acetil-CoA. Para chegar ao citosol, essa acetil-CoA reage com
oxaloacetato para formar citrato, por acéo da enzima citrato-sintase e por meio
do transportador de citrato, o citrato atravessa a membrana e chega ao citosol.

Na biossintese, o0 NADPH atua como transportador de elétrons e esta
presente no citoplasma de hepatdcitos e adipécitos, sendo gerado pela via das
pentoses-fosfato e pelo malato citoplasmatico que, por acdo da enzima malica,
converte 0 malato a piruvato. O piruvato retorna a matriz mitocondrial pelo
transportador de piruvato presente ha membrana mitocondrial interna, onde é
convertido a oxaloacetato pela enzima piruvato-carboxilase (2). Os detalhes de
todas essas transformacdes sao elucidados no anexo VIl (2). Na mitocondria e
no reticulo endoplasmatico liso, o sistema de alongamento de acidos graxos
conta com enzimas alongases (para produgédo de &cidos graxos saturados) e
dessaturases (para acidos graxos insaturados) que aumentam o AG em
formacdao pela adicédo de grupos acetil (2, 3). Quando a energia disponivel € mais

do que suficiente para suprir as necessidades metabodlicas da célula ou do
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organismo como um todo, esse excedente é convertido em AG e estocado na
forma de triglicerideos. A biossintese de acidos graxos pode ser regulada por
fator limitante ou por expressao génica. A enzima ACC € um fator limitante pois
pode sofrer regulacéo alostérica ou modificacdo covalente. Quando a quantidade
de acetil-CoA e o ATP mitocondrial aumentam, citrato é transportado para o
citosol gerando acetil-CoA ou atuando como um sinal alostérico para ativacao da
ACC, ao mesmo tempo que inibe a acéo da enzima fosfofrutoquinase-1 (PFK-1),
reduzindo o fluxo de carbono para a glicélise. Dessa forma, o citrato sinaliza para
a ceélula que suas necessidades energéticas estdo sendo supridas. Na
modificacdo covalente, ACC é fosforilada pelos horménios glucagon e adrenalina
e, uma vez fosforilada, torna-se inativa e insensivel a ativacdo por citrato,
reduzindo a velocidade de sintese de AG. A regulacdo da biossintese pela
expressdo génica serd citada neste trabalho posteriormente, na secéo 1.4. A
figura seguinte compara diferencas entre as vias de anabolismo e catabolismo

dos &cidos graxos (3).

B-Oxidagao 2 Biossintese
Ocorre no citoplasma

PCA é o grupo Acil-PCA-graxo (C, 1) ——

Ocorre na mitocondria

y CoA é o grupo

OO0

( Acll-Colrgraxn (C, .5) carreador de acil carreador de acil
FAD — FAD é o aceptor 3 NADPH é o doador — NADP~
FADH, ~| de elétrons \  de elétrons NADPH + H™
e )
Enoil -CoA l { Enoil-PCA
H,0 —| ( : k’ H,0
--Hidroxiacil-C Grupo L-B- ¢ 4 ' Grupo p-g- 3-n-Hidroxiacil-PCA
3-L-Hidroxiacil-CoA “hidroxiacil hidroxineil
VAD* — p ) = NADP
NAD' — NAD" & o aceptor 3 y  NADPHéo ;
NADH + H' =— de elétrons ( s doador de elétrons - NADPH + H
B-Cetoacil-CoA / B-Cetoacil-PCA
)
CoA O produto da 0 doador da unidade — CoA +CO;
Acotil-CoA <« unidade C; é a 5 )  Cy é a malonil-CoA —  Malonil-CoA
o acetil-CoA ( \ -
N Acil:CoA-graxo (C;) - O Acil-PCA-grazo (C,) <———
8 Q

Figura 3. Comparagdo entre a B-oxidacdo e a biossintese de &acidos graxos. E possivel notar as
diferencas na localizacao celular (1), no carreador de grupo acil (2), no aceptor ou doador de elétrons
(3), na estereoquimica das reacfes de hidratacdo e desidratacdo (4) e na maneira em que unidades
C:2 sao produzidas ou doadas (5) (3).
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1.3.MicroRNAs: definicdo e biogénese

De acordo com o dogma central da biologia molecular, para que as
informacdes contidas no DNA possam ser utilizadas originando as proteinas, o
DNA é transcrito em mRNA (RNA mensageiro, um RNA codificador) que, por sua
vez, € traduzido em proteinas. O processo em si € complexo e regulado em
varias etapas mas, a grosso modo, € importante ressaltar que a dupla fita de
DNA é desespiralizada em uma pequena regido, expondo suas bases; uma
dessas fitas servird como um molde para a sintese da molécula de mRNA por
acdo de RNA polimerases, que sdo enzimas que realizam a transcricdo ao
adicionar a fita molde de DNA ribonucleotideos que pareiam com as bases
nitrogenadas do molde por complementaridade. O transcrito se destaca do
molde, sofre alteragcdes ainda no nucleo (adi¢ao quepe na extremidade 5’, adicao
de uma sequéncia poli-A na extremidade 3’, splicing) e € exportado para o
citosol, seu cdédon é reconhecido pelo anticodon contido em uma das
extremidades do tRNA (RNA transportador) e, a extremidade 3’ do tRNA
apresenta um aminoacido ligado. Por fim, a traducéo é a utilizacdo da informacéao
contida no RNA para a sintese proteica. Cada cédon do mRNA é especifico para
um aminoacido (lembrando que os aminoacidos sédo as unidades fundamentais
das proteinas) e essa leitura da fita de mMRNA em eucariotos é feita pelos
ribossomos, que apresentam sitios de ligacéo especificos para mRNA e tRNA e
a partir dessa leitura, os aminoacidos se unem por ligacbes peptidicas,
originando as proteinas. Apesar do mRNA ser um RNA codificante, outros RNAs
presentes na células podem ser considerados como nao-codificantes(l).

Descobertos na década de 1990 e presentes em eucariotos, 0S
microRNAs (também conhecidos na literatura como miRNAS) sdo pequenos
RNAs nao-codificantes (ncRNAs) de natureza endoégena (4) compostos de 19 a
23 nucleotideos que realizam um controle poés-transcricional da expresséo
génica ao se ligarem a extremidade 3’-UTR, a sequéncias codificadoras ou a
regiao 5-UTR de mRNAs-alvo, bloqueando ou inibindo sua traducdo (16) ou
promovendo sua degradacgao (1) antes que a traducéo seja realizada. O primeiro
microRNA descoberto foi o lin-4, identificado no nematoide C. elegans e
associado ao controle do padrao de desenvolvimento temporal do estagio larval,

isto é, animais com mutacbes de perda de funcdo do gene lin-4 né&o
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desenvolviam algumas estruturas tipicas da fase adulta e eram incapazes de
botar ovos. Além de regular varios processos biolégicos como a apoptose,
proliferacéo, diferenciacédo e metastase (16), os microRNAs influenciam funcdes
metabdlicas e o desenvolvimento, proliferacéo e diferenciacéo de adipocitos (6).

Apébs ser maturado e exportado para o citoplasma celular para o processo
de traducdo, o mMRNA de eucariotos pode ser degradado ou desestabilizado de
duas maneiras que comumente ocorrem simultaneamente: pela remocao do
quepe 5 (decapping) ou pelo encurtamento gradual da cauda poli-A na
extremidade 3’ até que a sequéncia codificante seja atingida (1). A figura a seguir

apresenta essa degradacao de maneira simplificada.

