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RESUMO 

 

ROCHA, K.C.E. Perfil de microRNAs de vesículas extracelulares do soro de animais 
obesos e seu possível envolvimento na regulação do metabolismo energético.2021. 208 p. 
Tese (Doutorado em Farmacologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2021. 
 

As células podem se comunicar com células vizinhas ou distantes através de vesículas 

extracelulares (EVs) que podem transportar microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs não-

codificantes que regulam a expressão gênica. Uma vez que o conteúdo de miRNAs e o número 

de EVs liberadas pelas células podem ser alterados durante a obesidade, nossa hipótese foi a de 

que EVs do soro de animais obesos poderiam regular o metabolismo energético de animais 

controle pela possível transferência de miRNAs entre os diferentes tecidos. O objetivo deste 

trabalho foi investigar o papel de EVs na regulação do metabolismo energético na obesidade e 

identificar os possíves miRNAs em EVs envolvidos na comunicação entre tecidos. Para tal, 

camundongos machos da linhagem C57BL/6 foram induzidos à obesidade com dieta 

hiperlipídica e leite condensado por 12 semanas. As EVs do soro foram obtidas e utilizadas 

para o tratamento de camundongos C57BL/6 machos alimentados com uma dieta controle. Em 

comparação com os grupos controle (animais tratados com PBS e com EVs do soro de animais 

controle), o tratamento resultou em preferência por oxidação de lipídeos e diminuição do gasto 

energético e do heat. Esses resultados sugerem que EVs liberadas no soro de animais obesos 

podem modular o metabolismo energético de camundongos controle. A seguir, foi realizado o 

sequenciamento de miRNAs das EVs de um pool de amostras do soro de animais controle e 

obesos. Após validação dos miRNAs obtidos no sequenciamento em amostras individuais, 

cinco miRNAs (miR-22-3p, miR-29c-3p, miR-122-5p, miR-192-5p e miR-802-5p) 

apresentaram expressão aumentada em EVs do soro de animais obesos. Análise da expressão 

desses miRNAs no fígado, músculo gastrocnêmio e gordura epididimal apontam para uma 

provável comunicação entre tecidos via miRNAs de EVs. De maneira geral, nosso trabalho 

mostra a participação de EVs séricas na regulação do metabolismo energético na obesidade e 

descreve potenciais miRNAs contidos nas EVs do soro de animais obesos que podem participar 

da comunicação entre tecidos.  

Palavras-chave: Metabolismo. Caracterização. Obesidade. Vesículas Extracelulares. 
microRNAs. 



 
 

ABSTRACT 

 

ROCHA, K.C.E. MicroRNAs profile of serum extracellular vesicles and their possible 
involvement in energy metabolism regulation in obese animals. 2021. 208 p. Thesis (Ph.D. 
Thesis in Pharmacology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2021. 

 

Cells can communicate with neighboring or distant cells through extracellular vesicles (EVs) 

that can carry microRNAs (miRNAs), small non-coding RNAs that regulate gene expression. 

Since the content of miRNAs and the number of EVs released by cells can be altered during 

obesity, we hypothesized that EVs from the serum of obese animals could regulate the energy 

metabolism of control animals by a possible transfer of miRNAs between different tissues. This 

work aimed to investigate the role of EVs in the regulation of energy metabolism in obesity and 

to identify possible EV-miRNAs involved in tissue communication. For this purpose, we 

induced obesity in male C57BL/6 mice with a high-fat diet supplemented with condensed milk 

for 12 weeks. Serum EVs were obtained from the obese mice and used to treat male C57BL/6 

mice fed with a control diet. Compared to the control groups (animals treated with PBS and 

with serum EVs from control animals), EV treatment increased lipid oxidation preference and 

decreased energy expenditure and heat. These results suggest that EVs released in the serum of 

obese animals can modulate the energy metabolism of control mice. Next, we performed 

sequencing of miRNAs EVs from a pool of serum samples from control and obese animals. 

After validating the miRNAs obtained from sequencing in individual samples, five miRNAs 

miR-22-3p, miR-29c-3p, miR-122-5p, miR-192-5p, and miR-802-5p were shown to be 

increased in serum EVs from obese animals. Analysis of the expression of these miRNAs in 

the liver, gastrocnemius muscle, and epididymal fat point to a possible communication between 

tissues through EV-miRNAs. Overall, our work shows the participation of serum EVs in the 

regulation of energy metabolism in obesity and describes potential EV-miRNAs contained in 

the serum EVs of obese individuals that may participate in tissue communication in obesity. 

 

 

 

 

Keywords: Metabolism. Characterization. Obesity. Extracellular Vesicles. microRNAs. 
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1. INTRODUÇÃO 

A obesidade é definida pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como o acúmulo 

excessivo de gordura que pode prejudicar a saúde (OMS, 2021). Ela é considerada como o 

principal fator de risco para doenças crônicas não transmissíveis e está associada com 

diminuição da expectativa de vida em cerca de 5 a 20 anos (FONTAINE et al., 2003; OMS, 

2021). Os dados mais recentes da OMS mostram que a obesidade acomete aproximadamente 

13% da população mundial adulta, ou seja, mais de 650 milhões de pessoas (OMS, 2021). Em 

2014, o impacto econômico global da obesidade foi estimado em dois trilhões de dólares e 5% 

das mortes mundiais foram atribuídas à obesidade (DOBBS et al., 2014).  

A obesidade é uma doença multifatorial, influenciada por fatores genéticos, ambientais, 

sociais, econômicos e comportamentais, que ocorre em decorrência de um desbalanço crônico 

entre consumo e gasto energético, acarretando no balanço energético positivo e, 

consequentemente, na expansão e disfunção do tecido adiposo branco (SPIEGELMAN;FLIER, 

2001; BLUHER, 2009; KIM, E. et al., 2014; BLUHER, 2019). As alterações no tecido adiposo 

estão associadas a um estado de inflamação crônica de baixo grau, caracterizada pela ativação, 

em menor grau, do sistema imune inato, levando ao aumento de citocinas pró-inflamatórias na 

circulação, ativação de vias inflamatórias, recrutamento e ativação de leucócitos nos tecidos 

inflamados e aumento do estímulo para reparo tecidual (LUMENG;SALTIEL, 2011). 

A inflamação participa do elo entre obesidade e resistência à insulina. O primeiro estudo 

a mostrar isso foi realizado por HOTAMISLIGIL et al. (1993), demonstrando que roedores 

obesos apresentaram, no tecido adiposo, maior expressão de TNFα (fator de necrose tumoral 

alfa), uma citocina pró-inflamatória que se mostrou capaz de diminuir a captação periférica de 

glicose e induzir resistência à insulina. Desde então, as evidências mostram que a obesidade 

está ligada à secreção de citocinas pró-inflamatórias e infiltração de células imunes que levam 

à disfunção do metabolismo de tecidos envolvidos com a homeostase da glicose, como o fígado, 

o tecido adiposo e o músculo esquelético, acarretando em acúmulo ectópico de gordura e 

resistência à insulina periférica e sistêmica (MCARDLE et al., 2013; LACKEY;OLEFSKY, 

2016). 

Sabe-se que a patogênese da obesidade e resistência à insulina não é restrita apenas a 

efeitos no tecido adiposo, contudo, o seu mecanismo completo ainda não foi elucidado. 

Diferentes trabalhos tentaram associar a comunicação entre tecido adiposo, músculo e fígado 

através de adipocinas e mediadores inflamatórios com a resistência à insulina observada durante 
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a obesidade (MOSCHEN et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2013). Entretanto, os resultados 

obtidos até então só respondiam parcialmente a complexa comunicação entre esses tecidos. 

Um número crescente de evidências tem mostrado o papel dos microRNAs (miRNAs) 

como reguladores do metabolismo e de processos fisiopatológicos (FILIPOWICZ et al., 2008; 

VIENBERG et al., 2017). De fato, o quadro de obesidade se mostrou capaz de alterar a 

expressão de vários miRNAs em diferentes tecidos como fígado, tecido adiposo e músculo 

esquelético, mostrando um possível envolvimento desses na patogênese da obesidade (XIE et 

al., 2009; IACOMINO;SIANI, 2017).  

Reportou-se, recentemente, que os miRNAs podem ser secretados para o plasma 

livremente ou seletivamente empacotados em vesículas extracelulares (EVs, do inglês 

extracellular vesicles) por vários tipos celulares (ZEN;ZHANG, 2012). Os miRNAs são, assim, 

transferidos para células vizinhas ou distantes, realizando uma função regulatória em outras 

células, desempenhando, assim, um papel importante na comunicação intercelular (CHEN et 

al., 2012; WANG, Y. C. et al., 2013; MORI et al., 2019).  

Sabe-se que o tecido adiposo é uma importante fonte de miRNAs em EVs e esses, 

conforme descrito recentemente, podem regular a expressão de RNAm (RNA mensageiro) de 

outros tecidos (THOMOU et al., 2017). Adicionalmente, estudos demonstraram diferenças no 

conteúdo de miRNAs de EVs circulantes de animais obesos, em comparação com animais 

controle (CASTANO et al., 2018; DE MENDONÇA et al., 2020). Contudo, ainda não está bem 

estabelecido o envolvimento das EVs circulantes e seu conteúdo de miRNAs na patogênese da 

obesidade e resistência à insulina. Assim, esse trabalho avaliou o efeito de EVs do soro de 

animais obesos no metabolismo energético de animais controle e o possível envolvimento de 

miRNAs de EVs para investigar o seu papel na regulação metabólica e sua comunicação entre 

tecidos via EVs na obesidade. 

1.1. MICRORNAS 

Descritos pela primeira vez em 1993, os miRNAs são moléculas endógenas de RNA não-

codificante com, aproximadamente, 22 nucleotídeos de comprimento capazes de regular a 

expressão gênica em um nível pós-transcricional (LEE, R. C. et al., 1993; WIGHTMAN et al., 

1993; BARTEL, 2018). Acredita-se que mais de 30% de todo RNAm humano seja regulado 

por miRNAs, mostrando seu importante papel no controle da homeostase do metabolismo 

(LEWIS et al., 2005; DUMORTIER et al., 2013). 
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A biogênese dos miRNAs pode ser dividida em quatro etapas: transcrição no núcleo da 

célula, exportação para o citoplasma, processamento e maturação, conforme ilustrado na 

Figura 1 (SASSEN et al., 2008; SINGH et al., 2008). Os genes de miRNAs são evolutivamente 

conservados e podem estar localizados nas regiões intrônicas ou exônicas de genes 

codificadores de proteínas ou em regiões intergênicas (RODRIGUEZ et al., 2004). 

Os genes de miRNAs são transcritos pela RNA polimerase II, gerando um longo 

transcrito de microRNA primário (pri-miRNA) que possui uma extremidade cap 5’ 7-metil 

guanosina e uma 3’ cauda poli-A (CULLEN, 2004; LEE, Y. et al., 2004). O pri-miRNA forma 

uma estrutura secundária complexa em forma de grampo (steam-loop ou harpin) a partir de 

regiões onde os pares de bases são complementares (steam) ou não (loop), formando uma haste 

dupla fita e uma alça, respectivamente (SUN, B. K.;TSAO, 2008).  

 

Figura 1. Biogênese de microRNAs e seus mecanismos de regulação gênica. 

 

 

Fonte: Retirado de SASSEN et al. (2008). 
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Ainda no núcleo, o pri-miRNA perde uma região da haste dupla fita pela ação da 

ribonuclease III Drosha e seu cofator DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region in gene), 

originando o pré-miRNA (~70 nucleotídeos de comprimento) que, também com forma de 

grampo, é transportado para o citoplasma pela exportina-5 (Exp5), receptor nuclear dependente 

de RanGTP (LEE, Y. et al., 2003; LUND et al., 2004). No citoplasma, o pré-miRNA é 

processado por outra ribonuclease III, denominada Dicer, responsável por remover o loop, 

gerando um miRNA de fita dupla (~22 nucleotídeos de comprimento) que é incorporado ao 

complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), onde as duas fitas de RNA são 

separadas, sendo que uma permanece associada ao RISC e constitui o miRNA maduro e a outra 

sofre degradação (SUN, B. K.;TSAO, 2008). 

A expressão gênica é regulada pelo complexo miRNA-RISC por meio de dois 

mecanismos que dependem do grau de complementaridade entre as bases do miRNA e do 

RNAm (SUN, B. K.;TSAO, 2008). Quando a complementaridade é perfeita ou quase perfeita 

o RNAm é clivado por uma ribonuclease presente no RISC e, quando a complementaridade é 

imperfeita, mecanismo principal de atuação dos miRNAs, há repressão inicial ou tardia do 

processo de tradução do RNAm sem a degradação de sua fita (ZHANG, W. et al., 2007). Desse 

modo, para correlacionar a expressão de determinado miRNA com seu gene-alvo, deve-se 

analisar tanto a expressão de RNAm como a expressão da proteína que o gene-alvo codifica. 

Um único miRNA pode regular vários RNAm-alvos assim como vários miRNAs podem 

cooperar no controle da expressão gênica de um único RNAm, uma vez que os miRNAs 

apresentam sequências pequenas e não necessariamente precisam de um pareamento perfeito 

com seu RNAm-alvo (BRENNECKE et al., 2005). Tal fato reforça a importância dos miRNAs 

na regulação expressão gênica em diversos processos fisiológicos e patológicos. 

A maioria dos miRNAs descritos foram encontrados no microambiente celular (miRNAs 

celulares), contudo miRNAs já foram detectados no ambiente extracelular (miRNAs circulantes 

ou extracelulares), incluindo diferentes fluidos (soro, plasma, leite materno, urina) e meios de 

cultura de células (WEBER et al., 2010; SOHEL, 2016). Os miRNAs circulantes são resistentes 

a temperatura e pH extremos e estáveis no plasma por horas (CHEN et al., 2008; MITCHELL 

et al., 2008). Assim, apesar da alta atividade das ribonuclease (RNases) os miRNAs circulantes 

conseguem se manter íntegros e em alta concentração nos fluidos biológicos. 

Considerando a estabilidade dos miRNAs circulantes, foi sugerido que esses miRNAs 

devem adotar algum mecanismo de proteção para se manter estável no ambiente extracelular. 

Um dos primeiros mecanismos descritos mostrou que os miRNAs circulantes eram conjugados 
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com proteínas e que, assim, eram protegidos das RNases (SISCO, 2001). Em seguida, 

constatou-se que os miRNAs também eram ligados à complexos lipoproteicos e, mais 

recentemente, que os miRNAs poderiam ser secretados dentro de vesículas extracelulares (EL-

HEFNAWY et al., 2004; VALADI et al., 2007; HUNTER et al., 2008).Tais achados reforçam 

a participação de EVs no potencial papel de miRNAs na comunicação entre tecidos. 

1.2. VESÍCULAS EXTRACELULARES 

A maioria das células é capaz de secretar EVs e esse processo é conservado ao longo da 

evolução de bactérias a humanos e plantas (DEATHERAGE;COOKSON, 2012; ROBINSON 

et al., 2016). A classificação e nomenclatura de EVs tem sido uma questão de debate nos últimos 

anos (GOULD;RAPOSO, 2013). Por mais que as EVs possam ser classificadas com base na 

sua biogênese, no seu mecanismo de liberação e no seu tamanho, a obtenção de uma população 

homogênea de EVs é improvável e, como maioria dos trabalhos publicados estão focados na 

função das EVs e não em sua origem, a caracterização específica da população de EVs é 

raramente realizada (VAN NIEL et al., 2018). Além disso, não há consenso sobre marcadores 

específicos para cada subtipo de EV (THERY et al., 2018). Assim, considera-se que o termo 

“vesículas extracelulares” engloba as diferentes populações de vesículas, uma vez que foi 

considerado pela comunidade internacional como um termo genérico para partículas 

delimitadas por bicamada lipídica liberadas por células (THERY et al., 2018; 

WITWER;THERY, 2019). 

Em geral, baseado no conhecimento disponível sobre sua biogênese, as EVs liberadas por 

células saudáveis podem ser amplamente divididas em duas categorias principais: 1) EVs 

pequenas (tamanho menor que 200 nm) geradas pela fusão com corpos multivesiculares 

(MVBs, do inglês multivesicular bodies) e a membrana plasmática, normalmente denominadas 

exossomos e 2) EVs maiores (tamanho maior que 200 nm) que são formadas por brotamento 

direto da membrana plasmática, normalmente denominadas microvesículas (VAN NIEL et al., 

2018). Um esquema da biogênese dos dois processos pode ser visualizado na Figura 2. 

Adicionalmente, há os corpos apoptóticos, um tipo de EV com tamanho que pode variar entre 

1-5 µm e que são liberados durante os estágios finais da apoptose. 

Sem mecanismo muito bem elucidado, as microvesículas são formadas por brotamento 

externo direto da membrana plasmática com sua consequente liberação no espaço extracelular. 

Em contrapartida, a biogênese dos exossomos inicia-se pela invaginação da membrana celular 

durante a internalização de ligantes extracelulares ou componentes celulares que são 
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processados através da via endossomal para sua reciclagem ou degradação (GUAY;REGAZZI, 

2017). Durante o processo de maturação dos endossomos, várias vesículas pequenas 

denominadas intraluminais (ILVs, do inglês intraluminal vesicles) são formadas por 

brotamento interno da membrana endossomal (GUAY;REGAZZI, 2017). Os endossomos 

precoces contendo as ILVs em seu interior são denominados corpos multivesiculares (MVB, 

do inglês multivesicular bodies) e estão envolvidos na seleção, reciclagem, armazenamento, 

transporte e liberação de proteínas (BORGES et al., 2013; GUAY;REGAZZI, 2017). Os MVBs 

podem fundir-se ou com os lisossomos e sofrer degradação, ou com a membrana celular, 

liberando as ILV, agora denominadas como exossomos, para o exterior (GUAY;REGAZZI, 

2017). Os fatores que determinam o destino dos MVBs (degradação ou liberação) ainda não 

são compreendidos, contudo, estudos mostram influência do nível de colesterol nos MVBs, 

uma vez que MVBs com maior composição de colesterol foram secretados na circulação e os 

que não tinham colesterol foram degradados nos lisossomos (MOBIUS et al., 2002; MOBIUS 

et al., 2003).  

 

Figura 2. Biogênese de vesículas extracelulares liberadas de células saudáveis 
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Esquema representativo da biogênese das duas classes principais de vesículas extracelulares 
(EVs). ILVs: veículas intraluminais. MVBs: corpos multivesiculares. Imagem criada com 
BioRender.com 

 

As EVs se mostram particularmente importante pelo seu conteúdo, que pode variar em 

relação à biogênese, tipo celular e condições fisiológicas, mas que, no geral, é composto por 

proteínas, lipídeos, miRNAs e RNAm (ANAND et al., 2019). Estudos mostram que as EVs são 

particularmente enriquecidas com miRNAs e o mecanismo de incorporação de miRNAs 

específicos para as EVs ainda não está elucidado. Evidências sugerem o envolvimento de 

proteínas (como a argonauta 2, ribonucleoproteínas e proteínas de ligação com RNA), 

modificações pós-transcricionais (uridilação) na extremidade 3’do miRNA e ceramida, por 

meio de sua produção via esfingomielinase neutra 2 (nSMase 2, do inglês neutral 

sphingomyelinase 2) (GUDURIC-FUCHS et al., 2012; VILLARROYA-BELTRI et al., 2013; 

KOPPERS-LALIC et al., 2014; CHA et al., 2015; SHURTLEFF et al., 2016). 

As funções das EVs nos processos fisiopatológicos dependem da capacidade de 

transferências das EVs, ou seja, capacidade de interagir com as células receptoras para liberar 

seu conteúdo (RAPOSO;STOORVOGEL, 2013). Embora o mecanismo de transferência ainda 

não seja completamente elucidado, sabe-se que, uma vez na circulação, as EVs podem ser 

captadas por outras células por fusão com a membrana plasmática ou por processos de 

endocitose, incluindo endocitose mediada por clatrina, caveolina e jangada lipídica, 

macropinocitose e fagocitose (Figura 3) (MULCAHY et al., 2014; JADLI et al., 2020).  

Em 2007, um estudo transferiu EVs de mastócitos de camundongos contendo RNAm e 

miRNA para mastócitos humanos e, como resultado, os mastócitos humanos passaram a 

expressar proteínas específicas de camundongos (VALADI et al., 2007). Esse trabalho mostrou, 

pela primeira vez, que EVs poderiam conter miRNA e RNAm, serem liberadas por um tipo 

celular, captadas por outro e, uma vez captadas, as EVs poderiam liberar seu conteúdo e, então, 

alterar funções celulares da célula receptora. Após esse estudo, diversos outros mostraram 

mecanismos similares e, atualmente, as EVs são consideradas importantes mediadores da 

comunicação intercelular, envolvidas com diversas funções fisiopatológicas (MELDOLESI, 

2018).  

Dados recentes indicam que as EVs podem desempenhar um papel importante na 

obesidade e em suas complicações metabólicas, realizando a comunicação intercelular entre 

tecido adiposo, fígado, musculo esquelético e células do sistema imune (HUANG-DORAN et 

al., 2017; MORI et al., 2019). Adicionalmente, já foi demonstrado que o quadro de obesidade 
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está associado com um aumento no número de EVs circulantes e que há diferenças de expressão 

de miRNAs de EVs derivados do tecido adiposo entre indivíduos obesos e magros 

(STEPANIAN et al., 2013; FERRANTE et al., 2015).  

 

Figura 3. Mecanismos de captação das vesículas extracelulares pelas células receptoras 

Representação esquemática dos mecanismos de captação de vesículas extracelulares (EVs) por 
células receptoras. A adesão das EVs na membrana plasmática de células receptoras acontece 
por interação de receptores celulares com moléculas de superfície das EVs. Após adesão, as 
EVs são internalizadas ou por processos de endocitose (endocitose mediada por clatrina, 
caveolina e jangada lipídica, macropinocitose e fagocitose) ou por fusão com a membrana 
plasmática. Fonte: retirado de JADLI et al. (2020). 

 

Com o intuito de entender melhor o envolvimento de miRNAs de EVs na comunicação 

entre tecidos na obesidade, objetivo desse trabalho foi o de investigar, na obesidade, o papel de 

vesículas extracelulares na regulação do metabolismo energético e identificar os miRNAs de 

EVs potencialmente envolvidos na comunicação entre os principais tecidos envolvidos com o 

metabolismo energético (fígado, músculo e tecido adiposo branco). A nossa hipótese foi a de 

que haveria diferença no conteúdo de miRNAs das EVs liberadas na circulação de 

camundongos obesos e, potencialmente, essas EVs poderiam ser captadas por diferentes tipos 

celulares. Uma vez captadas, o seu conteúdo de miRNA poderia ser liberado no citoplasma da 

célula-alvo, alterando sua função celular. Assim, ao isolar as EVs do soro, poder-se-ia 
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identificar miRNAs envolvidos na comunicação entre tecidos e seus potenciais efeitos 

metabólicos nos tecidos-alvo 

Para responder as nossas perguntas, o trabalho foi dividido em quatro partes. A Parte I 

consistiu em induzir obesidade em camundongos da linhagem C57BL/6 por dieta hiperlipídica 

suplementada com leite condensado, caracterização do modelo e extração de EVs do soro 

desses animais. As EVs isoladas do soro de animais obesos foram utilizadas na Parte II (dividida 

em parte IIa e Parte IIb), que consistiu no tratamento de camundongos alimentados com dieta 

controle com o objetivo de investigar os possíveis efeitos metabólicos das EVs circulantes na 

obesidade. Uma vez que foi possível observar efeitos no metabolismo energético relacionados 

com as EVs, o seu conteúdo de miRNAs foi avaliado na Parte III do trabalho, que consistiu no 

sequenciamento de miRNAs das EVs do soro de animais controle e obesos e análise 

bioinformática das vias e genes-alvo dos miRNAs diferentemente expressos. A parte final, Parte 

IV, consiste na validação do sequenciamento e análises da expressão dos miRNAs validados 

nos tecidos de animais controle, obesos e tratados com EVs. 
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2. OBJETIVO 

2.1. OBJETIVO GERAL 

Investigar, na obesidade, o papel de vesículas extracelulares na regulação do metabolismo 

energético e identificar os miRNAs de EVs potencialmente envolvidos na comunicação entre 

os principais tecidos envolvidos com o metabolismo energético (fígado, músculo e tecido 

adiposo branco). 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Isolar e caracterizar EVs do soro de animais obesos e controle; 

 

 Investigar a participação de EVs do soro de animais obesos no metabolismo energético 

de camundongos alimentados com dieta controle; 

 

 Identificar potenciais miRNAs de EVs que participem da patogênese da obesidade e 

resistência à insulina. 
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PARTE I – INDUÇÃO DE OBESIDADE POR DIETA 

 

3. METODOLOGIA 

3.1. ANIMAIS 

Camundongos machos da linhagem C57BL/6 foram obtidos do Biotério de Produção de 

Camundongos SPF da Faculdade de Medicina - Rede de Biotérios da Universidade de São 

Paulo com oito semanas de idade. Os animais, até o fim do experimento, foram mantidos em 

sala com ciclo claro/escuro de 12h, temperatura de 23 ± 2ºC e 75% de umidade no Biotério de 

Experimentação do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento. Todos os 

procedimentos descritos foram submetidos ao Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CEUA) no Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (protocolo nº 

54/2017). 

3.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL – INDUÇÃO DE OBESIDADE 

Animais com oito semanas de idade foram divididos de maneira aleatória em dois grupos 

experimentais: 

1) Camundongos alimentados com dieta controle – Grupo controle (C); 

2) Camundongos alimentados com dieta hiperlipídica suplementada com leite 

condensado – Grupo obeso (H). 

Todos os animais receberam água e suas respectivas dietas (controle ou hiperlipídica 

suplementada com leite condensado) ad libitum por 12 semanas. 

A composição detalhada das dietas pode ser observada na Tabela 1. Resumidamente, 

camundongos do grupo C receberam dieta controle (Cat.#156, PRAGSOLUÇÕES –

Biociências, Jaú, SP, Brasil; 76% kcal carboidrato, 9% kcal gordura e 15% kcal proteínas), 

enquanto, os do grupo H receberam dieta hiperlipídica (Cat.#10, PRAGSOLUÇÕES –

Biociências; 26% kcal carboidratos, 59% kcal gordura, 15% kcal proteínas) e leite condensado 

(Nestlé S.A., Vevey, Suíça; 55% kcal carboidratos, 8% kcal gordura, 7% kcal proteínas) com 

adição de 1% de mistura de vitaminas (Rhoster, São Paulo, Brasil). Cada grama de leite 

condensado contém 3,25 kcal.  
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Ambas as dietas utilizadas seguem as recomendações do Instituto Americano de Nutrição 

para camundongos adultos (REEVES, 1997), diferindo na densidade energética – por conta de 

uma quantidade maior de banha suína e óleo de soja (dieta controle = 3.803kcal/kg de dieta e 

dieta hiperlipídica = 5.340 kcal/kg de dieta) e no conteúdo proteico (Tabela 1). Sabendo que 

camundongos alimentados com dieta hiperlipídica, em comparação aos alimentados com dieta 

controle, comem uma quantidade menor de ração, aumentou-se a quantidade de proteína 

colocada na dieta hiperlipídica para evitar uma baixa ingestão proteica dos animais do grupo 

H. 

 

Tabela 1. Composição das dietas experimentais de acordo com o fabricante - dieta controle e 
hiperlipídica. 

Macro/micronutriente Ingredientes Dieta Controle (%) Dieta Hiperlipídica (%) 

Carboidrato Amido de milho 42,97 14,75 

Proteína Caseína 14,0 20,0 

Carboidrato Amido de milho dextrinizado 15,5 10 

Carboidrato Sacarose 10,0 10,0 

Lipídio Óleo de soja 4,0 4,0 

Lipídio Banha 3,6 31,2 

Proteína L-Cistina 0,18 0,3 

Vitamina Bitartarato de colina 0,25 0,25 

Fibra Celulose microcristalina 5,0 5,0 

Mineral Mix mineral AIN 93 3,5 3,5 

Vitamina Mix vit AIN 93 1,0 1,0 

Total  100% 100% 

 



44 
 

O consumo de ração dos animais foi mensurado duas vezes por semana e, o ganho de 

peso, semanalmente. Antes do início da dieta e a cada quatro semanas, após seu início, a 

composição corporal dos animais foi avaliada. Durante a última semana de dieta, os testes de 

tolerância à glicose (GTT), ao piruvato (PTT) e à insulina (ITT) foram realizados. Com 12 

semanas completas de dieta os animais foram, após seis horas em jejum, eutanasiados. A 

Figura 4Figura 4. Desenho experimental – Indução de obesidade por dieta hiperlipídica 

suplementada com leite condensado. ilustra o desenho experimental. Amostras de sangue total 

foram coletadas para análises bioquímicas e extração de EVs (utilizados para o tratamento – 

Parte IIa e IIb). Amostras da gordura epididimal, retroperitoneal, inguinal e marrom 

interescapular, do fígado e dos músculos gastrocnêmio e sóleo foram pesadas e coletadas para 

análises moleculares e/ou histológicas. Para avaliação da adiposidade, a gordura mesentérica 

também foi pesada. 

 

Figura 4. Desenho experimental – Indução de obesidade por dieta hiperlipídica suplementada 
com leite condensado. 
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3.3. INGESTÃO ALIMENTAR E GANHO DE PESO 

A ração era ofertada de acordo com os seguintes cálculos: 4g de ração controle/animal/dia 

e 3g de ração hiperlipídica/animal/dia. A partir do início da dieta, o peso dos animais foi 

mensurado semanalmente e, o consumo de ração, duas vezes por semana. O consumo de ração 

diária por animal foi calculado através da subtração da quantidade de ração ofertada pela sobra 

de ração, em gramas, por caixa. Esse valor foi posteriormente dividido pelo número de dias que 

a ração ficou disponível e pelo número de animais presentes na caixa. 

O leite condensado foi ofertado em copinhos plásticos para os animais (Figura 5). Esse 

era adicionado aos copinhos que, então, eram pesados e colocados na caixa dos animais. O 

consumo de leite condensado foi calculado através da subtração da quantidade ofertada de leite 

condensado pela sobra presente nos copinhos e o conteúdo derramado na caixa, em gramas, por 

caixa. Esse valor foi posteriormente dividido pelo número de dias que o leite condensado ficou 

disponível e pelo número de animais presentes na caixa. 

 

Figura 5. Copinhos contendo leite condensado antes e após serem ofertados aos animais do 
grupo H. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. ANÁLISE DA COMPOSIÇÃO CORPORAL 

A quantidade de fluidos corporais, gordura e massa magra foi determinada, nos animais 

vivos, por ressonância magnética nuclear no domínio do tempo (TD-NMR, do inglês Time-

domain nuclear magnetic resonance), utilizando o analisador de composição corporal de 
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camundongos LF50 (Bruker Optics, Billerica, MA, EUA). As quantidades encontradas são 

comparadas com a massa corporal total para adquirir a percentagem relativa de gordura, 

massa magra e fluido. A composição corporal dos animais foi realizada antes do início da dieta 

(tempo 0) e a cada quatro semanas (semanas 4, 8 e 12) após o início da dieta. 

3.5. TESTE DE TOLERÂNCIA AO PIRUVATO 

Animais em restrição alimentar de 16 horas receberam sobrecarga de piruvato (2 mg/g de 

peso corpóreo) por injeção intraperitoneal. Retirou-se sangue da cauda dos animais e, utilizando 

um glicosímetro (Accu-Chek Performa - Bayer, Basileia, Suíça), determinou-se a glicemia nos 

tempos 0 (pré-injeção), 10, 20, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos após a injeção de piruvato. Os 

valores glicêmicos obtidos foram utilizados para construção de uma curva glicêmica, onde sua 

área sob a curva (AUC, do inglês area under the curve) foi calculada. 

3.6. TESTE DE TOLERÂNCIA À GLICOSE 

Animais em restrição alimentar de seis horas receberam sobrecarga de glicose (2 mg/g de 

peso corpóreo) por injeção intraperitoneal. Realizou-se coleta de 5 μL de sangue retirado da 

cauda dos animais nos tempos 0 (pré-injeção), 15, 30, 45, 60 e 90 minutos após a injeção de 

glicose. Após coleta, as amostras foram diluídas em 20 μL de ácido tricloroacético 5% (TCA 

5%), um precipitante de proteínas utilizado com o intuito de impedir glicólise e, 

consequentemente, alteração na concentração plasmática de glicose após coleta do sangue. As 

amostras diluídas (1:5) em TCA 5% foram centrifugadas a 4.000 rpm por 2 minutos a 4ºC e o 

sobrenadante foi armazenado (-30ºC) em novo tubo para determinação da glicemia, realizada 

utilizado o kit Glicose Liquiform (Ref. 133 - Labtest Diagnóstica, Lagoa Santa, MG, Brasil), 

seguindo as instruções do fabricante. De maneira resumida, 2 μL do sobrenadante obtido e 200 

μL do Reagente 1 foram pipetados por poço em placas estéreis de 96 poços. Em seguida a placa 

foi encubada por 10 minutos a 37ºC e lida no comprimento de onda de 505 nm no 

espectrofotômetro (SpectraMax M5, Molecular Devices, San Jose, CA, EUA). As absorbâncias 

obtidas foram utilizadas para o cálculo da glicemia por meio da seguinte fórmula: 

𝐺𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒 (𝑚𝑔 𝑑𝐿⁄ ) =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜
× 500 

Os valores glicêmicos obtidos foram utilizados para construção de uma curva glicêmica, 

onde sua AUC foi calculada.  
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3.7. TESTE DE TOLERÂNCIA À INSULINA 

Animais em restrição alimentar de seis horas receberam uma dose de 0,75 mU/g de peso 

corpóreo de insulina regular (Novolin R, Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca) por injeção 

intraperitoneal. Para construção da curva glicêmica, retirou-se sangue da cauda dos animais e, 

utilizando um glicosímetro (Accu-Chek Performa - Bayer) determinou-se a glicemia nos 

tempos 0 (pré-injeção), 4, 8, 12, 16 e 20 minutos após a injeção de insulina. A glicemia obtida 

foi utilizada para calcular a taxa de desaparecimento da glicose plasmática (kITT) por meio da 

seguinte fórmula: 

𝑘𝐼𝑇𝑇 (% 𝑚𝑖𝑛⁄ ) =  
0,693

t1/2
 

Na fórmula o t1/2 é a meia vida da glicose plasmática, ou seja, o tempo necessário para 

reduzir a glicemia basal pela metade, calculado a partir da inclinação da curva decaimento da 

glicose obtida nos tempos de 4 a 16 minutos durante sua fase linear (BONORA et al., 1989). 

