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Resumo

Introducdo: O padrdo da dieta ocidental, caracterizado pela ingestdo elevada de
acucares e lipidios, esta relacionado a génese da inflamacdo metabdlica, a qual é
caracterizada por um quadro de inflamacao cronica, sistémica e de baixa intensidade.
A inflamacao metabdlica contribui para o desenvolvimento de doencas crénicas nao
transmissiveis (DCNT), as quais representam a principal causa de morte ho mundo.
Por outro lado, a ingestdo de uma dieta saudavel, rica em frutas e hortalicas, é
relevante para a reducao do risco das DCNT. Nesse contexto, destaca-se o0 suco de
uva, bebida rica em compostos bioativos, que possui potencial efeito anti-inflamatorio.
Estudos recentes sugerem que nutrientes e compostos bioativos dos alimentos
possam atenuar a inflamacé&o por meio da modulacéo da expressao de microRNA, os
quais representam novos biomarcadores inflamatérios, contribuindo para a
identificacdo do risco de desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas. Objetivo:
Investigar o efeito da ingestdo de suco de uva integral sobre a expressao de microRNA
no plasma e em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e sua relacao
com a resposta inflamatéria. Métodos: Estudo intervencional, no qual, durante quatro
semanas, as voluntarias ingeriram 500 mL diérios de suco de uva integral, com coletas
de sangue no momento basal, 2 e 4 semanas ap0s o0 inicio da ingestdo da bebida. A
populacao do estudo foi composta por mulheres saudaveis (n = 20), com idade entre
18 e 40 anos e indice de massa corpoérea classificado como sobrepeso (25,0 - 29,9
kg/m?). Foram avaliados o perfil lipidico, o hemograma e as concentracGes
plasmaticas de glicose, insulina, leptina, adiponectina, lipopolissacarideos e seus
ligantes plasmaticos LBP e sCD14 e biomarcadores inflamatoérios (IL-10, IL-6, TNF-q,
proteina C reativa, MCP-1, VCAM-1 e ICAM-1), bem como a concentracdo dos
principais compostos bioativos presentes no suco de uva. Dois painéis de microRNA,
sendo um plasmatico e outro de PBMC, de 8 individuos foram avaliados, em todos os
tempos, pelo ensaio de PCR em tempo real. Posteriormente, foram selecionados o0s
microRNA relacionados a resposta inflamatoria e a endotoxemia metabdlica, os quais

foram avaliados no restante das voluntarias. As proteinas-alvo dos microRNA em



PBMC foram analisadas por Western Blotting. O consumo alimentar foi avaliado pela
analise de trés recordatorios de 24 horas coletados em todos os tempos
experimentais. Resultados: A ingestdo de suco de uva, ap6s 4 semanas de
intervencao, em PBMC, promoveu reducédo da expressao génica do TNF-a, IL-6 e das
subunidades p50 e p65, as quais compdem o fator de transcricdo NF-kB. Em relacéo
ao conteudo de proteinas nestas células, houve apenas diminuicdo da fosforilacdo da
TAK-1 em relacdo ao seu conteudo total. Dentre os miRNA analisados, 0 miR-144-5p
e 0 miR-144-3p tiveram a sua expressdo aumentada no plasma e em PBMC,
respectivamente. A concentracdo plasmatica de sICAM-1 reduziu significativamente
na semana 4 em relacdo a semana 2, enquanto, a concentracéo plasméatica de gama
glutamil transferase aumentou significativamente na dltima semana. As voluntarias
apresentaram menor pressao arterial diastolica no final do estudo em relacdo ao
momento basal. Conclusdo: A ingestdo do suco de uva, ap0s 4 semanas de
intervencao, influenciou a concentracdo de biomarcadores relacionados ao processo
inflamatério mediado pela via do fator de transcricdo NF-kB em mulheres com

sobrepeso.
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endotoxemia.
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Abstract