Sequéncia

Quepe codificadora UTR 3’
[ Il

5’ i ] IAAAAA_:.;.; 3
Encurtamento gradual
da cauda de poli-A
5" @ I A3
Remocio do quepe
seguida de rapida Degradacdo continuada
degradacio no no sentido 3'-5'
sentido 5'-3'
I A.zc J I

Figura 4. Decaimento do mRNA em eucariotos pela remogao do quepe 5 e
encurtamento da cauda poli-A (1).

Os genes que codificam os precursores dos microRNAs séo transcritos
no interior do nucleo de células eucariéticas pela RNA polimerase Il (RNAPII) e,
inicialmente, esses transcritos apresentam um tamanho maior e conformacéo de
fita dupla (dsRNA, do inglés double — stranded RNA), denominados pri-miRNAsS,
que sdo microRNAs primarios que sofrem diversas modificagdes ainda no nucleo
até serem maturados e exportados para o citosol; a primeira modificacdo € a
clivagem do pri-miRNA pelo complexo proteico Drosha/DiGeorge Syndrome
Critical Region 8 protein (DGCRS8) — sendo Drosha uma RNAse Il e DGCR8 uma

proteina que possui um sitio de ligacdo para dsRNA — originando o pré-miRNA
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(microRNA precursor). Além da dupla fita, o pré-miRNA possui um loop de fita
simples, formando uma estrutura conhecida como hairpin. O transporte do pré-
MiRNA do nucleo para o citosol se da pelo complexo nuclear Ran/GTP/exportina-
5 (XPO5). Uma vez exportado, o pré-miRNA é clivado pela RNAse Il
denominada Dicer e adquire a conformagdo convencional de até 23
nucleotideos, sendo agora considerado um microRNA maduro (17).

O complexo proteico RISC (do inglés RNA-induced silencing complex) é
formado pelas proteinas Dicer, TRBP (transactivating response RNA-binding
protein), PACT (Kinase R-activating proteine) e AGO2 (Argonaute 2) (18) e
conduz o microRNA pelo citoplasma. Ao se ligar a este complexo, 0 microRNA
maduro forma o complexo RISC-miRNA (miRISC), muda sua conformacao de
dsRNA para ssRNA (single — stranded RNA) pela acdo da proteina PIWI, que
atua como endonuclease clivando o microRNA. A proteina PIWI € um dos quatro
importantes dominios da proteina AGO2, sendo os demais dominios conhecidos
como N-terminal, PAZ e MID; os dominios PAZ e MID se ligam ao microRNA em
suas porgdes 3’ e 5, respectivamente (18). A figura a seguir mostra com detalhes
os dominios da AGO?2.

3" OH (extremidade do RNA)

Mucleotideos que ,
buscam por RNA-alvo PAZ

— MiRNA

5" fosfato

{
|

Sitio ativo, mostrando 2 atomos de Mg™

Figura 5. Proteina AGO2 humana e seus 4 dominios, complexada a um microRNA.
Adaptada de (1).
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O complexo miRISC é guiado pela fita simples de microRNA até o RNA
mensageiro-alvo pelo pareamento de bases. Em plantas esse pareamento €
extenso e nesse caso, a proteina AGO2 remove a cauda poli-A expondo-a a
acdo de exonucleases; em humanos esse pareamento é menos extenso, AGO2
encaminha o0 mMRNA até os corpos P (também conhecidos como corpos de
processamento, sdo agregados de proteinas - com regides de baixa
complexidade - e acidos nucleicos, encontrados no citosol que impedem a
tradugdo removendo o quepe 5 e encurtando a cauda poli-A, degradando o
MmRNA (1). A figura a seguir mostra a biogénese de microRNA e seu

direcionamento até o transcrito, de maneira resumida.

Drosha

Polll =4 P
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> 9sRNA
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Processamento da Docer e
incorporagdo ao RISC
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Ativacao do RISC
Repressido
translacional

Degradag3o
do mRNA

Figura 6. Biogénese simplificada de microRNA e seu direcionamento até mRNA-alvo.
Adaptada de (4).

Além de estar associado a outras doengas como T2DM, cancer e
cardiopatias, a obesidade é considerada uma doenca inflamatdria crénica na
qual o tecido adiposo apresenta polarizacédo e infiltracdo de macréfagos e de

outras células do sistema imune (que contribuem para a morte celular dos
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adipdcitos e liberacéo de acidos graxos, citocinas e quimiocinas) resultando em

hipdxia, morte celular e alteracédo na diferenciacdo de preadipdcitos.

1.4.MicroRNAs e tecido adiposo branco

Adipdcitos sdo ceélulas metabolicamente ativas, respondem a estimulos
hormonais em uma interagdo metabdlica com o figado e a musculatura
esquelética, além de apresentarem um metabolismo glicolitico ativo. Em
periodos de alta captacao de carboidratos, o WAT converte a glicose em acidos
graxos que originam triglicerideos. Esses TG armazenados nos adipécitos vém
do figado (transportados pela corrente sanguinea na forma de VLDL — do inglés
very low density lipoprotein) e do trato intestinal (transportados por quilomicrons)
apos a ingestao de refeicdes ricas em gordura. Quando o organismo necessita
de energia, as lipases dos adipdcitos degradam os TG liberando os acidos
graxos que sdo transportados na corrente sanguinea até seu tecido-alvo
(musculo esquelético, por exemplo) (2).

O nivel homeostatico da glicose na corrente sanguinea esta entre 4,5 a
5,0 mM (2). Como citado na sec¢do 1.2 deste trabalho, hormdnios como a
insulina, glucagon, adrenalina e cortisol participam da manutencao homeostética
da glicemia e do metabolismo energético, controlando processos que acontecem
nos tecidos hepatico, muscular esquelético e adiposo. A insulina e o glucagon
sdo produzidos no pancreas e possuem ac¢ado antagonica, ou seja, quando os
niveis de glicose no sangue caem abaixo da concentracdo homeostatica, o
glucagon sinaliza para os tecidos que o glicogénio (via gliconeogénese) e TG
(por oxidacdo) devem ser degradados. Porém, quando os niveis de glicose
excedem muito a concentracdo homeostatica, insulina é liberada e sinaliza para
esses tecidos que a glicose excedente deve ser captada e armazenada na forma
de glicogénio e TG (2). Outros hormdnios como a leptina, adiponectina e grelina
também desempenham papel importante no metabolismo do WAT. A leptina é
um tipo de adipocina liberada pelo tecido adiposo que atua nos receptores
hipotalamicos do cérebro sinalizando que as reservas de gordura sao
suficientes, reduzindo a captacdo de combustivel e aumentando o gasto

s

energético, controlando o apetite. A adiponectina € um horménio peptidico
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produzido no tecido adiposo que sensibiliza outros 6rgaos para os efeitos da
insulina e inibe respostas inflamatérias. Ao circular pela corrente sanguinea,
aumenta a captacdo de AG pelos miécitos, aumenta as taxas de B-oxidacgéao,
blogueia a sintese de AG e gliconeogénese nos hepatoécitos e estimula a
captacdo de glicose pelo figado e musculo. Por fim, a grelina € um hormonio
peptidico produzido por células que revestem o estbmago; atua na hipofise, no
hipotalamo e tecido adiposo e € conhecido por ser um estimulante do apetite (2).