3.8. ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

Amostras de sangue total, obtidas após a eutanásia, foram coletadas em tubo seco e, após 

duas centrifugações, o soro foi obtido. A primeira centrifugação foi feita com rotação de 3.000 

rpm por 10 minutos a 4ºC onde o sobrenadante foi aspirado e transferido para um novo tubo 

para a realização da segunda centrifugação, realizada com rotação de 13.500 rpm por 10 

minutos a 4ºC. O sobrenadante foi coletado, transferido para um novo tubo e armazenado a -

30ºC até as dosagens de colesterol total (CT), triglicerídeos (TG) e colesterol da lipoproteína 

de alta densidade (HDL-C). Os resultados obtidos das dosagens de CT, TG e HDL-C foram 

utilizados para o cálculo da concentração sérica de colesterol da lipoproteína de baixa densidade 

(LDL-C).  

 

3.8.1. Dosagem sérica de colesterol total 

Para a determinação da concentração de CT do soro, foi utilizado o kit Colesterol 

Liquiform (Ref. 76 – Labtest Diagnóstica), seguindo as instruções do fabricante. De maneira 

resumida, 2 μL de soro (ou padrão) e 200 μL do Reagente 1 foram pipetados por poço em placas 

estéreis de 96 poços. Em seguida a placa foi encubada por 10 minutos a 37ºC e lida no 

comprimento de onda de 500 nm no espectrofotômetro (SpectraMax M5, Molecular Devices). 
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As absorbâncias obtidas foram utilizadas para o cálculo da concentração sérica de CT por meio 

da seguinte fórmula:  

𝐶𝑜𝑙𝑒𝑠𝑡𝑒𝑟𝑜𝑙 (𝑚𝑔 𝑑𝐿⁄ ) =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜
× 200 

 

3.8.2. Dosagem sérica de triglicerídeos 

Para a determinação da concentração de triglicerídeos do soro, foi utilizado o kit 

Triglicérides Liquiform (Ref. 87 – Labtest Diagnóstica), seguindo as instruções do fabricante. 

Em síntese, 2 μL de soro (ou padrão) e 200 μL do Reagente 1 foram pipetados por poço em 

placas estéreis de 96 poços. Em seguida a placa foi encubada por 10 minutos a 37ºC e lida no 

comprimento de onda de 505 nm no espectrofotômetro (SpectraMax M5, Molecular Devices). 

As absorbâncias obtidas foram utilizadas para o cálculo da concentração sérica de TG por meio 

da seguinte fórmula:  

𝑇𝑟𝑖𝑔𝑙𝑖𝑐𝑒𝑟í𝑑𝑒𝑜𝑠 (𝑚𝑔 𝑑𝐿⁄ ) =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜
× 200 

 

3.8.3. Dosagem sérica de HDL-C 

Para a determinação da concentração de HDL-C no soro, foi utilizado o kit Colesterol 

HDL (Ref. 13 – Labtest Diagnóstica), seguindo as instruções do fabricante. Resumidamente, 5 

μL de soro e 5 μL do Precipitante foram adicionados em um tubo de 0,6 mL. O tubo foi agitado 

por 30 segundos e centrifugado a 3.500 rpm por 15 minutos a 4ºC, formando um precipitado. 

A seguir, 2 μL do sobrenadante (ou padrão) e 200 μL do Reagente 1 do kit Colesterol Liquiform 

(Ref. 76 – Labtest Diagnóstica) foram pipetados por poço em placas estéreis de 96 poços. Em 

seguida a placa foi encubada por 10 minutos a 37ºC e lida no comprimento de onda de 500 nm 

no espectrofotômetro (SpectraMax M5, Molecular Devices). As absorbâncias obtidas foram 

utilizadas para o cálculo da concentração sérica de HDL-C por meio da seguinte fórmula: 

𝐻𝐷𝐿 (𝑚𝑔 𝑑𝐿⁄ ) =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜
× 40 
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3.8.4. Cálculo para a concentração sérica de LDL-C 

Para encontrar a concentração sérica de LDL-C (em mg/dL) aplicou-se os resultados de 

CT, TG e HDL-C na fórmula LDL-C = CT – HDL-C – 𝑇𝐺/5 (FRIEDEWALD et al., 1972). Essa 

fórmula só é válida se TG < 400 mg/dL. 

3.9. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA POR PCR EM TEMPO REAL 

Primeiramente, extraiu-se o RNA total da gordura retroperitoneal, da epididimal e do 

fígado utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) de 

acordo com as instruções do fabricante. A extração de RNA total da gordura inguinal e do 

músculo gastrocnêmio foi realizada utilizando o kit de extração mirVana™ PARIS™ 

(Cat.#AM1560; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), seguindo as instruções do 

fabricante. A concentração do RNA total foi mensurada usando o espectrofotômetro BioDrop 

uLite (BioDrop, Cambridge, Reino Unido). A pureza foi determinada pela razão A260/A280nm 

e A260/A230nm. 

Após extração e quantificação do RNA total dos quatro tecidos, a síntese de cDNA foi 

realizada por kit comercial High-Capacity cDNA reverse transcription (Cat. #4374967; Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA) partido de 1 μg de RNA total das amostras de gordura 

epididimal, inguinal e retroperitoneal; 750 ng de RNA total do músculo gastrocnêmio e 2 μg de 

RNA total do fígado. A reação foi realizada em termociclador (Veriti, Applied Biosystems) de 

acordo com as instruções do fabricante.  

O cDNA obtido foi diluído (1:10) e então utilizado na análise de expressão gênica por 

PCR em tempo real (RT-qPCR) pelo método de detecção Sbyr Green (Cat. #A25741; 

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix; Thermo Fisher Scientific). Para os genes Tnfa 

(Mn00443259_g1) e Il6 (Mn99999064_m1), utilizou-se o método de detecção TaqMan™ 

(Cat.#4326702; TaqMan™ Universal PCR Master Mix, Thermo Fisher Scientific). Os primers 

utilizados estão descritos na Tabela 2. As reações de RT-qPCR foram realizadas em duplicata 

no aparelho QuantStudio3 (Applied Biosystems) e os resultados analisados pelo software 

QuantStudioTM Design & Analysis (Applied Biosystems). A expressão gênica relativa foi 

determinada pelo método matemático   2-ΔΔCT (LIVAK;SCHMITTGEN, 2001). O gene de 

referência utilizado para as gorduras e para o músculo gastrocnêmio foi o Hptr1. O gene de 

referência utilizado para o fígado foi o 36b4.  
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Tabela 2. Sequências dos primers utilizados para quantificação da expressão de RNAm por 

PCR em tempo Real. 

 

3.10. ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

Após eutanásia, as amostras de gordura retroperitoneal foram rapidamente coletadas, 

congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -70ºC até análise da atividade enzimática da 

ATP-citrato liase (ACL) e da málica (EM).  

Cada amostra foi subdividida em duas alíquotas de 50 mg de tecido pulverizado para 

homogeneizar separadamente o tecido com 250 μL do tampão de extração da ACL (pH - 8,0; 

MgCl2 20 mM, EDTA 1 mM e Tris-aminometano 100 mM) e 250 μL do tampão de extração 

Gene Primer Forward (5’- 3’) Primer Reverse (5’- 3’) 

36b4 TAAAGACTGGAGACAAGGTG GTGTACTCAGTCTCCACAGA 

Acc CCAGCAGATTGCCAACATC ACTTCGGTACCTCTGCACCA 

Cebpa TAGGTTTCTGGGCTTTGTGG TAGGTTTCTGGGCTTTGTGG 

Fabp3 ATGACCGGAAGGTCAAGTCAC CCCGTTCCACTTCTGCACAT 

Fabp4 TGAAATCACCGCAGACGACA ACACATTCCACCACCAGCTT 

Fasn GATTCGGTGTATCCTGCTGTC CATGCTTTAGCACCTGCTGT 

Glut4 CATTCCCTGGTTCATTGTGG GAAGACGTAAGGACCCATAGC 

Hprt1 CCTAAGATGAGCGCAAGTTGAA CCACAGGACTAGAACACCTGCTAA 

Irs1 CCCTCTCAACAGCAGTCCCT TTACGCTATTGACGATCCTC 

Pgc1a CACCAAACCCACAGAAAACAG GGGTCAGAGGAAGAGATAAAGTTG 

Ppara TCGAATATGTGGGGACAAGG TCTTGCAGCTCCGATCACAC 

Pparg CAAACCTGATGGCATTGTGAG ATCTTAACTGCCGGATCCAC 

Ucp1 CTGATGAAGTCCAGACAGACAG CCAGCATAGAAGCCCAATGA 
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da EM (pH - 7,6; Tris-HCl 20 mM, MgCl2 1 mM, KCl 100 mM e Sacarose 250 mM). Os 

homogenatos foram centrifugados a 13.000 rpm durante 2 minutos a 4ºC e os sobrenadantes 

resultantes foram utilizados para os procedimentos seguintes. As atividades de EM e ACL 

foram medidas de acordo com o método descrito por NEWSHOLME e WILLIAMS (1978) e 

CORRIGAN e RIDER (1983). A atividade das enzimas foi corrigida pela quantidade de 

proteína das amostras, quantificada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). 

3.11. EXTRAÇÃO DE LIPÍDEOS - FÍGADO 

Parte do lóbulo direito do fígado foi pulverizado em condições de refrigeração por 

nitrogênio líquido. Aproximadamente 50 mg de tecido foi separado para a realização extração 

de lipídeos. Resumidamente, o tecido foi homogeneizado com tampão fosfato-salino e em 

seguida foi adicionado clorofórmio: metanol (2:1, v/v). Após 15 segundos de agitação, 400 µL 

de água foram adicionados. A amostra foi então centrifugada (12,000 rpm por 5 min 4°C) e a 

fase orgânica inferior foi coletada. Em seguida, mais 1 mL de clorofórmio foi adicionado aos 

tubos que a fase orgânica tinha sido coletada. Esses tubos foram novamente centrifugados e a 

fase inferior orgânica coletada (no mesmo tubo da fase orgânica anteriormente coletada). Para 

evaporação do solvente as amostras foram colocadas no concentrador de amostras por 2 h sem 

aquecimento (Eppendorf Concentrator plus, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Os lipídios 

secos foram então ressuspendidos em 200 μL de isopropanol. A solução final foi utilizada para 

quantificar a concentração de colesterol total e de triglicerídeos, utilizando kits colorimétricos 

específicos (conforme descrito nas seções 3.8.1 e 3.8.2, respectivamente). Os resultados obtidos 

foram normalizados pela massa de tecido usada para extração.  

3.12. ANÁLISES HISTOLÓGICAS 

Análises histológicas do fígado, da gordura marrom interescapular e da gordura inguinal 

foram realizadas. Todas as fotografias foram obtidas usando uma câmera digital (Nikon 

DMX1200 - Nikon Instruments, Inc., Melville, EUA) acoplada a um microscópio (Leica 

DMIRB - Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha). 

 

3.12.1. Fígado 

O fígado foi incluindo em parafina e secções de 5 μm de espessura foram coradas com 

hematoxilina e eosina (HE) para análise histológica. A histologia hepática foi avaliada e 
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classificada de forma cega por dois observadores independentes utilizando um sistema de 

pontuação para doença hepática gordurosa não alcoólica (NALFD, do inglês non-alcoholic fatty 

liver disease) para roedores (LIANG et al., 2014). O escore da NALFD baseia-se em uma 

análise semiquantitativa de esteatose (esteatose macrovesicular, esteatose microvesicular e 

hipertrofia) e inflamação (número de focos inflamatórios/campo), onde cada subcategoria de 

esteatose e inflamação pode receber um escore que varia de 0 a 3. Portanto a o escore de 

esteatose total varia de 0 a 9 e, o de inflamação, de 0 a 3. Totalizando um escore de NALFD 

que pode variar entre 0 e 12.  

Para a coloração Oil Red-O (ORO), parte do fígado foi fixada com paraformaldeído a 4% 

durante a noite e crioprotegida em 20% de sacarose. Solução estoque de ORO (3,5%) e solução 

de trabalho (três partes da solução estoque diluídas em duas partes de água destilada) foram 

preparadas. Crio secções com espessura de 10 μm foram secas, lavadas com água corrente por 

3 minutos e então fixadas em formol 10% por 20 minutos. Em seguida, as lâminas foram 

incubadas com 60% de isopropanol (10 minutos) e depois coradas com ORO (solução de 

trabalho, filtrada), durante 20 minutos. Após coloração, as lâminas foram lavadas e com água 

corrente durante 3 minutos, coradas com solução de hematoxilina (filtrada), durante 5 minutos 

e lavadas novamente com água corrente (3 minutos). A área com coloração positiva para ORO 

de cinco campos aleatórios de três cortes diferentes por animal foi quantificada usando o plugin 

colour deconvolution do software ImageJ (NIH, Bethesda, MD), conforme descrito por 

RUIFROK e JOHNSTON (2001). 

 

3.12.2. Gordura inguinal e gordura marrom interescapular 

A gordura inguinal e a gordura marrom interescapular foram fixadas em 4% de 

paraformaldeído (PFA) por 24 horas a 4ºC. Após a fixação, as gorduras inguinal e marrom 

foram incubadas em 30% de sacarose e incorporadas no composto Tissue-Plus Optimal Cutting 

Temperature (OCT) (Fisher HealthCare, Houston, TX, EUA). Blocos de tecido congelados 

foram cortados em secções de 10 µm de espessura usando o criostato Leica CM3050 (Leica 

Biosystems) e corados com hematoxilina e eosina (HE) para análise histológica. Para cada 

tecido, cinco campos aleatórios de três cortes diferentes por animal foram corados com HE 

foram fotografados em ampliação de 20x. As imagens da gordura inguinal foram analisadas 

segundo PARLEE et al. (2014). 
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3.13. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para todas as análises estatísticas o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, 

Califórnia, USA) foi utilizado. O nível de significância foi estabelecido como p < 0,05. As 

legendas das figuras indicam o n amostral e a forma de expressão dos dados. 

 

3.13.1. Variáveis quantitativas 

Os dados foram testados em relação à distribuição normal (teste de Shapiro-Wilk) e 

homogeneidade de variâncias (teste F).  

Para comparação entre os dois grupos de animais (H versus C), os testes t de Student 

bilateral para amostras independentes e U de Mann-Whitney bilateral para amostras 

independentes foram realizados, dependendo da normalidade e homogeneidade dos dados. 

Quando os dois grupos analisados apresentaram distribuição normal e populações homogêneas 

o teste t de Student foi realizado. Utilizou-se o teste U de Mann-Whitney nos casos em que 

esses parâmetros (normalidade e/ou homogeneidade) não foram atingidos. 

Em algumas situações, o efeito da dieta (D) foi comparado ao longo do tempo (T) e, para 

isso, utilizou-se o teste de Two-way ANOVA em dados homogêneos quanto à variância e com 

distribuição normal. Quando se observou interação entre os dois fatores (DxT), o pós-teste de 

Bonferroni foi realizado. 

 

3.13.2. Variáveis qualitativas 

A variável contínua tamanho dos adipócitos (da gordura subcutânea inguinal) foi 

classificada em quatro categorias e o teste qui-quadrado de Pearson foi realizado para 

comparação entre os grupos C e H.  

As variáveis discretas, escore de esteatose, escore de inflamação e escore de NAFLD, 

foram apresentadas em gráficos de frequência absoluta e, pelo n amostral não ser suficiente 

para o teste de qui-quadrado, não foi realizada análise estatística para comparação entre os 

grupos C e H.  
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3.13.3. Curva ROC 

A partir da curva ROC (característica de operação do receptor do inglês, receiver 

operating characteristic), é possível saber se o modelo adotado (neste caso, o modelo de 

indução de obesidade por dieta) é capaz de distinguir duas populações distintas (animais magros 

e animais obesos). Essa distinção é feita por meio da determinação de um valor de corte. Nesse 

contexto, a curva ROC do ganho de peso foi utilizada para avaliar se animais alimentados com 

dieta hiperlipídica e leite condensado realmente desenvolveram obesidade. Assim, animais 

foram considerados como obesos quando seu ganho de peso era maior que o ponto de corte. 

A curva ROC relacionou a sensibilidade e a especificidade para todos os pontos de corte 

possíveis. Uma vez plotada, a sua AUC é calculada. Os valores podem variar entre 0,5 

(comportamento aleatório) e 1,0 (discriminação perfeita entre as populações). A escolha do 

melhor ponto de corte foi baseada na combinação dos maiores valores de sensibilidade e 

especificidade encontrados, refletindo na maior AUC possível.  
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4. RESULTADOS 

4.1. PESO CORPÓREO E COMPOSIÇÃO CORPORAL 

Realizou-se pesagem semanal para avaliar os efeitos da dieta hiperlipídica suplementada 

com leite condensado no peso corpóreo dos animais (Figura 6). Para complementar os dados 

de peso, a composição corporal dos animais antes do início da dieta e a cada quatro semanas, 

também foi avaliada (Figura 7). 

A Figura 6 mostra a evolução do peso dos animais durante as 12 semanas do protocolo 

experimental, onde é possível observar que o peso inicial dos animais de ambos os grupos foi 

bastante similar. Entretanto, ao longo das semanas, os animais alimentados com dieta 

hiperlipídica e leite condensado (grupo H) foram apresentando peso maior, em comparação aos 

animais alimentados com dieta controle (grupo C) (Figura 6A; fator dieta, fator tempo e 

interação: p < 0,001). De fato, o peso corpóreo do grupo H, em comparação com o grupo C, foi 

considerado estatisticamente maior a partir da segunda semana de dieta (Figura 6A). 

Para uma análise mais apurada da diferença de peso observada, comparou-se o peso 

inicial, o peso final e o ganho de peso entre os dois grupos experimentais. Não foi encontrada 

diferença estatística entre o peso inicial dos dois grupos (Figura 6B, p = 0,590), entretanto o 

peso final (Figura 6C, p < 0,001) e o ganho de peso (Figura 6D, p < 0,001) dos animais do 

grupo H foi, respectivamente, 40% e 135% maior do que o observado no grupo C.  

Como o objetivo do trabalhe envolve avaliar, na obesidade, a regulação do metabolismo 

energético via EVs, julgou-se necessário confirmar se animais alimentados com dieta 

hiperlipídica e leite condensado poderiam ser considerados como obesos. Assim, a curva ROC 

do ganho de peso foi uma alternativa estatística encontrada para encontrar o valor de corte do 

ganho de peso para separar as duas populações do estudo (animais obesos e magros). O 

resultado da análise da curva ROC do ganho de peso mostra que o ponto de corte de 11,50 g de 

ganho de peso reflete em uma especificidade e sensibilidade de 100%. Como consequência, a 

AUC correspondente é de 1,0, indicando que todos os animais que receberam dieta hiperlipídica 

e leite condensado poderiam ser considerados obesos (Figura 6E). 

Em relação à composição corporal, pode-se observar que, antes do início da dieta, a 

composição percentual de gordura e massa magra era bastante semelhante entre os dois grupos 

(Figura 7A). Entretanto, após o início da dieta, nota-se que o grupo H apresentou um aumento 

mais acentuado na porcentagem de gordura, em comparação ao do grupo C, ao longo do 
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A 

B C D 

E 

protocolo experimental (Figura 7B-D). De fato, não foi observada diferença estatística na 

composição de gordura entre os dois grupos experimentais antes do início da dieta (tempo 0; 

Figura 7E, p = 0,200). Entretanto, animais do grupo H, em comparação com o grupo C, 

apresentaram aumento na composição de gordura de 82%, 73% e 55% após quatro, oito e doze 

semanas de dieta, respectivamente (Figura 7E, p < 0,001 para os tempos de 4, 8 e 12 semanas). 

 

Figura 6. Avaliação do peso corpóreo de camundongos C57BL/6 machos alimentados com 
dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) durante 12 semanas. 
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(A) Curva do peso corpóreo ao longo das 12 semanas do protocolo experimental; (B) Peso 
corpóreo no início do protocolo; (C) Peso corpóreo na semana final do protocolo; (D) Ganho 
de peso entre o começo e o final do protocolo; (E) Curva ROC do ganho de peso. Two-Way 
ANOVA seguida do pós-teste de Bonferroni (A) e Teste t de Student (B-D) foram realizados. 
Two-Way ANOVA avaliou o efeito da dieta (D), do tempo (T) e da interação (DxT). Dados 
apresentados como média ± DP (A) e boxplot (B-D). C: n=16; H: n=18. *p < 0,05.  

 

Figura 7. Avaliação da composição corporal de camundongos C57BL/6 machos alimentados 
com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) durante 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Composição percentual de gordura, massa magra e fluido (A) antes, (B) após quatro, (C) oito 
e (D) 12 semanas do início protocolo experimental; (E) Comparação do percentual de gordura 
entre os dois grupos experimentais nos mesmos tempos. Teste t de Student foi realizado (E). 
Dados apresentados como média (A-D) e bloxplot (E). C: n=6; H: n=9. *p < 0,05.  
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4.2. CONSUMO DE RAÇÃO E LEITE CONDENSADO 

As Figura 8A e 8B ilustram, respectivamente, a média do consumo de ração (grupos C e 

H) e de leite condensado (apenas para o grupo H), em gramas, ao longo das semanas. A Figura 

8A indica que os animais alimentados com dieta controle consumiram maior quantidade de 

ração, frente aos animais que receberam dieta hiperlipídica (fator dieta: p < 0,001; fator tempo: 

p = 0,01; interação: p = 0,93). Para confirmação, a média do consumo das 12 semanas foi 

calculada, onde foi possível mostrar que, de fato, o consumo de ração, em gramas, do grupo H 

foi 25% menor do que o consumo do grupo C (Figura 8C, p < 0,001). Em relação ao leite 

condensado, seu consumo médio, pelos animais do grupo H, foi de 0,87 g/animal/dia (Figura 

8D), refletindo um consumo calórico médio de leite condensado de 2,83 kcal/animal/dia.  

Com base no consumo alimentar, em gramas, e na quantidade de calorias por grama de 

ração (controle: 3,803 kcal; hiperlipídica: 5,34kcal) e de leite condensado (3,25 kcal), calculou-

se o consumo calórico dos animais. Para os animais do grupo H, somou-se a quantidade de 

calorias da ração e de leite condensado ingeridas. Comparou-se então o consumo calórico dos 

animais do grupo C com o dos animais do grupo H e foi possível observar que os animais do 

grupo H consumiam uma quantidade calórica 63% maior, em comparação com o grupo C 

(Figura 8E, p < 0,001).  
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Figura 8. Avaliação do consumo alimentar de camundongos C57BL/6 machos alimentados 
com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) durante 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Curva do consumo em gramas de (A) ração e de (B) leite condensado ao longo das 12 semanas 
do protocolo experimental; Consumo médio de (C) ração e (D) leite condensado; (E) Consumo 
calórico (considerando ração e leite condensado). Dados avaliados por caixa, contendo entre 3-
5 animais (C: 5 caixas; H: 6 caixas). Two-Way ANOVA (A) e Teste t de Student (C-E) foram 
realizados. Two-Way ANOVA avaliou o efeito da dieta (D), do tempo (T) e da interação (DxT). 
Dados apresentados como média ± DP (A) e boxplot (C-E). *p < 0,05.  

 

4.3. GLICEMIA DE JEJUM E RESPONSIVIDADE À GLICOSE 

Durante a última semana experimental, os animais foram submetidos ao teste de 

tolerância à glicose (GTT). Os valores glicêmicos obtidos antes da injeção de glicose foram 

utilizados para a determinação da glicemia de jejum (Figura 9A). Os resultados obtidos antes 

(tempo 0) e após a injeção, foram utilizados para construção de uma curva glicêmica (glicemia 

vs. tempo) (Figura 9B) e da sua respectiva área sob a curva (AUC) (Figura 9C).  
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Animais do grupo H apresentaram hiperglicemia de jejum comparado aos do grupo C 

(Figura 9A, p = 0,001). Ao analisar a curva glicêmica do GTT, pode-se observar que animais 

do grupo H, em comparação com o grupo C, apresentaram, após a injeção de glicose, glicemia 

maior em todos os tempos analisados (Figura 9B; fator dieta: p < 0,001; fator tempo: p < 0,001; 

interação: p = 0,03). Refletindo o observado na curva glicêmica, os animais do grupo H 

apresentaram aumento de 52% na AUC do GTT em relação aos animais do grupo C (Figura 

9C, p < 0,001). Assim, pode-se concluir que os animais apresentaram intolerância à glicose. 

 

Figura 9. Avaliação da glicemia de jejum e da responsividade à glicose de camundongos 
C57BL/6 machos alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado 
(H) durante 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Glicemia após seis horas de jejum; (B) Curva glicêmica do teste de tolerância à glicose 
(GTT); (C) Área sob a curva (AUC) do GTT. Two-Way ANOVA seguida do pós-teste de 
Bonferroni (A) e Teste t de Student (A e C) foram realizados. Two-Way ANOVA avaliou o 
efeito da dieta (D), do tempo (T) e da interação (DxT). Dados apresentados como média ± DP 
(A) e boxplot (A e C). C: n=12; H: n=13. *p < 0,05. 
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4.4. RESPONSIVIDADE AO PIRUVATO 

De maneira semelhante ao GTT, o teste de tolerância ao piruvato (PTT) foi realizado na 

última semana experimental. Os resultados obtidos antes (tempo 0) e após a injeção, foram 

utilizados para construção de uma curva glicêmica (glicemia versus tempo) (Figura 10A) e da 

sua AUC (Figura 10B).  

Ao observar a curva glicêmica, é possível observar que os animais do grupo H 

apresentaram glicemia maior, em comparação com os animais do grupo C (Figura 10A), 

entretanto, como o tamanho da amostra utilizada para o teste foi pequeno, não foi possível 

analisar a curva glicêmica por two-way ANOVA. Refletindo o encontrado na curva glicêmica, 

a Figura 10B mostra que os animais do grupo H apresentaram uma tendência (p = 0,0571) em 

ter glicemia maior após estímulo com piruvato, uma vez que a AUC do PTT do grupo H foi 

43% maior que o do grupo C, representando maior produção hepática de glicose. 

 

Figura 10. Avaliação da responsividade ao piruvato de camundongos C57BL/6 machos 
alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) durante 12 
semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Curva glicêmica do teste de tolerância ao piruvato (PTT); (B) Área sob a curva (AUC) do 
PTT. Teste U de Mann-Whitney (B) foi realizado. Dados apresentados como mediana e 
intervalo interquartil (A) e boxplot (B). C: n=3; H: n=4. *p < 0,05. 
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4.5. RESPONSIVIDADE À INSULINA 

Os valores de glicemia obtidos após injeção de insulina foram utilizados para construção 

da curva de decaimento da concentração sanguínea de glicose (Figura 11A) e cálculo da 

constante de decaimento de glicose (kITT, Figura 11B).  

Como pode ser observado na Figura 11A, animais do grupo H apresentaram glicemia 

maior que os animais do grupo C nos pontos de 8-20 minutos após a injeção (fator dieta, fator 

tempo e interação: p < 0,001). Refletindo o observado na curva de decaimento, animais do 

grupo H apresentaram valor de kITT 87% menor, em relação ao grupo C (Figura 11B, p < 

0,0002). Tais resultados mostram maior uma resistência à insulina nos animais do grupo H. 

 

Figura 11. Avaliação da responsividade à insulina de camundongos C57BL/6 machos 
alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) durante 12 
semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Curva glicêmica do teste de tolerância à insulina (ITT); (B) Constante de decaimento da 
glicose (kITT). Two-Way ANOVA seguida do pós-teste de Bonferroni (A) e Teste t de Student 
(B) foram realizados. Two-Way ANOVA avaliou o efeito da dieta (D), do tempo (T) e da 
interação (DxT). Dados apresentados como média ± DP (A) e boxplot (B). n=7/grupo. *p < 
0,05. 

 

4.6. PESO ÚMIDO DOS TECIDOS 

Para avaliar se o aumento do peso corpóreo e o maior percentual de gordura observado 

nos animais do grupo H foram acompanhados de um aumento do peso úmido dos depósitos de 

gordura, do músculo esquelético e do fígado, esses tecidos foram pesados.  

A B 
✱



63 
 

A B C 

O peso úmido do fígado foi 58,4% maior nos animais do grupo H, em comparação com 

o grupo C (Figura 12A, p < 0,001). Não foi observada diferença estatística entre os dois grupos 

experimentais no peso úmidos dos músculos gastrocnêmio (Figura 12B, p = 0,14) e sóleo 

(Figura 12C, p = 0,17). 

 

Figura 12. Peso úmido do fígado e músculos gastrocnêmio e sóleo de camundongos C57BL/6 
machos alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) 
durante 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Fígado (C: n=13; H: n=14); (B) Músculo gastrocnêmio (C: n=12; H: n=15); (C) Músculo 
Sóleo (C: n=13; H: n=15). Teste t de Student foi realizado. Dados apresentados como boxplot. 
*p < 0,05. 

 

Como esperado, o aumento do peso final, do ganho de peso e do percentual de gordura 

dos animais do grupo H também foi acompanhado por um aumento do peso úmido de todos os 

depósitos de gordura analisados (Figura 13). Animais do grupo H apresentaram aumento no 

peso úmido das gorduras epididimal (aumento de 76%; Figura 13A, p < 0,001), retroperitoneal 

(aumento de 65%; Figura 13B, p < 0,001), mesentérica (aumento de 217%; Figura 13C, p < 

0,001), inguinal (aumento de 131%; Figura 13D, p < 0,0001) e gordura marrom interescapular 

(aumento de 65%; Figura 13E, p < 0,001), em comparação com o grupo C. 
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Figura 13. Peso úmido das gorduras coletadas de camundongos C57BL/6 machos alimentados 
com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) durante 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Gordura Epididimal (C: n=13; H: n=15); (B) Gordura retroperitoneal n=13/grupo; (C) 
Gordura mesentérica (C: n=13; H: n=14); (D) Gordura inguinal (C: n=13; H: n=15); (E) 
Gordura marrom interescapular (C: n=13; H: n=14). Teste t de Student foi realizado. Dados 
apresentados como boxplot. *p < 0,05. 

 

4.7. ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

Animais alimentados com dieta hiperlipídica e leite condensado apresentaram aumento 

de 152%, 38% e 331% dos níveis séricos de colesterol total (Figura 14A, p = 0,0025), HDL-C 

(Figura 14B, p = 0,0101) e LDL-C (Figura 14D, p = 0,0025), respectivamente. Não foi 

observada diferença entre os grupos H e C em relação aos níveis séricos de triglicerídeos 

(Figura 14C, p = 0,6616).  
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Figura 14. Análise bioquímica do soro de camundongos C57BL/6 machos alimentados com 
dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) durante 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dosagens séricas de (A) LDL-c, (B) HDL-c, (C) Triglicerídeos e (D) Colesterol Total. Teste U 
de Mann-Whitney foi realizado. Dados apresentados como boxplot. C: n=5; H: n=7. *p < 0,05. 

 

4.8. EXPRESSÃO DE RNAM – FÍGADO, MÚSCULO E GORDURAS 

Analisou-se a expressão de genes relacionados com a oxidação de ácidos graxos (Pgc1a 

e Ppara), adipogênese e metabolismo de lipídeos (Pparg, Cepba), captação de glicose (Glut4), 

sinalização da insulina (Irs1), captação de ácidos graxos (Fabp3 e Fabp4), lipogênese (Fasn e 

Acc), termogênese (Ucp1) e inflamação (Tnfa e Il6) nos depósitos de gordura epididimal, 

retroperitoneal e inguinal, no músculo gastrocnêmio e no fígado.  

No fígado (Figura 15A), foi possível observar que o grupo H, em comparação com o 

grupo C, apresentou expressão 40%, 149% e 86% maior de Ppara (p = 0,0022), Pparg (p = 

0,0022) e Tnfa (p = 0,0022), respectivamente. A expressão de Fasn foi 63% menor no grupo H 
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(Figura 15A, p = 0,0022). Não foi observada diferença na expressão de Pgc1a (p = 0,69) e Il6 

(p = 0,32) entre os dois grupos experimentais (Figura 15A).  

No músculo gastrocnêmio (Figura 15B), a expressão de Fabp3 (p = 0,005) foi 114% 

maior no grupo H, em relação com grupo C. Já a expressão de Pgc1a (p = 0,003), Glut4 (p = 

0,009) e Fasn (p = 0,02) foi, respectivamente, 31%, 29% e 31% menor no grupo H. Nenhuma 

diferença estatística foi encontrada entre os grupos C e H na expressão de Ppara (p = 0,06), 

Pparg (p = 0,32), Irs1 (p = 0,96) e Acc (p = 0,30) (Figura 15B).  

 

Figura 15. Expressão relativa de RNAm do fígado e do músculo gastrocnêmio de camundongos 
C57BL/6 machos alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado 
(H) durante 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Fígado (C: n=4-7; H: n=5-7); (B) Músculo gastrocnêmio (C: n=6-7; H: n=7). 36b4 foi 
utilizado como constitutivo no fígado. Hprt1 foi utilizado como constitutivo no músculo 
gastrocnêmio. Teste t de Student foi realizado. Dados apresentados como boxplot. *p < 0,05. 
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Na gordura epididimal (Figura 16A), todos os genes avaliados tiveram expressão 

reduzida no grupo H, em comparação com o grupo C: Pgc1a (redução de 54%; p = 0,01), Ppara 

(redução de 53%; p = 0,002), Pparg (redução de 50%; p = 0,009), Cebpa (redução de 59%; p 

< 0,001), Glut4 (redução de 78%; p < 0,001), Irs1 (redução de 60%; p < 0,001), Fabp4 (redução 

de 56%; p = 0,001), Fasn (redução de 78%; p = 0,006), e Acc (redução de 78%; p = 0,004). 