Introduction: The Western diet pattern, characterized by excessive ingestion of
sugars and lipids, is related to the genesis of metabolic inflammation, which is
characterized by a condition of a chronic, systemic, and low-grade inflammation.
Metabolic inflammation contributes to the development of chronic non-communicable
diseases (NCDs), the leading cause of death in the world. On the other hand, the
adoption of a healthy diet rich in fruits and vegetables is relevant to reduce the risk of
NCDs. Grape juice is a beverage rich in bioactive compounds which have a potential
anti-inflammatory effect. Recent studies suggest that nutrients can modulate
inflammation through microRNAs action, which have been highlighted because they
are new inflammatory biomarkers, contributing to the identification of the risk of
cardiometabolics diseases. Objective: Investigate the effect of the grape juice
ingestion on microRNA expression in plasma and peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) and its relationship with the development of the inflammatory process.
Methods: Interventional study, in which, for four weeks, the volunteers ingested 500
mL of whole grape juice daily, with blood drawn at baseline, 2 and 4 weeks after the
intake. The study population consisted of healthy women (n = 20), aged between 18
and 40 years and body mass index classified as overweight (25.0 - 29.9 kg/m?). The
lipid profile, blood count and plasma concentrations of glucose, insulin, leptin,
adiponectin, lipopolysaccharides, and their plasma ligands LBP and sCD14 and
inflammatory biomarkers (IL-10, IL-6, TNF-a, C-reactive protein, MCP-1, VCAM-1 and
ICAM-1) were evaluated, as well as the concentration of the main bioactive compounds
present in grape juice. Two microRNA panels, one plasma and the other PBMC, from
8 individuals were evaluated, at all times, by real-time PCR. Subsequently, microRNAs
related to the inflammatory response and metabolic endotoxemia were selected, which
were evaluated in the rest of the volunteers. MicroRNA target proteins in PBMC were
analyzed by Western Blotting. Food consumption was assessed by analyzing three
24-hour recalls collected at all experimental times. Results: The intake of grape juice,

after 4 weeks of intervention, in PBMC, promoted a reduction in gene expression of



TNF-q, IL-6 and p50 and p65 subunits, which composes the NF-kB transcription factor.
Regarding the protein content in these cells, there was only a decrease in TAK-1
phosphorylation in relation to its total content. Among the analyzed miRNAs, miR-144-
5p and miR-144-3p had their expression increased in plasma and in PBMC,
respectively. The plasma concentration of sSICAM-1 significantly reduced in week 4
compared to week 2, while the plasma concentration of gamma glutamyl transferase
increased significantly in the last week. The volunteers had lower diastolic blood
pressure at the end of the study compared to baseline. Conclusion: The intake of
grape juice after 4 weeks of intervention influenced the concentration of biomarkers
related to the inflammatory process mediated by the transcription factor NF-kB

pathway in overweight women.

Keywords: inflammation, microRNA, grape juice, bioactive compounds, endotoxemia.
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1 INTRODUCAO

As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), como diabetes tipo 2,
doencas cardiovasculares, cancer, entre outras, representam a principal causa de
morte no mundo, correspondendo a cerca de 71% das mortes (OMS, 2021). No Brasil,
este quadro ndo é diferente, 54,7% dos brasileiros morrem devido as DCNT, em
destaque, por doencas cardiovasculares (126 obitos por 100 mil habitantes) e
neoplasias (109 oObitos por 100 mil habitantes). As DCNT s&o responsaveis por um
gasto publico com internacfes de, aproximadamente, 8,8 bilhdes de reais por ano
(BRASIL, 2021).

O crescente estudo sobre os mecanismos fisiopatolégicos e fatores de risco
das DCNT mostra que a composi¢ao corporal do individuo pode estar relacionada ao
processo de desenvolvimento destas comorbidades (SAFAEI et al., 2021). Neste
contexto, dados epidemioldgicos apontam tendéncia ao crescimento do niumero de
individuos com excesso de peso, sendo que, em 2025, a previsdo é que este quadro
acometa 3 bilhdes de individuos no mundo, o que refletira na prevaléncia das DCNT
(OMS, 2013). No Brasil, hoje, estima-se que mais de 60,3% dos adultos tenham
excesso de peso (IBGE, 2019).

Como ferramenta para classificar a populacdo mediante este aspecto, a OMS
(1995) utiliza o indice de massa corporal (IMC), calculado pela razédo entre o peso (kg)
e estatura (m) ao quadrado, por se tratar de uma medida de facil acesso e baixo custo.
Segundo o IMC, os individuos que apresentam o resultado inferior a 18,5 kg/m2 séo
considerados com baixo peso; entre 18,5 e 24,9 kg/m?, eutréficos; entre 25,0 e 29,9
kg/m?, com sobrepeso; e acima de 30,0 kg/m?, obesos. O termo “excesso de peso”
engloba tanto individuos com sobrepeso quanto obesos (OMS, 1995).

Além disso, pesquisadores observaram que a diferenca anatdomica de
deposicéao de gordura no corpo humano teria divergéncia na resposta fisioldgica e,
desse modo, a medida da circunferéncia da cintura foi incorporada como um novo
parametro para complementar o IMC, uma vez que avalia a presenc¢a de gordura na
regido abdominal, caracteristica do acumulo do tecido adiposo visceral, o qual esta
associado ao aumento da predisposicdo as DCNT (DE OBESIDADE, 2016,
UNAMUNO et al., 2018).



