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RESUMO

ROCHA, K.C.E. Perfil de microRNAs de vesiculas extracelulares do soro de animais
obesos e seu possivel envolvimento na regulacdo do metabolismo energético.2021. 208 p.
Tese (Doutorado em Farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo
Paulo, Sdo Paulo, 2021.

As células podem se comunicar com células vizinhas ou distantes através de vesiculas
extracelulares (EVs) que podem transportar microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs néo-
codificantes que regulam a expressdo génica. Uma vez que o contetdo de miRNASs e o numero
de EVs liberadas pelas células podem ser alterados durante a obesidade, nossa hipétese foi a de
que EVs do soro de animais obesos poderiam regular o metabolismo energético de animais
controle pela possivel transferéncia de miRNAs entre os diferentes tecidos. O objetivo deste
trabalho foi investigar o papel de EVs na regulacdo do metabolismo energético na obesidade e
identificar os possives miRNAs em EVs envolvidos na comunicacdo entre tecidos. Para tal,
camundongos machos da linhagem C57BL/6 foram induzidos & obesidade com dieta
hiperlipidica 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
comparagdo com 0s grupos controle (animais tratados com PBS e com EVs do soro de animais
controle), o tratamento resultou em preferéncia por oxidacdo de lipideos e diminuicdo do gasto
energético e do heat. Esses resultados sugerem que EVs liberadas no soro de animais obesos
podem modular o0 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. Apos validagcdo dos miRNAs obtidos no sequenciamento em amostras individuais,
cinco MiRNAs (miR-22-3p, miR-29¢c-3p, miR-122-5p, miR-192-5p e miR-802-5p)
apresentaram expressdo aumentada em EVs do soro de animais obesos. Analise da expressdo
desses miRNAs no figado, masculo gastrocnémio e gordura epididimal apontam para uma
provavel comunicacdo entre tecidos via miRNAs de EVs. De maneira geral, nosso trabalho
mostra a participacdo de EVs séricas na regulacdo do metabolismo energético na obesidade e
descreve potenciais miRNAs contidos nas EVs do soro de animais obesos que podem participar
da comunicagéo entre tecidos.

Palavras-chave: Metabolismo. Caracterizagdo. Obesidade. Vesiculas 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 Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo
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-29¢c-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.



1.  INTRODUCAO

A obesidade é definida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como o acumulo
excessivo de gordura que pode prejudicar a saude (OMS, 2021). Ela é considerada como o
principal fator de risco para doengas crbnicas ndo transmissiveis e esta associada com
diminuicdo 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 populagdo mundial adulta, ou seja, mais de 650 milhdes de pessoas (OMS, 2021). Em
2014, o impacto econémico global da obesidade foi estimado em dois trilhdes de dolares e 5%

das mortes mundiais foram atribuidas a obesidade (DOBBS et al., 2014).

A obesidade é uma doenca multifatorial, influenciada por fatores genéticos, ambientais,
sociais, econdmicos e comportamentais, que ocorre em decorréncia de um desbalango crénico
entre consumo e gasto energético, acarretando no balanco energético positivo e,
consequentemente, na expansao e disfungédo do tecido adiposo branco (SPIEGELMAN;FLIER,
2001; BLUHER, 2009; KIM, E. et al., 2014; BLUHER, 2019). As alteracdes no tecido adiposo
estdo associadas a um estado de inflamacéo cronica de baixo grau, caracterizada pela ativagéo,
em menor grau, do sistema imune inato, levando ao aumento de citocinas pré-inflamatérias na
circulacdo, ativacdo de vias inflamatorias, recrutamento e ativacdo de leucécitos nos tecidos
inflamados e aumento do estimulo para reparo tecidual (LUMENG;SALTIEL, 2011).

A inflamag&o participa do elo entre obesidade e resisténcia a insulina. O primeiro estudo
a mostrar isso foi realizado por HOTAMISLIGIL et al. (1993), demonstrando que roedores
obesos apresentaram, no tecido adiposo, maior expressdo de TNFa (fator de necrose tumoral
alfa), uma citocina pré-inflamatdria que se mostrou capaz de diminuir a captacéo periférica de
glicose e induzir resisténcia a insulina. Desde entdo, as evidéncias mostram que a obesidade
esta ligada a secrecgéo de citocinas pro-inflamatdrias e infiltracdo de células imunes que levam
a disfuncdo do metabolismo de tecidos envolvidos com a homeostase da glicose, como o figado,
o0 tecido adiposo e o musculo esquelético, acarretando em acUimulo ectopico de gordura e
resisténcia a insulina periférica e sisttmica (MCARDLE et al., 2013; LACKEY;OLEFSKY,
2016).