Os mesmos genes analisados na gordura epididimal foram analisados na gordura 

retroperitoneal (Figura 16B). De maneira semelhante, todos os genes avaliados tiveram 

expressão reduzida no grupo H, em comparação com o grupo C: Pgc1a (redução de 36%; p = 

0,01), Ppara (redução de 49%; p = 0,002), Pparg (redução de 29%; p = 0,01), Cebpa (redução 

de 51%; p < 0,001), Glut4 (redução de 63%; p < 0,001), Irs1 (redução de 47%; p < 0,001), 

Fabp4 (redução de 39%; p = 0,009), Fasn (redução de 77%; p = 0,002), e Acc (redução de 73%; 

p = 0,005). 

Na gordura inguinal, além dos genes analisados nas gorduras epididimal e retroperitoneal, 

a expressão de Ucp1 foi analisada. Não foi encontrada diferença estatística na expressão de Irs1 

(p = 0,7922) e Ucp1 (p > 0,99) entre os dois grupos experimentais (Figura 16C). Entretanto, 

todos os outros genes avaliados (Figura 16C) tiveram expressão reduzida no grupo H, em 

comparação com o grupo C: Pgc1a (redução de 83%; p = 0,0043), Ppara (redução de 74%; p 

= 0,010), Pparg (redução de 35%; p = 0,0022), Cebpa (redução de 50%; p = 0,0022), Glut4 

(redução de 63%; p = 0,0022), Fabp4 (redução de 98%; p = 0,0238) e Fasn (redução de 58%; 

p = 0,0043). 

De modo geral, os resultados mostram que a dieta hiperlipídica suplementada com leite 

condensado foi capaz de alterar a expressão de genes importantes envolvidos com o 

metabolismo energético. No fígado, os resultados apontam para maior inflamação e acúmulo 

de gordura hepática. No músculo, para menor captação de glicose, oxidação de ácidos graxos e 

lipogênese, e maior captação de ácidos graxos. Já nas gorduras, tanto a captação de glicose 

como ativação da via da insulina se mostraram prejudicadas, além da diminuição de todos os 

genes envolvidos com o metabolismo de lipídeos. Tais resultados se deram provavelmente por 

um processo adaptativo em resposta do acúmulo de gordura excessivo e hipóxia e consequênte 

lipotoxicidade, inflamação e resistência à insulina em decorrência da obesidade. 
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Figura 16. Expressão relativa de RNAm das gorduras epididimal, retroperitoneal e inguinal de 
camundongos C57BL/6 machos alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e 
leite condensado (H) durante 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Gordura epididimal (C: n=6; H: n=6-7); (B) Gordura retroperitoneal (C: n=6; H: n=7); (C) 
Gordura inguinal (C: n=3-6; H: n=4-6). O gene Hprt1 foi utilizado como constitutivo para as 
três gorduras. Teste t de Student (A e B) e Teste U de Mann-Whitney (C) foram realizados. 
Dados apresentados como boxplot. *p < 0,05. 
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4.9. ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

A atividade das enzimas envolvidas com a lipogênese, enzima málica e ATP citrato liase, 

foi analisada na gordura retroperitoneal. Embora tenha siso observado menor expressão de 

genes relacionados com a lipogênese (Fasn, Pparg, Acc, Cebpa) na gordura epididimal, não foi 

observada diferença estatística na atividade da enzima málica (Figura 17A, p = 0,9452) e da 

ATP citrato liase (Figura 17B, p = 0,3829) entre os dois grupos experimentais. 

Figura 17. Atividade de enzimas lipogênicas da gordura retroperitoneal de camundongos 
C57BL/6 machos alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado 
(H) durante 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Enzima málica e (B) Enzima ATP Citrato Liase. Teste U de Mann-Whitney foi realizado. 
Dados apresentados como boxplot. n=7/grupo. *p < 0,05. 

 

4.10. CONTEÚDO HEPÁTICO DE LIPÍDEOS 

O conteúdo hepático de triglicerídeos (Figura 18A, p = 0,0242) e colesterol total (Figura 

18B, p = 0,0061) foi, respectivamente, 52% e 124% maior no grupo H, em relação ao grupo C. 
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Figura 18. Conteúdo hepático de lipídeos de camundongos C57BL/6 machos alimentados com 
dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) durante 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (A) Triglicerídeos e (B) Colesterol Total. Teste t de Student foi realizado. Dados apresentados 
como boxplot. C: n=4; H: n=7. *p < 0,05. 

 

4.11. ANÁLISES HISTOLÓGICAS 

Para investigar o impacto do consumo de dieta hiperlipídica suplementada com leite 

condensado por 12 semanas na morfologia do fígado e tecido adiposo de camundongos, 

realizou-se análise histológica do fígado, da gordura marrom interescapular e da gordura 

epididimal. No fígado, as análises foram realizadas para investigar esteatose hepática. Já nas 

gorduras, para investigar, principalmente, hipertrofia de adipócitos. 

 

4.11.1. Fígado 

Realizou-se histologia de fígado para analisar se camundongos alimentados com dieta 

hiperlipídica e leite condensado apresentaram alterações morfológicas (Figura 19) e acúmulo 

de lipídeos (Figura 20), em comparação com os animais alimentados com dieta controle.  

As fotos representativas da Figura 19A mostram a diferença morfológica entre os 

animais do grupo H e do grupo C. Refletindo o que foi observado pelas fotos, pode-se observar 

que, em comparação com o grupo C, um número maior de animais do grupo H apresentaram 

maior escore de esteatose (Figura 19B), de inflamação (Figura 19C) e, consequentemente, do 

escore de NALFD (Figura 19D). 
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Corroborando com os resultados morfológicos obtidos pela coloração de hematoxilina e 

eosina, as fotos representativas da Figura 20A mostram que animais do grupo H apresentaram 

maior marcação com Oil Red O, em relação ao grupo C. De fato, a análise de diferentes campos 

e cortes, de diferentes animais, mostrou que animais do grupo H, em comparação com o grupo 

C, apresentaram marcação 518% maior para o Oil Red O (Figura 20B, p < 0,001), indicando 

maior acúmulo hepático de lipídeos, principalmente triglicerídeos. 

 

Figura 19. Análise morfológica hepática e avaliação do escore de esteatose e de inflamação em 
camundongos C57BL/6 machos alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e 
leite condensado (H) durante 12 semanas. 

 

 

(A) Fotos representativas de cortes de fígado após coloração com hematoxilina e eosina – 
Tecido incluído em parafina; Espessura do corte = 5 µm; Escala = 100 µm; Aumento de 20x. 
Agregados inflamatórios: destacados em círculos; esteatose macrovesicular: setas de cor 
vermelha; esteatose microvesículas: setas de cor preta e hipertrofia: setas de cor. (B) Escore de 
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A 

B 

esteatose. (C) Escore de inflamação. (D) Escore de NALFD (soma dos escores de esteatose e 
inflamação). n = 7/grupo. 

 

Figura 20. Análise do acúmulo hepático de lipídeos em camundongos C57BL/6 machos 
alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) durante 12 
semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Fotos representativas de cortes de fígado após coloração com Oil Red O – Corte em tecido 
congelado; Espessura do corte = 10 µm; Escala = 100 µm; Aumento de 20x; (B) Média da 
porcentagem de pixels corados com Oil Red-O. Teste t de Student foi realizado. Dados 
apresentados boxplot (B). n=3/grupo. *p < 0,05. 

 

4.11.2. Gordura Marrom Interescapular 

Realizou-se coloração de hematoxilina e eosina em lâminas da gordura marrom 

interescapular para comparar a morfologia dos adipócitos nos dois grupos experimentais. Pode-

se observar, pelas fotos representativas na Figura 21, que os animais do grupo H apresentam 

adipócitos maiores com características de adipócitos brancos, em comparação com o grupo C, 

sugerindo o processo de whitening to tecido adiposo marrom. 

 

 

✱
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Figura 21. Análise morfológica da gordura marrom interescapular de camundongos C57BL/6 
machos alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) 
durante 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 

Fotos representativas de cortes da gordura marrom interescapular após coloração com 
hematoxilina e eosina – Corte em tecido congelado; Espessura do corte = 10 µm; Escala = 100 
µm; Aumento de 20x. n=3/grupo. 

 

4.11.3. Gordura Inguinal  

A partir da coloração de hematoxilina e eosina, foi possível analisar a morfologia da 

gordura subcutânea inguinal dos dois grupos experimentais (Figura 22A). Após análise de 

diferentes campos e cortes, de diferentes animais, foi possível mensurar a área de 300 

adipócitos, de ambos os grupos. A Figura 22B indica que os animais do grupo H apresentaram 

adipócitos com área 190,4% maior do que os adipócitos do grupo C, sugerindo hipertrofia dos 

adipócitos. Corroborando com esses dados, a análise da distribuição de frequência da área 

desses adipócitos, mostrou que, em comparação com o grupo C, um maior número de adipócitos 

do grupo H tinha área entre [600 - 1000) e [1000 - + ∞) (Figura 22C, p < 0,0001).  
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A 

B C 

Figura 22. Análise morfológica da gordura inguinal de camundongos C57BL/6 machos 
alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) durante 12 
semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Fotos representativas de cortes de gordura inguinal após coloração com hematoxilina e 
eosina – Corte em tecido congelado; Espessura do corte = 10 µm; Escala = 100 µm; Aumento 
de 20x; (B) Area dos adipócitos (n= 300 adipócitos/animal); (C) Distribuição de frequência da 
área dos adipócitos. Teste U de Mann-Whitney (B) e Qui quadrado de Pearson (C) foram 
realizados. Dados apresentados como boxplot (B). n=3/grupo. Lf= linfonodo. *p < 0,05. 

 

 

 

✱
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PARTE IIA – TRATAMENTO COM VESÍCULAS EXTRACELULARES 

 

5. METODOLOGIA 

5.1. EXTRAÇÃO DE VESÍCULAS EXTRACELULARES DO SORO 

O soro foi obtido (conforme descrito na seção 3.8) e armazenado a -70ºC. A extração de 

vesículas extracelulares (EVs) do soro foi realizada utilizando o reagente ExoQuick™-TC 

(System Biosciences, Palo Alto, CA, EUA), seguindo as especificações do fabricante. 

Resumidamente, o volume de soro foi estimado e o volume correspondente a 20% do volume 

de soro foi adicionado do reagente ExoQuick™-TC, que contém polímero responsável por 

precipitar EVs, principalmente as de tamanho entre 30-200 nm. Após agitação, o tubo foi 

deixado na geladeira por pelo menos 12 horas. Centrifugou-se o tubo por 30 minutos a 1.500 x 

g em temperatura ambiente para obtenção de pellet. O sobrenadante foi descartado e uma nova 

centrifugação foi realizada (5 minutos, 1.500 x g) para remover qualquer resíduo de fluido. O 

pellet foi ressuspendido em 400 μL de PBS 1X estéril e foi congelado até seu uso subsequente.  

Para os experimentos de caracterização de EVs e para o preparado das doses utilizadas 

no tratamento, partiu-se sempre de 150 μL de soro, adicionando-se 30 μL do reagente 

ExoQuick™-TC. Para o protocolo de microscopia eletrônica de transmissão, ao invés de 

ressuspender o pellet com PBS 1X estéril, adicionou-se glutaraldeído ao pellet. 

5.2. CARACTERIZAÇÃO DAS VESÍCULAS EXTRACELULARES 

5.2.1. Nanoparticle Tracking Analysis  

A distribuição de tamanho e a concentração de partículas foram avaliadas através do 

Nanosight NS300 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido) com um laser de 488 nm 

e bomba de seringa automatizada na velocidade 100 (unidades arbitrárias). O Nanosight NS300 

utiliza a tecnologia de Análise de Rastreamento de Nanopartículas (NTA, do inglês 

Nanoparticle Tracking Analysis). Essa técnica exclusiva utiliza as propriedades de 

espalhamento de luz e movimento browniano (movimento aleatório das partículas suspensas 

em um fluido, neste caso, em meio líquido) para obter a distribuição de tamanho e a contagem 

de partículas em suspensões. Para análise, todas as amostras foram diluídas em PBS 1x (1:50) 

para um volume final de 1 ml para obter uma concentração na faixa de 20-100 partículas/frame, 

recomendada pelo fabricante. A análise foi realizada usando o software Nanosight NTA versão 
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3.4 que processa o vídeo rastreando o movimento de todas as partículas individual e 

simultaneamente e calcula o diâmetro hidrodinâmico. O limite de detecção e nível de câmera 

foi definido como 5 e 9, respectivamente. Tipo de câmera: sCMOS; número de quadros: 749; 

tempo de medição: 30 s. Para cada amostra, o resultado mostrado é a média de um experimento 

realizado em triplicata experimental. 

 

5.2.2. Dynamic Light Scattering 

Para determinação do índice de polidispersão (PDI, do inglês polydispersity index) e 

diâmetro das EVs, utilizou-se o método de espalhamento dinâmico de luz (DLS, do inglês 

Dynamic Light Scattering) utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern 

Instruments, Malvern, Reino Unido). Esse método se baseia no movimento Browniano que faz 

com que a luz laser que incide na solução seja espalhada com intensidades diferentes, criando 

o que é chamado de flutuações de intensidade da luz espalhada. A análise dessas flutuações 

resulta na velocidade do movimento das partículas. Pela relação entre a velocidade de 

movimentação das partículas, a intensidade e a mudança de frequência da luz espalhada, é 

possível mensurar tanto o tamanho quanto a distribuição do tamanho das partículas 

(SZATANEK et al., 2017). 

Para um volume final de 1,5 mL, as EVs extraídas (ressuspendidas em PBS) foram 

diluídos (1:10) em PBS previamente filtrado em filtro seringa com membrana de polietersulfona 

– PES (0,22 μm). As amostras diluídas foram transferidas para uma cubeta de plástico e lidas 

no equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments). 

 

5.2.3. Expressão de marcadores proteicos de vesículas extracelulares 

Cinco importantes marcadores proteicos foram analisados por Western Blot: ALIX, 

TSG101, CD63, CD9 e Grp94. 

Para a extração de proteínas totais, 100 μL das EVs extraídos (ressuspendidos em PBS) 

foram homogeneizados em 100 μL de tampão de lise gelado contendo NaCl 150 mM, Tris-HCl 

50 mM (pH 8.0), SDS 0.1%, Nonidet P-40 1%, desoxicolato de sódio 0,5% e inibidor de 

protease mix M (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Alemanha). Após a 

homogeneização, as amostras foram deixadas no gelo por 15 minutos e, posteriormente, 

centrifugadas (10 minutos, 12.000 rpm a 4ºC). O sobrenadante (extrato proteico) foi coletado e 
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armazenado em novo tubo a -30ºC. O conteúdo de proteínas do extrato proteico foi quantificado 

pelo método descrito por BRADFORD (1976), utilizando o reagente Bio-Rad Protein Assay 

(Cat. #500-0006, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) seguindo as especificações do 

fabricante. De maneira resumida, adicionou-se 200 μL do reagente diluído (1:5 em água 

destilada) e 10 μL do extrato proteico (ou padrão) por poço em uma placa de 96 poços estéril. 

A leitura foi feita no comprimento de onda de 595 nm no espectrofotômetro (SpectraMax M5, 

Molecular Devices). 

O extrato proteico foi diluído em tampão de amostra contendo 9 partes de 4x Laemmli 

Sample Buffer (Cat. #161-0747, Bio-Rad Laboratories) e 1 parte de 2-Mercaptoetanol (Cat. 

#M3148, Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, EUA) com ajuste na concentração de proteínas 

para então ser submetido à eletroforese em condições desnaturantes em gel de SDS-

poliacrilamida 12% por 3 horas a 80 volts. Para análise de ALIX, TSG101, CD63 e Grp94: 50 

μg de proteínas foram aplicadas do gel. Para CD9, três concentrações de uma mesma amostra 

foram colocadas no gel: 50 μg, 100 μg e 150 μg. As proteínas fracionadas em gel foram 

transferidas por eletroforese para membrana de nitrocelulose utilizando o equipamento Trans-

Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad Laboratories; 100 Volts, 350 mA por 1 hora) e o 

tampão Tris-glicina (Tris base 25mM, glicina 192mM, 20% metanol). A eficiência de 

transferência foi avaliada pela coloração da membrana de nitrocelulose em Ponceau S (Cat. 

#P3504, Sigma-Aldrich®) a 0.1% (p/v) em 5% ácido acético por 10 minutos. A detecção das 

proteínas de interesse foi realizada inicialmente por bloqueio da membrana por 1 hora a 

temperatura ambiente, com leite desnatado a 5% em TBST [Tris-base 20 mM, (pH 7,5), NaCl 

150mM e 0,1% de Tween 20] para minimizar as ligações inespecíficas. Após bloqueio, as 

membranas foram lavadas e incubadas, sob agitação, com anticorpos primários anti-CD9 (~25 

kDa, Cat. #C993, Sigma-Aldrich®) diluído em TBST – 1:500, overnight, a 4ºC, anti-CD63 

(~25 kDa, Cat. #C556019, BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) diluído em TBST – 1:1000, 

overnight, a 4ºC, anti-ALIX (~100 kDa, Cat. #2171, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, 

EUA) diluído em TBST – 1:1000, overnight, a 4ºC, anti-TSG101 (~50 kDa, Cat. #612697, BD 

Biosciences) diluído em TBST – 1:1000, overnight, a 4ºC e anti-Grp94 (~100 kDa, Cat. #2104, 

Cell Signaling Technology) diluído em TBST – 1:1000, overnight, a 4ºC. 

Após 3 lavagens por 10 min com TBST, as membranas foram incubadas sob agitação 

com o anticorpo secundário anti-rabbit conjugado com peroxidase diluído (1:100.000 em leite 

desnatado a 1% em TBST) por 45 minutos em temperatura ambiente. Após incubação, as 

membranas foram lavadas 3 vezes por 10 min com TBST. As bandas marcadas com anticorpo 
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foram visualizadas utilizando Clarity™ Western ECL Substrate (Cat. #1705061, Bio-Rad), no 

equipamento C-Digit (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA). 

 

5.2.4. Detecção de albumina 

Presença de albumina nas preparações de EVs, amostras de proteínas extraídas de EVs e 

soro (50 µg) foram submetidas a 10% SDS-PAGE seguido de coloração utilizando kit 

SilverQuest™ Silver Staining (Cat. #LC6070; Thermo Fisher Scientific). Albumina de soro 

bovino (BSA) foi utilizado como controle positivo. BSA. 

 

5.2.5. Microscopia eletrônica de transmissão 

Para avaliar integridade das EVs e tamanho do diâmetro, realizou-se a microscopia 

eletrônica de transmissão. O pellet de EVs obtido foi fixado em 2% glutaraldeído por duas 

horas. Após fixação, o pellet foi imerso em solução de peróxido de Ósmio 1% com sacarose 

10,56% a 4ºC por duas horas, seguido de incubação overnight em solução de uranila 0,5% com 

sacarose 10,56% (temperatura ambiente). No dia seguinte, o pellet foi desidratado em uma 

bateria de álcool (álcool 70% - 10 minutos/2 vezes; álcool 95% - 10 minutos/2 vezes; álcool 

100% - 10 minutos/ 4 vezes) seguida de um estágio com óxido de propileno (10 minutos/2 

vezes). Após desidratação, o pellet foi infiltrado com óxido de propileno na resina Spurr (50% 

v/v) por seis horas e, em seguida, a resina pura foi infiltrada por mais seis horas. As EVs 

infiltradas com resina foram colocadas em estufa (70-75ºC) por 30 horas. Cortes ultrafinos (80 

nm) foram coletados em grades de cobre que foram contra coradas com acetato de uranila 

saturado por 5 minutos e 0,4% de citrato de chumbo por 3 minutos. A análise foi realizada 

utilizando o microscópio eletrônico de transmissão de 200 kv FEI TECNAI G20 TEM, (Thermo 

Fisher Scientific), disponível no Setor de Microscopia Eletrônica do Departamento de Biologia 

Celular do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB-USP). 

5.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL – TRATAMENTO COM VESÍCULAS 

EXTRACELULARES 

A obtenção e a manutenção dos animais foi realizada conforme descrito na seção 3.1. 

Animais com oito semanas de idade foram alimentados durante quatro semanas com a mesma 

dieta utilizada pelos animais do grupo controle do protocolo experimental para indução de 
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obesidade (conforme descrito na seção 3.2). Após esse período, os animais foram divididos de 

maneira aleatória em dois grupos experimentais, conforme demonstrado a seguir:  

1) Grupo PBS– Camundongos tratados com PBS (n=5) – Grupo controle; 

2) Grupo EV-H – Camundongos tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos 

(n=4) – Grupo tratado. 

Após extração das EVs do soro de animais obesos, elas foram ressuspendidas em PBS e 

quantificadas para então serem utilizadas no tratamento. A quantificação foi realizada pelo 

método descrito por BRADFORD (1976) utilizando o reagente Bio-Rad Protein Assay 

(Cat.#500-0006, Bio-Rad Laboratories). A dose do tratamento utilizada foi a de 400 µg e a via 

de administração, intraperitoneal (i.p.).  

O tratamento foi realizado a cada três dias, durante oito semanas e todos os animais 

receberam água e dieta controle ad libitum por 12 semanas. O consumo de ração dos animais 

era mensurado duas vezes por semana e o ganho de peso, semanalmente. Antes do início do 

tratamento e quinzenalmente após seu início, a composição corporal dos animais foi avaliada. 

Na semana 10 do protocolo experimental, os animais foram submetidos à calorimetria indireta 

e na semana 11, aos testes de tolerância ao piruvato (PTT), tolerância à glicose (GTT) e 

tolerância à insulina (ITT). Após as 12 semanas experimentais, os animais foram eutanasiados. 

A Figura 23Figura 23 ilustra o desenho experimental. Amostras de sangue total foram 

coletadas para análises bioquímicas. Amostras do tecido adiposo epididimal, inguinal, 

retroperitoneal, do fígado e dos músculos gastrocnêmio e sóleo, foram pesadas e coletadas para 

análises moleculares e histológicas.  

5.4. INGESTÃO ALIMENTAR E GANHO DE PESO 

Os cinco animais do grupo controle foram colocados em duas caixas, uma com três e 

outra com dois animais. Os quatro animais no grupo tratado ficaram todos na mesma caixa. A 

ração era ofertada de acordo com os seguintes cálculos: 4g de ração controle por animal por 

dia. A partir do início da dieta, o peso dos animais foi mensurado semanalmente e o consumo 

de ração, duas vezes por semana. O consumo de ração diária por animal foi calculado com base 

na sobra de ração, em gramas, por caixa. Esse valor foi posteriormente dividido pelo número 

de dias que a ração ficou disponível e pelo número de animais presentes na caixa. 
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Figura 23. Desenho experimental – Tratamento com vesículas extracelulares (EVs) 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

5.5. ANÁLISE DA COMPOSIÇÃO CORPORAL 

A análise da composição corporal dos animais foi realizada antes do início do tratamento 

(T0) e quinzenalmente (T15, T30, T45, T60) após início do tratamento. O protocolo foi 

realizado conforme descrito na seção 3.4.  

5.6. TESTE DE TOLERÂNCIA AO PIRUVATO E À INSULINA 

Os testes de tolerância ao piruvato e à insulina foram realizados conforme descrito nas 

seções 3.5 e 3.7, respectivamente.  

5.7. TESTE DE TOLERÂNCIA À GLICOSE 

Animais em restrição alimentar de seis horas receberam sobrecarga de glicose (2 mg/g de 

peso corpóreo) por injeção intraperitoneal. Retirou-se sangue da cauda dos animais e, utilizando 

um glicosímetro (Accu-Chek Performa, Bayer) determinou-se a glicemia nos tempos 0 (pré-
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injeção), 15, 30, 45, 60 e 90 minutos após a injeção de glicose. Os valores glicêmicos obtidos 

foram utilizados para construção de uma curva glicêmica, onde sua AUC foi calculada. 

5.8. ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

A obtenção do soro foi realizada conforme descrito na seção 3.8. As dosagens de CT, TG 

e HDL-C foram realizadas conforme descrito nas seções 3.8.1, 3.8.2 e 3.8.3, respectivamente. 

O cálculo de LDL-C foi feito conforme descrito na seção 3.8.4. Adicionalmente, realizou-se 

dosagem sérica de glicerol. 

 

5.8.1. Dosagem sérica de glicerol 

Para a determinação da concentração de glicerol no soro, foi utilizado o Free Glycerol 

Reagent (Cat. #F6428; Sigma-Aldrich®) seguindo as instruções do fabricante. Resumidamente, 

5 μL de soro e 200 μL do Reagente foram pipetados por poço em placas estéreis de 96 poços. 

Em seguida a placa foi encubada por 5 minutos a 37 ºC e lida no comprimento de onda de 540 

nm no espectrofotômetro (SpectraMax M5, Molecular Devices). As absorbâncias obtidas foram 

utilizadas para o cálculo da concentração sérica de glicerol por meio da seguinte fórmula: 

𝐺𝑙𝑖𝑐𝑒𝑟𝑜𝑙 (𝑚𝑔 𝑑𝐿⁄ ) =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜
 

 

5.9. CALORIMETRIA INDIRETA 

O volume de oxigênio (VO2) consumido, o volume de dióxido de carbono (VCO2) 

liberado, a razão de troca respiratória (RER, do inglês respiratory energy ratio), a produção de 

calor (heat) e a atividade locomotora foram mensurados durante a décima semana experimental, 

ou seja, após 45 dias de tratamento. As medidas foram realizadas através de um sistema de 

calorimetria de circuito aberto indireto (CLAMS - Comprehensive Lab Animal Monitoring 

System: Oxymax - da Columbus Instruments, OH, EUA), disponível como equipamento 

multiusuário na Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) – Departamento de Biofísica, 

tendo como responsável o Professor Ronaldo de Carvalho Araújo.  

As medidas de VO2 e VCO2 foram expressas em mL/kg/h. A RER foi calculada a partir 

da razão entre o volume de CO2 liberado e o volume de O2 consumido e é utilizada para indicar 
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qual substrato (carboidrato ou gordura) é mais utilizado como fonte de energia. Os valores de 

RER para oxidação de carboidratos e lipídeos são 1,0 e 0,7, respectivamente. A produção de 

calor é expressa em kcal/h e a atividade locomotora espontânea é avaliada no período de 24 

horas, utilizando sensores de movimentos presentes na gaiola.  

Os animais (n=4/grupo) foram mantidos em gaiolas individuais (com ciclo claro/escuro 

de 12h e temperatura de 23 ± 2ºC). A ambientação ocorreu durante as primeiras 24 horas, os 

animais e, a coleta de dados, foi realizada nas 24 horas subsequentes. Assim, o tempo total dos 

animais no calorímetro foi de 48 horas. Antes da coleta de dados, os animais receberam o 

tratamento com EVs (grupo EV-H) ou com seu veículo (PBS, grupo controle).  

O calorímetro foi calibrado antes de cada utilização, com mistura certificada de gases. 

Todos os experimentos foram realizados durante o mesmo período para evitar variações 

circadianas. Os dados obtidos foram calculados pelo software Oxymax Windows (Columbus 

Instruments).  

5.10. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA POR PCR EM TEMPO REAL 

Extraiu-se o RNA total da gordura inguinal, da epididimal, do fígado e do músculo 

gastrocnêmio utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen Life Technologies) de acordo com as 

instruções do fabricante. Após extração e quantificação do RNA total dos quatro tecidos, a 

síntese de cDNA foi realizada por kit comercial High-Capacity cDNA reverse transcription 

(Cat. #4374967; Applied Biosystems) partido de 1 μg de RNA total das amostras de músculo 

gastrocnêmio, gordura epididimal e inguinal e 2 μg de RNA total do fígado. A reação foi 

realizada em termociclador (Veriti, Applied Biosystems) de acordo com as instruções do 

fabricante. O cDNA obtido foi diluído (1:10) e então utilizado na análise de RT-qPCR pelo 

método de detecção Sbyr Green (PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix; Thermo Fisher 

Scientific). Os primers utilizados, o aparelho de PCR utilizado e a forma de análise dos dados 

foram realizados conforme descrito na seção 3.9. Como gene de referência, o Hptr1 foi 

utilizado.  

 



83 
 

5.11. ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

Após eutanásia, as amostras de gordura epididimal foram rapidamente coletadas, 

congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -70ºC até análise da atividade enzimática da 

ATP-citrato liase (ACL) e da málica (EM), que foi realizada conforme descrito na seção 3.10.  

5.12. EXTRAÇÃO DE LIPÍDEOS – FÍGADO 

Realizada conforme descrito na seção 3.11. 

5.13. HISTOLOGIA FÍGADO 

Um pedaço do fígado foi incluindo em parafina e secções de 5 μm de espessura foram 

coradas com hematoxilina e eosina (HE) para análise histológica. As lâminas foram avaliadas 

pelo método descrito na seção 3.12.1.  

5.14. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram testados em relação à distribuição normal (teste de Shapiro-Wilk) e 

homogeneidade de variâncias (teste F). Como a amostra utilizada foi pequena, optou-se pelo 

teste U de Mann-Whitney bilateral para amostras independentes (não paramétrico) para 

comparação entre os dois grupos experimentais (tratado versus controle). Para todas as análises 

estatísticas o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software) foi utilizado. O nível de 

significância foi estabelecido como p < 0,05. Os títulos das figuras indicam o n amostral. Nas 

legendas, a forma de expressão dos dados está indicada. 
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6. RESULTADOS 

6.1. CARACTERIZAÇÃO DAS VESÍCULAS EXTRACELULARES 

Com o objetivo de comprovar que o método de extração utilizado foi realmente capaz de 

isolar vesículas extracelulares (EVs) do soro, avaliou-se o tamanho, a homogeneidade, a 

presença de marcadores proteicos e a integridade das vesículas isoladas. Todos os experimentos 

de caracterização foram feitos com base na diretriz publicada em 2018 pela Sociedade 

Internacional de Vesículas Extracelulares, que recomenda informações mínimas e necessárias 

para serem incluídas nos estudos com EVs – Essa diretriz é denominada MISEV 2018 (THERY 

et al., 2018).  

De maneira resumida, os requisitos mínimos para a caracterização são: 1) Caracterização 

quantitativa: descrever quantitativamente a fonte e a preparação de EVs, ou seja - no caso deste 

trabalho, descrever o volume de soro utilizado para isolar as EVs e fornecer a quantificação 

global das EVs isoladas, normalmente feita por quantificação de proteína e número de 

partículas; 2) Caracterização geral: presença de pelo menos três marcadores proteicos, um de 

cada categoria (proteínas transmembranas, proteínas citosólicas e proteínas relacionadas com 

controle de pureza, ou seja, proteínas que não são componentes de EVs (contaminantes) e que 

são comumente isolados em conjunto com as preparações de EVs. 3) Caracterização de 

vesículas únicas: utilizar duas técnicas diferentes, mas complementares, para estudar as 

vesículas como partículas únicas, incluindo técnicas que fornece imagens das EVs em alta 

resolução, como microscopia eletrônica, e técnicas que conseguem estimar características 

biofísicas nas EVs, como tamanho. 

 

6.1.1. Caracterização quantitativa 

Para a quantificação em relação a caracterização quantitativa, afirma-se que para todos 

os experimentos que envolveram extração de EVs do soro (tanto para caracterização, quanto 

para preparado das doses de tratamento), utilizou-se soro de animais controle e sempre o mesmo 

volume de soro: 150 µl. Além disso, com as preparações de EVs já isoladas, realizou-se 

quantificação de proteínas e a avaliação do número de partículas.  

Conforme descrito na metodologia (seção 5.1), as EVs foram isoladas utilizando o 

reagente ExoQuick™-TC (System Biosciences) e, após finalização do protocolo, o pellet de 



85 
 

EVs é obtido após descarte do sobrenadante. Para a caracterização envolvendo quantificação 

de proteína, utilizou-se além das EVs isoladas (pellet), o soro e o sobrenadante para comparação 

(Figura 24A). O esperado seria que a quantificação de proteína fosse maior no soro, tivesse 

valores intermediários no sobrenadante e fosse menor no pellet de EVs. 

Conforme pode ser observado na Figura 24B, os resultados seguiram o que fora 

esperado: a concentração (µg/µL) do conteúdo proteico no soro (15,19 ± 1,292) foi maior do 

que a do sobrenadante (7,311 ± 2,920), que foi maior que a das EVs (1,270 ± 0,7864) – valores 

apresentados como média ± DP. Os resultados indicam que a preparação contendo EVs isoladas 

estão menos contaminas com proteínas (Figura 24B). 

 

Figura 24. Quantificação do conteúdo proteico do soro, do sobrenadante e de EVs isoladas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Esquema explicativo das amostras coletadas para o experimento de caracterização; (B) 
Quantificação de proteína realizada pelo método de Bradford - Valores apresentados como 
média ± DP. Soro: n = 3; sobrenadante e EVs: n = 5. Experimento realizado com amostras de 
animais controle. 
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Para quantificação do número de partículas, utilizou-se equipamento NanoSight NS300 

(Malvern Panalytical), que usa a tecnologia de Análise de Rastreamento de Nanopartículas 

(NTA) para obter a distribuição de tamanho das partículas além da contagem de partículas 

presentes nas preparações de EVs. 

Para esse experimento, cinco amostras de preparações isoladas de EVs foram utilizadas. 

Conforme pode ser observado na Tabela 3, a média da concentração das cinco amostras foram 

6.47E+10 partículas/mL. Já a média do tamanho, 164.42 nm (Tabela 4). 