Assim como os hormonios, certos receptores sao fundamentais no
metabolismo do tecido adiposo e nesse contexto, vale ressaltar duas familias de
receptores: GLUTs e PPARs. A tabela apresentada no anexo IX cita os 12
transportadores da familia GLUT (2). Dentre a familia de receptores GLUT, o
GLUT4 é o transportador de glicose expresso no musculo cardiaco, esquelético
e tecido adiposo; quando a concentracdo de glicose sanguinea se encontra
aumentada, por acdo da insulina, o GLUT4 aumenta a captacédo de glicose pelos
muasculos e pelo WAT. O GLUT4 é expresso pelo gene Slc2a4 (19); na
obesidade associada a resisténcia insulinica, o gene Slc2a4 é reprimido e a
expressdo de GLUT4 no tecido adiposo diminui (20). J& na familia PPAR (do
inglés peroxissome proliferator activated receptor) de receptores nucleares
temos PPARa, PPARB/d e PPARYy; sao fatores de transcricdo que agem no
nucleo ao se ligarem com outro receptor nuclear, o RXR (retinoid X receptor)
ligando-se a regides reguladoras do DNA alterando a transcricdo de genes (2).
Dessa familia, o destaque no metabolismo do tecido adiposo € o receptor PPARy
gue é expresso no figado, BAT e WAT e regula a sensibilidade de varios tecidos
a insulina e o armazenamento de lipideos (2). Existem 3 isoformas de PPARYy:
PPARy1, PPARy2 e PPARYy3; diferente das outras isoformas, a PPARy2 é
expressa no tecido adiposo e € regulada em resposta a ingestédo de nutrientes e
a obesidade (21).

Dependendo do estimulo, o tecido adiposo pode se diferenciar em WAT ou
BAT e ambos séo distribuidos de maneira distinta no corpo. Os adipdcitos do
BAT dissipam energia na forma de calor ao sofrerem estimulagéao B-adrenérgica
num processo mediado pela UCP1 (uncoupling protein 1), uma proteina presente
na membrana mitocondrial interna que desacopla a for¢a préton-motriz da cadeia
respiratoria, gastando energia na forma de calor. A distribuicdo anatdbmica dos
adipécitos ao longo do corpo formando depdsitos de gordura difere entre os
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animais; dependendo da localizagdo da concentracdo da massa de gordura, a
resposta a determinados estimulos como a mudancas na dieta ou ativacao
hormonal pode mudar (5). Em humanos, o WAT pode ser classificado em duas
principais categorias: tecido adiposo subcutaneo (scAT) e tecido adiposo visceral
(VAT), cada qual com func¢des distintas. O SCAT representa o maior percentual
de massa corporal de gordura, concentrando-se na parede abdominal e nas
regides do fémur e gluteos, ao passo que o VAT corresponde a um percentual
menor da massa corporal total de gordura, se concentrando na regido intra-
abdominal (mesentérica e omental), circundando 6érgdos como os rins, figado e
coracdo. Contudo, em camundongos, a distribuicdo do WAT é diferente. No
animal, o VAT corresponderia ao WAT encontrado nas regiées do triceps,
cardiaca, perigonadal (epididimal em machos, abreviado como epiWAT) e peri-
renal, enquanto o ScCAT nesses animais corresponde ao WAT encontrado na
regido anterior, interescapular e inguinal (14). A figura a seguir mostra a

distribuicdo dessas categorias de WAT em humanos e camundongos (5).
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Figura 7. Depositos de tecido adiposo em humanos e camundongos. De acordo com a
distribuicao e tipo de tecido, as fun¢des metabdlicas e biomarcacéo séo diferentes. Adaptado de

(5).
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MicroRNAs possuem um papel fundamental no desenvolvimento de
sindrome metabdlica, homeostase da glicose e progressdo da obesidade ao
influenciar o fendtipo e funcdo dos adipocitos do WAT e BAT, ativando ou
inibindo a adipogénese, interferindo na diferenciacdo de adipocitos e sendo
considerados como biomarcadores e possiveis alvos terapéuticos na prevencao
e no tratamento da obesidade (14). Adipdcitos e macrofagos do tecido adiposo
secretam microRNAs e a propria polarizagdo dos macrofagos nos fenotipos M1
e M2 podem ser regulados por microRNAs. Por exemplo, o aumento da
expressdo (upregulation) de microRNAS como miR-181-a, miR-155-5p e miR-
451 estimulam o surgimento do fendtipo M1, contribuindo para o perfil
inflamatorio (curiosamente, em camundongos obesos, o fenétipo M1 mostrou-se
mais abundante no tecido adiposo e em camundongos magros, a predominancia
sdo de macrofagos M2). Contudo, a diminuicdo da expressao (downregulation)
de certos microRNAs também contribuem para o perfil de inflamacéo do tecido
adiposo. Em camundongos submetidos a uma dieta rica em gordura de inducéo
a obesidade, a expresséo reduzida de miR-30 foi acompanhada pela sinalizagédo
de Notchl e surgimento de macréfagos com fenétipo M1 (14). A figura a seguir
ilustra o perfil do tecido adiposo de um camundongo magro um obeso, bem como

alguns microRNAs secretados e alguns de seus genes-alvo.
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Figura 8. Tecido adiposo branco de camundongo em processo de transicdo de magro para obeso
(note a hipertrofia dos adipécitos, aumento do aporte sanguineo, recrutamento de células pro-
inflamatorias e formagéo das CLSs). No tecido adiposo do camundongo magro, miR-223 é sintetizado
e secretado, suprimindo o gene Pknoxl (PBX/Knotted 1 Homeobox 1) que inibe a ativacdo de
macréfagos M1. Ja no tecido do camundongo que desenvolveu obesidade induzida por dieta rica em
gordura, a secrecao de miR-155 estimula a ativacdo de uma resposta inflamatéria. Adaptado de (6).

Os microRNAs sdo fundamentais na regulacao, diferenciacdo e funcao
dos adipdcitos. Devido ao seu papel de armazenamento energético, quando a
necessidade de estocar energia aumenta, os pré-adipdcitos do WAT se
diferenciam em adipécitos maduros, uma mudanc¢a mediada por microRNAs que
sao suprimidos ou superexpressos. A tabela do anexo X apresenta as principais
familias de microRNAs reguladoras do WAT identificadas em um trabalho de
revisdo (14) (é importante ressaltar que essas ndo sao as Unicas familias de
microRNAs identificadas até o momento reguladoras do WAT; ha muitas outras

familias que séo citadas em outros trabalhos de outros autores).
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2. OBJETIVO

Investigar alteracGes de expressédo de microRNAs do tecido adiposo branco
epididimal de camundongos machos das linhagens C57BI/6J e FVB/N que
desenvolveram obesidade induzida pela dieta (DIO).

2.1.0bjetivos especificos

e Avaliar a modulagdo da expressao de microRNAs em modelo de DIO a
partir da expressao de genes-alvo obtidos pela analise de microarray em
animais da linhagem C57/BI6J;

e Avaliar a modulagao da expressao de microRNAs em modelo de DIO a
partir da expressao de genes-alvo obtidos pela analise de microarray em
animais da linhagem FVB/N;

e Comparar o padrdo de expressao dos microRNAs encontrados com 0s
principais microRNAs citados na literatura relacionados a disfuncdo do
WAT na obesidade.