Sabe-se que a patogénese da obesidade e resisténcia a insulina ndo é restrita apenas a
efeitos no tecido adiposo, contudo, 0 seu mecanismo completo ainda ndo foi elucidado.
Diferentes trabalhos tentaram associar a comunicacao entre tecido adiposo, musculo e figado

atraves de adipocinas e mediadores inflamatdrios com a resisténcia a insulina observada durante



a obesidade (MOSCHEN et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2013). Entretanto, os resultados

obtidos até entdo so respondiam parcialmente a complexa comunicacao entre esses tecidos.

Um numero crescente de evidéncias tem mostrado o papel dos microRNAs (miRNAS)
como reguladores do metabolismo e de processos fisiopatologicos (FILIPOWICZ et al., 2008;
VIENBERG et al., 2017). De fato, o quadro de obesidade se mostrou capaz de alterar a
expressdo de varios miRNAs em diferentes tecidos como figado, tecido adiposo e masculo
esquelético, mostrando um possivel envolvimento desses na patogénese 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 vesiculas extracelulares (EVs, do inglés
extracellular vesicles) por varios tipos celulares (ZEN;ZHANG, 2012). Os miRNAs sdo, assim,
transferidos para células vizinhas ou distantes, realizando uma funcao regulatéria em outras
células, desempenhando, assim, um papel importante na comunicacéo intercelular (CHEN et
al., 2012; WANG, Y. C. et al., 2013; MORI et al., 2019).

Sabe-se que o tecido adiposo € uma importante fonte de miRNAs em EVs e esses,
conforme descrito recentemente, podem regular a expressao de RNAm (RNA mensageiro) de
outros tecidos (THOMOU et al., 2017). Adicionalmente, estudos demonstraram diferencas no
conteudo de miRNAs de EVs circulantes de animais obesos, em compara¢do com animais
controle (CASTANO et al., 2018; DE MENDONCA et al., 2020). Contudo, ainda ndo esta bem
estabelecido o envolvimento das EVs circulantes e seu conteddo de miRNAs na patogénese da
obesidade e resisténcia a insulina. Assim, esse trabalho avaliou o efeito de EVs do soro de
animais obesos no metabolismo energético de animais controle e o possivel envolvimento de
miRNAs de EVs para investigar o seu papel na regulacdo metabdlica e sua comunicacéo entre
tecidos via EVs na obesidade.

1.1.  MICRORNAS

Descritos pela primeira vez em 1993, os miRNAs sdo moléculas enddgenas de RNA néo-
codificante com, aproximadamente, 22 nucleotideos de comprimento capazes de regular a
expressao génica em um nivel pds-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).



A biogénese dos miRNAs pode ser dividida em quatro etapas: transcri¢cdo no nucleo da
célula, exportacdo para o citoplasma, processamento e maturacdo, conforme ilustrado na
Figura 1 (SASSEN etal., 2008; SINGH et al., 2008). Os genes de miRNAs sdo evolutivamente
conservados e podem estar localizados nas regiGes intrbnicas ou exonicas de genes

codificadores de proteinas ou em regides intergénicas (RODRIGUEZ et al., 2004).

Os genes de miRNAs sdo transcritos pela RNA polimerase Il, gerando um longo
transcrito de microRNA priméario (pri-miRNA) que possui uma extremidade cap 5° 7-metil
guanosina ¢ uma 3’ cauda poli-A (CULLEN, 2004; LEE, Y. et al., 2004). O pri-miRNA forma
uma estrutura secundaria complexa em forma de grampo (steam-loop ou harpin) a partir de
regiGes onde os pares de bases sdo complementares (steam) ou nédo (loop), formando uma haste

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

Figura 1. Biogénese de microRNAs e seus mecanismos de regulacdo génica.
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Ainda no nucleo, o pri-miRNA perde uma regido da haste dupla fita pela acdo da
ribonuclease 111 Drosha e seu cofator DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region in gene),
originando o pré-miRNA (~70 nucleotideos de comprimento) que, também com forma de
grampo, € 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 ¢
processado por outra ribonuclease 111, denominada Dicer, responsavel por remover o loop,
gerando um miRNA de fita dupla (~22 nucleotideos de comprimento) que é incorporado ao
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), onde as duas fitas de RNA sao
separadas, sendo que uma permanece associada ao RISC e constitui o miRNA maduro e a outra
sofre degradacdo (SUN, B. K.;TSAO, 2008).