O gráfico clássico de um experimento de NTA, comparando concentração e tamanho das 

partículas das cinco amostras utilizadas, pode ser observada na Figura 25, juntamente com a 

foto da população de vesículas analisada pelo NanoSight NS300 (Malvern Panalytical). Vale 

ressaltar que no gráfico, para cada amostra, o resultado mostrado é a média de um experimento 

realizado em triplicata experimental. 

 

Tabela 3. Concentração de partículas presentes nas preparações de EVs isoladas do soro de 
camundongos 

Amostras Concentração (particulas/mL) Média 

1 3.91E+10 

6.47E+10 

2 6.67E+10 

3 9.71E+10 

4 4.83E+10 

5 7.23E+10 

Valores de cada amostra representam a média de experimentos realizados em triplicata 
experimental. Experimento realizado com amostras de animais controle. 

 

Os resultados de caracterização quantitativa apresentados mostram que partindo de 150 

µl de soro, obteve-se preparações de EVs que, em média, apresentam concentração proteica de 

1,270 µg por µL, 6.47E+10 partículas por mL e tamanho médio, analisado por NTA, de 164.42 

nm. Com esses resultados e amostras de proteínas coletadas, seguiu-se para a caracterização 

geral, buscando a expressão de marcadores proteicos de EVs. 
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Tabela 4. Tamanho de partículas presentes nas preparações de EVs isoladas do soro de 
camundongos 

Amostras Tamanho (nm) Média 

1 140.1 

164.42 

2 171.3 

3 159.1 

4 165.4 

5 186.2 

Valores de cada amostra representam a média de experimentos realizados em triplicata 
experimental. Experimento realizado com amostra de animais controle. 

 

Figura 25. Concentração versus tamanho e foto representativa da população de partículas 
presentes nas preparações de EVs isoladas do soro de camundongos 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Concentração versus tamanho de partículas presentes nas preparações de EVs (n = 5). 
Valores mostram a média de um experimento realizado em triplicata experimental; (B) Foto 
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representativa das populações de partículas presentes nas preparações de EVs. Experimento 
realizado com amostras de animais controle. 

 

6.1.2. Caracterização geral 

Seguindo o recomendado pela MISEV 2018 (THERY et al., 2018), avaliou-se a expressão 

de marcadores proteicos. Avaliou-se duas proteínas transmembranas (CD9 e CD63), duas 

proteínas citosólicas (ALIX e TSG101) e a presença de albumina – um contaminante 

comumente isolado com as preparações de EVs. Além das proteínas citadas, que fazem parte 

das três categorias necessárias para caracterização de vesículas (proteínas transmembranas, 

proteínas citosólicas e proteínas relacionadas com controle de pureza), avaliou-se também a 

proteína Grp94, que normalmente é encontrada no retículo endoplasmático e complexo de 

Golgi e pode ser considerado um marcador de EVs consideradas grande (tamanho maior que 

200 nm). 

A Grp94 faz parte de uma categoria adicional que é recomendada para quando autores 

querem especificar que a maioria das EVs estudadas são do subtipo pequena, isto é, menor que 

200 nm – principalmente exossomos (THERY et al., 2018). Proteínas localizadas em 

compartimentos intracelulares que não são nem a membrana plasmática e nem endossomos, 

como a Grp94, não são normalmente encontradas em preparações enriquecidas com EVs 

pequenas. 

Para as proteínas CD63, ALIX e TSG101, o preparo das amostras utilizadas foi o mesmo 

descrito na Figura 24 (Seção 6.1.1), onde se analisou separadamente o soro, o sobrenadante e 

a preparação de EVs isoladas. Conforme pode ser observado na Figura 26, a presença de CD63, 

ALIX e TSG101 foi quase exclusiva da preparação de EVs, em comparação com o soro e o 

sobrenadante. A expressão de CD9 também foi avaliada nas preparações de EVs em diferentes 

concentrações (50, 100 e 150 µg de proteína) e a sua expressão foi detectada de maneira 

dependente da concentração (Figura 27). A expressão de Grp94, marcador de EVs grande, foi 

avaliada em EVs, no soro e em células C2C12, utilizadas como controle positivo. Conforme a 

Figura 28 mostra, não foi possível observar a expressão de Grp94 nas preparações de EVs. 
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Figura 26. Expressão de marcadores proteicos: ALIX, TSG101 e CD63 

Western blot para ALIX, TSG101 e CD63. ALIX e TSG101 são proteínas citosólicas e CD63 
é uma proteína transmembrana da família das tetraspaninas. Quantidade de proteína aplicada 
no gel: 30 µg. n = 3/grupo. Experimento realizado com amostras de animais controle. 

 

Figura 27. Expressão do marcador proteico CD9 – Diferentes concentrações 

Western blot para CD9, proteína transmembrana da família das tetraspaninas Quantidade de 
proteína aplicada no gel: 50,100 e 150 µg. n=1/grupo. 

 

Figura 28. Expressão de Grp94, marcador de EVs grandes 

Western blot para Grp94, proteína de retículo endoplasmático e complexo de Golgi que é 
utilizada como marcador de EVs grandes. Ausência de expressão indica enriquecimento de EVs 
pequenas (tamanho menor de 200 nm) nas preparações de EVs. Quantidade de proteína aplicada 
no gel: 50 µg. C2C12 utilizada como controle positivo. EVs: n=4; Soro: n=2; C2C12: n=1. As 
quatro amostras de EVs utilizadas foram provenientes do soro de animais obesos (n=1), controle 
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(n=1), exercitado (n=1) e sedentário (n=1) – conforme descrito em DE MENDONÇA et al. 
(2020). 

 

Avaliou-se a presença de albumina nas preparações de EVs isoladas e soro, utilizando 

albumina de soro bovino (BSA) como controle positivo. Pode-se detectar presença de albumina 

tanto no soro quanto nas preparações de EVs (Figura 29).  

 

Figura 29. Detecção de albumina nas preparações de EVs e soro 

Amostras foram submetidas a 10% SDS-PAGE seguido de coloração utilizando kit 
SilverQuest™ Silver Staining (Thermo Fisher Scientific). Quantidade de proteína aplicada no 
gel: 50 µg. BSA (albumina de soro bovino) foi utilizado como controle positivo. BSA: n=1; 
Soro: n=1; EVs: n=4. As quatro amostras de EVs utilizadas foram provenientes do soro de 
animais obesos (n=1), controle (n=1), exercitado (n=1) e sedentário (n=1) – conforme descrito 
em DE MENDONÇA et al. (2020) 

 

Os resultados da caracterização geral apontam que as EVs isoladas apresentam os 

marcadores positivos esperados (CD63, CD9, ALIX e TSG101), são, majoritariamente, EVs de 

tamanho pequeno (ausência da expressão de Grp94) e apresentam contaminação com albumina.  

 

6.1.3. Caracterização de vesículas únicas 

Para analisar as vesículas individualmente, realizou-se microscopia eletrônica de 

transmissão, DLS (Dinamic Light Scattering) e NTA (Nanoparticle Tracking Analysis).  

Uma preparação contendo EVs isoladas do soro de animais controle foi submetida à 

microscopia eletrônica de transmissão. Além de tentar avaliar a integridade das EVs, 35 

vesículas foram analisadas para ter seu tamanho (diâmetro) calculado. A Figura 30A mostra 

uma foto representativa das EVs avaliadas e, como pode ser observado, as EVs isoladas se 

mostraram íntegras. Além disso, em relação ao seu tamanho, das 35 EVs analisadas, a média 

de diâmetro encontrada foi de 132 nm (Tabela 5). As características da população de EVs e a 

50 kDa 
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distribuição de frequência dos diferentes tamanhos encontrados podem ser consultados na 

Tabela 5 e na Figura 30B, respectivamente. 

 

Figura 30. Caracterização de EVs por microscopia eletrônica de transmissão 

(A) Imagem representativa da microscopia eletrônica de transmissão de vesículas extracelulares 
(EVs; aumento de 50.000 vezes, escala: 50nm); (B) Distribuição de frequência do tamanho 
(diâmetro) de EVs analisados por microscopia eletrônica de transmissão (n=35). Experimento 
realizado com amostras de animais controle. 

 

Tabela 5. Parâmetros da população de EVs analisadas por microscopia eletrônica de 
transmissão. 

Parâmetro Amostra 

n 35 

Mínimo 48 nm 

Quartil 1 100,8 nm 

Mediana 125,9 nm 

Média 132.0 nm 

Quartil 3 151,6 nm 

Máximo 282,5 nm 

Experimento realizado com amostra de animal controle. 

 

A B
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Para realização do DLS, duas amostras contendo preparações de EVs provenientes de 

duas amostras de soro diferentes foram diluídas (1:10) e submetidas ao DLS. Em ambas as 

amostras, três populações de vesículas com diferentes tamanhos foram encontradas em 

diferentes intensidades (Tabela 6). A média dos diâmetros e o índice de polidispersão (PDI) da 

amostra como um todo (considerando todas as populações de partículas) podem ser visualizados 

na Tabela 7. A Figura 31 mostra o gráfico representativo de uma das amostras, onde é possível 

se observar as três populações de partículas (separadas com base na diferença de tamanho) e 

que a grande maioria das partículas apresentam tamanho um pouco maior que 100 nm.  

Na primeira amostra (denominada Amostra 1), a maior parte da população de vesículas 

(97,5%) apresentou diâmetro de 147, 5 nm e na segunda amostra (Amostra 2), 90,4% das 

vesículas possuem 196,7 nm de diâmetro (Tabela 6). O diâmetro médio encontrado para as 

duas amostras foi de aproximadamente 110 nm (Tabela 7). 

 

Tabela 6. Diâmetro e Intensidade das EVs extraídas no soro. 

 Amostra 1 Amostra 2 

 Diâmetro Intensidade Diâmetro Intensidade 

Pico 1 147,5 nm 95,7% 196,7 nm 90,4% 

Pico 2 23,34 nm 2,8% 18,52 nm 9,1% 

Pico 3 4.804 nm 1,5% 4.779 nm 0,5% 

Experimento realizado com amostras de animais controle. 

 

O PDI indica a homogeneidade da distribuição do diâmetro das partículas. Quanto menor 

o PDI, maior homogeneidade. Conforme observado na Tabela 7, o PDI da Amostra 2 foi 

praticamente o dobro do encontrado para a Amostra 1, indicando menor homogeneidade na 

distribuição do diâmetro das partículas. Uma possível explicação para essa diferença está no 

grau de hemólise das amostras. Não se observou indícios de hemólise na Amostra 1, porém a 

Amostra 2 estava nitidamente hemolisada. Com base no aumento de PDI da amostra hemolisada 

encontrada e com os dados da literatura que mostram que a hemólise é capaz de modificar o 

perfil de miRNAs circulantes encontrados no soro e no plasma (KIRSCHNER et al., 2013), as 
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amostras nitidamente hemolisada não foram utilizadas para o preparo das doses do tratamento 

com EVs. 

 

Tabela 7. Diâmetro médio e Índice de Polidispersão de EVs extraídas do soro. 

 Amostra 1 Amostra 2 

Diâmetro Médio 110,8 nm 110,5 nm 

PDI 0,281 0,534 

PDI: índica de polidispersão. Experimento realizado com amostras de animais controle. 

 

Figura 31. Distribuição de tamanho de EVs do soro analisado por Dynamic Light Scattering 

Experimento realizado com amostra de animal controle. 

 

Os resultados do NTA já foram descritos na seção 6.1.1. deste trabalho, mas de maneira 

breve o tamanho médio de partículas encontrado nas cinco amostras de preparações contendo 

EVs isoladas foi de 164,42 nm.  

Os resultados da caracterização de vesículas únicas mostram que EVs integras e com 

tamanho menor que 200 nm foi obtido, corroborando com resultados das caracterizações 

anteriores mostrando que a maioria da população de EVs isoladas são, de fato, EVs 

consideradas de tamanho pequeno (diâmetro menor que 200 nm). 
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De maneira resumida, os resultados de caracterização demonstram que o método de 

extração utilizado para obtenção das EVs que foram utilizado neste trabalho foi de fato capaz 

de isolar EVs que, em sua maioria, possuam tamanho menor de 200 nm. 

6.2. PESO CORPÓREO E COMPOSIÇÃO CORPORAL 

Para analisar o efeito do tratamento com EVs derivadas do soro de camundongos obesos 

no peso corpóreo de animais controle, os animais foram pesados semanalmente durante as 12 

semanas experimentais. Para complementar os dados de peso corpóreo, nós avaliamos 

quinzenalmente a composição corporal dos animais. A primeira avaliação foi realizada antes 

do primeiro dia de tratamento (T0), a última foi realizada no último dia do protocolo 

experimental (T60), ou seja, com as oito semanas de tratamento completas. 

Vale ressaltar que durante as duas últimas semanas experimentais (semanas 11 e 12), 

realizaram-se diferentes experimentos que envolveram transporte dos animais (calorimetria 

indireta) e protocolos de jejum (PTT, GTT, ITT). Isso resultou na perda de peso dos animais, 

como pode ser observado na Figura 32A. Assim, a semana considerada como final para os 

resultados de peso final (Figura 32C), ganho de peso (Figura 32D) e composição corporal 

(Figura 33A) foi a semana 10, que corresponde a 45 dias de tratamento (T45). 

Pode-se observar na Figura 32A, que o peso nos animais do grupo tratado, em relação ao 

grupo controle, foi ficando menor ao longo das semanas. Para uma análise mais apurada dessa 

diferença de peso, comparou-se o peso inicial, o peso final e o ganho de peso entre os dois 

grupos. Não houve diferença estatística entre o peso inicial do grupo controle e do tratado 

(Figura 32B, p = 0,119), entretanto o peso final (Figura 32C, p = 0,0238) e o ganho de peso 

(Figura 32D, p = 0,0397) dos animais tratados foi, respectivamente, 13% e 30% menor do que 

o que foi observado no grupo controle. Para avaliar se a perda de peso ocorria, de fato, no 

período do tratamento, decidimos comparar o ganho de peso dos animais antes e depois do 

tratamento. Não foi observada diferença estatística entre os dois grupos no período antes do 

tratamento (Figura 32E, p = 0,1429), entretanto, após o tratamento, o grupo tratado com EVs 

apresentou ganho de peso 20% menor do que o grupo controle (Figura 32F, p = 0,0476).  

Em relação à composição corporal, pode-se observar um aumento na porcentagem de 

gordura dos dois grupos ao se comparar T0 com T45 (Figura 33A e 33B). No entanto, a Figura 

33C mostra que não foi encontrada diferença estatística entre a porcentagem de gordura do 

grupo controle e do grupo tratado nos tempos T0 (p = 0,9048), T15 (p > 0,9999), T30 (p = 
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0,4127), T45 (p = 0,2857) e T60 (p = 0,5556). De maneira semelhante, a Figura 33D mostra 

que também não foram encontradas diferenças estatísticas na porcentagem de massa magra 

entre os dois grupos experimentais nos tempos T0 (p = 0,7302), T15 (p = 0,7302), T30 (p = 

0,4127), T45 (p = 0,5556) e T60 (p = 0,9048). 

 

Figura 32. Avaliação do peso corpóreo de camundongos C57BL/6 machos alimentados com 
dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-H; n=4) ou PBS 
(n=5). 
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(A) Curva de peso corpóreo ao longo das 12 semanas experimentais; (B) Peso corpóreo no 
início do protocolo experimental; (C) Peso corpóreo na semanal final do protocolo 
experimental; (D) Ganho de peso entre o começo e o final do protocolo experimental; (E) 
Ganho de peso antes do início do tratamento e (F) Ganho de peso após o início do tratamento. 
Para todas as análises, peso final foi considerado como o peso da décima semana. Teste U de 
Mann-Whitney (B-F) foi realizado. Dados apresentados como mediana e intervalo interquartil 
(A) e boxplot (B-F). *p < 0,05. 
 

Figura 33. Avaliação da porcentagem de gordura, massa magra e fluido de camundongos 
C57BL/6 machos alimentados com dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de 
animais obesos (EV-H; n=4) ou PBS (n=5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Composição percentual de gordura, massa magra e fluido (A) antes do início do tratamento e 
(B) após 45 dias de tratamento; Comparação da composição percentual de (C) gordura e (D) 
massa magra entre os dois grupos experimentais em diferentes tempos de tratamento. Teste U 
de Mann-Whitney (C e D) foi realizado. Dados apresentados como média (A e B) e boxplot (C 
e D). 

6.3. CONSUMO DE RAÇÃO 

Para verificar se havia influência do tratamento no consumo alimentar dos animais, 

avaliou-se o consumo de ração por caixa durante todo o protocolo experimental. Conforme 
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explicado na seção anterior, foram excluídos os dados das semanas 11 e 12 das análises 

realizadas nos gráficos B-G da Figura 34. 

Ao observar a curva de consumo ao longo das 12 semanas experimentais, percebeu-se 

um menor consumo de ração dos animais do grupo tratado (Figura 34A). De fato, considerando 

a média do consumo das 12 semanas experimentais, os animais do grupo tratado apresentaram 

um consumo em gramas (Figura 34B, p < 0,0001) e em kcal (Figura 34C, p < 0,0001) 19% e 

20% menor, respectivamente, do que os do grupo controle.  

Para avaliar se o tratamento influenciava no consumo alimentar, comparou-se o consumo 

de ração antes e depois do tratamento com EVs entre os grupos controle e tratado. Não foi 

encontrada diferença estatística no consumo de ração antes do tratamento entre os grupos 

experimentais (Figura 34D, p = 0,0727), contudo, após o tratamento, o grupo tratado reduziu 

seu consumo em 22%, comparado ao grupo controle (Figura 34E, p = 0,002).  

O grupo controle não apresentou diferença no consumo de alimento no período anterior 

ou posterior a injeção de PBS (Figura 34F, p = 0,2153). No entanto, o tratamento com EVs 

reduziu em 11% o consumo de ração do grupo tratado em comparação com o consumo 

observado no período antes do tratamento (Figura 34G, p = 0,019). Os resultados indicam que 

o tratamento com EVs está associado ao menor consumo de ração.  

6.4. GLICEMIA DE JEJUM E RESPONSIVIDADE AO PIRUVATO, À GLICOSE E À 

INSULINA 

Durante a última semana experimental, os animais foram submetidos aos testes de 

tolerância ao piruvato (PTT), à glicose (GTT) e à insulina (ITT). Os valores glicêmicos obtidos 

antes da injeção de piruvato foram utilizados para a determinação da glicemia de jejum. Os 

valores glicêmicos obtidos antes (tempo 0) e após a injeção de piruvato (para PTT), glicose 

(para GTT) e insulina (para ITT) foram utilizados para construção de uma curva glicêmica 

(glicemia x tempo). Para os testes de PTT e GTT, calculou-se a area sob a curva (AUC). Para 

o ITT, calculou-se a constante de desaparecimento da glicose plasmática (kITT). 

 

 



98 
 

Figura 34. Consumo de ração de camundongos C57BL/6 machos alimentados com dieta 
controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-H; n=4) ou PBS (n=5). 

(A) Curva do consumo de ração ao longo das 12 semanas experimentais; Consumo de ração 
médio das 12 semanas experimentais (B) em gramas e (C) em kcal; Comparação do consumo 
de ração (D) antes e (E) depois do tratamento com EVs. Consumo de ração dos animais do (F) 
grupo PBS e do (G) grupo EV-H antes e depois do tratamento com EVs. Para as análises 
estatísticas, os dados das semanas 11 e 12 foram excluídos. Teste U de Mann-Whitney (B-G) 
foi realizado. Dados apresentados como mediana e intervalo interquartil (A) e boxplot (B-G). 
*p < 0,05. 
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Não foi observada diferença estatística na glicemia de jejum entre os animais do grupo 

controle e do grupo tratado (Figura 35A, p > 0,9999). Ao observar as curvas dos testes de PTT 

e GTT, é possível constatar que as medianas das glicemias nos diferentes pontos, entre os dois 

grupos, são bastante similares (Figura 35B e 35C). De fato, não foi observada diferença entre 

os valores de AUC dos testes de PTT e GTT entre os dois grupos (Figura 35C, p = 0,6857; 

Figura 35E, p > 0,9999).  

Em relação ao ITT, pode-se observar pela curva glicêmica (Figura 35F) que entre os 

tempos 8 e 16 minutos a glicemia dos animais tratados foi menor do que os animais do grupo 

controle. Como reflexo, a Figura 35G mostra que o tratamento com EVs tem uma tendência 

(p = 0,0571) em melhorar a sensibilidade à insulina, uma vez que o valor de kITT do grupo 

tratado foi 55% maior que o do grupo controle.  

6.5. PESO ÚMIDO DOS TECIDOS 

Conforme já descrito, o tratamento com EVs atenuou o ganho de peso dos animais, 

entretanto não foi observada diferença estatística, em relação ao grupo controle, no percentual 

de gordura e massa magra dos animais tratados. Para avaliar se o menor ganho de peso 

apresentado pelo grupo tratado foi devido à diminuição do peso de algum depósito de gordura 

específico, do fígado ou de músculo esquelético, as gorduras epididimal, inguinal, marrom, 

mesentérica, retroperitoneal, o fígado e os músculos gastrocnêmio e sóleo foram pesados.  

Não observamos diferenças significativa no peso das gorduras brancas epididimal 

(Figura 36A, p = 0,4857), retroperitoneal (Figura 36B, p = 0,6857) e mesentérica (Figura 

36D, p = 0,4857), na gordura marrom interescapular (Figura 36E, p = 0,1111) e no músculo 

sóleo (Figura 36H, p = 0,5476) entre os dois grupos. Entretanto, o peso da gordura subcutânea 

inguinal (Figura 36C, p = 0,0286), do fígado (Figura 36F, p = 0,0317) e do músculo 

gastrocnêmio (Figura 36G, p = 0,0159) foi 23%, 23% e 11% menor no grupo tratado, 

respectivamente. 
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Figura 35. Responsividade ao piruvato, à glicose e à insulina de camundongos C57BL/6 
machos alimentados com dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais 
obesos (EV-H; n=4) ou PBS (n=5). 
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(A) Glicemia de jejum; (B) Curva do teste de tolerância ao piruvato (PTT); (C) Área sob a 
curva (AUC) do PTT; (D) Teste de tolerância à glicose (GTT); (E) AUC do GTT; (F) Teste de 
intolerância à insulina (ITT); (G) Constante de decaimento da glicose (kITT). Teste U de Mann-
Whitney (A, C, E e G) foi realizado. Dados apresentados como mediana e intervalo interquartil 
(B, D e F) e boxplot (A, C, E e G). 

 

Figura 36. Peso úmido de tecidos coletados de camundongos C57BL/6 machos alimentados 
com dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-H; n=4) ou 
PBS (n=5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Gordura epididimal; (B) Gordura retroperitoneal; (C) Gordura inguinal; (D) Gordura 
mesentérica; (E) Gordura marrom interescapular; (F) Fígado; (G) Músculo gastrocnêmio; (H) 
Músculo sóleo. Teste U de Mann-Whitney foi realizado. Dados apresentados como boxplot. *p 
< 0,05. 
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6.6. ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

Em comparação com o grupo controle, o tratamento com EVs não modificou os níveis 

séricos de LDL-c (Figura 37A, p = 0,2857), HDL-c (Figura 37B, p = 0,8492), colesterol total 

(Figura 37C, p = 0,5556), triglicerídeos (Figura 37D, p = 0,9762) e glicerol (Figura 37E, p = 

0,1905).  

 

Figura 37. Análise bioquímica do soro de camundongos C57BL/6 machos alimentados com 
dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-H; n=4) ou PBS 
(n=5). 

(A) LDL-c; (B) HDL-c; (C) Colesterol total; (D) Triglicerídeos e (E) Glicerol. Teste U de 
Mann-Whitney foi realizado. Dados apresentados como boxplot. 
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6.7. CALORIMETRIA INDIRETA 

Realizou-se a calorimetria indireta para avaliarmos o gasto energético dos animais. 

Conforme pode ser observado na Figura 38A, os animais do grupo tratado consumiram uma 

quantidade aparentemente maior de oxigênio (O2) durante todo o tempo que estiveram no 

calorímetro. Corroborando com esses dados, o consumo de O2 dos animais tratados com EVs 

foi maior, em comparação com o grupo controle, no ciclo claro (aumento de 8,5%, p<0,0001), 

no ciclo escuro (aumento de 15%, p < 0,0001) e no período de 24 horas (aumento de 11%, p < 

0,0001). Com um padrão semelhante, a liberação de gás carbônico (CO2) também pareceu 

maior durante o tempo do experimento (Figura 38C). De fato, conforme pode ser observado 

na Figura 38D, o grupo tratado liberou mais CO2 do que o grupo controle no ciclo claro 

(aumento de 5%, p = 0,0223), no ciclo escuro (aumento de 12%, p < 0,0001) e em 24 horas 

(aumento de 8%, p = 0,0002). 

Analisando a Figura 38E, pode-se observar que a razão de troca respiratória (RER) dos 

animais tratados é menor em relação ao grupo controle. Confirmando os resultados da Figura 

38E, a RER foi 4% menor no grupo tratado no ciclo claro, indicando uma preferência pela 

oxidação de lipídeos, ao invés de carboidratos (Figura 38F, p = 0,0156). Não foi observada 

diferença estatística nos valores de RER no ciclo escuro (Figura 38F, p = 0,8970) e no período 

de 24 horas (Figura 38F, p = 0,3821) entre os dois grupos.  

Analisando a Figura 38G, podemos observar a produção de calor (heat) foi em geral 

similar entre os grupos, com exceção no período do ciclo claro (Figura 29H). Camundongos 

tratados apresentaram produção de calor 5% menor do que os animais do grupo controle no 

ciclo claro (Figura 38H, p = 0,0015). Nenhuma diferença estatística foi encontrada entre os 

dois grupos no ciclo escuro (Figura 38H, p = 0,9571) e no período de 24 horas (Figura 38H, 

p = 0,0775).  

O maior gasto energéticos dos animais tratados não foi devido às alterações na atividade 

locomotora (Figura 38I). Não foi encontrada diferença significativa na atividade locomotora 

entre os dois grupos nos períodos claro (Figura 38J, p = 0,2035), escuro (Figura 38J, p = 

0,3777), e no de 24 horas (Figura 38J, p = 0,8475).  
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Figura 38. Parâmetros avaliados por calorimetria indireta em camundongos C57BL/6 machos 
alimentados com dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-
H; n=4) ou PBS (n=5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Volume de oxigênio (VO2) e de (C) CO2 (VCO2) ao longo do experimento; (B) Média de 
VO2; e de (D) VCO2 no ciclo claro, escuro e em 24 horas; (E) Respiratory exchange ratio 
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(RER), (G) heat e (I) atividade locomotora ao longo do experimento; (F) média do RER, do 
(H) heat e da (J) atividade locomotora no ciclo claro, escuro e em 24 horas. Teste U de Mann-
Whitney (B, D, F, H e J) foi realizado. Dados apresentados como mediana e intervalo 
interquartil (A, C, E, G e I) e boxplot (B, D, F, H e J). *p < 0,05. 

 

6.8. EXPRESSÃO DE RNAM – FÍGADO, MÚSCULO E GORDURA 

O peso da gordura subcutânea inguinal, do músculo gastrocnêmio e do fígado foi menor 

no grupo tratado e, somado a isso, o tratamento mostrava uma tendência em melhorar a 

sensibilidade à insulina. Com base nesses dados, analisamos a expressão de genes relacionados 

com a oxidação de ácidos graxos (Pgc1a e Ppara), adipogênese e metabolismo de lipídeos 

(Pparg), captação de glicose (Glut4), sinalização da insulina (Irs1), captação de ácidos graxos 

(Fabp3 e Fabp4) e lipogênese (Fasn e Acc), nos três tecidos acima mencionados e na gordura 

epididimal.  

No fígado (Figura 39A), a expressão de Pgc1a (p = 0,1905), Ppara (p = 0,7302), Pparg 

(p > 0,9999), Glut4 (p = 0,1111), Irs1 (p = 0,7302), Fasn (p = 0,4127), e Acc (p = 0,2857) foi 

avaliada. Entretanto, nenhuma diferença estatística foi encontrada (Figura 39A). Já no músculo 

gastrocnêmio (Figura 39B), avaliou-se a expressão de Pgc1a (p = 0,2857), Ppara (p = 0,1905), 

Pparg (p = 0,7302), Glut4 (p > 0,9999), Irs1 (p = 0,1905), Fabp3 (p = 0,1905), Fasn (p = 

0,5556), e Acc (p = 0,9048). Novamente, nenhuma diferença estatística foi observada (Figura 

39B). 

Na gordura epididimal (Figura 39C), analisou-se a expressão de Pgc1a (p = 0,0571), 

Ppara (p = 0,1905), Pparg (p = 0,1905), Glut4 (p = 0,2857), Irs1 (p = 0,2857), Fabp4 (p = 

0,7302), Fasn (p = 0,9048), e Acc (p = 0,4127) (Figura 39C). Embora tenha se encontrado uma 

tendência do tratamento em aumentar em 31% a expressão de Pgc1a (Figura 39C, p=0,0571), 

nenhuma diferença estatística foi encontrada. De maneira semelhante, os genes Pgc1a (p = 

0,7302), Ppara (p = 0,5556), Pparg (p = 0,5556), Glut4 (p = 0,4127), Irs1 (p = 0,2857), Fabp4 

(p = 0,4127), Fasn (p = 0,5556), e Acc (p > 0,9999) foram avaliados na gordura, contudo 

nenhum dos genes analisados apresentou diferença estatística (Figura 39D).  
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Figura 39. Expressão relativa de RNAm de camundongos C57BL/6 machos alimentados com 
dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-H; n=4) ou PBS 
(n=5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Gordura inguinal; (B) Gordura epididimal; (C) Músculo gastrocnêmio e (D) Fígado. Teste 
U de Mann-Whitney foi realizado. Dados apresentados como boxplot. 
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6.9. ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

A atividade das enzimas envolvidas com a lipogênese, málica e ATP citrato liase, foi 

analisada na gordura epididimal. Não foi observamos diferença estatística na atividade da 

enzima málica (Figura 40A, p = 0,1111) e da ATP citrato liase (Figura 40B, p = 0,7302) entre 

os dois grupos. 

 

Figura 40. Atividade enzimática das enzimas Málica e ATP Citrato Liase na gordura 
epididimal de camundongos C57BL/6 machos alimentados com dieta controle e tratados com 
EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-H; n=4) ou PBS (n=5). 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Enzima Málica e (B) Enzima ATP Citrato Liase. Teste U de Mann-Whitney foi realizado. 
Dados apresentados como boxplot. 

6.10. CONTEÚDO HEPÁTICO DE LIPÍDEOS 

O conteúdo hepático de colesterol total e triglicerídeo foi avaliado. Embora não tenha 

sido observada uma diferença estatística no conteúdo de colesterol total (Figura 41A, p = 

0,1111), o conteúdo de triglicerídeos foi 43% maior no grupo tratado, em relação ao grupo 

controle (Figura 41B, p = 0,0159).  
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Figura 41. Conteúdo lipídico do fígado de camundongos C57BL/6 machos alimentados com 
dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-H; n=4) ou PBS 
(n=5). 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Colesterol Total e (B) Triglicerídeos. Teste U de Mann-Whitney foi realizado. Dados 
apresentados como boxplot. *p < 0,05. 

 

6.11. HISTOLOGIA FÍGADO 

As fotos representativas da Figura 42A mostram a diferença morfológica entre os 

animais do grupo H e do grupo C. Pelas fotos, pode-se observar que os animais do grupo 

controle apresentam grau de esteatose um pouco maior do que o grupo tratado. Refletindo o 

que foi observado pelas fotos, pode-se observar que, em comparação com o grupo PBS, um 

número maior de animais do grupo EV-H apresentaram maior escore de esteatose (Figura 

42B), de inflamação (Figura 42C) e, consequentemente, do escore de NALFD (Figura 42D). 
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A 

Figura 42. Análise morfológica hepática e avaliação do escore de esteatose e de inflamação em 
camundongos C57BL/6 machos alimentados com dieta controle e tratados com EVs derivadas 
do soro de animais obesos (EV-H; n=4) ou PBS (n=5). 

 

(A) Fotos representativas de cortes de fígado após coloração com hematoxilina e eosina – 
Tecido incluído em parafina; Espessura do corte = 5 µm; Escala = 100 µm; Aumento de 20x. 
Agregados inflamatórios: destacados em círculos; esteatose macrovesicular: setas de cor 
vermelha. (B) Escore de esteatose. (C) Escore de inflamação. (D) Escore de NALFD (soma dos 
escores de esteatose e inflamação). 
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PARTE IIB – TRATAMENTO COM VESÍCULAS EXTRACELULARES (INCLUSÃO 

GRUPO EV-C) 

Os resultados obtidos a partir do primeiro lote de tratamento (Parte IIa) foram 

considerados como resultados preliminares e julgou-se necessário repetir o tratamento em um 

novo lote de animais para verificar a reprodutibilidade dos experimentos e, assim, confirmar os 

resultados obtidos. Além disso, reconheceu-se que a principal limitação do primeiro lote de 

tratamento foi utilizar apenas o tratamento com PBS (veículo) como controle e, por conta disso, 

adicionou-se um novo grupo experimental: animais tratados com EVs do soro de animais 

magros (EV-C). Então, para este novo lote de tratamento, foi seguido o mesmo protocolo 

experimental com a adição do grupo experimental EV-C. Comparou-se os três grupos 

experimentais em todas as análises realizadas com o intuito principal de avaliar o efeito per se 

de EVs. 

 

7. METODOLOGIA 

7.1. EXTRAÇÃO DE VESÍCULAS EXTRACELULARES DO SORO 

Um novo lote de animais alimentados com dieta controle e dieta hiperlipídica 

suplementada com leite condensado foi realizado (mesmo protocolo da Parte I). A extração de 

EVs do soro foi realizada conforme descrito na seção 5.1.  