3. MATERIAIS E METODOS

Utilizamos dados de microarray do tecido adiposo branco epididimal de
camundongos das linhagens C57Bl/6J e FVB/N que apresentaram aumento ou
diminuicdo da expressao de genes em pelo menos 50% apo6s serem submetidos
a dieta high fat. O tratamento dos animais e condi¢ces de alojamento ja foram
descritos anteriormente (19).

Os genes selecionados foram utilizados nas plataformas para a predicao de
quais seriam seus microRNAs reguladores. Para fins comparativos, foram
selecionados os principais microRNAs do tecido adiposo branco apresentados
na literatura (6, 14, 22).

Na andlise in silico foram utilizadas duas plataformas online open source:

Mienturnet (23) (http://userver.bio.uniromal.it/apps/mienturnet/) e miRNet 2.0

(24). Mienturnet foi criado por Licursi et al. (2019), implementado em 2018 a partir


http://userver.bio.uniroma1.it/apps/mienturnet/
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do pacote shiny do RStudio (https://cran.r-project.org/web/packages/shiny/) e

atualmente oferece suporte para analise de microRNA de seis organismos vivos,
incluindo camundongos (Mus musculus) e seres humanos (Homo sapiens),
predizendo informacdes dos microRNAs e seus alvos a partir de informagdes
dos websites TargetScan e miRTarBase (25). Como dados de entrada, o
Mienturnet aceita miRBase ID ou simbolo oficial dos genes e fornece como saida
uma rede de interacbes entre os microRNAs e seus alvos. Para fins de
padronizacdo das informag0des, as informacgdes utilizadas para constru¢ao das
redes da plataforma Mienturnet foram obtidas via TargetScan.

A plataforma miRNet comecou na versdo 1.0 e por conta de feedbacks
enviados por usuarios, novas funcionalidades foram adicionadas a plataforma
que atualmente aceita como dados de entrada ndo s6 microRNAs e genes, mas
também fatores de transcricdo, outros RNAs ndo-codificantes (ncRNAs) e SNPs
(single nucleotide polymorphisms) (26). Além disso, a plataforma miRNet 2.0.
atualmente integra dados de mais websites como miRBase, TAM 2.0., EpimiR,
PhenomiR, miRanda, SM2miR, ADmIRE, miR2Disease, HMDD, PharmacomiR,
miRTarBase, Tarbase, miRecords, PolymiRTS, TransmiR e SNP2TFBS (24).
Como dados de entrada, utilizamos as mesmas listas de genes utilizadas na
Mienturnet e de ambas as plataformas obtivemos mapas de redes dos
microRNAs com seus genes-alvo. Os mapas serdo apresentados a seguir, na

secao de resultados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A patrtir da literatura (6, 14, 22), elegemos 43 miRNAs apontados como
up-regulados e 21 miRNAs que sdo down-regulados em resposta a dieta high
fat. Os resultados obtidos de cada plataforma seréo discutidos separadamente,
nas secbes 4.1 e 4.2.


https://cran.r-project.org/web/packages/shiny/
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4.1.Mienturnet

Ao submeter esse conjunto de genes a plataforma Mienturnet, dos 558
genes down-regulados nos camundongos C57, 552 foram reconhecidos e todos
0s 704 genes que foram up-regulados da mesma linhagem foram reconhecidos.
Na linhagem FVB, dos 739 genes down-regulados, 725 foram reconhecidos pela
plataforma e dos 790 up-regulados, 774 foram reconhecidos. O quadro a seguir
mostra a relagdo dos miRNAs levantados na literatura e os miRNAs preditos pela

plataforma Mienturnet.

Quadro 1. Comparacdo quantitativa entre os principais miRNAs expressos no WAT e
os miRNAs preditos na andlise in silico.

. Ch7 FVB
s R Literatura Exclusivos Total Literatura Exclusivos Total
Mirna Up 43 123 18 5 128 22 22 145
Mirna Down 21 133 13 12 145 12 10 143

Nos animais C57 e FVB, dos genes que foram down-regulados pela dieta
HFD, encontramos 128 e 145 miRNAs, respectivamente e 123 foram
encontrados em ambas as linhagens. Dos 43 miRNAs apresentados na literatura
como up-regulados no WAT, 18 foram compativeis com os encontrados na
linhagem C57 e 22 na linhagem FVB. Cinco miRNAs foram encontrados
exclusivamente em C57, ao passo que 22 miRNAs foram encontrados
exclusivamente em FVB. Ja dos genes que foram up-regulados pela dieta HDF,
145 miRNAs foram encontrados em C57 (dos quais 12 foram encontrados
exclusivamente nesse grupo) e 143 encontrados em FVB (com 10 miRNAs
exclusivos), sendo que ambas as linhagens apresentam 133 miRNAs em
comum; dos 21 miRNAs encontrados na literatura como down-regulados no
tecido, 13 da linhagem C57 foram compativeis com os miRNAs encontrados na
analise e 12 miRNAs de FVB corresponderam a literatura. Os miRNAs exclusivos

de cada grupo séo citados nominalmente na tabela 1.



Tabela 1. MiRNAs encontrados exclusivamente em cada um dos grupos estudados.

MiRNA Up

C57
129-2-3p
191-5p
223-3p
302d-3p
802-5p

FVB
21a-5p
21c
23a-3p
23b-3p
31-5p
141-3p
144-3p
181a-5p
181b-5p
181c-5p
181d-5p
193a-3p
193b-3p
200a-3p
200b-3p
200c-3p
205-5p
212-3p
429-3p
455-3p
590-5p
let-7k

MiRNA Down
C57 FVB
7a-5p 30a-5p
7b-5p 30e-5p
132-3p 31-5p
181a-5p 125b-5p
18a-5p 129-1-3p
18b-5p 129-2-3p
203-3p 155-5p
208a-3p 196a-5p
208b-3p 196b-5p
212-3p 205-5p
222-3p
499-5p

31
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A propria plataforma Mienturnet organiza a relacao dos genes-alvo e seus
microRNAs em planilhas e disponibiliza o mapa de rede tracado (network) onde
0s nos séo 0os MiRNASs que se relacionam com seus genes-alvo. A figura a seguir

mostra os mapas obtidos pela Mienturnet.

Figura 9. Networks obtidos pela plataforma Mienturnet, utilizando TargetScan. (A-B): MiRNAs
up e down-regulados em C57, respectivamente e (C-D): miRNAs up e down-regulados nos
animais FVB, respectivamente. Circunferéncias em azul sdo os microRNAs preditos e em
amarelo sdo os genes-alvo.

De cada network obtido, selecionamos os 5 miRNAs que interagiram com
0 maior numero de genes. Primeiro, apresentaremos 0s microRNAs up-

regulados selecionados e seus genes-alvo, listados na tabela a seguir.
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As figuras a seguir mostram destacados nos mapas de rede esses 5

MiRNAs up-regulados nos animais C57 e FVB.