A expressdo génica e regulada pelo complexo miRNA-RISC por meio de dois
mecanismos que dependem do grau de complementaridade entre as bases do miRNA e do
RNAmM (SUN, B. K.;TSAO, 2008). Quando a complementaridade é perfeita ou quase perfeita
0 RNAm é clivado por uma ribonuclease presente no RISC e, quando a complementaridade é
imperfeita, mecanismo principal de atuagdo dos miRNAs, ha repressdo inicial ou tardia do
processo de traducdo do RNAmM sem a degradacgéo de sua fita (ZHANG, W. et al., 2007). Desse
modo, para correlacionar a expressao de determinado miRNA com seu gene-alvo, deve-se

analisar tanto a expressdao de RNAmM como a expressdo da proteina que o gene-alvo codifica.

Um danico miRNA pode regular varios RNAm-alvos assim como varios miRNAs podem
cooperar no controle da expressdo génica de um unico RNAmM, uma vez que 0s miRNAs
apresentam sequéncias pequenas e nao necessariamente precisam de um pareamento perfeito
com seu RNAm-alvo (BRENNECKE et al., 2005). Tal fato reforca a importancia dos miRNAs

na regulacao expressdo génica em diversos processos fisiologicos e patoldgicos.

A maioria dos miRNAs descritos foram encontrados no microambiente celular (miRNAS
celulares), contudo miRNAs ja 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 s&o resistentes
a temperatura e pH extremos e estaveis 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 integros e em alta concentragéo nos fluidos biologicos.

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

devem adotar algum mecanismo de protecdo para se manter estavel no ambiente extracelular.



Um dos primeiros mecanismos descritos mostrou que os miRNAs circulantes eram conjugados
com proteinas e que, assim, eram protegidos das RNases (SISCO, 2001). Em seguida,
constatou-se que os mMiRNAs também eram ligados a complexos lipoproteicos e, mais
recentemente, que os miRNAs poderiam ser secretados dentro de vesiculas extracelulares (EL-
HEFNAWY et al., 2004; VALADI et al., 2007; HUNTER et al., 2008).Tais achados reforcam

a participacéo de EVs no potencial papel de miRNAs na comunicacao entre tecidos.

1.2.  VESICULAS EXTRACELULARES

A maioria das células é capaz de secretar EVs e esse processo é conservado ao longo da
evolucdo de bactérias a humanos e plantas (DEATHERAGE;COOKSON, 2012; ROBINSON
etal., 2016). A classificacdo e nomenclatura de EVs tem sido uma questéo de debate nos ultimos
anos (GOULD;RAPQOSO, 2013). Por mais que as EVs possam ser classificadas com base na
sua biogénese, no seu mecanismo de liberagdo e no seu tamanho, a obtencéo de uma populagéo
homogénea de EVs é improvavel e, como maioria dos trabalhos publicados estdo focados na
funcdo das EVs e ndo em sua origem, a caracterizacdo especifica da populacdo de EVs é
raramente realizada (VAN NIEL et al., 2018). Além disso, ndo ha consenso sobre marcadores
especificos para cada subtipo de EV (THERY et al., 2018). Assim, considera-se que o termo
“vesiculas extracelulares” engloba as diferentes populagdes de vesiculas, uma vez que foi
considerado pela comunidade internacional como um termo genérico para particulas
delimitadas por bicamada lipidica liberadas por células (THERY et al., 2018;
WITWER;THERY, 2019).

Em geral, baseado no conhecimento disponivel sobre sua biogénese, as EVs liberadas por
células saudaveis podem ser amplamente divididas em duas categorias principais: 1) EVs
pequenas (tamanho menor que 200 nm) geradas pela fusdo com corpos multivesiculares
(MVBs, do inglés multivesicular bodies) e a membrana plasmatica, normalmente denominadas
exossomos e 2) EVs maiores (tamanho maior que 200 nm) que sdo formadas por brotamento
direto da membrana plasmatica, normalmente denominadas microvesiculas (VAN NIEL et al.,
2018). Um esquema da biogénese dos dois processos pode ser visualizado na Figura 2.
Adicionalmente, ha os corpos apoptéticos, um tipo de EV com tamanho que pode variar entre

1-5 um e que sdo liberados durante os estagios finais da apoptose.

Sem mecanismo muito bem elucidado, as microvesiculas sdo formadas por brotamento
externo direto da membrana plasmatica com sua consequente liberacéo no espaco extracelular.