7.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL – NOVO TRATAMENTO COM VESÍCULAS 

EXTRACELULARES 

A obtenção e a manutenção dos animais foi realizada conforme descrito na seção 3.1 

Animais com oito semanas de idade foram alimentados durante quatro semanas com a mesma 

dieta utilizada pelos animais do grupo controle do protocolo experimental para indução de 

obesidade (conforme descrito na seção 3.2). Após esse período, os animais foram divididos de 

maneira aleatória em três grupos experimentais, conforme demonstrado a seguir:  

1) Grupo PBS– Camundongos tratados com PBS (n=4) – Grupo controle; 

2) Grupo EV-C – Camundongos tratados com EVs derivadas do soro de animais controle 

(n=4); 

3) Grupo EV-H – Camundongos tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos 

(n=4). 
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As EVs isoladas do soro dos animais foram ressuspendidas e quantificadas conforme 

descrito na seção 5.3. A dose de tratamento e a via de administração foram mantidas: 400 µg, 

por via intraperitoneal (i.p.).  

O tratamento foi realizado a cada três dias, durante oito semanas e todos os animais 

receberam água e dieta controle ad libitum por 12 semanas. O consumo de ração dos animais 

foi mensurado duas vezes por semana e o ganho de peso, semanalmente. Antes do início do 

tratamento e quinzenalmente após seu início, a composição corporal dos animais foi avaliada. 

Na semana 10 do protocolo experimental, os animais foram submetidos à calorimetria indireta 

e na semana 11, aos testes de tolerância à glicose (GTT) e tolerância à insulina (ITT). Após as 

12 semanas experimentais, os animais foram eutanasiados. A Figura 43 ilustra o desenho 

experimental. Amostras de sangue total foram coletadas para análises bioquímicas. Amostras 

do tecido adiposo epididimal, inguinal, retroperitoneal, do fígado e dos músculos gastrocnêmio 

e sóleo, foram pesadas e coletadas para análises moleculares e histológicas.  

 

Figura 43. Desenho experimental – Novo tratamento com vesículas extracelulares (EVs) 
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7.3. INGESTÃO ALIMENTAR E GANHO DE PESO 

Os quatros animais de cada grupo foram colocados em uma mesma caixa, totalizando 

uma caixa por grupo com quatro animas. A ração era ofertada de acordo com os seguintes 

cálculos: 4g de ração controle por animal por dia. A partir do início da dieta, o peso dos animais 

foi mensurado semanalmente e o consumo de ração, duas vezes por semana. O consumo de 

ração diária por animal foi calculado com base na sobra de ração, em gramas, por caixa. Esse 

valor foi posteriormente dividido pelo número de dias que a ração ficou disponível e pelo 

número de animais presentes na caixa. 

7.4. ANÁLISE DA COMPOSIÇÃO CORPORAL 

A análise da composição corporal dos animais foi realizada antes do início do tratamento 

(T0) e quinzenalmente (T15, T30, T45, T60) após início do tratamento. O protocolo foi 

realizado conforme descrito na seção 3.4.  

7.5. TESTE DE TOLERÂNCIA À GLICOSE E À INSULINA 

Os testes de tolerância à insulina e a glicose foram realizados conforme descrito nas 

seções 3.7 e 5.7, respectivamente.  

7.6. CALORIMETRIA INDIRETA 

Experimento realizado conforme descrito na seção 5.9. Resumidamente, os animais 

(n=4/grupo) foram mantidos em gaiolas individuais (com ciclo claro/escuro de 12h e 

temperatura de 23 ± 2ºC). A ambientação ocorreu durante as primeiras 24 horas, os animais e, 

a coleta de dados, foi realizada nas 24 horas subsequentes. Assim, o tempo total dos animais no 

calorímetro foi de aproximadamente 48 horas. Antes da coleta de dados, os animais receberam 

o tratamento com EVs (grupo EV-C e EV-H) ou com seu veículo (grupo PBS).  

7.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram testados em relação à distribuição normal (teste de Shapiro-Wilk) e 

homogeneidade de variâncias (teste F). Como a amostra utilizada foi pequena, optou-se pelo 

teste de Kruskal Wallis (não paramétrico) para comparar os três grupos experimentais (PBS, 

EV-C e EV-H). Quando encontrada diferença estatística no teste de Kruskal Wallis, o pós-teste 
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de Dunn foi realizado. Algumas análises utilizaram apenas dois grupos experimentais e, então, 

o teste U de Mann-Whitney bilateral para amostras independentes (não paramétrico) foi 

realizado. Para todas as análises estatísticas o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad 

Software) foi utilizado. O nível de significância foi estabelecido como p < 0,05. Os títulos das 

figuras indicam o n amostral. Nas legendas, a forma de expressão dos dados está indicada. 
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8. RESULTADOS 

8.1. PESO CORPÓREO E COMPOSIÇÃO CORPORAL 

Os animais foram pesados semanalmente durante as 12 semanas experimentais e sua 

composição corporal foi avaliada no início do protocolo experimental (T-30), antes do primeiro 

dia de tratamento (T0) e quinzenalmente até o último dia de tratamento (T60). Assim, pôde-se 

avaliar o efeito do tratamento com EVs derivadas do soro de camundongos obesos no peso 

corpóreo e composição corporal de animais alimentados com dieta controle. 

Como se tentou mimetizar o mesmo protocolo experimental realizado anteriormente 

(Parte IIa), também foram realizados experimentos que envolveram transporte dos animais 

(calorimetria indireta) e protocolos de jejum (GTT e ITT) nas últimas semanas experimentais 

(semanas 11 e 12). Sabe-se que tais procedimentos provocam estresse nos animais, 

prejudicando o ganho de peso. Conforme observado na Figura 44A, os animais apresentaram 

uma perda de peso principalmente na última semana experimental. Assim, conforme também 

realizado na Parte IIa, a semana considerada como final para os resultados de peso final (Figura 

44C), ganho de peso (Figura 44D) e composição corporal (Figura 44B) foi a semana 10, que 

corresponde a 45 dias após o início do tratamento (T45). 

Pode-se observar na Figura 44A, que o peso médio de todos os animais no início do 

protocolo experimental (0 semanas) não tem muita variação (PBS: 21,5 ± 1,0; EV-C: 20,5 ± 

1,29 e EV-H: 21 ± 0,41 – média ± DP). Durante as 12 semanas experimentais, o peso dos 

animais foi aumentando entre 0,20-1,25 gramas por semana, porém sem grandes diferenças 

entre os grupos experimentais. Para realizar a análise estatística dos resultados, comparou-se o 

peso inicial, o peso final e o ganho de peso entre os três grupos e, conforme os dados da Figura 

44A já demonstrava, não foram encontradas diferenças estatísticas em relação ao peso inicial 

(Figura 44B, p = 0,4355), peso final (Figura 44C, p = 0,6478) e ganho de peso (Figura 44D, 

p = 0,3401). Também foram avaliados os resultados de ganho de peso antes e depois do 

tratamento, mas nenhuma diferença estatística foi encontrada (Figura 44E, p = 0,8639; Figura 

44F, p = 0,2842). 

Em relação à composição corporal, pode-se observar um aumento na porcentagem de 

gordura dos três grupos ao se comparar T0 com T45, contudo o aumento é maior nos grupos 

EV-C e EV-H (Figura 45A e 45B). A Figura 45C compara a porcentagem de gordura dos três 

grupos experimentais ao longo do tempo e nenhuma diferença estatística foi observada entre os 
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grupos nos tempos T-30 (p = 0,6667), T0 (p = 0,5171), T15 (p = 0,3271), T30 (p = 0,3475), 

T45 (p = 0,1219), T60 (p = 0,1965). De maneira semelhante, a Figura 45D mostra que não 

foram encontradas diferenças estatísticas na porcentagem de massa magra entre os três grupos 

experimentais nos tempos T-30 (p = 0,9676), T0 (p = 0,0859), T15 (p = 0,0859), T30 (p = 

0,1965), T45 (p = 0,0741), T60 (p =0,2345). 

 

Figura 44. Avaliação do peso corpóreo de camundongos C57BL/6 machos alimentados com 
dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-H), animais magros 
(EV-C) ou PBS (n=4/grupo). 
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(A) Curva de peso corpóreo ao longo das 12 semanas experimentais; (B) Peso corpóreo no 
início do protocolo experimental; (C) Peso corpóreo na semanal final do protocolo 
experimental; (D) Ganho de peso entre o começo e o final do protocolo experimental; (E) 
Ganho de peso antes do início do tratamento e (F) Ganho de peso após o início do tratamento. 
Para todas as análises, peso final foi considerado como o peso da décima semana. Teste de 
Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn (B-F) foi realizado. Dados apresentados como mediana 
e intervalo interquartil (A) e boxplot (B-F). 

 

Figura 45. Avaliação da porcentagem de gordura, massa magra e fluido de camundongos 
C57BL/6 machos alimentados com dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de 
animais obesos (EV-H), animais magros (EV-C) ou PBS (n=4/grupo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Composição percentual de gordura, massa magra e fluido (A) antes do início do tratamento e 
(B) após 45 dias de tratamento; Comparação da composição percentual de (C) gordura e (D) 
massa magra entre os três grupos experimentais em diferentes tempos de tratamento. Teste de 
Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn (C e D) foi realizado. Dados apresentados como média 
(A e B) e boxplot (C e D). 
 

8.2. CONSUMO DE RAÇÃO 

Para avaliar o efeito do tratamento de EVs realizado no consumo alimentar dos animais, 

avaliar o consumo de ração durante todo o protocolo experimental. Seguindo a explicação da 
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seção anterior, foram excluídos os dados das semanas 11 e 12 das análises realizadas nos 

gráficos B-H da Figura 46.  

Ao observar a curva de consumo de ração ao longo das 12 semanas experimentais, 

percebe-se que não há grandes diferenças entre três grupos avaliados (Figura 46A). De fato, 

considerando o média dos dados coletados ao longo das 12 semanas, não foram observadas 

diferenças estatísticas no consumo de ração (Figura 46B, p = 0,2371) e no consumo calórico 

(Figura 46C, p = 0,3916) entre os três grupos. Para avaliar se o tratamento influenciou o 

consumo alimentar, comparou-se o consumo de ração antes e depois do tratamento. Novamente, 

não foram encontradas diferenças estatísticas no consumo de ração antes (Figura 46D, p = 

0.2060) e depois (Figura 46E, p = 0,1076) do tratamento, mostranto que o tratamento com EVs 

não tem efeito no consumo alimentar. 

 

8.3. GLICEMIA DE JEJUM E RESPONSIVIDADE À GLICOSE E À INSULINA 

Assim como foi realizado na Parte IIa deste trabalho, os animais foram submetidos aos 

testes de tolerância à glicose (GTT) e à insulina (ITT). Os valores de glicemia obtidos antes da 

injeção de glicose, durante o experimento de GTT, foram utilizados para a determinação da 

glicemia de jejum. Os valores glicêmicos obtidos antes (tempo 0) e após a injeção de glicose 

(para GTT) e insulina (para ITT) foram utilizados para construção de uma curva glicêmica 

(glicemia x tempos). Para o GTT, calculou-se a área sob a curva (AUC) e para o ITT, a constante 

de desaparecimento da glicose plasmática (kITT). 

Analisando a glicemia após 6 horas de jejum, pode-se observar que os grupos tratados 

com EVs apresentaram glicemia maior em comparação com o grupo PBS (Figura 47A). De 

fato, a glicemia de jejum foi 12% e 9% maior nos grupos EV-C e EV-H, respectivamente, em 

comparação com o grupo PBS (Figura 47A, p = 0.0452). Contudo, nenhuma diferença foi 

encontrada no pós-teste de Dunn (Figura 47A; PBS vs. EV-C: p = 0,0805; PBS vs.  EV-H: p 

= 0,1650; EV-C vs. EV-H: p > 0.9999). 
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Figura 46. Consumo de ração de camundongos C57BL/6 machos alimentados com dieta 
controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-H), animais magros (EV-
C) ou PBS (n=4/grupo). 

(A) Curva do consumo de ração ao longo das 12 semanas experimentais; Consumo de ração 
médio das 12 semanas experimentais (B) em gramas e (C) em kcal; Comparação do consumo 
de ração (D) antes e (E) depois do tratamento com EVs. Para as análises estatísticas, os dados 
das semanas 11 e 12 foram excluídos. Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn (B-E) 
foi realizados. Dados apresentados como mediana e intervalo interquartil (A) e boxplot (B-E). 
*p < 0,05. 

 

Não foram observadas grandes diferenças nos valores da curva glicêmica obtida com o 

GTT (Figura 47B) e, como consequência, não se observou diferença estatística na AUC do 

GTT (Figura 47C, p = 0,7463). Em relação ao ITT, pode-se observar que o grupo EV-H 

apresenta glicemia maior entre os tempos 8-20 minutos, em comparação com os grupos PBS e 

EV-C (Figura 47D), entretanto, ao analisar o kITT, não foi encontrada diferença estatística 

entre os grupos (Figura 47 p = 0,2345). 
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Figura 47. Responsividade à glicose e à insulina de camundongos C57BL/6 machos 
alimentados com dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-
H), animais magros (EV-C) ou PBS (n=4/grupo). 

(A) Glicemia de jejum; (B) Curva do teste de tolerância à glicose (GTT); (C) AUC do GTT; 
(D) Curva do teste de intolerância à insulina (ITT); (E) Constante de decaimento da glicose 
(kITT). Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn (A, C e E) foi realizado. Dados 
apresentados como mediana e intervalo interquartil (B e D) e boxplot (A, C e E). 
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8.4. PESO ÚMIDO DOS TECIDOS 

Diferentemente dos dados obtidos da Parte IIa, os animais deste novo lote de tratamento 

não tiveram diferença no ganho de peso e apenas os animais do grupo EV-H consumiram menos 

ração em decorrência do tratamento. Em relação a composição corporal, embora a diferença 

não tenha sido estatística, os animais dos grupos EV-C e EV-H pareceram ter maior percentual 

de gordura e menor percentual de massa magra em relação ao grupo PBS. Para confirmar os 

dados obtidos anteriormente, o peso de depósitos de gordura, fígado e músculos esqueléticos 

foi mensurado.  

Não foi observada diferença estatística no peso das gorduras epididimal (Figura 48A, p 

= 0,3697), retroperitoneal (Figura 48B, p = 0,2180), inguinal (Figura 48C, p = 0,1965) e 

mesentérica (Figura 48D, p = 0,4360). O musculo gastrocnêmio (Figura 48G, p = 0,3524) 

também não apresentou diferença entre os três grupos. O peso da gordura marrom foi 27% e 

31% menor no grupo EV-H em comparação com os grupos PBS e EV-C, respectivamente 

(Figura 48E, p = 0,0452). Contudo, nenhuma diferença foi encontrada no pós-teste de Dunn 

(Figura 48E; PBS vs. EV-C: p > 0,9999; PBS vs. EV-H: p = 0,1663; EV-C vs. EV-H: p = 

0.0813).  

Conforme já observado no lote anterior, comparando apenas o grupo PBS e EV-H, o peso 

do fígado foi 33% menor no grupo EV-H em comparação com o grupo PBS (Figura 48F, p = 

0,0107; PBS vs. EV-C: p > 0,9999; PBS vs. EV-H: p = 0,0324; EV-C vs. EV-H: p= 0,0930) e, 

em contrapartida, o peso do músculo sóleo foi 50% maior no grupo EV-H em comparação com 

o grupo PBS (Figura 48H, p = 0,0281; PBS vs. EV-C: p = 0,2636; PBS vs. EV-H: p = 0,0363; 

EV-C vs. EV-H: p > 0.9999). Entretanto, não observamos diferenças no peso desses tecidos 

entre os grupos EV-C e EV-H. 
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Figura 48. Peso úmido de tecidos coletados de camundongos C57BL/6 machos alimentados 
com dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-H), animais 
magros (EV-C) ou PBS (n=4/grupo). 

(A) Gordura epididimal; (B) Gordura retroperitoneal; (C) Gordura inguinal; (D) Gordura 
mesentérica; (E) Gordura marrom interescapular (iBAT); (F) Fígado; (G) Músculo 
gastrocnêmio; (H) Músculo sóleo. Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn foi 
realizado. Dados apresentados boxplot. *p < 0,05. 

 

8.5. CALORIMETRIA INDIRETA 

Para se ter uma melhor noção do estado metabólico dos animais, realizou-se calorimetria 

indireta. Conforme pode ser observado na Figura 49A, o consumo de oxigênio (VO2) dos 

animais do grupo EV-H foi menor em comparação com os outros dois grupos e, de maneira 
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contrária, animais do grupo EV-C parecem ter valores maiores de VO2 ao longo das 24 horas 

após o tratamento com EVs. Confirmando o que foi observado no gráfico de linhas, animais do 

grupo EV-C apresentaram um aumento de 12% no VO2 em comparação com o grupo PBS no 

ciclo claro e, de maneira contrária, o VO2 foi de aproximadamente 9% e 24% menor no grupo 

EV-H em comparação com o grupo PBS e EV-C, respectivamente (Figura 49B, p < 0,0001; 

PBS vs. EV-C: p < 0,0001; PBS vs. EV-H: p = 0,0008; EV-C vs. EV-H: p < 0,0001). No ciclo 

escuro, animais do grupo EV-H seguiram o padrão observado no ciclo claro: 17% e 21% de 

diminuição no VO2 em comparação aos grupos PBS e EV-C, respectivamente (Figura 49B, p 

< 0,0001; PBS vs. EV-C: p = 0,1813; PBS vs. EV-H: p < 0,0001; EV-C vs. EV-H: p < 0,0001). 

Já a média do VO2, em 24 horas, também mostrou que o grupo EV-C consumiu mais oxigênio 

do que o grupo PBS (aumento de 6%), enquanto o grupo EV-H apresentou diminuição no VO2 

em 15 % e 22% em relação ao grupo PBS e EV-C, respectivamente (Figura 49B, p < 0,0001; 

PBS vs. EV-C: p = 0,0112; PBS vs. EV-H: p < 0,0001; EV-C vs. EV-H: p < 0,0001). 

Conforme pode ser observado na Figura 49C, a produção de CO2 (VCO2) seguiu os 

padrões de VO2, com o grupo EV-H aparentando ter menor VCO2 e o grupo EV-C, maior. De 

fato, pode-se observar que, no ciclo claro, o VCO2 foi 8% maior no grupo EV-C, em 

comparação com o grupo PBS e, em contrapartida, o grupo EV-H apresentou valores 19% e 

30% menor em relação ao grupo PBS e EV-C (Figura 49C, p < 0,0001; PBS vs. EV-C: p = 

0,0301; PBS vs. EV-H: p < 0,0001; EV-C vs. EV-H: p < 0,0001). No ciclo escuro, o grupo EV-

H também apresentou diminuição em 22% e 25% no VCO2 em relação ao grupo PBS e EV-C, 

respectivamente (Figura 49C, p < 0,0001; PBS vs. EV-C: p = 0,9290; PBS vs. EV-H: p < 

0,0001; EV-C vs. EV-H: p < 0,0001). Tal padrão foi mantido na análise de 24 horas, com o 

grupo EV-H apresentando diminuição de 20% e 25% de VCO2 em relação ao grupo PBS e EV-

C (Figura 49C, p < 0,0001; PBS vs. EV-C: p = 0,2143; PBS vs. EV-H: p < 0,0001; EV-C vs. 

EV-H: p < 0,0001).  

Em relação ao RER, os grupos PBS e EV-C parecem ter valores bem parecidos, enquanto 

o grupo EV-H apresenta valores menores ao longo das 24 horas de experimento, quando se 

observa a Figura 49E. De fato, tanto no período claro quanto no escuro e em 24 horas, o grupo 

EV-H apresentou valores menores em comparação com os grupos PBS e EV-C. No período 

claro, os valores foram 7% e 6% menores (Figura 49F, p < 0,0001; PBS vs. EV-C: p > 0,9999; 

PBS vs. EV-H: p < 0,0001; EV-C vs. EV-H: p < 0,0001), no período escuro, 4% e 3% menores 

(Figura 49F, p < 0,0001; PBS vs. EV-C: p = 0,0744; PBS vs.  EV-H: p < 0,0001; EV-C vs. 

EV-H: p = 0,0001) e em 24 horas, 5% e 4% menores do que os apresentados pelos grupos PBS 
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e EV-C, respectivamente (Figura 49F, p < 0,0001; PBS vs. EV-C: p = 0,8333; PBS vs.  EV-

H: p < 0,0001; EV-C vs. EV-H: p < 0,0001).  

A produção de calor (heat) não mostrou grandes variações entre os três grupos 

experimentais, mas pode-se observar que no período de 24 horas após o tratamento com EVs e 

PBS o grupo EV-C apresentou maiores valores de heat, enquanto o grupo EV-H, menores 

(Figura 49G). Após análise estatística dos dados, os animais do grupo EV-C apresentaram, no 

ciclo claro, um aumento de 9% dos valores de heat em comparação com o grupo PBS e o grupo 

EV-H, uma diminuição de 12% em comparação com o grupo EV-C. (Figura 49H, p < 0,0001; 

PBS vs. EV-C: p = 0,0001; PBS vs. EV-H: p = 0,2032; EV-C vs. EV-H: p < 0,0001). No ciclo 

escuro o grupo EV-H apresentou diminuição de 7% e 8% na produção de calor em comparação 

com o grupo PBS e EV-C, respectivamente (Figura 49H, p = 0,0010; PBS vs. EV-C: p > 

0,9999; PBS vs. EV-H: p = 0,0259; EV-C vs. EV-H: p = 0,0010). Ao longo das 24 horas, o heat 

do grupo EV-H só foi menor (redução de 8%) em comparação com o grupo EV-C (Figura 49H, 

p = 0,0006; PBS vs. EV-C: p = 0,0848; PBS vs. EV-H: p = 0,2923; EV-C vs. EV-H: p = 0,0004). 

A atividade locomotora parece ter sido afetada pelo tratamento com EVs, uma vez que 

após o tratamento, os grupos EV-C e EV-H apresentaram atividade locomotora visivelmente 

menor do que os animais do grupo PBS (Figura 49I). No período claro, os grupos EV-C e EV-

H apresentaram diminuição na atividade locomotora em 62% e 60%, respectivamente, em 

comparação com o grupo PBS (Figura 49J, p = 0,0002; PBS vs. EV-C: p = 0,0006; PBS vs. 

EV-H: p = 0,0026; EV-C vs. EV-H: p > 0,9999). No período escuro, apenas foi observada 

diminuição de 53% do grupo EV-H em comparação como grupo PBS (Figura 49J, p = 0,0048; 

PBS vs. EV-C: p = 0,1047; PBS vs. EV-H: p = 0,0038; EV-C vs. EV-H: p = 0,7152). No período 

de 24 horas, a atividade locomotora foi 60% e 57% menor, em comparação com o grupo PBS, 

nos grupos EV-C e EV-H, respectivamente (Figura 49J, p = 0,0001; PBS vs. EV-C: p = 0,0004; 

PBS vs. EV-H: p = 0,0013; EV-C vs. EV-H: p > 0,9999). Interessantemente, os resultados 

sugerem um efeito per se das EVs na atividade locomotora de animais controle. 
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Figura 49. Parâmetros avaliados por calorimetria indireta em camundongos C57BL/6 machos 
alimentados com dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-
H), animais magros (EV-C) ou PBS (n=4/grupo). 
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(A) Volume de oxigênio (VO2) e de (C) CO2 (VCO2) ao longo do experimento; (B) Média de 
VO2; e de (D) VCO2 no ciclo claro, escuro e em 24 horas; (E) Respiratory exchange ratio 
(RER), (G) heat e (I) atividade locomotora ao longo do experimento; (F) média do RER, do 
(H) heat e da (J) atividade locomotora no ciclo claro, escuro e em 24 horas. Teste de Kruskal-
Wallis com pós-teste de Dunn (B, D, F, H e J) foi realizado. Dados apresentados como mediana 
e intervalo interquartil (A, C, E, G e I) e boxplot (B, D, F, H e J). *#p < 0,05. (*) vs. PBS; (#) 
vs. EV-C. 
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PARTE III – SEQUENCIAMENTO DE MicroRNAs DERIVADOS DE VESÍCULAS 

EXTRACELULARES E ANÁLISE BIOINFORMÁTICA  

 

9. METODOLOGIA 

9.1. EXTRAÇÃO DE VESÍCULAS EXTRACELULARES DO SORO 

Para realizar o sequenciamento, partiu-se de um pool de 400 μL de soro de animais do 

grupo C e do grupo H. Para compor o volume total de 400 μL, quatro amostras diferentes de 

soro dos animais do grupo C e do grupo H foram escolhidas, onde 100 μL de soro de cada 

amostra foram adicionados ao pool de seu respectivo grupo. O soro foi extraído conforme 

descrito na seção 3.8 e o isolamento das EVs, conforme seção 5.1. O pellet de EVs foi 

ressuspendido em 230 μL de PBS.  

9.2. EXTRAÇÃO DE RNA DAS VESÍCULAS EXTRACELULARES 

Partindo de 200 μL de exossomos ressuspendidos em PBS, extraiu-se o RNA dos 

exossomos utilizando o reagente Total Exosome RNA & Protein Isolation Kit (Cat. #4478545; 

Thermo Fisher Scientific). Realizou-se o protocolo para enriquecimento de smallRNAs nas 

duas amostras (C e H), conforme instrução do fabricante.  

9.3. SEQUENCIAMENTO DE MicroRNAs 

As amostras de RNA enriquecidas foram encaminhadas para sequenciamento. O kit usado 

para preparação das bibliotecas foi o Clontech SMARTer smRNA (Clontech Laboratories, 

Takara Bio Inc., Mountain View, CA, EUA), seguindo as informações do fabricante. Para o 

sequenciamento utilizou-se o Illumina HiSeq X Ten (Illumina, San Diego, CA, EUA). O 

protocolo de sequenciamento e a análise bioinformática dos dados foram realizados por 

intermédio da empresa Proteimax (São Paulo, Brasil; https://www.proteimax.com). Expressão 

diferenciada foi realizada utilizando o software edgeR. 

9.4. ANÁLISE BIOINFORMÁTICA 

Análises das vias relacionadas com os miRNAs diferentemente expressos entre os grupos 

obeso e controle (H vs. C) foi realizada usando o servidor web de acesso livre DIANA-miRPath 
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v3.0 (http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr/) (VLACHOS et al., 2015). A predição de genes-

alvo dos miRNAs diferentemente expressos foi feita utilizando o algoritmo de predição online 

e de acesso livre, DIANA microT-CD web server v5.0 (http://diana.imis.athena-

innovation.gr/DianaTools/index.php?r=microT_CDS/index) (RECZKO et al., 2012; 

PARASKEVOPOULOU et al., 2013). Utilizou-se DIANA-miRPath v3.0 para identificar as vias 

KEGG - Enciclopédia de Kyoto de Genes e Genomas (do inglês, Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes) (KANEHISA;GOTO, 2000; KANEHISA, 2019; KANEHISA et al., 2021). 

Como a base de dados KEGG utiliza o nome das vias em inglês, os nomes das vias nas tabelas 

não foram traduzidos, a tradução (seguida pelo nome da via em inglês) foi utilizada no corpo 

do texto. 

Uma análise de enriquecimento dos genes-alvo de miRNA nas vias KEGG foi realizada 

das duas maneiras possíveis, uma a priori e outra a posteriori da análise estatística (VLACHOS 

et al., 2012).  

Na análise a priori, os genes-alvo dos miRNAs diferentemente expressos foram 

combinados em um conjunto, ou seja, o servidor calcula todos os genes que são alvo de pelo 

menos um miRNA e os classifica como “UNION_SET”. O conjunto de genes “UNION_SET” 

é utilizado para a análise estatística de over representation (over representation statistical 

analysis), uma análise de enriquecimento que identifica vias que foram significativamente 

enriquecidas com genes pertencentes ao “UNION_SET”. 

Na análise a posteriori, o servidor identifica todos as vias que, de maneira significativa 

estatisticamente, foram consideradas alvo dos miRNAs selecionados. Para isso, o servidor, 

inicialmente, realiza análise de enriquecimento e calcula os valores de p entre cada miRNA e 

todas as vias KEGG. Após esse processo, para cada via, um valor de p combinado é calculado 

através da fusão entre os valores de p previamente obtido, utilizando o método de meta-análise 

de Fisher. Quanto menor o valor de p combinado, maior a probabilidade de que a via examinada 

seja significativamente enriquecida com genes-alvo de pelo menos um nos miRNAs 

diferentemente expressos.  

No servidor DIANA-miRPath v3.0, os parâmetros utilizados para as análises a priori 

foram: “genes union”; “micro- threshold: 0.8”. Para as análises a posteriori: “pathways union”, 

“micro- threshold: 0.8”, “Fisher’s exact test (Hypergeometric distribution)”). Para ambas as 

análises, o threshold do valor de p foi de 0,05 e utilizou-se correção de False Discovery Rate 

(FDR) descrito por BENJAMINI e HOCHBERG (1995), uma vez que múltiplos testes de 
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hipótese foram realizados. Também utilizando o DIANA-miRPath v3.0, criou-se um cluster 

hierárquico dos miRNAs e de suas vias-alvo calculado através do método de ligação completa 

(complete-linkage clustering method) (VLACHOS et al., 2012). 

Após a análise a posteriori, obteve-se os resultados das vias KEGG reguladas por um ou 

mais miRNAs. Esquemas das vias, destacando os genes-alvos regulados foram realizados 

utilizando o servidor web KEGG Mapper (https://www.genome.jp/kegg/mapper.html). Além 

disso, para cada via significativamente regulada, analisou os miRNAs envolvidos, seus genes-

alvo e o score de predição (threshold: 0,8) disponível no servidor web DIANA microT-CD v5.0. 

Quanto maior o score de predição (valor máximo: 1,0), maior a probabilidade de o gene ser 

alvo no miRNA. A partir desses dados, montou-se uma rede gênica utilizando o software 

Cytoscape v.3.8.2 (SHANNON et al., 2003).  
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10. RESULTADOS 

10.1. SEQUÊNCIAMENTO DE MicroRNAs  

De maneira geral, um total de 406 e 318 miRNAs foram encontrados nas vesículas 

extracelulares derivadas do soro das amostras C e H, respectivamente (Tabela 8). No grupo C, 

107 foram miRNAs já conhecidos, enquanto 299 foram miRNAs ainda não descritos na 

literatura, ou seja, miRNAs novos (Tabela 8). No grupo H, 119 miRNAs conhecidos e 199 

novos, foram encontrados (Tabela 8). Os novos miRNAs foram preditos pelo software 

miRDeep2.  

 

Tabela 8. Resumo dos microRNAs encontrados nas vesículas extracelulares do soro dos 
animais do grupo C e H. 

 C H 

miRNAs conhecidos 107 119 

miRNAs Novos 299 199 

miRNAs totais 406 318 

 

Comparou-se a expressão dos miRNAs encontrados nas amostras C e H para verificar 

quantos e quais miRNAs se encontravam diferentemente expressos. Dos miRNAs encontrados 

em cada amostra pelo sequenciamento, 67 foram diferentemente expressos (Tabela 9).  

Para análise dos miRNAs diferentemente expressos, o software DESeq2 foi utilizado. 

Durante o processo, os valores de log2 Fold Change (FC) e o False Discovery Rate (FDR) 

foram usados como critérios de seleção. O valor de FC indica a relação do nível de expressão 

entre duas amostras, no caso deste trabalho, entre C e H. O FDR é utilizado para diminuir a 

probabilidade do erro do tipo I (falso-positivo) e foi obtido pela correção do valor de p da 

diferença significativa. 

De todos esses 67 miRNAs, nosso foco será nos que já são conhecidos (n=16), uma vez 

que os miRNAs precisam ser validados. A Tabela 10 mostra quais miRNAs conhecidos foram 

diferentemente expressos entre os grupos C e H, o valor de p, o FDR, o Log2(FC) e se ele foi 

up-regulated ou down-regulated no grupo H, em comparação com o grupo C. Para melhor 
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visualização, criou-se o heat map com base nos valores de Log2(FC) obtidos ao se comparar a 

expressão dos 16 miRNAs do grupo H com o grupo C (Figura 50). 

 

Tabela 9. MicroRNAs de vesículas extracelulares do soro que foram diferentemente expressos 
entre os grupos C e H. 

 H versus C 

Up-regulated 32 

Down-regulated 35 

Total 67 

 

Tabela 10. MicroRNAs conhecidos diferentemente expressos (H versus C). 

 

 

 

miRNAs p-valor FDR log2(FC) regulated 

mmu-let-7c-5p 0.001471 0.009451 -1.0012 down 

mmu-miR-122-5p 6.16E-13 2.16E-11 1.768179 up 

mmu-miR-125b-5p 0.000273 0.002653 -2.6154 down 

mmu-miR-126a-3p 0.000616 0.004927 -1.06635 down 

mmu-miR-146b-5p 1.54E-05 0.000212 7.772101 up 

mmu-miR-15b-3p 0.001289 0.008775 1.838781 up 

mmu-miR-16-5p 5.70E-05 0.000667 -1.29362 down 

mmu-miR-192-5p 3.51E-15 1.45E-13 2.153584 up 

mmu-miR-2137 1.54E-05 0.000212 7.772101 up 

mmu-miR-22-3p 0.00141 0.009318 2.794589 up 

mmu-miR-29c-3p 3.47E-07 6.09E-06 1.54226 up 

mmu-miR-301a-3p 0.000413 0.003697 -1.66415 down 

mmu-miR-5126 7.43E-10 1.88E-08 4.504835 up 

mmu-miR-690 0.000352 0.003349 4.463375 up 

mmu-miR-6902-3p 0.00141 0.009318 -6.90082 down 

mmu-miR-802-5p 5.81E-18 3.31E-16 6.985397 up 
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Figura 50. Heat map dos microRNAs diferentemente expressos em vesículas extracelulares 
isoladas do soro de animais do grupo H, em comparação com o grupo C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As cores verdes e vermelhas representam os genes com maior e menor expressão, 
respectivamente. As colunas representam a amostra de animais do grupo H (animais obesos) e 
as linhas, todos os 16 miRNAs já descritos diferentemente expressos em comparação com o 
grupo C (animais controle).  