Figura 10. Network dos miRNAs preditos como up-regulados em animais C57BI/6J. (A): mmu-miR-
15/16/1907/195/322/497/6342/6353/6419, (B): mmu-miR-34/449, (C): mmu-let-7-1961/98, (D):
mmu-miR-137, (E): mmu-miR-29. Esses microRNAs e seus genes-alvo séo citados na tabela 2.
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Figura 11. Network dos miRNAs preditos como up-regulados em animais FVB/N. (A): mmu-miR-
34/449, (B): mmu-let-7/1961/98, (C): mmu-miR-96, (D): mmu-miR-29, (E): mmu-miR-124. Esses
microRNAs e seus genes-alvo sdo citados na tabela 2.

Os miRNAs sao apresentados juntos (como por exemplo, mmu-let-
7/1961/98) por terem sido obtidos desta maneira pela plataforma. Visualizando
0S mapas e a tabela 2, é possivel notar que os miR-34, 449, 1961, 98, 29 e let-
7 se apresentam como up-regulados em ambas as linhagens, mas nao regulam
exatamente os mesmos genes. Destes, apenas o0 miR-34 é citado na literatura
(14) como up-regulado e aparece em ambos os grupos de animais. A familia
miR-34 é constituida pelos microRNAs 34a, 34b e 34c (27); desta familia, o miR-

34a € o mais citado na literatura e sua expressao se mostra irregular em
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individuos obesos (14). Um estudo (27) que analisou o epiWAT de animais WT
(wild-type) e C57BI/6J miR-34a knockout submetidos a HFD mostrou que
animais miR-34a knockout apresentaram hipertrofia de seus adipdcitos,
acompanhada do aumento da expressao metabdlica de genes relacionados a de
novo lipogénese (acido graxo sintase), biossintese de colesterol e captacao de
lipideos (27, 28). Além disso, miR-34a tem sido associado a destruicdo de
células-p pancreaticas e diminuicdo de secrecdo de insulina através da inibicdo
do gene VAMP2 (28). E importante apontar que este gene se mostrou um alvo
regulado pelo miR-34 na andlise in silico na linhagem C57, conforme
apresentado na tabela 2.

Nesta analise in silico, let-7 aparece como up-regulado em ambas as
linhagens estudadas. A familia let-7 € composta de 10 miRNAs maduros (14).
Sendo um dos primeiros microRNAs a serem descobertos, apresenta sua
sequéncia e funcdo altamente conservada entre as espécies (uma possivel
razao para ser encontrado nos grupos C57 e FVB) e é descrito como tendo um
papel fundamental na embriogénese, oncogénese, desenvolvimento e
metabolismo, sendo mais abundante em adipécitos maduros que em pré-
adipécitos no tecido adiposo epididimal (14). Let-7 € mais bem descrito na
literatura como regulador do BAT e brite ao inibir tanto a termogénese quanto
genes marcadores do escurecimento do tecido adiposo.

Do grupo mmu-miR-15/16/1907/195/322/497/6342/6353/6419, 0 Unico
miRNA encontrado na literatura foi o miR-195, mais relacionado a estudos do
cancer. Um estudo com a linhagem celular HepG2 mostrou que quando
superexpressos, miR-96 e miR-195 diminuem a expressao de FOXO1 (forkhead
box O1). Uma vez que FOXO1 é inibido, os niveis de glicose tendem a diminuir
(29).

A familia miR-29 apresenta os microRNAs 29a, 29b e 29c e podem
apresentar aumento de sua expressao em individuos com obesidade, resisténcia
insulinica e T2DM (30). MiR-29 é mais bem descrito em células B-pancreaticas
de camundongos e humanos (30, 31), tendo como alvo genes como MCT1
(monocarboxylate transporter) e LDHA (lactate dehydrogenase A) (31).

Até o0 momento, o Unico estudo encontrado sobre o papel do miR-124 no

metabolismo energético é relacionando-o ao BAT, onde os principais alvo sdo
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SCD1 (stearoyl-CoA-desaturase 1) e UCP1l (32). Em modelos celulares
utilizando as linhagens HEK293 (renal humana), SW480 (intestinal humana) e
AT-MSC (adipose tissue mesenchymal stem cells), miR-137 e miR-29b inibiram
a expressao de glutationa peroxidase 7 (GPx7), uma enzima presente no limen
do reticulo endoplasmatico que apresenta grande relevancia no
desenvolvimento do tecido mamario e diferenciacdo de preacipocitos do WAT
em modelos in vivo e in vitro. Quando a expressao de GPx7 € suprimida, facilita
a diferenciacéo de preadipocitos em adipocitos maduros, levando a hipertrofia e
hiperplasia do WAT) (33). Curiosamente, muitos miRNAs up-regulados também
aparecem como down-regulados no modelo proposto. A tabela a seguir mostra

os microRNAs down-regulados em ambas as linhagens e seus genes-alvo.
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As figuras a seguir mostram em destaque nos mapas de rede os 5
mMiRNAs down-regulados que regulam a maior quantidade de genes nos animais
C57 e FVB.

A
O
E
O
B
0
D
O c O

Figura 12. Network dos miRNAs preditos como down-regulados em animais C57BI/6J. (A): mmu-
miR-29, (B): mmu-miR-124, (C): mmu-miR-15/16/1907/195/322/497/6342/6353/6419, (D): mmu-
let-7/1961/98, (E): mmu-miR-19. Esses microRNAs e seus genes-alvo séo listados na tabela 3.
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Figura 13. Network dos miRNAs preditos como down-regulados em animais FVB/N. (A):
mmu-miR-124, (B): mmu-let-7/1961/98, (C): mmu-miR-29, (D): mmu-miR-
15/16/1907/195/322/497/6342/6353/6419, (E): mmu-miR-125/351/6367/6394. Esses
microRNAs e seus genes-alvo sdo listados na tabela 3.

Os microRNAs da familia let-7/1961/98 apareceram nos quatro grupos de
animais estudados, assim como miR-29. MiR-124 e o grande grupo miR-
15/16/1907/195/322/497/6342/6353/6419 apareceram em 3 dos 4 grupos de
camundongos deste trabalho, evidenciando que os Unicos grupos que aparecem
exclusivamente como down-regulados sdo miR-19 e o grande grupo miR-
125/351/6367/6394. A familia miR-125 € bem citada na literatura, representada
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pelas subfamilias 125a e 125b. Tanto em camundongos quanto em humanos
obesos, a expressao de miR-125b se mostra elevada no WAT (preadipdcitos) e
BAT, onde controla a integridade mitocondrial, inibindo sua biogénese e
formacao de adipdcitos do brite (6) . Quando o miR-125b é down-regulado no
tecido adiposo subcutaneo, a expressao de UCP1 e CIDEA (cell death-inducing
DNA fragmentation factor-like effector A) aumenta, resultando na diminuicao das
goticulas lipidicas armazenadas nos adipécitos (14).

Apesar de ser considerada altamente conservada entre as espécies, a
familia miR-19 (34) (composta pelos microRNAs 19a, 19b-1 e 19b-2) aparece no
nosso estudo apenas na linhagem C57 como down-regulado, conforme
apresentado na tabela 3. Em modelo in vitro (34), quando a adipogénese é
induzida pela diferenciacdo de preadipdcitos 3T3-L1, a expressdo de miR-19a e
19b diminui. Em casos em que esses miRNAs foram superexpressos ao mesmo
tempo, genes lipogénicos como Ppary, Cebpa, Adipoq e Fasn foram suprimidos.
E importante destacar que miR-19a e 19b apresentam diferencas importantes.
Em células HEK293T, verificou-se que miR-19b pode se ligar a PPARY, inibindo
sua expressao. Contudo, a superexpressao do miR-19a nao alterou a expresséo
de Pparg ou Cebpa (34).