Em contrapartida, a biogénese dos exossomos inicia-se pela invaginacdo da membrana celular



durante a internalizacdo de ligantes extracelulares ou componentes celulares que sao
processados atraves da via endossomal para sua reciclagem ou degradacdo (GUAY;REGAZZI,
2017). Durante o processo de maturacdo dos endossomos, varias vesiculas pequenas
denominadas intraluminais (ILVs, do inglés intraluminal vesicles) sdo formadas por
brotamento interno da membrana endossomal (GUAY;REGAZZI, 2017). Os endossomos
precoces contendo as ILVs em seu interior sdo denominados corpos multivesiculares (MVB,
do inglés multivesicular bodies) e estdo envolvidos na selegéo, reciclagem, armazenamento,
transporte e liberacdo de proteinas (BORGES et al., 2013; GUAY;REGAZZI, 2017). Os MVBs
podem fundir-se ou com os lisossomos e sofrer degradacdo, 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 (degradacdo ou libera¢do) ainda nédo
sdo compreendidos, contudo, estudos mostram influéncia do nivel de colesterol nos MVBs,
uma vez que MVBs com maior composicdo de colesterol foram secretados na circulacdo e 0s
gue ndo tinham colesterol foram degradados nos lisossomos (MOBIUS et al., 2002; MOBIUS
et al., 2003).



Figura 2. Biogénese de vesiculas extracelulares liberadas de células saudaveis
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As EVs se mostram particularmente importante pelo seu contetdo, que pode variar em
relacdo a biogénese, tipo celular e condicGes fisiologicas, mas que, no geral, € composto por
proteinas, lipideos, mMiRNAs e RNAM (ANAND et al., 2019). Estudos mostram que as EVs sao
particularmente enriquecidas com miRNAs e o mecanismo de incorporacdo de miRNAS
especificos para as EVs ainda ndo esta elucidado. Evidéncias sugerem o envolvimento de
proteinas (como a argonauta 2, ribonucleoproteinas e proteinas de ligacdo com RNA),
modificacBes pos-transcricionais (uridilagdo) na extremidade 3’do miRNA e ceramida, por
meio de sua producdo via esfingomielinase neutra 2 (nSMase 2, do inglés 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 funcbes das EVs nos processos fisiopatologicos dependem da capacidade de
transferéncias das EVs, ou seja, capacidade de interagir com as células receptoras para liberar



seu contetido (RAPOSO;STOORVOGEL, 2013). Embora o mecanismo de transferéncia ainda
ndo seja completamente elucidado, sabe-se que, uma vez na circulacdo, as EVs podem ser
captadas por outras células por fusdo com a membrana plasméatica ou por processos de
endocitose, incluindo endocitose mediada por clatrina, caveolina e jangada lipidica,
macropinocitose e fagocitose (Figura 3) (MULCAHY et al., 2014; JADLI et al., 2020).

Em 2007, um estudo transferiu EVs de mastocitos de camundongos contendo RNAm e
miRNA para mastocitos humanos e, como resultado, os mastocitos humanos passaram a
expressar proteinas especificas 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 contetdo e, entdo,
alterar funcGes celulares da célula receptora. Apos esse estudo, diversos outros mostraram
mecanismos similares e, atualmente, as EVs sdo consideradas importantes mediadores da
comunicacdo intercelular, envolvidas com diversas funcdes fisiopatolégicas (MELDOLESI,
2018).

Dados recentes indicam que as EVs podem desempenhar um papel importante na
obesidade e em suas complicagdes metabolicas, realizando a comunicacdo intercelular entre
tecido adiposo, figado, musculo esquelético e células do sistema imune (HUANG-DORAN et
al., 2017; MORI et al., 2019). Adicionalmente, ja foi demonstrado que o quadro de obesidade
esta associado com um aumento no nimero de EVs circulantes e que ha diferencas de expressao
de miRNAs de EVs derivados do tecido adiposo entre individuos obesos e magros
(STEPANIAN et al., 2013; FERRANTE et al., 2015).



Figura 3. Mecanismos de captacdo das vesiculas extracelulares pelas células receptoras
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Representacao esquematica dos mecanismos de captacao de vesiculas extracelulares (EVs) por
células receptoras. A adesdo das EVs na membrana plasmatica de células receptoras acontece
por interacdo de receptores celulares com moléculas de superficie das EVs. Ap6s adesdo, as
EVs sdo internalizadas ou por processos de endocitose (endocitose mediada por clatrina,
caveolina e jangada lipidica, macropinocitose e fagocitose) ou por fusdo com a membrana
plasmatica. Fonte: retirado de JADLI et al. (2020).