 

10.2. ANÁLISE BIOINFORMÁTICA – VIAS E GENES-ALVO DOS MicroRNAs 

Os resultados do sequenciamento mostraram que 16 microRNAs isolados de EVs do soro 

foram diferentemente expressos entre os animais obesos e controle. Com o intuito de entender 

o envolvimento desses miRNAs na obesidade e identificar potenciais funções biológicas por 

eles reguladas, realizou-se análise in silico de vias tendo como base os genes-alvo dos 16 

miRNAs encontrados. 

Para as análises in silico, os genes-alvo foram preditos utilizando o servidor web DIANA 

microT-CD web server v5.0 e, para as análises de vias, utilizou-se o servidor web DIANA-

miRPath v3.0, que permite análise de enriquecimento de genes-alvo de miRNA nas vias KEGG. 

A análise de enriquecimento de genes-alvo de miRNA nas vias KEGG foi realizada de duas 

maneiras, uma a priori e outra a posteriori da análise estatística.  
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Inicialmente, realizamos a análise a priori, ou seja, os genes-alvo dos miRNAs 

selecionados foram agrupados antes da análise estatística. A Tabela 11 mostra os resultados 

dessa análise, listando, dentre os 16 miRNAs investigados, o número de miRNAs envolvidos 

em cada via KEGG e o número de genes-alvo desses miRNAs. 

Ao todo foram 34 vias identificadas, sendo a via relacionada com a interação do receptor 

de matriz extracelular (ECM-receptor interaction) a que apresentou a maior diferença 

estatística (p = 4.44E-34, Tabela 11). A via de sinalização da PI3K-Akt (PI3K-Akt signaling 

pathway) foi alvo do maior número de miRNAs (n = 14) e a via que teve maior número de 

genes-alvo foi a via envolvida com câncer (Pathways in cancer) (Tabela 11). 

Após a primeira análise, seguiu-se para a análise a posteriori. A Tabela 12 mostra as vias 

KEGG que foram significativamente reguladas pelos miRNAs selecionados após a análise 

estatística.  

Conforme pode ser observado na Tabela 12, dez vias foram significativamente reguladas, 

sendo que, com exceção da via envolvendo a biossíntese de glicosfingolipídios - séries lacto e 

neolacto (Glycosphingolipid biosynthesis - lacto and neolacto series), nove delas foram em 

comum com a análise realizada a priori (Tabela 11).  

A via de sinalização da PI3K-Akt (PI3K-Akt signaling pathway), a via de biossíntese de 

mucina tipo O-glicano (Mucin type O-Glycan biosynthesis) e as vias relacionadas com a 

interação do receptor de matriz extracelular (ECM-receptor interaction) foram reguladas pelo 

maior número de miRNAs (n=4), sendo a via da PI3K-Atk a com maior número de genes-alvo 

identificados (n=57) (Tabela 12).  

Em relação aos resultados obtidos na Tabela 12, um agrupamento hierárquico onde os 

miRNAs selecionados são agrupados em relação a sua influência nas vias KEGG foi realizado 

(Figura 51). Além disso, todas as dez vias reguladas pelos miRNAs selecionados foram 

avaliadas e montou-se um esquema da via onde os genes-alvo dos miRNAs foram destacados. 

Tais esquemas podem ser visualizados nos Apêndices A-K deste trabalho.  

A Figura 51 mostra três informações diferentes: 1) agrupamento de miRNAs que tem 

como alvo uma lista semelhante de vias; 2) agrupamento de vias que são alvo de uma lista 

similar de miRNAs e 3) o nível de significância (valor de p) das interações entre miRNA e vias-

alvo (heat map).  
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Tabela 11. Vias KEGG alvo dos microRNAs de EVs do soro diferentemente expressos – 
Análise a priori 

Via KEGG Valor de p n.º genes n.º miRNAs 

ECM-receptor interaction 4.44E-34 22 9 
Prion diseases 1.43E-15 5 8 
Mucin type O-Glycan biosynthesis 1.12E-10 10 6 

Signaling pathways regulating pluripotency of 
stem cells 

2.76E-08 45 12 

Proteoglycans in cancer 9.34E-06 55 12 
FoxO signaling pathway 1.14E-04 40 12 
Lysine degradation 1.90E-04 13 7 
Glioma 2.58E-04 19 8 
PI3K-Akt signaling pathway 2.58E-04 79 14 
Amoebiasis 9.02E-04 25 9 
Pathways in cancer 2.42E-03 81 13 
Endocytosis 2.43E-03 47 12 
Axon guidance 2.89E-03 35 10 
MAPK signaling pathway 5.77E-03 56 11 
TGF-beta signaling pathway 5.91E-03 24 9 

Adrenergic signaling in cardiomyocytes 5.91E-03 34 11 

Focal adhesion 5.91E-03 49 11 
Prostate cancer 7.44E-03 24 9 
AMPK signaling pathway 9.32E-03 33 12 
Gap junction 1.15E-02 19 8 

Glycosaminoglycan biosynthesis - heparan 
sulfate / heparin 

1.57E-02 5 4 

Hippo signaling pathway 1.88E-02 34 12 
Dorso-ventral axis formation 1.96E-02 10 8 
Thyroid hormone synthesis 2.16E-02 10 7 
HTLV-I infection 2.35E-02 56 10 
Thyroid cancer 2.62E-02 7 6 
Regulation of actin cytoskeleton 2.66E-02 47 11 
cGMP-PKG signaling pathway 2.66E-02 39 12 
Choline metabolism in cancer 2.68E-02 25 10 
mTOR signaling pathway 2.70E-02 18 11 
Neurotrophin signaling pathway 3.22E-02 29 10 
Protein digestion and absorption 3.56E-02 23 7 
Sphingolipid signaling pathway 4.63E-02 30 9 
Melanoma 4.78E-02 18 7 
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Tabela 12. Vias KEGG alvo dos microRNAs de EVs do soro diferentemente expressos – 
Análise a posteriori 

Via KEGG Valor de p n.º genes n.º miRNAs 

Prion diseases (mmu05020) < 1E-325 1 2 

mmu-miR-146b-5p|microT-CDS 4.84E-49 1  

mmu-miR-301a-3p|microT-CDS 3.08E-42 1  

ECM-receptor interaction (mmu04512) < 1E-325 18 4 

mmu-let-7c-5p|microT-CDS 7.22E-28 8  

mmu-miR-122-5p|microT-CDS 5.61E-04 1  

mmu-miR-15b-3p|microT-CDS 1.95E-06 1  

mmu-miR-29c-3p|microT-CDS 6.79E-109 15  

Amoebiasis (mmu05146) 4.66E-07 20 2 

mmu-let-7c-5p|microT-CDS 6.40E-05 11  

mmu-miR-29c-3p|microT-CDS 1.13E-13 14  

Mucin type O-Glycan biosynthesis (mmu00512) 7.28E-07 7 4 

mmu-let-7c-5p|microT-CDS 7.80E-05 3  

mmu-miR-122-5p|microT-CDS 4.70E-06 1  

mmu-miR-125b-5p|microT-CDS 4.17E-08 2  

mmu-miR-22-3p|microT-CDS 1.59E-02 1  

Thyroid hormone synthesis (mmu04918) 1.41E-05 3 2 

mmu-miR-146b-5p|microT-CDS 1.17E-09 2  

mmu-miR-22-3p|microT-CDS 2.93E-07 2  

Glycosphingolipid biosynthesis - lacto and 
neolacto series (mmu00601) 

1.11E-03 2 3 

mmu-miR-125b-5p|microT-CDS 5.93E-06 1  

mmu-miR-22-3p|microT-CDS 7.59E-06 1  

mmu-miR-301a-3p|microT-CDS 7.29E-04 1  

PI3K-Akt signaling pathway (mmu04151) 4.32E-03 57 4 

mmu-let-7c-5p|microT-CDS 3.83E-02 22  

mmu-miR-16-5p|microT-CDS 3.06E-02 21  

mmu-miR-2137|microT-CDS 5.00E-02 1  

mmu-miR-29c-3p|microT-CDS 2.27E-06 27  

Protein digestion and absorption (mmu04974) 2.32E-02 20 2 

mmu-let-7c-5p|microT-CDS 4.14E-02 9  

mmu-miR-29c-3p|microT-CDS 4.76E-09 17  

Glioma (mmu05214) 2.80E-02 13 2 

mmu-miR-29c-3p|microT-CDS 3.95E-06 8  

mmu-miR-301a-3p|microT-CDS 1.01E-02 5  

FoxO signaling pathway (mmu04068) 4.55E-02 7 2 

mmu-miR-2137|microT-CDS 2.58E-02 1  

mmu-miR-690|microT-CDS 5.95E-03 6  

Informações entre parênteses representa o código da via. MicroT-CDS: algoritmo de predição 
utilizado. 
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Podemos observar que dos 16 miRNAs selecionados, apenas 11 tiveram valor de p das 

interações entre miRNAs e vias menor do que 0,05 (Figura 51). Dentre os 11 miRNAs, o let-

7c-5p, e o miR-29c-3p foram os que regularam o maior número de vias (n = 5), sendo 4 delas 

em comum, incluindo a via de sinalização PI3K-Akt (PI3K-Akt signaling pathway) e as vias 

relacionadas com a interação do receptor de matriz extracelular (ECM-receptor interaction) 

(Figura 51).  

Os miRNAs let-7c-5p, miR-29c-3p, miR-122-5p e miR-15b-3p foram agrupados juntos, 

indicando que eles têm vias similares como alvo (Figura 51). De fato, a Figura 51 mostra que 

esses quatro miRNAs regulam, pelo menos, duas vias em comum. Seguindo o mesmo 

raciocínio, as vias de sinalização da FoxO (FoxO signaling pathway) e da PI3K-Akt (PI3K-Akt 

signaling pathway) foram preditas de serem alvo de um agrupamento similar de miRNAs, assim 

como as vias de biossíntese de mucina tipo O-glicano (Mucin type O-Glycan biosynthesis) e de 

Biossíntese de glicosfingolipídios - séries lacto e neolacto (Glycosphingolipid biosynthesis - 

lacto and neolacto series) (Figura 51). 

Para complementar a análise a posteriori realizada, resolveu-se analisar os genes-alvo 

dos miRNAs que regularam as vias KEGG. Para cada via, analisou os miRNAs envolvidos e 

os seus genes-alvo e adicionou-se a informação do score de predição disponível no servidor 

web DIANA microT-CD v5.0. O resultado dessa análise pode ser visto na Figura 52, em que 

uma rede gênica foi construída, mostrando as diferentes interações entre os miRNAs (em 

amarelo) e os seus genes alvo (em roxo). A cor roxa está relacionada com o score de predição, 

quanto mais escuro, maior o score. O programa utilizado para análise das interações foi o 

Cytoscape v.3.8.2 e a planilha utilizada para a entrada dos dados no programa pode ser 

encontrada no Apêndice K. 
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Figura 51. Análise de vias reguladas pelos miRNAs diferentemente expressos – Agrupamento 
hierárquico e heat map. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Agrupamento realizado com base no nível de significância da interação entre miRNAs e a sua 
via alvo. Cores escuras representam maior significância (menor valor de p). 
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Figura 52. Rede gênica - microRNAs diferentemente expressos e seus genes alvo 

 

Análise feita a partir dos resultados das análises de via a posteriori. miRNAs diferentemente 
expressos (em amarelo) e seus genes-alvo (em roxo). Cores mais escuras estão relacionadas 
com maior score de predição. 

 

 

 

 

 

 

 



138 
 

PARTE IV – VALIDAÇÃO E ANÁLISE DA EXPRESSÃO DOS MICRORNAS NOS 

TECIDOS DE INTERESSE 

 

11. METODOLOGIA 

11.1. EXTRAÇÃO DE RNA  

11.1.1. Vesículas Extracelulares 

Um novo lote de animais alimentados com dieta controle e dieta hiperlipídica 

suplementada com leite condensado foi realizado para isolar o soro e posteriormente as 

vesículas extracelulares conforme descrito nas seções 3.8 e 5.1, respectivamente. O RNA total 

proveniente das EVs foi isolado então utilizando o kit de extração mirVana™ PARIS™ 

(Invitrogen Life Technologies), conforme a instrução do fabricante. 

11.1.1. Tecidos 

Animais do grupo C e H tiveram o fígado, o músculo gastrocnêmio e a gordura 

epididimal coletados para extração de RNA. Os mesmos tecidos foram coletados dos animais 

tratados com EVs do soro de animais do grupo H e C (animais utilizados na Parte IIb desse 

trabalho). O RNA foi extraído utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen Life Technologies) de 

acordo com as instruções do fabricante. 

11.2. ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE MicroRNAs 

A concentração do RNA total proveniente das EVs e dos tecidos foi mensurada usando o 

espectrofotômetro BioDrop uLite (BioDrop). A pureza foi determinada pela razão 

A260/A280nm e A260/A230nm. A síntese de cDNA foi realizada utilizando TaqMan™ 

Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Cat. #A28007; ThermoFisher Scientific), seguindo o 

protocolo do fabricante. Com o cDNA de miRNA universal, TaqMan™ Advanced assays foram 

utilizadas para a quantificação dos seguintes miRNAs: miR-15b-3p (Assay ID: 

mmu480955_miR), miR-122-5p (Assay ID: mmu480899_miR), miR-22-3p (Assay ID: 

mmu481004_miR), miR-29c-3p (Assay ID: mmu479229_miR), miR-192-5p (Assay ID: 

mmu480876_miR), miR-802-5p (Assay ID: mmu482544_miR). As reações de RT-qPCR 

foram realizadas no aparelho QuantStudio3 (Applied Biosystems) e os resultados analisados 

pelo software QuantStudioTM Design & Analysis (Applied Biosystems). A expressão gênica 
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relativa foi determinada pelo método matemático 2-ΔΔCT (LIVAK;SCHMITTGEN, 2001). O 

miRNA de referência utilizado foi o miR-451a (Assay ID: mmu482766_miR).  

11.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todos dados foram testados em relação à distribuição normal (teste de Shapiro-Wilk) e 

homogeneidade de variâncias (teste F). Para comparação entre os dois grupos de animais (H 

versus C), os testes t de Student bilateral para amostras independentes e U de Mann-Whitney 

bilateral para amostras independentes foram realizados, dependendo da normalidade e 

homogeneidade dos dados. Para comparar os três grupos experimentais (PBS, EV-C e EV-H), 

se optou pelo teste de Kruskal Wallis (não paramétrico), uma vez que a amostra utilizada tenha 

sido pequena. 

Para todas as análises estatísticas o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software) 

foi utilizado. O nível de significância foi estabelecido como p < 0,05. Os títulos ou as legendas 

das figuras indicam o n amostral. Nas legendas, a forma de expressão dos dados está indicada. 

11.4. ANÁLISE BIOINFORMÁTICA 

Utilizou-se DIANA-miRPath v3.0 (http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr/) (VLACHOS 

et al., 2015). para identificar as vias KEGG - Enciclopédia de Kyoto de Genes e Genomas (do 

inglês, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (KANEHISA;GOTO, 2000; KANEHISA, 

2019; KANEHISA et al., 2021). Como a base de dados KEGG utiliza o nome das vias em 

inglês, os nomes das vias nas tabelas não foram traduzidos, a tradução (seguida pelo nome da 

via em inglês) foi utilizada no corpo do texto. 

Uma análise a priori (conforme descrito na seção 9.4) de enriquecimento dos genes-alvo 

de miRNA nas vias KEGG foi realizada para cada miRNA validado que foi diferentemente 

expresso entre os grupos obeso e controle (H versus C) (VLACHOS et al., 2012). No servidor 

DIANA-miRPath v3.0, os parâmetros utilizados para as análises a priori foram: “genes union”; 

“micro- threshold: 0.8”. O threshold do valor de p foi de 0,05 e utilizou-se correção de False 

Discovery Rate (FDR) descrito por BENJAMINI e HOCHBERG (1995), uma vez que 

múltiplos testes de hipótese foram realizados.  

Além disso, os genes-alvos preditos para cada miRNA e seus respectivos scores de 

predição (threshold: 0,8) foram avaliados atravésdo  algoritmo de predição online e de acesso 

livre: DIANA microT-CD v5.0 (http://diana.imis.athena-
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innovation.gr/DianaTools/index.php?r=microT_CDS/index) (RECZKO et al., 2012; 

PARASKEVOPOULOU et al., 2013). Quanto maior o score de predição (valor máximo: 1,0), 

maior a probabilidade de o gene ser alvo no miRNA. A partir desses dados, filtrou-se os genes 

que fossem alvo de pelo menos dois miRNAs diferentes e, assim, montou-se uma rede gênica 

utilizando o software Cytoscape v.3.8.2 (SHANNON et al., 2003).  

Para tentar ter uma noção melhor da origem dos miRNAs validados, realizou-se a 

pesquisa dos tecidos em que os miRNAs validados são preferencialmente expressos na base de 

dados denominada Human miRNA tissue atlas (disponível online em: https://ccb-web.cs.uni-

saarland.de/tissueatlas/ ) (LUDWIG et al., 2016). 
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12. RESULTADOS 

12.1. VALIDAÇÃO DE MicroRNAs EM VESÍCULAS EXTRACELULARES ISOLADAS 

DO SORO – ANIMAIS OBESOS E CONTROLE 

Os resultados do sequenciamento de miRNA de EVs do soro mostraram que 16 miRNAs 

já conhecidos foram diferentemente expressos no grupo H (animais obesos), em relação ao 

grupo C (animais controle). A partir desses 16 miRNAs, 11 miRNAs foram inicialmente 

selecionados para validação. Desses, seis foram validados: miR-15b-3p, miR-22-3p, miR-29c-

3p, miR-122-5p, miR-192-5p, miR-802-5p. 

O critério de seleção dos miRNAs que foram validados foi explicado no artigo publicado 

com os dados iniciais desse trabalho (DE MENDONÇA et al., 2020). De maneira resumida, o 

experimento de sequenciamento de miRNAs foi realizado com quatro grupos experimentais: 

controle, obeso, controle treinado e obeso treinado. Assim, os resultados poderiam ser usados 

diretamente em dois trabalhos em desenvolvimento no laboratório, um envolvendo EVs e 

obesidade e, o outro, EVs, obesidade e exercício físico aeróbio. Resolveu-se iniciar a validação 

com miRNAs que poderiam ser utilizados nos dois trabalhos (obesidade e exercício físico) e, 

por tal motivo, escolheu-se iniciar a validação com miRNAs que foram aumentados pela 

obesidade e tiveram sua expressão restaurada pelo exercício físico. Após esse critério de 

seleção, filtrou-se os miRNAs que são conservados entre camundongos e humanos. Ao final, 

seis miRNAs de EVs do soro foram validados. 

Nas EVs do soro, não foi encontrada diferença na expressão do miR-15b-3p entre os 

grupos C e H (Figura 53A, p = 0,8732) e, embora tenha sido observado um aumento de 105% 

na expressão do miR-29c-3p no grupo H, a diferença não foi considerada estatística (Figura 

53C, p = 0,0932). A expressão do miR-22-3p e do miR-122-5p foi 206% e 2184% maior no 

grupo H, em comparação com o grupo C, respectivamente (Figura 53B, p = 0,0350; Figura 

53D, p = 0,0334). Já a expressão do miR-192-5p e do miR-802-5p foi 140% e 218% maior no 

grupo H, respectivamente (Figura 53E, p = 0,0369; Figura 53F, p = 0,0070). 
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Figura 53. Validação - Expressão relativa de miRNAs de vesículas extracelulares do soro de 
camundongos C57BL/6 machos alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e 
leite condensado (H) durante 12 semanas. 

Teste t de Student foi realizado. Amostra: C: n=6-7; H: n=4-7. Dados apresentados como 
boxplot. *p < 0,05. 

 

12.2. ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE MicroRNAs NOS TECIDOS – ANIMAIS OBESOS 

E CONTROLE 

Dos seis miRNAs que foram escolhidos para o início da validação, a expressão de cinco 

deles mostrou seguir o padrão dos dados do sequenciamento: miR-29c-3p, miR-22-3p, miR-

122-5p, miR-192-5p e miR-802-5p. Assim, foi-se investigar, nos animais do grupo H e C, a 

expressão desses miRNAs em três importantes tecidos para o metabolismo energético, o fígado, 

a gordura branca epididimal e o músculo esquelético (músculo gastrocnêmio). 

No fígado, a expressão desses cinco miRNAs foram avaliados (Figura 54). Conforme 

pode ser observado no Figura 54, a expressão do miR-22-3p foi 29% menor no grupo H, em 

✱
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comparação com o grupo C (p = 0,0306). Não foram observadas diferenças estatísticas na 

expressão de miR-29c-3p (e miR-122-5p entre os dois grupos experimentais (Figura 54B, p = 

0,8048; Figura 54C, p = 0,4865). Embora sem diferença estatística, a expressão do miR-192-

5p foi, em comparação com o grupo C, 22% menor no grupo H (Figura 54D, p = 0,0767); e a 

expressão do miR-802-5p foi 48% maior no grupo H (Figura 54E, p = 0,2086). 

 

Figura 54. Expressão relativa de miRNAs no fígado de camundongos C57BL/6 machos 
alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) durante 12 
semanas. 

 

Teste U de Mann-Whitney foi realizado. Dados apresentados como boxplot. n=7-14/grupo. *p 
< 0,05. 
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Na gordura epididimal, quatro miRNAs foram investigados: miR-22-3p, miR-29c-3p, 

miR-122-5p e miR-192-5p (Figura 55). Não se obteve amplificação quando a expressão do 

miR-802-5p foi investigada. A Figura 55A mostra que a expressão do miR-22-3p foi 44% 

maior no grupo H, em relação ao grupo C (p = 0,0031). Embora a diferença não tenha sido 

estatística, a expressão do miR-29c-3p e do miR-122-5p foi 27% maior e 56% menor grupo H, 

respectivamente (Figura 55B, p = 0,0973; Figura 55C, p = 0,0850). Não foi observada 

diferença na expressão do miR-192-5p entre os grupos C e H (Figura 55D, p = 0,5382). 

 

Figura 55. Expressão relativa de miRNAs na gordura epididimal de camundongos C57BL/6 
machos alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado (H) 
durante 12 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teste U de Mann-Whitney foi realizado. Dados apresentados como boxplot. n=7-14/grupo. *p 
< 0,05. 
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No músculo gastrocnêmio, a expressão dos miR-22-3p, miR-122-5p e miR-192-5p foi 

realizada. A expressão do miR-22-3p foi 52% menor no grupo H, em comparação com o grupo 

C (Figura 56A, p = 0.0513). Não foi observada diferença estatística na expressão do miR-122-

5p e miR-192-5p entre os dois grupos experimentais (Figura 56B, p = 0,8857; Figura 56C, p 

= 0,5476). 

 

Figura 56. Expressão relativa de miRNAs no músculo gastrocnêmio de camundongos 
C57BL/6 machos alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipídica e leite condensado 
(H) durante 12 semanas. 

 

Teste U de Mann-Whitney foi realizado. Dados apresentados como boxplot. n=7-14/grupo. *p 
< 0,05. 

 

12.3. ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE MicroRNAs NOS TECIDOS – ANIMAIS 

TRATADOS COM EVs DO SORO 

Uma vez que tenha sido feita a validação dos miRNAs no soro e tenha se avaliado a 

expressão dos miRNAs validados no fígado, na gordura epididimal e no músculo gastrocnêmio 

dos animais obesos (grupo H) e controle (grupo C), seguiu-se então para análise da expressão 

desses miRNAs nos tecidos de animais tratados com EVs isoladas do soro de animais obesos 

(EV-H) e controle (EV-C). 

A expressão de miRNAs foi avaliada no fígado e na gordura epididimal e o n amostral 

foi de apenas quatro animais por grupo. Portanto, considera-se esses resultados ainda como 

preliminares. 
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No fígado, os miRNAs miR-22-3p (p = 0,7697), miR-29c-3p (p = 0,6667), miR-122-5p 

(p = 0,9676), miR-192-5p (p = 0,8639) e miR-802-5p (p = 0,7463) foram analisados, mas não 

foi observada diferença de expressão entre os três grupos experimentais (Figura 57A-E). Na 

gordura epididimal, os miRNAs miR-22-3p (p = 0,1619), miR-29c-3p (p = 0,7463), miR-122-

5p (p = 0,7463), miR-192-5p (p = 0,9410) foram avaliados, mas também não foi encontrada 

diferença estatística entre os grupos (Figura 57A-D) 

 

Figura 57. Expressão relativa de miRNAs no fígado de camundongos C57BL/6 machos 
alimentados com dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais obesos (EV-
H), animais magros (EV-C) ou PBS (n=4/grupo). 

Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn foi realizado Dados apresentados como 
boxplot. 
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Figura 58. Expressão relativa de miRNAs na gordura epididimal de camundongos C57BL/6 
machos alimentados com dieta controle e tratados com EVs derivadas do soro de animais 
obesos (EV-H), animais magros (EV-C) ou PBS (n=4/grupo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn foi realizado. Dados apresentados como 
boxplot. 

 

12.4. ANÁLISE BIOINFORMÁTICA – VIAS, GENES-ALVO E TECIDOS EM QUE OS 

MicroRNAs SÃO EXPRESSOS 

12.4.1. Análise de predição – Vias e genes-alvo dos microRNAs 

Considerando os genes-alvo de cada um dos 5 miRNAs que foram validados nas EVs 

soro, investigou-se, por meio da análise a priori (DIANA-miRPath v3.0), as vias KEGG que 

esses miRNAs, individualmente, têm como alvo. Como pode ser observado na Tabela 11, cada 

miRNA apresentou pelo menos duas vias-alvo, sendo que nenhuma delas foi em comum para 

todos os miRNAs. Das vias, apenas uma foi comum para dois miRNAs diferentes: a via 

relacionada com a interação do receptor de matriz extracelular (ECM-receptor interaction), 

mostrando-se regulada pelo miR-29c-3p e miR-122-5p. 
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Não só a via foi analisada, mas também todos os genes alvos dos miRNAs. Para cada 

miRNA, consultou-se os possíveis genes-alvo utilizando o servidor DIANA microT-CD web 

server v5.0. Dessa lista, filtrou-se genes que fossem alvo de pelo menos dois miRNAs diferentes 

e, com esse resultado, criou-se uma rede gênica de genes preditos de serem regulados por dois 

ou mais miRNAs, mostrando as diferentes interações entre os miRNAs e seus genes-alvo 

(Figura 59). A cor roxa está relacionada com o score de predição, quanto mais escuro, maior 

o score. Os dados utilizados para criação da rede gênica podem ser encontrados no Apêndice 

L. 

Tabela 13. Vias KEGG alvo dos cinco microRNAs validados de EVs do soro diferentemente 
expressos – Análise a priori 

Via KEGG Valor de p n.º genes 

mmu-miR-22-3p 

Cyanoamino acid metabolism 0.0267666 1 

Other glycan degradation 0.03211991 1 

Antigen processing and presentation 0.03426124 3 

Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-anchor biosynthesis 0.03533191 2 

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 0.04122056 2 

mmu-miR-29c-3p 

Protein digestion and absorption 0.005888651 17 

ECM-receptor interaction 0.007494647 15 

Amoebiasis 0.009635974 14 

Thiamine metabolism 0.01980728 1 

Focal adhesion 0.02194861 23 

PI3K-Akt signaling pathway 0.02462527 27 

Small cell lung cancer 0.03319058 8 

Glioma 0.04496788 8 

Aldosterone-regulated sodium reabsorption 0.04925054 5 

mmu-miR-122-5p 

Mucin type O-Glycan biosynthesis 4.70E-06 1 

Central carbon metabolism in cancer 0.000408302 2 

ECM-receptor interaction 0.000560934 1 

Terpenoid backbone biosynthesis 0.004445411 1 

Pancreatic secretion 0.034196872 2 

mmu-miR-192-5p 

Glycosaminoglycan degradation 0.000280035 1 

mRNA surveillance pathway 0.017150162 2 

mmu-miR-802-5p 

Lysine degradation 2.56E-05 4 

Folate biosynthesis 0.031446995 1 
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Figura 59. Rede gênica - microRNAs validados que foram diferentemente expressos e seus 
genes alvo 

 

 

Análise feita com base nos genes-alvo regulados por dois ou mais miRNAs. miRNAs validados 
que foram diferentemente expressos (em amarelo) e seus genes-alvo (em roxo). Em relação aos 
genes alvo, cores mais escuras estão relacionadas com maior score de predição e o formato 
quadrado, octogonal e ovalado indica que o gene é alvo de dois, três ou cinco miRNAs, 
respectivamente. 
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12.4.2. Expressão de microRNAs em diferentes tecidos 

Uma vez que os genes-alvos foram avaliados, tentou-se encontrar em bases de dados 

disponíveis online, os tecidos em que os miRNAs são preferencialmente expressos. A base de 

dados utilizada foi a Human miRNA tissue atlas. Esse atlas é para miRNAs humanos e não se 

encontrou um atlas equivalente com informação sobre miRNAs de camundongos. Porém, vale 

lembrar que os miRNAs analisados são conservados entre as espécies e, portanto, se assume 

que os tecidos em que os miRNAs são preferencialmente expressos não sejam muito diferentes 

entre as espécies. 

Dos cinco miRNAs investigados, as informações de quatro deles foram encontradas no 

atlas (Figura 60-63). Como pode ser observado na Figura 60, o miR-22-3p é majoritariamente 

expresso no músculo e adipócitos. O miR-29c-3p é expresso principalmente no músculo, no 

cérebro e na tireoide (Figura 61). O miR-122-5p é quase que totalmente expresso no fígado 

(Figura 62). E, por fim, o miR-192-5p, que é mais expresso no intestino grosso e, em menor 

extensão, no fígado (Figura 63). 

Como já mencionado, não foi encontrado uma plataforma que continha um atlas para 

expressão de miRNAs em diferentes tecidos em camundongos, porém, ISAKOVA et al. (2020) 

publicaram um atlas de camundongos para small noncoding RNA. Na Figura 2C desse artigo 

(Disponível no Anexo A deste trabalho), é mostrado miRNAs de camundongos que são tecido-

específicos.  

Dos cinco miRNAs investigados, três se encontraram nessa figura, incluindo o miR-

802-5p cujos dados não estavam disponíveis no TissueAtlas. O miR-122-5p foi exclusivamente 

encontrado no fígado, o miR-192-5p, expresso principalmente no fígado e intestino e o miR-

802-5p, expresso principalmente no pâncreas (Anexo A). Vale ressaltar que os resultados para 

o miR-122-5p e o miR-192-5p (únicos miRNAs presentes nas duas bases de dados) foram 

similares entre os atlas de humanos e camundongos. 
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Figura 60. Expressão do hsa-miR-22-3p em diferentes tecidos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico obtido na base de dados Human miRNA tissue atlas. 
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Figura 61. Expressão do hsa-miR-29c-3p em diferentes tecidos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico obtido na base de dados Human miRNA tissue atlas. 
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Figura 62. Expressão do hsa-miR-122-5p em diferentes tecidos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico obtido na base de dados Human miRNA tissue atlas. 
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Figura 63. Expressão do hsa-miR-192-5p em diferentes tecidos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico obtido na base de dados Human miRNA tissue atlas. 
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13. DISCUSSÃO 

De maneira geral, este trabalho tentou entender melhor o papel de vesículas 

extracelulares (EVs) na obesidade. Para isso, nós induzimos um quadro de obesidade por dieta 

hiperlipídica suplementada com leite condensado em camundongos machos da linhagem 

C57BL/6 para, posteriormente, isolar EVs do soro dos animais (obesos e controle) e utilizar as 

EVs isoladas para 1) tratar animais alimentados com dieta controle e 2) realizar o 

sequenciamento de microRNAs (miRNAs). O tratamento com EVs mostrou diferenças no 

metabolismo energético promovidas pelas EVs do soro de animais obesos e, com o 

sequenciamento, obteve-se os miRNAs que foram diferentemente expressos nas EVs do soro 

de animais obesos, em comparação com o grupo controle. Realizou-se validação da expressão 

de miRNAs nas EVs do soro e, além disso, avaliou-se a expressão desses miRNAs em tecidos 

de animais obesos, controle e tratados com EVs. Com os dados do sequenciamento foi possível 

analisar os genes- alvo e vias reguladas pelos miRNAs diferentemente expressos possibilitando 

análises futuras do efeito desses miRNAs no metabolismo energético. 

Modelos animais de indução de obesidade por dieta podem reproduzir a obesidade 

humana e suas comorbidades, e já estão bem estabelecidos na literatura (DE MOURA et al., 

2021). Dietas hipercalóricas promovem ganho de peso excessivo, hiperinsulinemia, 

hiperglicemia e outras complicações metabólicas (MASSIERA et al., 2010; LANG et al., 2019). 

Administração de dietas com altas concentrações de frutose, de sacarose ou dietas hiperlipídicas 

em camundongos são modelos bem aceitos de indução de obesidade e síndrome metabólica em 

roedores (PANCHAL;BROWN, 2011; BARRETT et al., 2016; LANG et al., 2019). Dietas que, 

além de altas concentrações de gorduras, apresentem altas quantidades de carboidratos 

(normalmente, sacarose ou frutose) apresentam maior palatabilidade e mimetizam melhor o 

quadro de síndrome metabólica humana por simular o consumo alimentar usual da maioria da 

população (PANCHAL;BROWN, 2011).  