Além de networks como opcédo de saida, Mienturnet também possibilita o
desenvolvimento de tabelas com propriedades topograficas, tabelas de
interacdes dos miRNAs e os genes-alvo e gréaficos dot plot (25), recursos que
poderiam ser utilizados em trabalhos posteriores. Na secado a seguir, iniciaremos

a discussao dos resultados obtidos com a ferramenta Mirnet.

4.2 .Mirnet

Conforme citado na secdo de materiais e métodos, submetemos a esta
plataforma as mesmas listas de genes utilizadas no Mienturnet. Além de listas
de genes, Mirnet aceita como dados de entrada dados de RT-gPCR, listas de
NcRNAs, fatores de transcricdo, microRNAS, entre outros. Uma caracteristica
interessante é que os dados podem ser reunidos em um Unico arquivo e desde
que bem discriminados em uma tabela, a propria plataforma realiza

comparacdes entre 0os grupos estudados (recomenda-se que os valores de
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expressdo sejam organizados em colunas com identificagéo). Apesar de ser
descrita como uma ferramenta facil e intuitiva de ser utilizada (24), Mirnet
apresentou uma complexidade muito maior na insercao e obtencao de networks,
se comparada com a Mienturnet. Infelizmente, ndo foi possivel inserir na
plataforma os dados de microarray da linhagem FVB. A figura a seguir mostra a

mensagem de erro recebida apés muitas tentativas de upload.

s . q . 3 Error
'al) miRNet - a miRNA-centric network visual analytics platform ;
e - NNo significant genes were
identified using the given design
@ Home @ Foum [ Tutorials  F Resources Gallery  ¥¢ APIs Sl tRERE. 4
& > Upload > MNetworkBuilder > Metwork Viewer

NOrmalizaton proceaure - No nermalization - ~ | e view Uata .

@ NormalizationV’ Submit
Dispersion estimation Tagwise dispersions | ~ [7]
Statistical method edgeR (RNAseq); Limma (microarray)

@ Comparisons of Interest @V Submit
Specify comparison FVB_Chow  ~ versus FVB HFD  ~
Adjusted p-value 0.05

® Feature Selection Log2 fold change: 1.0 Submit
Directions Down-regulated only ~ ~

® Specify Network Choose target microRNA ~ +

A Try Examples

Figura 14. Mensagem de erro em uma das tentativas de submeter a plataforma dados da
expressdo génica dos animais FVB/N.

Por conta deste erro, optamos por prosseguir com a analise apenas para
a linhagem C57BI/6J. A tabela a seguir mostra os miRNAs em destaque,

seguidos da lista de seus genes-alvo.
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Ao produzir o mapa, a plataforma ja destaca alguns miRNAs e genes, mas

pela quantidade de informacao contida em cada network, ndo € possivel afirmar

se esses nos em destaque se referem aos n0s com mais interacdes ou se seriam

0s MiRNAs e genes mais expressos. A préoxima figura mostra os dois mapas

obtidos com a ferramenta Mirnet (ambos 0s mapas também serdo apresentados

novamente de forma individual posteriormente).
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Figura 15. Networks obtidos pela plataforma Mirnet para os animais C57BI/6J. (A): microRNAs up-
regulados e (B): microRNA down-regulados. Os quadrados azuis sdo os micro-RNAS preditos e as

circunferéncias cor-de-rosa sdo os genes.

De 11.189 probe sets contidos no arquivo, foram reconhecidos como up-

regulados 225 miRNAs interagindo com 65 genes (totalizando 290 nés) e como

down-regulados, 167 miRNAs regulando 24 genes (191 nés); esses noés

apresentaram 628 e 337 interagles, respectivamente. Pela quantidade de

interacdes, ndo foi possivel selecionar visualmente os 5 miRNAs com mais

genes-alvo (inclusive pelos mapas apresentarem mais miRNAs do que genes

como nos em cada mapa. Essa pode ser uma caracteristica que diferencia o

Mirnet do Mienturnet). As figuras a seguir mostram os mapas da figura 15

separadamente, a fim de facilitar a discusséao.
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Figura 16. Network obtido pela plataforma Mirnet dos miRNAs up-regulados. Em destaque, temos
0 mmu-miR-122 e mmu-miR-155 e 0 gene Cdknla. Note que os quadrados e circunferéncias foram
desenhadas automaticamente em tamanhos distintos mas, como salientado anteriormente no texto,
pela quantidade de interagBes ndo € possivel saber se esses nds séo destacados pelo aumento de

expressdo ou pela quantidade de interagdes.



46

L. -
L) ®
" - . ®
©
. ® ® an
a »
_ Camk4
. B (I "
. e @ I3
" r L ¢ @
a - @ Per2 &
- 1) n ® (-] -
=
: m i} mmu-mir-i?&Sp »
a R
< @
u k<l o
@ w .G‘ﬁ: u
= = d @ % o * - "
@ -
n . a &
- @
" a - » o

Figura 17. Network obtido pela plataforma Mirnet dos miRNAs down-regulados. Em
destaque, temos apenas o0 mmu-miR-155 e os genes Camk4, Gp2 e Per2.

Comparando esses dois mapas e consultando a tabela 4 é possivel
observar que o gene em destaque na figura 16 é regulado tanto pelo miR-122
guanto pelo 155, assim como na figura 17 vemos que 0s genes em destaque
também sdo regulados pelo miR-155; a posi¢do desse microRNA nesta analise
é controversa. MiR-155 é encontrado tanto no BAT quanto no WAT, sendo mais
bem descrito como inibidor da adipogénese do BAT, tendo como alvo o gene
Cl/ebpb. Camundongos com baixa expressdo de miR-155 apresentam altas
taxas de respiracdo celular e um aumento de adipocitos marrons apds serem
expostos ao frio; quando camundongos knockout para o miR-155 foram
submetidos a dieta high fat, apresentaram um ganho de peso 56% menor em
comparacao aos animais wild type. Quando miR-155 foi down-regulado no WAT,
0s genes Fabp4, Adipoqg, Fasn, Pnpla2, Irsl e Glut4 foram regulados
positivamente (14). Na obesidade, miR-155 contribui para o desenvolvimento do
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quadro inflamatério do tecido adiposo ao participar do recrutamento de
macrofagos do tipo M1. Quando superexpresso em camundongos, este miRNA
diminui a expressédo de UCP1, podendo comprometer funcionalmente o BAT (6).
Como as vias de adipogénese do WAT e BAT apresentam algumas etapas em
comum, usualmente algumas familias de microRNAs aparecem na literatura
como reguladoras de ambos os tecidos (14).

Apesar de ter surgido como um miRNA up-regulado nesta analise, na
literatura o miR-122 é reconhecido por seu papel fundamental no metabolismo
lipidico. Contudo, apresenta uma posi¢édo conflitante ao ser citado como sendo
up e down-regulado em camundongos submetido a HFD. O trabalho publicado
gue traz esse conflito sugere que tais diferencas podem ocorrer por conta dos
modelos animais adotados em cada trabalho, bem como diferencas no tempo de
exposicdo e composicdo da dieta estabelecidos pelos proprios pesquisadores
(22).