Com o intuito de entender melhor o envolvimento de miRNAs de EVs na comunicacéo
entre tecidos na obesidade, objetivo desse trabalho foi o de investigar, na obesidade, o papel de
vesiculas extracelulares na regulacdo do metabolismo energético e identificar os miRNAs de
EVs potencialmente envolvidos na comunicacdo entre os principais tecidos envolvidos com o
metabolismo energético (figado, muasculo e tecido adiposo branco). A nossa hipétese foi a de
que haveria diferenca no conteddo de miRNAs das EVs liberadas na circulacdo de
camundongos obesos e, potencialmente, essas EVs poderiam ser captadas por diferentes tipos
celulares. Uma vez captadas, o seu contedo de miRNA poderia ser liberado no citoplasma da
celula-alvo, alterando sua funcdo celular. Assim, ao isolar as EVs do soro, poder-se-ia
identificar miRNAs envolvidos na comunica¢do entre tecidos e seus potenciais efeitos

metabdlicos nos tecidos-alvo

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

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



suplementada com leite condensado, caracterizacdo do modelo e extracdo de EVs do soro
desses animais. As EVs isoladas do soro de animais obesos foram utilizadas na Parte 11 (dividida
em parte Ila e Parte I1b), que consistiu no tratamento de camundongos alimentados com dieta
controle com o objetivo de investigar os possiveis efeitos metabdlicos das EVs circulantes na
obesidade. Uma vez que foi possivel observar efeitos no metabolismo energético relacionados
com as EVs, o seu conteudo de miRNAs foi avaliado na Parte 111 do trabalho, que consistiu no
sequenciamento de miRNAs das EVs do soro de animais controle e obesos e analise
bioinformatica das vias e genes-alvo dos miRNAs diferentemente expressos. A parte final, Parte
IV, consiste na validacdo do sequenciamento e analises da expressdo dos miRNAs validados

nos tecidos de animais controle, obesos e tratados com EVSs.



14. CONCLUSAO

De maneira geral, nosso trabalho caracteriza um modelo de obesidade por dieta que até
entdo ndo 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 ndo haviam
sido descritos em EVs circulantes na obesidade e resisténcia a insulina, discute o possivel
envolvimento de miRNAs de EVs na patogénese da obesidade, fornece uma extensa analise de
bioinformatica para uso futuro e promove andlises iniciais realizadas com o intuito de desvendar

a comunicacao entre tecidos via miRNAs de EVs na obesidade.

Parte 1 — Camundongos alimentados com dieta hiperlipidica suplementada com leite
condensado apresentaram quadro de obesidade, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina,
maior concentracdo sérica de LDL-c, HDL-c e CT, alteragdo da expressdao de genes
relacionados com oxidacao de acidos graxos, adipogénese, metabolismo de lipideos, captacdo
de glicose, sinalizacdo da insulina, captacdo de acidos graxos, lipogénese e inflamacdo nos
depositos de gordura, figado e masculo gastrocnémio, maior escore de esteatose e inflamacao
hepaética e hipertrofia de adipdcitos brancos e marrons.

Parte Il — O método de extracdo de EVs do soro adotado se mostrou eficaz, extraindo EVs
integras, com concentracdo de aproximadamente 6,4E10 particulas/mL e tamanho menor que
200 nm, presencga de marcadores proteicos especificos de EVs, auséncia de marcador de EVs
grande e, conforme esperado, contaminacdo com albumina. Com os resultados do primeiro lote
de tratamento ficou claro que o tratamento com PBS ndo era um bom controle experimental e,
os resultados do segundo lote mostraram que o tratamento com EVs do soro de animais obesos

levou a preferéncia por oxidagéo de lipideos e diminuicdo do gasto energético e do heat.

Parte 111 — 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 ja descritos na literatura. Estes foram analisados em funcao do enriquecimento de vias
metabodlicas KEGG e 10 vias foram identificadas, dentre elas as vias de interacdo do receptor
de matriz extracelular, de sinalizagdo da PI13K-Akt e de sinalizagcdo da FoxO. Os miRNAs let-
7¢c-5p e miR-29c¢-3p, dentre todos 0s outros analisados, parecem regular 0 maior nimero de

genes das vias enriquecidas que foram identificadas.



Parte IV — Realizou-se validagdo de seis miRNAs do soro de EVs. Os miRNAs miR-22-3p,
miR-29¢c-3p, miR-122-5p, miR-192-5p e miR-802-5p foram validados e apresentaram
expressdo aumentada em EVs do soro de animais obesos. Andlises da expressdo dos miRNAS
validados no figado, musculo gastrocnémio e gordura epididimal apontam para uma provavel

comunicacdo entre tecidos via miRNAs de EVs.
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