Estudos realizados com roedores mostram que, em comparação com a dieta hiperlipídica, 

dietas ricas tanto em gordura quanto em carboidratos se mostram mais eficientes na indução de 

hiperfagia, ganho de peso, hipertrofia de adipócitos, inflamação sistêmica, resistência à 

insulina, hiperglicemia, intolerância à glicose, esteatose e fibrose hepática (SAMPEY et al., 

2011; ISHIMOTO et al., 2013; HIGA et al., 2014). Tais estudos apontam para o fato de que 

essas dietas podem ser consideradas como um modelo mais robusto para estudo da obesidade 

em contexto de síndrome metabólica, criando um fenótipo mais extremo de obesidade com 

intolerância à glicose e inflamação (SAMPEY et al., 2011). 
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No presente estudo os camundongos tiveram acesso ad libitum à dieta hiperlipídica (59% 

Kcal gordura) e ao leite condensado (55% Kcal carboidratos). Dentre os carboidratos 

encontrados no leite condensado, o conteúdo de sacarose varia entre 40-50% aproximadamente 

(BIRCH;MWANGELWA, 1974; RENHE et al., 2018). Na literatura, diferentes protocolos de 

dieta suplementada com sacarose são encontrados, entretanto, o conteúdo de sacarose 

normalmente se encontra entre 17-50% da composição da dieta (SUMIYOSHI et al., 2006; 

SATO et al., 2010; ISHIMOTO et al., 2013; FISHER-WELLMAN et al., 2016; BURCHFIELD 

et al., 2018; BODUR et al., 2019; PENNINGTON et al., 2020) . Assim, o conteúdo de sacarose 

ofertado aos animais deste trabalho se mostra próximo do que normalmente é encontrado na 

literatura.  

O modelo de indução de obesidade por nós utilizado (dieta hiperlipídica suplementada 

com leite condensado) já foi adotado anteriormente por outros estudos (SAMUELSSON et al., 

2008; AIKEN et al., 2016). Adicionalmente, o nosso desenho experimental foi baseado em um 

trabalho previamente publicado na literatura (MASI et al., 2017) que comparou o efeito de 

diferentes dietas (dieta controle, hiperlipídica, hiperlipídica suplementada com leite condensado 

e dieta controle suplementada com leite condensado) no metabolismo de camundongos. MASI 

et al. (2017) demonstrou que camundongos alimentados com dieta hiperlipídica suplementada 

com leite condensado, em comparação com as outras três dietas, apresentaram maior ganho de 

peso, maior consumo calórico, maior insulinemia de jejum, menor sensibilidade à insulina, 

maior lipólise, maior perfil inflamatório e fibrose hepática. 

O protocolo de dieta utilizado por MASI et al. (2017) foi de oito semanas, contudo o 

protocolo de dieta utilizado neste trabalho foi de 12 semanas de dieta. Uma vez que o protocolo 

experimental utilizado tivera duração diferente do protocolo já descrito, jugou-se necessária a 

caracterização completa desses animais. Além disso, seria importante ter uma noção geral do 

perfil metabólico dos animais que seriam considerados obesos neste trabalho, já que o objetivo 

da indução de obesidade fora a extração de EVs do soro que, então, seriam utilizadas nos 

próximos passos do projeto. 

Camundongos alimentados com dieta hiperlipídica e leite condensado por 12 semanas 

apresentaram, em comparação com camundongos alimentados com dieta controle, maior ganho 

de peso, refletindo em maior percentual de gordura corporal e maior peso úmido do fígado e de 

todos os depósitos de gordura analisados (inguinal, epididimal, retroperitoneal, mesentérica e 

marrom interescapular). Além disso, os camundongos obesos apresentaram intolerância à 

glicose e ao piruvato (tendência; p = 0,0571), resistência à insulina, concentração sérica maior 
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de LDL-c, HDL-c e CT, escore de esteatose e inflamação hepática maiores e hipertrofia de 

adipócitos brancos e marrons. A expressão de genes relacionados com oxidação de ácidos 

graxos, adipogênese, metabolismo de lipídeos, captação de glicose, sinalização da insulina, 

captação de ácidos graxos e lipogênese estavam diminuídos nos depósitos de gordura dos 

animais obesos. No músculo gastrocnêmio dos animais obesos, a expressão de Glut4, Pgc1a e 

Fasn se mostrou diminuída, enquanto a expressão de Fabp3 se mostrou aumentada. No fígado, 

Ppara, Pparg e Tnfa tiveram expressão aumentada enquanto a expressão de Fasn se encontrou 

diminuída nos animais obesos. 

Os resultados da caracterização descritos acima são consistentes com os obtidos por 

MASI et al. (2017), que utilizou o mesmo modelo de indução de obesidade por dieta 

hiperlipídica suplementada com leite condensado, e com resultados já publicados do nosso 

grupo de pesquisa, utilizando o modelo de indução de obesidade apenas por dieta hiperlipídica 

(FRIAS FDE et al., 2016; FRIAS et al., 2018; DE MENDONCA et al., 2019).  

De maneira geral, os dados obtidos mostram que com o aumento da palatabilidade e 

densidade calórica promovida pela dieta hiperlipídica e pelo leite condensado, foi possível 

induzir um quadro de obesidade. Como consequência, pode-se observar que além de obesos, os 

animais apresentaram um quadro de resistência à insulina que, provavelmente, foi estimulada 

por inflamação tecidual e sistêmica. Esses resultados foram publicados em 2020 (DE 

MENDONÇA et al., 2020). 

Com a caracterização do modelo de indução de obesidade por dieta, nós utilizamos o soro 

dos animais obesos e controle para as próximas etapas do trabalho, envolvendo tratamento in 

vivo e sequenciamento de miRNA. A partir de 150 μL de soro, EVs foram isoladas utilizando 

o reagente ExoQuick™ (System Biosciences), kit comercial que isola EVs por precipitação 

utilizando polímeros bastante hidrofílicos, como o polietilenoglicol, que diminuem a 

solubilidade das EVs, facilitando sua precipitação (formação do pellet) (BRENNAN et al., 

2020).  

Isolar EVs utilizando kits comerciais como o ExoQuick™ é um dos métodos disponíveis, 

dentre tantos outros como, ultracentrifugação, ultracentrifugação diferencial, ultracentrifugação 

por densidade de gradiente, cromatografia por exclusão de tamanho e ultrafiltração (CARNINO 

et al., 2019). Um estudo conduzido por KONOSHENKO et al. (2018) analisou artigos 

envolvendo extração de EVs publicados entre 2014 e 2017 e mostrou que dentre os métodos 
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utilizados para isolar EVs, o método de precipitação por polímero foi o terceiro mais utilizado, 

sendo superado apenas por ultracentrifugação e ultracentrifugação diferencial.  

A diretriz da Sociedade Internacional de Vesículas Extracelulares (MISEV 2018) aponta 

que não há um método considerado como correto para a extração de EVs e que os pesquisadores 

devem escolher seu método com base nos usos subsequentes das preparações de EVs obtidas 

(THERY et al., 2018). Contudo, a diretriz descreve os diferentes métodos de extração com base 

no seu grau de obtenção de EVs (EV recovery) e especificidade, além de destacar a importância 

da caracterização das EVs (THERY et al., 2018). O método de extração utilizado neste trabalho 

foi considerado como um método de extração de EVs que proporciona alta obtenção de EVs e 

baixa especificidade. 

De fato, diversos estudos apontam a contaminação com proteínas como a principal 

limitação do uso de reagentes como o ExoQuick™, porém ele é reconhecido como um método 

rápido, fácil, que não necessita de ultracentrífuga, que mantém a integridade das EVs, que 

possibilita o processamento de um número grande de amostras, que permite a extração de EVs 

com um volume pequeno de amostra e como uma alternativa adequada à ultracentrifugação 

(HELWA et al., 2017; KONOSHENKO et al., 2018; SERRANO-PERTIERRA et al., 2019). 

Além disso, conforme demonstrado recentemente por VEERMAN et al. (2021), o uso de 

ExoQuick™, em comparação com outros quatro métodos (afinidade de membrana, 

cromatografia por exclusão de tamanho, gradiente de iodixanol e afinidade pela fosfatidilserina) 

isola uma quantidade maior de partículas e de RNA, uma menor quantidade de proteínas e, 

mesmo com volume baixo de plasma (250 μl), foi o método que melhor identificou marcadores 

proteicos de EVs. 

O uso do ExoQuick™ possibilitou a obtenção de EVs que foram caracterizadas seguindo 

as recomendações da MISEV 2018 (THERY et al., 2018). As preparações de EVs se mostraram 

íntegras, com concentração de aproximadamente 6,4E10 partículas/mL e tamanho menor que 

200 nm, avaliado por três métodos diferentes (NTA, DLS e microscopia eletrônica). Constatou-

se presença de marcadores proteicos específicos de EVs (TSG101, ALIX, CD9 e CD63), 

ausência de marcador de EVs grande (Grp94) e, conforme esperado, contaminação com 

albumina. Os resultados de caracterização das EVs do soro se mostraram similares ao 

encontrado na literatura utilizando soro de camundongos e de humanos, e volumes pequenos 

de amostra (100 e 200 μL) (HELWA et al., 2017; SERRANO-PERTIERRA et al., 2019; 

GEMOLL et al., 2020; WU et al., 2021). 
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Após validação do método de extração e caracterização das EVs, seguiu-se então para o 

protocolo de tratamento in vivo, realizado a cada três dias, durante oito semanas, com as EVs 

provenientes do soro dos animais. A dose utilizada para o tratamento foi a de 400 μg de proteína, 

já descrita na literatura como segura e bem tolerada para o tratamento de células, camundongos, 

ratos e coelhos (YANG et al., 2013; SUN, L. et al., 2016; MAO et al., 2017; TRIPISCIANO et 

al., 2017; SUN, Y. et al., 2018). A via de administração foi a intraperitoneal que, conforme 

demostrado por WIKLANDER et al. (2015), promove acúmulo de EVs principalmente no 

fígado, pâncreas e trato gastrointestinal após sua injeção. 

Com o objetivo de investigar as alterações metabólicas causadas por EVs durante a 

obesidade, utilizou-se as EVs para o tratamento de camundongos alimentados com dieta 

controle. O primeiro lote de tratamento (Parte IIa) demostrou que EVs derivadas do soro de 

camundongos obesos (EV-H) podem modular o metabolismo de camundongos controle. Entre 

os principais achados, nós encontramos que camundongos controle tratados com EVs do soro 

de camundongos obesos apresentam menor peso final, ganho de peso e consumo de ração; 

menor peso úmido da gordura subcutânea inguinal, do fígado e do músculo esquelético 

gastrocnêmio; aumento do gasto energético; maior preferência por ácidos graxos como fonte 

de energia; menor termogênese (apenas no período claro); tendência (p = 0.0571) a melhora da 

sensibilidade à insulina, aumento do conteúdo de triglicerídeo hepático e aumento do escore de 

inflamação hepática, em relação a camundongos magros tratados com PBS (veículo). 

Mesmo com n amostral baixo (n=5/grupo controle e n=4/grupo tratado com EV-H), os 

resultados sugerem que EVs do soro de animais obesos promoveram mudanças no metabolismo 

de animais controle. A perda de peso observada no grupo tratado poderia ser explicada pelo 

maior gasto energético e pela preferência em oxidar ácidos graxos como fonte de energia, o que 

estaria associada com o aumento de lipólise e, consequentemente, menor peso úmido da gordura 

subcutânea inguinal. O aumento de lipólise levaria a um maior aporte de ácidos graxos livres e 

glicerol para a circulação, predispondo maior captação de ácidos graxos pelo fígado, fato que 

explicaria o aumento de TG hepático observado. Além disso, sabe-se que a gordura inguinal 

está relacionada com o processo de browning e, sua ativação, com aumento de termogênese 

(WANG, W.;SEALE, 2016). Com isso, a diminuição do peso da gordura subcutânea inguinal 

pode estar associada com a menor termogênese e, consequentemente, com menor heat 

encontrado, no período claro dos animais tratados. 

Adicionalmente, a perda de peso, juntamente com as outras alterações observadas, 

também pode ter ocorrido por um efeito das EVs no consumo alimentar, que foi menor nos 
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animais tratados. Um estudo publicado por GAO et al. (2019) mostrou, pela primeira vez, que 

vesículas extracelulares secretadas pelo tecido adiposo podem ser diretamente transferidos para 

neurônios POMC (anorexígenos) hipotalâmicos, regulando consumo alimentar por sinalização 

via mTOR. 

Embora tenha-se obtidos resultados animadores, duas importantes limitações precisam 

ser apontadas para o primeiro loto de tratamento. A primeira é a o peso dos animais do grupo 

tratado, que, embora não tenha sido observada diferença estatística, é um pouco menor logo nas 

primeiras semanas no protocolo experimental (antes do tratamento), em comparação com o 

grupo controle. Neste caso, os efeitos observados não seriam exclusivos do tratamento com 

EVs, mas também poderiam ser atribuídos ao fato de os animais terem peso menor. A segunda 

limitação é a do uso de PBS como controle, ainda que seja uma prática amplamente utilizada 

(JUNG et al., 2020; LI et al., 2020). Por mais que o uso de PBS reproduza a manipulação e o 

estresse dos animais em relação à injeção, o seu uso não reproduz a extração de EVs e a co-

extração inevitável de contaminantes proteicos presentes no material biológico utilizado. 

Assim, conforme apontado por KENNEDY et al. (2020) o controle ideal seria EVs isoladas do 

mesmo material biológico em condições consideradas controle, permitindo um protocolo 

equivalente de extração. 

Tentando contornas as limitações do primeiro lote, um segundo lote de tratamento foi 

realizado, tomando bastante cuidado na hora de separar os animais entre os diferentes grupos 

antes do início do protocolo experimental para que a média dos pesos dos animais fosse 

semelhante entre os grupos. Além disso, adicionou-se um novo grupo experimental: animais 

tratados com EVs do soro de animais controle (EV-C). Para o novo lote, o mesmo desenho 

experimental foi utilizado, mantendo a dose, a frequência e o tempo de tratamento.  

Com o segundo lote de tratamento, não foi observado diferença no peso corpóreo e na 

composição corporal entre os animais dos diferentes grupos. Contudo vale ressaltar que os 

grupos tratados com EVs seguiram um mesmo padrão de resultado, apresentaram valores 

aparentemente maiores em relação à porcentagem de gordura e menores em relação à 

porcentagem de massa magra, em comparação com o grupo tratado com PBS. A média do 

consumo alimentar dos animais também não foi diferente. Não foram encontradas diferenças 

estatísticas nos resultados de glicemia de jejum, GTT e ITT, porém destaca-se novamente o 

mesmo padrão de resultados para os grupos tratados com EVs, que apresentaram valores 

maiores de glicemia de jejum, em comparação com o grupo tratado com PBS. 
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Interessantemente, no ITT, o grupo EV-H apresentou valores maiores na sua curva glicêmica a 

partir do tempo de oito minutos, em comparação com os outros dois grupos.  

Os pesos das gorduras analisadas e do músculo gastrocnêmio não foram diferentes entre 

os grupos, porém destaca-se que, com exceção do peso da iBAT e do músculo gastrocnêmio 

que se mostraram menor no grupo EV-H, o peso das demais gorduras seguiram o mesmo padrão 

entre os grupos tratados com EVs, se mostrando aumentado, em comparação com o grupo 

tratado com PBS. Os resultados da calorimetria indireta mostram que o tratamento com EV-C 

e EV-H provocaram efeitos contrários em relação ao metabolismo energético e heat. Animais 

do grupo EV-H apresentaram diminuição do metabolismo energético e do heat e, em 

contrapartida, os do grupo EV-C, aumento. Os animais do grupo EV-H também apresentaram 

RER próximo de 0,7, indicando preferência por oxidação de lipídeos e, surpreendentemente, a 

atividade locomotora dos grupos tratados com EVs foi menor em comparação com o grupo 

tratado com PBS. 

Ao se observar os resultados do segundo lote e comparar os grupos PBS e EV-C fica 

evidente que, de fato, o PBS não é um bom controle e pode ter contribuído para resultados 

falso-positivos no primeiro lote. Ademais, alguns dos efeitos metabólicos promovidos pelo 

tratamento com EV-H observados no primeiro lote não foram mantidos no segundo lote e, 

algum deles, chegaram a ser opostos. Como o protocolo experimental realizado nos dois lotes 

foi igual e, a única diferença tenha sido o peso antes do tratamento que foi igual entre os três 

grupos experimentais no segundo lote, sugere-se que, no primeiro lote, o menor peso observado 

no grupo EV-H, embora sem diferença estatística, pode ter interferido e mascarado os 

verdadeiros efeitos metabólicos promovidos pelas EVs. Assim, neste trabalho, os efeitos 

promovidos por EVs do soro de camundongos obesos foram considerados os efeitos obtidos 

pelo segundo lote de tratamento. Vale destacar que, após o tratamento com EV-H, o menor heat 

e preferência para a oxidação de lipídeos foram resultados mantidos entre os dois lotes.  

Nosso trabalho não foi o primeiro a tentar entender o efeito e a comunicação de EVs na 

obesidade e resistência à insulina. O primeiro estudo a sugerir que EVs derivadas do tecido 

adiposo poderiam afetar a resistência à insulina foi realizado por DENG et al. (2009). Nesse 

trabalho, camundongos C57BL/6 wild-type (WT) foram tratados (30 µg por dose/animal, via 

intravenosa, a cada três dias por três semanas) com EVs derivadas do tecido adiposo visceral 

de camundongos WT magros ou camundongos obesos (ob/ob). Camundongos WT tratados com 

EVs derivadas dos animais obesos desenvolveram intolerância à glicose e resistência à insulina, 

e apresentaram aumento sérico de citocinas pró-inflamatórias (IL-6 e TNFα) por provável 
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ativação de macrófagos através da via do TLR4/TRIF (Toll-like receptor 4/TIR-domain-

containing adapter-inducing interferon-β) tanto no tecido adiposo como no fígado (DENG et 

al., 2009). 

De maneira semelhante. um estudo realizado por YING et al. (2017) reportou que o 

tratamento de camundongos C57BL/6 magros com EVs derivadas dos macrófagos do tecido 

adiposo de camundongos obesos (30 µg por dose/animal administrada por via intravenosa, a 

cada sete dias por duas semanas) apresentaram resistência à insulina (YING et al., 2017). 

Interessantemente, o oposto também foi observado, ou seja, o tratamento de EVs derivadas de 

macrófagos do tecido adiposo de camundongos magros melhorou a resistência à insulina de 

camundongos obesos (YING et al., 2017). Propôs-se que tais efeitos ocorrem via o miR-155 e 

um dos seus genes-alvo, Pparg. EVs derivadas dos macrófagos do tecido adiposo de 

camundongos obesos aumentam a expressão do miR-155, levando a menor expressão de Pparg 

e genes por ele regulados, e menor captação de glicose e fosforilação de AKT nos adipócitos, 

miócitos e hepatócitos.  

Tentando demonstrar a comunicação entre fígado e tecido adiposo, ZHAO et al. (2020) 

extraiu EVs de hepatócitos primários isolados de camundongos C57BL/6 alimentados com 

dieta hiperlipídica (60% kcal gordura) ou controle por 12 semanas para tratar camundongos 

alimentados com dieta controle (dose de 30 µg/animais administrada por via intravenosa a cada 

três dias por seis semanas). Os animais tratados com EVs provenientes dos hepatócitos dos 

animais obesos apresentaram maior peso das gorduras brancas epididimal e inguinal, maior 

expressão de genes relacionados com lipogênese e aumento da expressão do miR-122 

(considerado como um miRNA específico no fígado) nas duas gorduras (ZHAO et al., 2020). 

Em comparação com os estudos in vitro, são poucos os estudos disponíveis na literatura 

em relação à obesidade e resistência à insulina que tenham, de fato, realizado estudos in vivo 

para mostrar os efeitos das EVs e sua comunicação entre diferentes tecidos (LEI et al., 2021). 

Dos estudos citados acima, de maneira geral, pode-se observar que os efeitos das EVs se dão 

principalmente no peso de tecidos, na responsividade à glicose e insulina e na expressão de 

genes e proteínas. Adicionalmente, os resultados indicam que, independentemente do seu tecido 

de origem, o tratamento com EVs derivadas de animais obesos tende a desencadear efeitos 

deletérios relacionados com a patogênese da obesidade e resistência à insulina e impactar o 

metabolismo energético negativamente. De fato, os resultados do segundo lote de tratamento 

deste trabalho mostram esses efeitos no grupo EV-H, principalmente se considerarmos a maior 
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curva glicêmica no ITT, menor gasto energético e heat observados pelo experimento de 

calorimetria indireta. 

Contudo, comparar os resultados obtidos neste trabalho com os descritos na literatura é 

bastante difícil, uma vez que, com exceção do ITT e GTT, são poucos os experimentos que os 

estudos têm em comum. Nenhum dos artigos citados realizou calorimetria indireta ou informou 

sobre o consumo alimentar dos animais. O peso dos animais não foi reportado nos estudos de 

DENG et al. (2009) e ZHAO et al. (2020). Contudo, corroborando com o que foi encontrado 

no nosso trabalho, o estudo publicado por YING et al. (2017) mostrou que o tratamento com 

EVs não modificou o peso dos animais.  

Além disso, o tecido ou tipo celular de origem das EVs e a frequência do tratamento foram 

diferentes entre os estudos citados e em relação ao nosso trabalho. Em contrapartida, a via de 

administração e a dose do tratamento foi a mesma, uma vez que os estudos in vivo cuja via de 

administração seja intravenosa se baseiam, normalmente, na dose de 30 µg utilizada por DENG 

et al. (2009), o primeiro trabalho da área a apontar comunicação via EVs do tecido adiposo. 

Interessantemente, não há uma citação ou um estudo de dose-resposta realizado por DENG et 

al. (2009) que justifique sua escolha de dose. 

Diferentemente do que já estava sendo publicado na época em que idealizamos o projeto, 

nosso enfoque não era apenas no efeito das EVs derivados de um tecido específico em um órgão 

específico durante a obesidade, mas sim tentar entender melhor a comunicação via EVs entre 

os principais tecidos alvos da insulina (tecido adiposo, músculo esquelético e fígado) durante a 

obesidade e tentar correlacionar os efeitos observados com o conteúdo de miRNAs dessas EVs. 

Antes do início do protocolo de tratamento com EVs do soro, nenhum trabalho até então 

tinha mostrado o efeito do tratamento de camundongos magros com EVs presentes na 

circulação de camundongos obesos. No final de 2018, Castanho e colaboradores trataram 

camundongos magros com EVs derivados do plasma de camundongos obesos (alimentados 

com dieta hiperlipídica 60% kcal gordura por 15 semanas) (CASTANO et al., 2018). O 

tratamento foi realizado duas vezes por semana, por quatro e oito semanas, com uma dose de 

5µg administrada por veia caudal (CASTANO et al., 2018). Os animais tratados por quatro 

semanas apresentaram intolerância à glicose, resistência à insulina, ganharam mais peso e uma 

tendência ao aumento do acúmulo de triglicerídeos hepático e, com oito semanas de tratamento, 

esses efeitos foram intensificados (CASTANO et al., 2018).  
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Admite-se que os resultados obtidos por CASTANO et al. (2018) foram surpreendentes, 

uma vez que, com uma dose seis vezes menor do que a utilizada pelos outros estudos, foi 

possível observar efeito do tratamento, mostrando que EVs derivadas do plasma de animais 

obesos levam a efeitos deletérios no metabolismo dos animais tratado. Admite-se que esses 

resultados vão de encontro com a hipótese por nós criada tendo como base os resultados obtidos 

pelo nosso trabalho. Pensamos que as EVs presentes na circulação (plasma e soro) pudessem 

ter origem diferentes tipos celulares e que pudessem secretar EVs com conteúdo bastante 

diferentes e, portanto, sinalizar informações diferentes. Tal fato poderia então, favorecer uma 

resposta mais difusa, dificultando a visualização dos resultados.  

Corroborando com a nossa hipótese, tem-se o artigo publicado por ZHOU et al. (2020) 

que, além de utilizar o mesmo método de extração de EVs do nosso trabalho, foi, até onde 

sabemos, o único trabalho a comparar o efeito do tratamento de EVs de um tecido específico 

com EVs do soro. Animais obesos (alimentados com dieta hiperlipídica 60% kcal gordura por 

8 semanas) foram tratados com EVs provenientes do soro e da iBAT de animais controle (dose 

de 100 µg administrada por via intravenosa uma vez por semana por seis semanas). Os animais 

tratados com EVs da iBAT apresentaram menor peso corpóreo, menor intolerância à glicose, 

melhora no perfil lipídico, menor peso úmido e diâmetro dos adipócitos das gorduras epididimal 

e inguinal e menor acúmulo de lipídios no fígado. Contudo, não foram observados resultados 

significativos com o tratamento utilizando as EVs do soro (ZHOU et al., 2020). 

Conforme demonstrado, estudos utilizando EVs proveniente de diferentes tecidos e 

diferentes doses de tratamento já foram realizados e, com eles, fica evidente o potencial de EVs 

na regulação do metabolismo energético. Nosso trabalho não fez diferente e, corroborando com 

o que já foi publicado, mostrou efeitos no metabolismo via EVs do soro de animais obesos, 

utilizando dieta, dose, tempo de tratamento e via de administração diferentes. Nosso próximo 

passo foi tentar entender as possíveis vias moleculares que poderiam estar causando essas 

alterações metabólicas. 

Sabe-se que as EVs são apontadas como importantes mediadores da comunicação entre 

tecidos, uma vez que elas podem ser secretadas na circulação e captadas por diferentes tipos 

celulares (HUANG-DORAN et al., 2017). A carga das EVs pode ser composta por diferentes 

moléculas como proteínas, lipídeos, RNAs, miRNAs e DNA e é influenciada pelo estado 

fisiológico da célula doadora (VAN NIEL et al., 2018; MARGOLIS;SADOVSKY, 2019). 

Então, condições que perturbem a homeostasia celular podem modificar a carga das EVs, 

resultando em alterações funcionais nas suas células-alvo (VAN NIEL et al., 2018; 
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MARGOLIS;SADOVSKY, 2019). Dentre os diferentes tipos de moléculas presentes nas EVs, 

nosso foco foi estudar as diferenças no conteúdo de miRNAs de EVs do soro isoladas de 

camundongos obesos e controle. 

Então, realizou-se o sequenciamento de miRNAs provenientes das EVs do soro de 

animais controle e obesos e, como resultado, obteve-se 16 miRNAs que foram diferentemente 

expressos entre os grupos. Desses miRNAs, pesquisou-se na literatura os que aparecem 

associados com obesidade, resistência à insulina e diabetes e que já tenham sido descritos na 

circulação ou em EVs provenientes de diferentes tecidos (Quadro 1). 

Como pode-se observar, dos 16 miRNAs diferentemente expressos, apenas nove já foram 

descritos na circulação (soro, plasma ou EVs circulantes) e, desses, apenas três foram descritos 

em EVs (miR-122-5p, miR-192-5p, let-7-5p) (Quadro 1). De maneira geral, o nosso trabalho 

identificou, em um contexto de obesidade e resistência à insulina, 13 miRNAs que até então 

não tinham sido descritos em EVs circulantes. 

Vale ressaltar que dos sete miRNAs que ainda não foram descritos na circulação, apenas 

os miRNAs miR-6902 e miR-5126 não se encontraram presente em publicações relacionadas à 

obesidade. O miR-2137 se mostrou aumentando na gordura visceral de camundongos ob/ob, 

em comparação com animais WT e sua inibição leva ao aumento da secreção de IL-10, citocina 

anti-inflamatória (CIOFFI et al., 2015; HUCK et al., 2017). O miR-22-3p se encontra 

aumentado no fígado de camundongos com resistência à insulina e injeção subcutânea do miR-

22-3p antagomir (fármaco candidato nomeado como APT-110) por 12 semanas em 

camundongos obesos, aumenta sensibilidade à insulina e reduz a esteatose hepática, níveis 

séricos de colesterol e peso das gorduras (KAUR et al., 2015; THIBONNIER et al., 2020). A 

expressão do miR-29c-3p foi aumentada no músculo de pacientes com diabetes mellitus do tipo 

2 e negativamente correlacionada com a sensibilidade à insulina periférica (DAHLMANS et 

al., 2017). EVs derivadas de macrófagos do tecido adiposo de animais obesos apresentaram 

menor expressão do miR-690 e, este, já foi descrito como um miRNA relacionado com maior 

sensibilidade à insulina, encontrado em EVs de macrófagos M2 (YING et al., 2017; YING et 

al., 2021). E, para finalizar, já foi descrito que a obesidade aumenta a expressão do miR-802-

5p, prejudicando as vias de sinalização e secreção de insulina e, além disso, sua inibição se 

mostrou protetora contra obesidade através de um mecanismo evolvendo AMPK e metabolismo 

de lipídeos hepático (ZHANG, F. et al., 2020; NI et al., 2021).  
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Quadro 1. miRNAs descritos na circulação e envolvidos com obesidade e resistência à insulina 

miRNA Comorbidade Origem Modelo Expressão* Referência 

let-7c-5p Obesidade 
EVs-Soro 

Soro 

Humano 

Camundongo 

Diminuída 

Diminuída 

(KIM, H. et al., 2020) 

(HSIEH et al., 2015) 

miR-122-5p 

Obesidade 

Obesidade 

RIa e Obesidade 

Obesidade 

Diabetesb 

Soro 

Plasma 

Plasma 

EVs-Plasma 

Soro 

Humano 

Humano 

Camundongo 

Camundongo 

Humano 

Aumentada 

Aumentada 

Aumentada 

Aumentada 

Aumentada 

(WANG, R. et al., 2015) 

(PRATS-PUIG et al., 2013) 

(JONES et al., 2017) 

(CASTANO et al., 2018) 

(JAEGER et al., 2018) 

miR-125b-5p 
Obesidade 

Obesidade 

Soro 

Plasma 

Plasma 

Humano 

Humano 

Humano 

Diminuída 

Diminuída 

Diminuída 

(LIN et al., 2020) 

(PRATS-PUIG et al., 2013) 

(ORTEGA et al., 2013) 

miR-126a-3p Diabetesb Plasma Humano Diminuída (OLIVIERI et al., 2015) 

miR-146b-5p 
Obesidade e 

Diabetesb 
Soro Humano Aumentada (CUI et al., 2018) 

miR-15b-3p 
Obesidade 

e Diabetesb 

Soro 

Soro 

Humano 

Humano 

Aumentada 

Aumentada 

(PESCADOR et al., 2013) 

(CUI et al., 2018) 

miR-16-5p Diabetesc Soro Humano Diminuída 
(AKERMAN et al., 2018) 

 

miR-192-5p 

Diabetesb 

Obesidade 

RIa e Obesidade 

Soro 

EV-Plasma 

Plasma 

Humano 

Camundongo 

Camundongo 

Aumentada 

Aumentada 

Aumentada 

(JAEGER et al., 2018) 

(CASTANO et al., 2018) 

(JONES et al., 2017) 

miR-301a-3p RIa Soro Humano Diminuída (MASOTTI et al., 2017) 

Revisão da literatura realizada com base em trabalhos envolvendo obesidade, resistência à 
insulina e Diabetes. * Em relação ao grupo controle; a Resistência à insulina; b Diabetes Mellitus 
do tipo 2; c Diabetes Mellitus do tipo 1. 
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A partir dos dados obtidos no sequenciamento, os 16 miRNAs diferentemente expressos 

em EVs do soro de animais obesos foram analisados em função do enriquecimento de vias 

metabólicas KEGG. Das 10 vias identificadas pela análise a posteriori, duas chamam se 

destacam por serem reguladas por um maior número de miRNAs (n=4) e possuírem um número 

alto de genes-alvo: interação do receptor de matriz extracelular (ECM-receptor interaction) e 

sinalização da PI3K-Akt (PI3K-Akt signaling pathway). As duas vias citadas se mostram 

reguladas pelo let-7c-5p e miR-29c-3p, miRNAs que, dentre todos os outros analisados, 

parecem regular o maior número de genes das vias enriquecidas que foram identificadas. 

A maioria dos 18 genes que são alvos dos quatro miRNAs (let-7c-5p, miR-122-5p, 15b-

3p e 29c-3p) que regulam a via de interação do receptor de matriz extracelular (ECM-receptor 

interaction) são membros da família do colágeno. A matriz extracelular (ECM, do inglês 

extracellular matrix) é uma estrutura complexa composta por diferentes proteínas, 

proteoglicanos e polissacarídeos que controla processos biológicos como diferenciação, 

migração, reparo, sobrevivência e desenvolvimento (WILLIAMS et al., 2015; RUIZ-OJEDA 

et al., 2019). O remodelamento da ECM, principalmente no tecido adiposo, é uma característica 

observada na obesidade e está relacionada com a resistência à insulina (WILLIAMS et al., 2015; 

RUIZ-OJEDA et al., 2019). Estudos com camundongos e pacientes obesos mostram o aumento 

da expressão de genes da família do colágeno no tecido adiposo subcutâneo e visceral 

(HENEGAR et al., 2008; STRIEDER-BARBOZA et al., 2020). 

A via de sinalização da PI3K-Akt (PI3K-Akt signaling pathway) foi regulada pelos 

miRNAs let-7c-5p, miR-16-5p, miR-2137 e miR-29c-3p, e foi a via com maior número de 

genes-alvo, totalizando 57 genes, incluindo os que codificam o receptor de insulina e o 

substrato-1 do receptor de insulina. Essa via de sinalização exerce papel central na fisiologia 

celular por estar envolvido com a homeostase de glicose, metabolismo de lipídeos, síntese 

proteica e proliferação celular (HUANG et al., 2018). A via da PI3K-Akt é considerada como 

a maior efetora das ações metabólicas da insulina no tecido adiposo, no músculo esquelético e 

no fígado e, consequentemente, alterações na sua sinalização podem resultar em resistência à 

insulina (SCHULTZE et al., 2012; HUANG et al., 2018; ZHANG, Z. et al., 2019). Destaca-se 

que a via de sinalização da FoxO (FoxO signaling pathway), que também se mostrou 

enriquecida nas análises, está envolvida com a sinalização da insulina e é considerada a 

integração entre o metabolismo de lipídeos e de glicose (LEE, S.;DONG, 2017). 