Em relacdo as familias (por exemplo, miR-181, miR-155) e subfamilias
(181a, 181b, 155-3p, 155-5p) citadas nesta monografia, € importante ressaltar
que, na literatura, uma familia pode ser representada apenas por um miRNA,
enguanto os resultados obtidos pela analise in silico em ambas as plataformas
incluiram subfamilias de miRNA, de modo que a quantidade de microRNASs pode
apresentar ligeiras diferencas. Subtipos como 125b-3p e 125b-5p derivam

respectivamente da extremidade 3’ ou 5 do mesmo pré-miRNA 125b (14).

5. CONSIDERACOES FINAIS

A escolha da melhor plataforma para analise in silico de genes-alvo a fim
de predizer seus microRNAs depende da quantidade de dados que fornecido
para upload. Para este trabalho, a plataforma Mienturnet se mostrou mais
simples em relacdo a Mirnet, com uma interface mais clara e opc¢des que
atenderam nossas necessidades, facilitando a realizacdo das comparacdes
entre microRNAs foram up e down-regulados nos animais C57BI/6J e FVB/N,
guais eram 0s genes-alvo para cada um desses microRNAs (incluindo genes
que eram regulados por diferentes microRNAs). Contudo, a plataforma Mirnet
2.0 oferece mais opcdes para upload dos dados e uma ampla galeria de
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possiveis layouts dos mapas de redes, caso a quantidade de dados de input seja
menor.

Dos microRNAs preditos nesta analise, 0 miR-155 aparece como down-
regulado em animais FVB pela plataforma Mienturnet e em animais C57 pela
plataforma Mirnet, além de ser citado na literatura (14) como sendo down-
regulado, se mostrando um mMIiRNA promissor a ser investigado (apesar de
aparecer como up-regulado pelo Mirnet). Apesar do miR-34 aparecer como up-
regulado e um dos 5 microRNAs que mais regulam genes (tabela 2), ambas as
plataformas o apontam como up e down-regulado, sugerindo que este seja um
biomarcador inespecifico do tecido adiposo.

Muitos microRNAs preditos nesta analise ainda ndo foram descritos na
literatura. Selecionar esses mMIRNAs ainda pouco conhecidos para novos
estudos pode ser uma maneira de propor novos alvos terapéuticos ou novos
biomarcadores para ensaios in vitro ou in vivo, gerando resultados mais

significativos e assertivos na modulacéo de genes de interesse.
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Tabela dos subtipos de obesidade associados a biomarcadores (11).

Obesity subgroup Study description

Associated or expressed chemical, proteins, cells and index Related genes

MHO

MAO

MONW

:10]

A cross-sectional sample of
2047 men and women aged

45-74 years™

A cross-sectional analysis of
7765 with 3135 overweigh and

obese individuals's.

A total of 503 individuals with
abdominal obesity without
cardiovascular diseases were

selected””.

3015 individuals with abnormal
metabolic phenotype in
normal-weight adults in a
cross-sectional study'.

1244 individuals in a
cross-sectional study
included™.

17029 non-diabetic individuals
in a cross-sectional study®'.

854 individuals non-obese.

844 individuals in a

cross-sectional study™.

3763 in a study cohort™.

hsCRP, high-sensifivity C-reactive proten; TNF-o. tumour necrosis factor alpha; IL-6, mterleukan 6; SO, sarcopenic obese; PTPRD,
protein tyrosine phosphatase receptor type D; CDKI4. cyclin dependent kanase 14; IMMP2L, mner mitochondnal membrane peptidase
subunit 2

Decreased circulating levels of complement C3, hsCRP,
TINF-a, IL-6, and plasminogen activator imnhibitor-1 and

increased adiponectin
Increase uric acid and visceral adiposity'®

Increase in body fat per cent. uric acid and alanine
transaminase, decrease in skeletal muscle per cent, and
body water per cent.

Increase in hsCRP, vic acid, cystatin C and leukocytes™.

Increase in the production of triglycerides and glucose
(TyG index)™.

Increased hsCRP in serum™

T45T adiponectin
genotype is
associated

with increase

of metabolic
disorders™

Two disparate
haplotypes of
common FT0 gene
variants: TCGA and
CTATV

PTPRD. CDKI4,
and IMMP2LM
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Anexo Il. Reagdo de conversdo de um &cido graxo em um acil-CoA-graxo. A reacdo €&

exergonica e ocorre em duas etapas: adenilagédo do ion carboxilato pelo ATP formando um

acil-adenilato-graxo e PPi (que € hidrolisado imediatamente a duas moléculas de Pi) e

formacao do tioéster acil-CoA graxo a partir do grupo tiol da coenzima A que ataca o acil-

adenilato. Entre essas duas etapas ha a formacdo do acil-graxo-adenilato como
intermediario. Adaptado de (2).

0O O O
I L Nl

“0—F—0—£—0-2—0
0~ 0~ (‘D' ATP
/D_ .
R—C Acido graxo
N
O
Acil-CoA graxo-
-5 'Wi":"tél‘:"-:' l o
O
o 0 (o -
i i \ 0—P—0
“0—P—0—P—0" + R—C - Acil-adenilato-graxo
\\\‘t\\ |- d s . }I
O- O- ( 0 (ligado a enzima
CoA-SH

- Acil-CoA graxo- e
Pirofosfatase -sintetase AMP
norganica
0
s

2P, R—C Acil-CoA graxo

S-CoA

"

R

AG"™ = —19kJ/mol AG"™ = —15kJ/mol
(para o processo de dois passos)
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Anexo lll. Via da B-oxidagdo. Em cada passagem da via um residuo acetil (em destaque
rosa) é removido em forma de acetil-CoA da extremidade carboxilica da cadeia do acido

graxo. A figura ilustra o palmitato, que entra como palmitoil-CoA (2).

a L
(Cg) B—CH; —CH; —CH;—C—5-CoA
() Palmitoil-CoA
Acil-CioA, - FAD

desidrogenase

FADH,

H
R—CHE—é——C—C—S-CuA
: trans-A-

Enoil-Cod
- - H.
Enoil-CoA
hidratase

l’i]'H
R—CH;——CH;—C—5-CoA
1- F-Hidroxiacil-Col
- NAD?