As análises de enriquecimento de vias KEGG mostrou as vias que poderiam ser reguladas 

pelos miRNAs diferentemente expressos na obesidade. Neste trabalho, focou-se em três vias 
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(sinalização da PI3K-Akt, sinalização da FoxO e interação do receptor de matriz extracelular) 

por conta do seu envolvimento já conhecido com obesidade e sinalização de insulina. Contudo, 

os dados de todas as análises de bioinformática e os genes-alvo dos miRNAs foram descritos e 

podem ser usados para trabalhos futuros. No geral, os dados apontam para o envolvimento de 

miRNAs circulantes (presentes em EVs do soro) na patogênese da obesidade e resistência à 

insulina e, para confirmar esses dados, realizou-se a validação dos miRNAs. 

Realizou-se validação de seis miRNAs do soro de EVs (miR-15b-3p, miR-22-3p, miR-

29c-3p, miR-122-5p, miR-192-5p, miR-802-5p) e, com exceção do miR-15b-3p, todos foram 

validados e se encontraram com expressão aumentada em EVs do soro de animais obesos. Além 

da expressão desses miRNAs no soro, avaliou-se suas expressões no fígado, na gordura 

epididimal e no músculo gastrocnêmio e o resumo dos resultados pode ser verificado Figura 

64. A validação do sequenciamento ainda não está completa e nem todos os cinco miRNAs 

validados foram investigados na gordura epididimal e no músculo gastrocnêmio, entretanto, os 

resultados iniciais mostram-se promissores, inclusive em termos de comunicação entre tecidos 

via EVs. 

Os miRNAs miR-192-5p e miR-122-5p, conforme explanado anteriormente no Quadro 

1, já foram descritos na circulação e em EVs do plasma. Nossos resultados apontam para uma 

expressão aumentada desses miRNAs em EVs do soro de animais obesos, assim como os 

resultados com EVs do plasma de CASTANO et al. (2018). Além da expressão aumentada em 

EVs do soro, o miR-192-5p também mostrou maior expressão no fígado. Esse miRNA já foi 

apontado como um potencial biomarcador para NAFLD e já foi demonstrado que EVs de 

hepatócitos lipotóxicos contém o miR-192-5p e ele desempenha um papel crítico na ativação 

de macrófagos M1 (pró-inflamatórios) e na inflamação hepática por mecanismo envolvendo 

inibição da expressão de Rictor e, consequentemente, a fosforilação de Akt e FoxO1 (TAN et 

al., 2014; LIU et al., 2020). Em relação ao miR-122-5p, que se mostrou aumentado em EVs do 

soro, seus efeitos no tecido adiposo estão relacionados com menor diferenciação de adipócitos 

e inibição da adipogênese via inibição de Pparg, seu alvo, levando a menor acúmulo de gordura 

(LIAO et al., 2018). Os níveis séricos de miR-122-5p também se mostraram negativamente 

associados com a ativação de BAT (OKAMATSU-OGURA et al., 2019). Cabe ressaltar que os 

nossos dados corroboram com os de CASTANO et al. (2018) que também mostrou aumento do 

miR-192-5p no fígado e diminuição do miR-122-5p na gordura epididimal de animais obesos. 
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Figura 64. Esquema representativo dos resultados da validação da expressão de microRNAs 
das EVs do soro e expressão dos microRNAs validados no fígado, músculo gastrocnêmio e 
gordura epididimal de camundongos obesos 

Validação e expressão de miRNAs nos tecidos realizada por RT-qPCR utilizando o método 
TaqMan™ Advanced. Experimento realizado em animais alimentados com dieta hiperlipídica 
suplementada com leite condensado por 12 semanas. Orientação da flecha reflete aumento ou 
diminuição da expressão de camundongos obesos em comparação com o grupo controle, 
refletindo os resultados obtidos no teste estatístico. Pela amostra ser pequena, considerou-se 
resultados dos testes com valor de p < 0,1 como significativos. miRNAs avaliados no fígado: 
miR-29c-3p, miR-22-3p, miR-122-5p, miR-192-5p e miR-802-5p; miRNAs avaliados na 
gordura epididimal: miR-29c-3p, miR-22-3p, miR-122-5p e miR-192-5p; miRNAs avaliados 
no músculo gastrocnêmio: miR-22-3p, miR-122-5p e miR-192-5p. Figura criada com 
BioRender.com. 

 

A expressão de miR-192-5p se dá majoritariamente no intestino grosso e no fígado. 

Como há aumento de sua expressão em EVs do soro, podemos hipotetizar que, na obesidade, 

ocorre o aumento da expressão do miR-192-5p no fígado, levando aos seus possíveis efeitos 

deletérios relacionados com NAFLD e inflamação. Além disso, o fígado pode secretar EVs 

contendo esse miRNA para a circulação. Com pensamento similar, o miR-122-5p é considerado 

um miRNA específico de fígado, e o fato de ele se mostrar aumentando em EVs no soro e 

diminuído na gordura epididimal sem apresentar diferença na sua expressão hepática, pode nos 
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levar a pensar que, na obesidade, o miR-122-5p é menos captado pelo tecido adiposo e, então, 

sua diminuição promove maior acúmulo de gordura.  

Conforme já mencionado, o miR-29c-3p apresenta expressão aumentada no músculo de 

pacientes com diabete mellitus do tipo 2 e sua expressão está correlacionada com menor 

expressão de GLUT4 e Hexoquinase II (HK2) (RNAm e proteína) (ESTEVES et al., 2018). 

Adicionalmente, a superexpressão desse miRNA em células 3T3-L1 acarreta menor expressão 

de GLUT4. Tais dados sugerem um papel importante do miR-29c-3p no comprometimento da 

homeostase de glicose induzido pelo diabetes (SONG et al., 2018). No nosso trabalho, a 

expressão do miR-29c-3p foi maior em EVs do soro e na gordura epididimal de animais obesos. 

Conforme encontrado no Human miRNA tissue atlas, o músculo é o tecido que mais expressa 

esse miRNA, mas não encontramos aumento de sua expressão no músculo. Talvez, na 

obesidade, o miR-29c-3p seja de fato mais expresso no músculo, mas, em contrapartida, 

também seja mais secretado na circulação em EVs. Uma vez na circulação, as EVs podem ser 

captadas pela gordura epididimal, tecido que também expressa Glut4 e Hk2, tornando possível 

os efeitos deletérios na homeostase de glicose mediada pelo aumento de miR-29c-3p neste 

tecido. 

Embora o miR-22-3p seja demonstrado no Human miRNA tissue atlas como abundante 

no músculo e, em menor grau, nos adipócitos, esse miRNA está descrito como um importante 

regulador do metabolismo de lipídeos hepático, sendo sua superexpressão relacionada com 

esteatose hepática e sua inibição, com aumento de expressão do FGF21, levando à ativação de 

AMPK e ERK1/2, levando a menor lipogênese e, consequentemente, menor esteatose (HU et 

al., 2020; WANG, L. et al., 2020). Além disso, estudos que desafiaram com dieta hiperlipídica 

camundongos knockout (global) para miR-22-3p e camundongos tratados com um inibidor de 

miR-22-3p (antagormir - APT-110) mostraram que a perda desse miRNA resulta em 

diminuição de massa de gordura, menor expressão de genes lipogênicos na gordura epididimal 

e no fígado, melhora da esteatose hepática e maior gasto energético (DINIZ et al., 2017; 

THIBONNIER et al., 2020). Pelo fato de a expressão do miR-22-3p estar aumentada na gordura 

epididimal, pode-se pensar que, na obesidade, ocorre ou maior expressão do miR-22-3p ou 

maior captação desse miRNA presente em EVs circulantes, acarretando nos efeitos já descritos 

na literatura relacionados com maior lipogênese, acúmulo de gordura e menor gasto energético 

nesse tecido. 

Os resultados iniciais de validação e as análises de expressão dos miRNAs validados no 

fígado, no músculo gastrocnêmio e na gordura epididimal, sugerem que um mecanismo de 
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comunicação entre EVs possa estar envolvido com a patogênese da obesidade, destacando-se o 

papel regulatório dos miRNAs. Na tentativa de investigar a transferência entre miRNAs de EVs 

do soro, para tecidos de interesse, avaliou-se a expressão dos miRNAs validados em EVs do 

soro no fígado e na gordura epididimal de animais controle tratados com EVs derivadas de 

animais obesos, porém com um n amostral baixo (n=4), nenhuma diferença estatística foi 

encontrada. Admite-se que outros experimentos devem ser feitos com o intuito de tentar 

entender os efeitos das EVs do soro no metabolismo energético e, por fim, elucidar possíveis 

mecanismos de comunicação entre diferentes tecidos.  

Resumidamente, este trabalho foi o primeiro a utilizar EVs do soro para experimentos in 

vivo e sequenciamento de miRNAs provenientes de animais com obesidade induzida por dieta 

hiperlipídica suplementada com leite condensado por 12 semanas. O tratamento com EVs do 

soro de animais obesos mostrou efeitos deletérios no metabolismo energético de camundongos 

controle e 16 miRNA foram diferentemente expressos em EVs soro de camundongos obesos. 

As vias e os genes-alvo que possivelmente são reguladas pelos miRNAs diferentemente 

expressos foram avaliados. Identificamos 13 miRNAs EVs que ainda não haviam sido descritos 

em EVs circulantes na obesidade e resistência à insulina. Iniciou-se a validação dos miRNAs 

e, com base nos resultados de expressão dos miRNAs validados no fígado, músculo 

gastrocnêmio e gordura epididimal, algumas hipóteses de comunicação entre tecidos via EVs 

foram criadas.  
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14. CONCLUSÃO 

De maneira geral, nosso trabalho caracteriza um modelo de obesidade por dieta que até 

então não foi utilizado para estudo de EVs, mostra o efeito de EVs do soro de animais obesos 

no metabolismo energético de animais controle, identifica 13 miRNAs que ainda não haviam 

sido descritos em EVs circulantes na obesidade e resistência à insulina, discute o possível 

envolvimento de miRNAs de EVs na patogênese da obesidade, fornece uma extensa análise de 

bioinformática para uso futuro e promove análises iniciais realizadas com o intuito de desvendar 

a comunicação entre tecidos via miRNAs de EVs na obesidade. 

 

Parte I – Camundongos alimentados com dieta hiperlipídica suplementada com leite 

condensado apresentaram quadro de obesidade, intolerância à glicose, resistência à insulina, 

maior concentração sérica de LDL-c, HDL-c e CT, alteração da expressão de genes 

relacionados com oxidação de ácidos graxos, adipogênese, metabolismo de lipídeos, captação 

de glicose, sinalização da insulina, captação de ácidos graxos, lipogênese e inflamação nos 

depósitos de gordura, fígado e músculo gastrocnêmio, maior escore de esteatose e inflamação 

hepática e hipertrofia de adipócitos brancos e marrons. 

 

Parte II – O método de extração de EVs do soro adotado se mostrou eficaz, extraindo EVs 

íntegras, com concentração de aproximadamente 6,4E10 partículas/mL e tamanho menor que 

200 nm, presença de marcadores proteicos específicos de EVs, ausência de marcador de EVs 

grande e, conforme esperado, contaminação com albumina. Com os resultados do primeiro lote 

de tratamento ficou claro que o tratamento com PBS não era um bom controle experimental e, 

os resultados do segundo lote mostraram que o tratamento com EVs do soro de animais obesos 

levou à preferência por oxidação de lipídeos e diminuição do gasto energético e do heat. 

 

Parte III – O sequenciamento de miRNAs provenientes das EVs do soro de animais controle 

e obesos revelou que 67 miRNAs foram diferentemente expressos entre os dois grupos, sendo 

16 deles já descritos na literatura. Estes foram analisados em função do enriquecimento de vias 

metabólicas KEGG e 10 vias foram identificadas, dentre elas as vias de interação do receptor 

de matriz extracelular, de sinalização da PI3K-Akt e de sinalização da FoxO. Os miRNAs let-

7c-5p e miR-29c-3p, dentre todos os outros analisados, parecem regular o maior número de 

genes das vias enriquecidas que foram identificadas. 
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Parte IV – Realizou-se validação de seis miRNAs do soro de EVs. Os miRNAs miR-22-3p, 

miR-29c-3p, miR-122-5p, miR-192-5p e miR-802-5p foram validados e apresentaram 

expressão aumentada em EVs do soro de animais obesos. Análises da expressão dos miRNAs 

validados no fígado, músculo gastrocnêmio e gordura epididimal apontam para uma provável 

comunicação entre tecidos via miRNAs de EVs. 
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APÊNDICE A – VIA KEGG: PRION DISEASE 

 

 

Via KEGG que foi significativamente regulada por um ou mais dos miRNAs diferentemente 
expressos. Os genes-alvo dos miRNAs estão destacados em amarelo. Gene-alvo: Prnp. 
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APÊNDICE B – VIA KEGG: ECM-RECEPTOR INTERACTION 

 

 

Via KEGG que foi significativamente regulada por um ou mais dos miRNAs diferentemente 
expressos. Os genes-alvo dos miRNAs estão destacados em amarelo. Genes-alvo: Col11a1, 
Col1a1, Col1a2, Col24a1, Col27a1, Col2a1, Col3a1, Col4a1, Col4a2, Col4a4, Col4a6, 
Col5a1, Col5a2, Col5a3, Col6a3, Ibsp, Lamc1 e Thbs1. 
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APÊNDICE C – VIA KEGG: AMOEBIASIS 

 

 

Via KEGG que foi significativamente regulada por um ou mais dos miRNAs diferentemente 
expressos. Os genes-alvo dos miRNAs estão destacados em amarelo. Genes-alvo: Col3a1, 
Col1a1, Col27a1, Casp3, Il10, Col5a2, Itgb2, Col24a1, Col1a2, Il6, Col4a2, Pik3r1, Col2a1, 
Col4a4, Col4a6, Col5a3, Lamc1, Col4a1, Col11a1 e Col5a1. 
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APÊNDICE D – VIA KEGG: MUCIN TYPE O-GLYCAN BIOSYNTHESIS 

 

 

Via KEGG que foi significativamente regulada por um ou mais dos miRNAs diferentemente 
expressos. Os genes-alvo dos miRNAs estão destacados em amarelo. Genes-alvo: Gcnt4, 
Galnt2, Gm20388, Galnt14, Galnt5 e Galnt16. 
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APÊNDICE E – VIA KEGG: THYROID HORMONE SYNTHESIS 

 

 

Via KEGG que foi significativamente regulada por um ou mais dos miRNAs diferentemente 
expressos. Os genes-alvo dos miRNAs estão destacados em amarelo. Genes-alvo: Tpo, Tg, e 
Creb1. 
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APÊNDICE F – VIA KEGG: GLYCOSPHINGOLIPID BIOSYNTHESIS – LACTO AND 

NEOLACTO SERIES 

 

 

Via KEGG que foi significativamente regulada por um ou mais dos miRNAs diferentemente 
expressos. Os genes-alvo dos miRNAs estão destacados em amarelo. Genes-alvo: Fut1 e Fut9. 
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APÊNDICE G – VIA KEGG: PI3K-AKT SIGNALING PATHWAY 

 

 

Via KEGG que foi significativamente regulada por um ou mais dos miRNAs diferentemente 
expressos. Os genes-alvo dos miRNAs estão destacados em amarelo. Genes-alvo:Prkaa2, Tsc1, 
Bcl2l1, Col3a1, Thbs1, Insr, Ngf, Ccne2, Fgf11, Col1a1, Col27a1, Irs1, Prlr, Ghr, Nras, 
Col5a2, Osmr, Col24a1, Col1a2, Il6, Rps6kb2, Col4a2, Sos2, Pik3r1, Ppp2r1b, Ywhah, Kdr, 
Il7r, Map2k1, Fgf7, Igf1, Vegfa, Ccne1, Bcl2, Mtcp1, Ccnd2, Fgf9, Csf1, Sgk1, Myb, Stk11, 
Ibsp, Col2a1, Efna5, Pdgfrb, Col6a3, Col4a4, Col4a6, Col5a3, Pdgfb, Lamc1, Col4a1, 
Col11a1, Mcl1, Pten, Col5a1 e Pdgfa. 
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APÊNDICE H – VIA KEGG: PROTEIN DIGESTION AND ABSORPTION 

 

 

Via KEGG que foi significativamente regulada por um ou mais dos miRNAs diferentemente 
expressos. Os genes-alvo dos miRNAs estão destacados em amarelo. Genes-alvo: Col3a1, 
Col1a1, Col27a1, Col15a1, Col5a2, Col24a1, Col1a2, Col4a2, Col14a1, Dpp4, Col2a1, 
Col6a3, Col4a4, Col4a6, Col5a3, Col9a1, Col4a1, Col11a1, Atp1b4 e Col5a1. 
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APÊNDICE I – VIA KEGG: GLIOMA 

 

 

Via KEGG que foi significativamente regulada por um ou mais dos miRNAs diferentemente 
expressos. Os genes-alvo dos miRNAs estão destacados em amarelo. Genes-alvo: Pik3r1, 
Calm3, Pdgfrb, Igf1, Nras, Pdgfb, Pten, Pdgfa, Sos2, E2f2, Sos1, Pik3cb e Calm2. 

 

 

 

 

 

 

 

 



198 
 

APÊNDICE J – VIA KEGG: FOXO SIGNALING PATHWAY 

 

 

Via KEGG que foi significativamente regulada por um ou mais dos miRNAs diferentemente 
expressos. Os genes-alvo dos miRNAs estão destacados em amarelo. Genes-alvo: Stk11, Stat3, 
Usp7, Homer2, Sos1, Setd7 e Sgk1. 
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APÊNDICE K –DADOS UTILIZADOS PARA CONSTRUÇÃO DA REDE GÊNICA 

(Continua) 

Pathway microRNA Target Gene Score microT-CDS 

Prion Diseases miR-146b-5p Prnp 0.826 

Prion Diseases miR-301a-3p Prnp 0.908 

ECM-receptor interaction let-7c-5p Col3a1 1 

ECM-receptor interaction let-7c-5p Thbs1 0.929 

ECM-receptor interaction let-7c-5p Col1a1 0.859 

ECM-receptor interaction let-7c-5p Col27a1 0.999 

ECM-receptor interaction let-7c-5p Col5a2 0.953 

ECM-receptor interaction let-7c-5p Col24a1 0.938 

ECM-receptor interaction let-7c-5p Col1a2 1 

ECM-receptor interaction let-7c-5p Col4a2 0.812 

ECM-receptor interaction miR-122-5p Lamc1 0.836 

ECM-receptor interaction miR-15b-3p Col4a4 0.914 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Ibsp 0.887 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col2a1 1 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col3a1 0.998 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col6a3 1 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col1a1 0.983 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col4a4 0.969 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col5a2 0.998 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col4a6 0.996 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col5a3 1 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col1a2 0.923 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Lamc1 0.966 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col4a1 0.999 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col11a1 0.993 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col4a2 0.819 

ECM-receptor interaction miR-29c-3p Col5a1 0.992 

Amoebiasis let-7c-5p Col3a1 1 

Amoebiasis let-7c-5p Col1a1 0.859 

Amoebiasis let-7c-5p Col27a1 0.999 

Amoebiasis let-7c-5p Casp3 0.957 

Amoebiasis let-7c-5p Il10 0.95 

Amoebiasis let-7c-5p Col5a2 0.953 

Amoebiasis let-7c-5p Itgb2 0.958 

Amoebiasis let-7c-5p Col24a1 0.938 

Amoebiasis let-7c-5p Col1a2 1 

Amoebiasis let-7c-5p Il6 0.903 

Amoebiasis let-7c-5p Col4a2 0.812 

Amoebiasis miR-29c-3p Pik3r1 0.91 

Amoebiasis miR-29c-3p Col2a1 1 

Amoebiasis miR-29c-3p Col3a1 0.998 

Amoebiasis miR-29c-3p Col1a1 0.983 
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(Continuação) 

Pathway microRNA Target Gene Score microT-CDS 

Amoebiasis miR-29c-3p Col4a4 0.969 

Amoebiasis miR-29c-3p Col5a2 0.998 

Amoebiasis miR-29c-3p Col4a6 0.996 

Amoebiasis miR-29c-3p Col5a3 1 

Amoebiasis miR-29c-3p Col1a2 0.923 

Amoebiasis miR-29c-3p Lamc1 0.966 

Amoebiasis miR-29c-3p Col4a1 0.999 

Amoebiasis miR-29c-3p Col11a1 0.993 

Amoebiasis miR-29c-3p Col4a2 0.819 

Amoebiasis miR-29c-3p Col5a1 0.992 

Mucin type O-Glycan biosynthesis  let-7c-5p Gcnt4 0.965 

Mucin type O-Glycan biosynthesis  let-7c-5p Galnt2 0.828 

Mucin type O-Glycan biosynthesis  let-7c-5p Gm20388 0.829 

Mucin type O-Glycan biosynthesis  miR-122-5p Galntl6 0.814 

Mucin type O-Glycan biosynthesis  miR-125b-5p Galnt14 0.997 

Mucin type O-Glycan biosynthesis  miR-125b-5p Galnt5 0.977 

Mucin type O-Glycan biosynthesis  miR-22-3p Galnt16 0.85 

Thyroid hormone synthesis miR-146b-5p Tpo 0.963 

Thyroid hormone synthesis miR-146b-5p Tg 0.899 

Thyroid hormone synthesis miR-22-3p Creb1 0.858 

Thyroid hormone synthesis miR-22-3p Tg 0.927 

Glycosphingolipid biosynthesis - lacto and 
neolacto series  

miR-125b-5p Fut1 0.931 

Glycosphingolipid biosynthesis - lacto and 
neolacto series  

miR-22-3p Fut9 0.918 

Glycosphingolipid biosynthesis - lacto and 
neolacto series  

miR-301a-3p Fut9 0.871 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Prkaa2 0.958 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Tsc1 0.866 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Bcl2l1 0.85 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Col3a1 1 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Thbs1 0.929 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Insr 0.847 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Ngf 0.994 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Ccne2 0.81 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Fgf11 0.811 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Col1a1 0.859 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Col27a1 0.999 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Irs1 0.81 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Prlr 0.897 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Ghr 0.978 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Nras 0.991 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Col5a2 0.953 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Osmr 0.982 
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(Continuação) 

Pathway microRNA Target Gene Score microT-CDS 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Col24a1 0.938 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Col1a2 1 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Il6 0.903 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Rps6kb2 0.985 

PI3K-Akt signaling pathway let-7c-5p Col4a2 0.812 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Sos2 0.895 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Pik3r1 0.969 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Ppp2r1b 0.868 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Ywhah 0.958 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Kdr 0.925 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Il7r 0.934 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Map2k1 0.948 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Fgf7 0.949 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Insr 0.919 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Igf1 0.848 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Vegfa 1 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Ghr 0.995 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Ccne1 1 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Bcl2 0.99 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Col24a1 0.885 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Mtcp1 0.855 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Ccnd2 0.985 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Fgf9 0.965 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Csf1 0.902 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Sgk1 0.992 

PI3K-Akt signaling pathway miR-16-5p Myb 0.996 

PI3K-Akt signaling pathway miR-2137 Stk11 0.877 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Pik3r1 0.91 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Ibsp 0.887 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col2a1 1 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Efna5 0.932 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Pdgfrb 0.845 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col3a1 0.998 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col6a3 1 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Igf1 1 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col1a1 0.983 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Irs1 0.827 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Vegfa 0.992 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col4a4 0.969 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Nras 0.806 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col5a2 0.998 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col4a6 0.996 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col5a3 1 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Pdgfb 0.951 
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(Continuação) 

Pathway microRNA Target Gene Score microT-CDS 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col1a2 0.923 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Lamc1 0.966 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col4a1 0.999 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col11a1 0.993 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Mcl1 0.965 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Sgk1 0.91 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Pten 0.993 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col4a2 0.819 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Col5a1 0.992 

PI3K-Akt signaling pathway miR-29c-3p Pdgfa 0.861 

Protein digestion and absorption let-7c-5p Col3a1 1 

Protein digestion and absorption let-7c-5p Col1a1 0.859 

Protein digestion and absorption let-7c-5p Col27a1 0.999 

Protein digestion and absorption let-7c-5p Col15a1 0.844 

Protein digestion and absorption let-7c-5p Col5a2 0.953 

Protein digestion and absorption let-7c-5p Col24a1 0.938 

Protein digestion and absorption let-7c-5p Col1a2 1 

Protein digestion and absorption let-7c-5p Col4a2 0.812 

Protein digestion and absorption let-7c-5p Col14a1 0.947 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Dpp4 0.804 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col2a1 1 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col3a1 0.998 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col6a3 1 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col1a1 0.983 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col15a1 0.989 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col4a4 0.969 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col5a2 0.998 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col4a6 0.996 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col5a3 1 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col9a1 0.998 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col1a2 0.923 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col4a1 0.999 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col11a1 0.993 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Atp1b4 0.988 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col4a2 0.819 

Protein digestion and absorption miR-29c-3p Col5a1 0.992 

Glioma miR-29c-3p Pik3r1 0.91 

Glioma miR-29c-3p Calm3 0.874 

Glioma miR-29c-3p Pdgfrb 0.845 

Glioma miR-29c-3p Igf1 1 

Glioma miR-29c-3p Nras 0.806 

Glioma miR-29c-3p Pdgfb 0.951 

Glioma miR-29c-3p Pten 0.993 

Glioma miR-29c-3p Pdgfa 0.861 
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(Conclusão) 

Pathway microRNA Target Gene Score microT-CDS 

Glioma miR-301a-3p Sos2 0.933 

Glioma miR-301a-3p E2f2 0.817 

Glioma miR-301a-3p Sos1 0.868 

Glioma miR-301a-3p Pik3cb 0.979 

Glioma miR-301a-3p Calm2 0.927 

FoxO signaling pathway miR-2137 Stk11 0.877 

FoxO signaling pathway miR-690 Stat3 0.803 

FoxO signaling pathway miR-690 Usp7 0.888 

FoxO signaling pathway miR-690 Homer2 0.83 

FoxO signaling pathway miR-690 Sos1 0.861 

FoxO signaling pathway miR-690 Setd7 0.865 

FoxO signaling pathway miR-690 Sgk1 0.841 
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APÊNDICE L – DADOS UTILIZADOS PARA CONSTRUÇÃO DA REDE GÊNICA 

(Continua) 

microRNA Gene Alvo Score Repetições 

miR-122-5p Adamts2 0.885722793 2 

miR-122-5p Arfip2 0.853036987 2 

miR-122-5p Ccng1 0.893505825 2 

miR-122-5p Cept1 0.877764524 2 

miR-122-5p D1Ertd622e 0.800053729 5 

miR-122-5p Gm20517 0.884646009 2 

miR-122-5p Grhl2 0.899225015 2 

miR-122-5p Hif3a 0.88506978 2 

miR-122-5p Lamc1 0.836288488 3 

miR-122-5p Mbnl1 0.841255287 2 

miR-122-5p Mipol1 0.982876757 2 

miR-122-5p Npas3 0.933893517 3 

miR-122-5p Ralgapa1 0.812510136 2 

miR-122-5p Ror1 0.947206839 2 

miR-122-5p Slco5a1 0.836738095 2 

miR-122-5p Tmem167 0.90738756 2 

miR-122-5p Zfp568 0.898549601 2 

miR-192-5p Arfgef1 0.992471859 2 

miR-192-5p Arhgap36 0.85704972 2 

miR-192-5p Bmpr2 0.821714225 2 

miR-192-5p D1Ertd622e 0.960468581 5 

miR-192-5p H3f3b 0.815295686 2 

miR-192-5p Lims1 0.80806888 2 

miR-192-5p Mier3 0.866214805 2 

miR-192-5p Mipol1 0.857260987 2 

miR-192-5p Mtmr4 0.814259098 2 

miR-192-5p Zbtb34 0.827790011 2 

miR-22-3p 4931406P16Rik 0.872378518 2 

miR-22-3p Akt3 0.92934143 2 

miR-22-3p Arfip2 0.94691336 2 

miR-22-3p Arhgef12 0.979835049 2 

miR-22-3p Arid2 0.838715297 2 

miR-22-3p Brwd3 0.952518579 3 

miR-22-3p Calcr 0.841579858 2 

miR-22-3p Chd9 0.952678416 2 

miR-22-3p D1Ertd622e 0.802235125 5 

miR-22-3p Ei24 0.932805895 2 

miR-22-3p Epc1 0.912301684 2 

miR-22-3p Frat2 0.995477367 2 

miR-22-3p H3f3b 0.973634813 2 

miR-22-3p Homer1 0.85447647 2 

miR-22-3p Kdm6b 0.893833448 2 
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(Continuação) 

microRNA Gene Alvo Score Repetições 

miR-22-3p Lamc1 0.810463417 3 
miR-22-3p Nfat5 0.807145475 2 
miR-22-3p Npas3 0.891991474 3 
miR-22-3p Pten 0.82394163 2 
miR-22-3p Pura 0.874600242 3 
miR-22-3p Rc3h2 0.820614897 2 
miR-22-3p Rsbn1 0.997974961 2 
miR-22-3p Slc19a3 0.853279984 2 
miR-22-3p Tet2 0.856174737 2 
miR-22-3p Tlk2 0.855794132 2 
miR-22-3p Ube2f 0.859637585 2 
miR-22-3p Zbtb39 0.823423995 2 
miR-22-3p Zfp91 0.808486689 2 
miR-29c-3p 4931406P16Rik 0.928505027 2 
miR-29c-3p Adamts2 0.999427155 2 
miR-29c-3p Ago3 0.900104558 2 
miR-29c-3p Akt3 0.801620841 2 
miR-29c-3p Ap1g1 0.912431859 2 
miR-29c-3p Arhgap36 0.885353416 2 
miR-29c-3p Atxn1 0.945071897 2 
miR-29c-3p Brwd3 0.989435449 3 
miR-29c-3p Calcr 0.814442281 2 
miR-29c-3p Col4a5 0.999999998 2 
miR-29c-3p D1Ertd622e 0.877066696 5 
miR-29c-3p Epc1 0.812564972 2 
miR-29c-3p Frat2 0.983246374 2 
miR-29c-3p Gng12 0.95867961 2 
miR-29c-3p Hif3a 0.999048727 2 
miR-29c-3p Kdm6b 0.965022349 2 
miR-29c-3p Lamc1 0.966005225 3 
miR-29c-3p Lims1 0.947481744 2 
miR-29c-3p Mtmr4 0.957558031 2 
miR-29c-3p Nfat5 0.899957644 2 
miR-29c-3p Nova1 0.996639234 2 
miR-29c-3p Npas3 0.998425452 3 
miR-29c-3p Nsd1 0.999172264 2 
miR-29c-3p Otud4 0.958520035 2 
miR-29c-3p Pgr15l 0.957980418 2 
miR-29c-3p Pten 0.99274399 2 
miR-29c-3p Pura 0.814813493 3 
miR-29c-3p Ralgapa1 0.847038042 2 
miR-29c-3p Rlim 0.828788432 2 
miR-29c-3p Ror1 0.978225788 2 
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(Continuação) 

microRNA Gene Alvo Score Repetições 

miR-29c-3p Rora 0.952669673 2 
miR-29c-3p Slc19a3 0.89080753 2 
miR-29c-3p Slco5a1 0.92323659 2 
miR-29c-3p Smtnl2 0.993534029 2 
miR-29c-3p Tet2 0.999357304 2 
miR-29c-3p Ttn 0.800968363 2 
miR-29c-3p Wdfy1 0.873794597 2 
miR-29c-3p Zbtb34 0.995674432 2 
miR-29c-3p Zfp568 0.908846828 2 
miR-29c-3p Zfp644 0.856494826 2 
miR-29c-3p Zfp91 0.909749146 2 
miR-29c-3p Zmym2 0.841377001 2 
miR-802-5p Ago3 0.840724866 2 
miR-802-5p Ap1g1 0.868058104 2 
miR-802-5p Arfgef1 0.846949694 2 
miR-802-5p Arhgef12 0.915539073 2 
miR-802-5p Arid2 0.999040624 2 
miR-802-5p Atxn1 0.8185006 2 
miR-802-5p Bmpr2 0.860103303 2 
miR-802-5p Brwd3 0.853682905 3 
miR-802-5p Ccng1 0.86579239 2 
miR-802-5p Cept1 0.906278619 2 
miR-802-5p Chd9 0.960219416 2 
miR-802-5p Col4a5 0.86097558 2 
miR-802-5p D1Ertd622e 0.991696275 5 
miR-802-5p Ei24 0.87233305 2 
miR-802-5p Gm20517 0.839200321 2 
miR-802-5p Gng12 0.904092423 2 
miR-802-5p Grhl2 0.810924984 2 
miR-802-5p Homer1 0.930909254 2 
miR-802-5p Mbnl1 0.801452668 2 
miR-802-5p Mier3 0.823330348 2 
miR-802-5p Nova1 0.855620344 2 
miR-802-5p Nsd1 0.852003268 2 
miR-802-5p Otud4 0.805021416 2 
miR-802-5p Pgr15l 0.803441181 2 
miR-802-5p Pura 0.861661202 3 
miR-802-5p Rc3h2 0.866065247 2 
miR-802-5p Rlim 0.944544274 2 
miR-802-5p Rora 0.81654512 2 
miR-802-5p Rsbn1 0.853760973 2 
miR-802-5p Smtnl2 0.88765057 2 
miR-802-5p Tlk2 0.847123681 2 
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(Conclusão) 

microRNA Gene Alvo Score Repetições 

miR-802-5p Tmem167 0.814090073 2 
miR-802-5p Ttn 0.994353991 2 
miR-802-5p Ube2f 0.863214732 2 
miR-802-5p Wdfy1 0.847556167 2 
miR-802-5p Zbtb39 0.909059618 2 
miR-802-5p Zfp644 0.845874023 2 
miR-802-5p Zmym2 0.952878192 2 
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ANEXO A – FIGURA ARTIGO – ATLAS DE MICRORNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura retirada do trabalho de ISAKOVA et al. (2020) 