A-hidrosiacil-Cod
desidrogenase

NADH + H”

R—CH,—C—CH;—C—>5-CoA
{lj G-Cetoacil -Cof

Acil-Cof CoA-SH
acetitransferase
tiolase

(C1y) R—CH,—C—S-CoA + [CH=C——S-CoA

0

Acil-Coh

Acetil -CoA
ymiristoil-Coh) -0
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Anexo IV. Formacao de corpos cetdnicos a partir de acetil-CoA. A enzima tiolase condensa
2 moléculas de acetil-CoA em acetoacetil-CoA, composto que tem a capacidade de gerar os
3 tipos de corpos cetbnicos. Por acdo das enzimas acetoacetato-decarboxilase ou D-g-
hidroxibutirato-desidrogenase, o acetoacetato pode ser convertido em acetona ou em D-g-
hidroxibutirato, respectivamente. (2

0 0
CH —'1'/ +CH —E/
H;—C, a—C,
S=Crod S=Cod
2 Acetil-Cof

CoA-SH

0]
[0
Iy
CHy —C—CH—C_
B=CoA
Acetoacetil-CoA

Acetil-CoA +H,0

CoA-SH

O
,fﬂ
O—CH; —C—CHy—C_
CH, 5-Cold

B-Hidroxi-B-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA)

Acetal-CoA
0 (h
C—CH,—C—CH,

Acetoacetato

NADH ——
+H'
d

wWAD!
0 o OH
CH;—C—CH, C—CH,—CH—CH,

Acetona p-Z-Hidrowibutirato
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Anexo V. Reacdo da acetil-CoA-carboxilase (ACC). As regides sombreadas em azul
mostram as regifes ativadas da enzima, em cada etapa (note que malonil-CoA é produzido

na Ultima etapa) (2).
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N Braco da
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. S
' J
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.; F'ruteb!
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Biotina- de biotina
-carboxilase _/
— ‘I _________,-F
Acetil.Co ﬂﬂ-—cfo

l S-CoA

4]
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Anexo VI. Complexo AGS I. A enzima € uma Unica cadeia polipeptidica multifuncional. Em
mamiferos, os 7 sitios ativos apresentam atividades enzimaticas distintas e estao localizados
em dominios diferentes. KS: [-cetoacil-ACP-sintase; MAT: malonil/acetil-CoA-ACP-
transferase; DH: B-hidroxiacil-ACP-desidratase; ER: enoil-ACP-redutase; KR: 8 -cetoacil-
ACP-redutase; ACP: proteina carreadora de grupos acila; TE: tioesterase, libera o palmitato
produzido pela ACP quando a sintese é concluida. Como os dominios ACP e TE se
encontram desordenados na estrutura cristalina, ndo foi possivel serem representados na
estrutura linear do complexo (2).




Anexo VII. Esquematizacao das 4 etapas de sintese de acidos graxos por acédo da AGS | (2).
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Anexo VIII. Exportacdo de acetato para o citosol na forma de citrato. No interior da
mitocdndria, a acetil-CoA (forma ativada do acetato) se une ao oxaloacetato por acédo da
enzima citrato-sintase formando citrato, reagdo do ciclo do acido citrico. No citosol, por acéo
da enzima citrato-liase, acetil-CoA e oxaloacetato sdo regenerados; contudo, para retornar
a matriz mitocondrial, o oxaloacetato é reduzido a malato pela malato-desidrogenase
(presente no citosol), que retorna para a matriz mitocondrial gracas ao transportador malato-
a-cetoglutarato (caminho representado pela seta tracejada). O consumo dos dois ATPs

citados no trabalho ocorre pelas enzimas citrato-liase e piruvato-carboxilase (2).

Membrana Membrana

interna externa
Matriz /g Citosol
Transportador /& ~———" )
de citrato -"v'l -—/
[
= A-SH
\ =\ Co
Gtrato \ —— : Sintese de
o Citrato o
graxos
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Anexo IX. Familia de transportadores GLUT expressos em humanos. A tabela apresenta o
transportador, o tecido onde é expresso, sua funcao e o K¢ (mM). O Ki (Ktransporte) € uma

constante andloga a constante Km na equagdo de Michaelis-Menten (2).

Transportador Teddo(s) onde estd expresso K, (mm)* Fungao'
GLUT1 Ubiquo 3 Captacio basal de glicose
GLUTZ2 Figado, ilhotas pancredticas, intestino 17 No figado e rim, remogao do excesso de glicose do sangue;

no pancreas, regulacao da liberagao de insulina
GLUT3 Cérebro (neuronal), testiculo (esperma) 1.4 Captacio basal de glicose
GLUT4 Miisculo, gordura, coragio 5 Atividade aumentada pela insulina
GLUTS Intestino (principalmente), testiculo, rim 6 Transporte principalmente de frutose
GLUTEG Bago, leucdcitos, cérebro >5 Possivelmente sem fungio de transporte
GLUTT Intestino delgado, colo 03 —
GLUTS Testiculo ~2 —
GLUT9 Figado, rim 06—
GLUT10 Caoragdo, pulmao, cérebro, figado, misculo, 03 —
pancreas, rim

GLUTI11 Coragao, misculo esquelético, rim 0,16 —
GLUT12 Musculo esquelético, coracfo, prastata, in- —  —

testino delgado

' K, para a glicose, exceto quando especificado, a partir de Augustin, R. (20107) The protein family of glucose transpot facilitators: it’s not only about glucose after all.
TUBME Life 62, 315-333.

'O traco indica uma funcéo incerta.

! Ky para a frutose.

i Kypara a 2-desoxiglicose.
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Anexo X. Tabela com as principais familias de microRNAs reguladoras do tecido adiposo

branco de determinados modelos de estudo, bem como seus genes-alvo. Adaptado de (14).

Selected key microRNAs {miRNAs) and their reported effects in white adipose tissue (WAT).

Reference(s) and

miRNA Function(s) Targetis) Corresponding Study Model(s)
Elevated expression in obese WAT, Piglet; in vitro
MiR-181 promobes insulin resistance and FTEN, TNEA Review
inflammation in WAT Human; mouse
Stimulates adipogenesis, protects In vitro
MiR-30a adipacytes against infammation, STAT1, DLL4 Momee; I vitio
prevents polarization of macrophages ‘ Hu mr‘; —
to the M1 phenoty pe “
Eat; in vitro
In vitre
. Promotes adipocyte differentiation ERKS5, FGF7, MAP3KY, A
MiR-143 and insulin resistanoe IGF2R, Oyr8 Mur.m., in vitro ;
Human; mouse, in vitro
Humamn; in vitro
Pro-adipogenic, increases lipid R
MIR-103 accumulation, attenuates insulin RAll4, Huml.:igl.:rt::s:,:'“lr:\'ilm
signaling and prometes apoplosis Caveolin-1, Wella In vitro
in pre-adipocytes
Anti-adipogenic, attenuates insulin CDEs In vitro
MiR-107 ﬂgmlin{l,and pn{muhsap@pluﬁis Caveolinel, rIi"'!'!rl'Sd' Human; mouse; in vitro
in pre-adipocytes In vitre
: Megative regulator of adipogenesis, , . Human; in vitro
MiR-221 pro-inflammatory effects ETS1, Sintl, AdipoR1 Mouse; in vitro
Prevents macrophage-madiated -
MiR-17 AT inflammation and improves Askl, STAT3 MMU.}E t: :::2
insulin resistance ’
Anti-adipogenic, upregulated
: expression in 3T3L1 adipocytes and In vitro
MiR-27a ofyod mice, increased in the circulation Fparg Rat; in vitro
of patients with T2DM or obesity
Anti-adipogenic, mediabes the Mouse; in vitro
MiR-130 inhibitory effects of TNFA on FTARG, PFARG, Apcddl] Human; in vitro
pro-inflammatory effects Human; mouse; in vitro
Attenuates adipogenesis and lipid Mouse; in vitro
MiR-33 accumulation, regulates cholesterol HMGA2, ABCAT Monbkey; in vitro
efflux and HDL synthesis Human; in vitro
MiRE-364-5p Anti-adipogenic FAEP4 Human; in vitro