O acumulo excessivo de gordura corporal acarreta em um quadro de
inflamac&o crénica, sistémica e de baixa intensidade, o qual difere daquele verificado
em situagOes que apresentam agentes externos (por exemplo, infeccao bacteriana,
lesdo tecidual), uma vez que a inflamacdo decorrente do aumento da adiposidade
corporal € pouco atenuada por mecanismos de resolucdo, como a producédo de
citocinas anti-inflamatorias, a reducéo da expresséao de receptores, feedback negativo,
entre outros (ROGERO e CALDER, 2018). Segundo HOTAMISLIGIL et al. (2006), esta
inflamacéo é denominada inflamacao metabdlica ou metainflamacéo, a qual tem sua
génese esta intimamente associada ao estilo de vida, particularmente a qualidade da
dieta e a prética de atividade fisica.

A metainflamacdo é originada do aumento do volume (hipertrofia) dos
adipdcitos, o qual acarreta a disfuncdo deste tecido devido ao menor aporte de
oxigénio (hipdxia), estresse do reticulo endoplasmatico e lipotoxicidade (GE et al.,
2014). A resposta inflamatéria gerada no tecido adiposo, por sua vez, é mediada pelos
adipdcitos e, principalmente, por macréfagos residentes neste tecido, os quais
passam do perfil M2, anti-inflamatorio, para o perfil M1, pré-inflamatério. Estas células
produzem mediadores inflamatérios como a quimiocina, MCP-1, e as moléculas de
adesdo, VCAM-1 e ICAM-1, as quais estimulam a migracéo de outras células imunes
para o tecido inflamado, enquanto as citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6 contribuem para a
progressao da inflamacéo ativando seus receptores celulares especificos (UNAMUNO
et al., 2018)

O TNF-a, por exemplo, estimula o seu receptor (TNFR1) provocando a ativagao
das proteinas da familia das MAPK, como a quinase regulada por sinais extracelulares
(ERK), a p38 e a c-Jun N-amino-terminal (JNK), que s@o responsaveis pela ativacao
do fator de transcri¢cdo designado proteina ativadora (AP)-1 (SUGANAMI e OGAWA,
2010). Além disso, assim como a IL-1B e IL-6, pode ativar a producdo hepética de
proteinas de fase aguda, como a proteina sérica amiloide A (SAA), importante
biomarcador inflamatério (DE BUCK et al., 2016). Cabe destacar que a IL-6 induz o
aumento da sintese hepatica da proteina C reativa, proteina de fase aguda positiva,
gue representa o biomarcador inflamatério mais estudado e mais comumente utilizado
na pratica clinica, devido a sua alta estabilidade (meia vida de 19 horas) e ao seu

rapido aumento no plasma em resposta ao estimulo inflamatério. O aumento da



concentracéo plasmatica de IL-6, segundo GALLAND (2010), atua como preditor para
o desenvolvimento da diabetes tipo 2 e de doencas cardiovasculares.

Além disso, a ativacdo de quinases da via inflamatéria, como a JNK, nos
adipdcitos, leva a fosforilagcdo em residuos de serina 307 do receptor de insulina-1
(IRS-1) e, consequentemente, reducédo da sensibilidade a acdo da insulina. Tal fato
ocasiona perda de funcionalidade dessas células, que passam a ter menor
capacidade de armazenamento (reducao da adipogénese) e maior liberacdo de acidos
graxos ndo esterificados (AGNE) para a circulagdo sanguinea (GREGOR e
HOTAMISLIGIL, 2011), os quais podem ser captados pelo figado e armazenados na
forma de triacilglicerdis ou associados as proteinas apoB 100 — constituintes das
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). As VLDL sofrem acdo da enzima
lipase de lipoproteina (LPL), o que promove aumento da captacdo de AGNE pelos
tecidos como musculo esquelético (VEKIC et al., 2018; LONGO et al., 2019). Apds a
transferéncia de AGL das VLDL para estes tecidos, estas se tornam menos densas
denominando-se lipoproteinas de baixa densidade (LDL), as quais podem patrticipar
do processo de aterogénese na intima endotelial (ROCHA e LIBBY, 2009). Assim,
decorrente da alteragcdo do metabolismo lipidico, os individuos com sobrepeso e
obesidade podem apresentar dislipidemias, ou seja, elevag¢do das concentracdes de
lipoproteinas aterogénicas (VEKIC et al., 2018).

Na obesidade, também, verifica-se um quadro de disbiose intestinal,
caracterizada pela maior proporcdo de bactérias Gram-negativas do que Gram-
positivas, bem como maior concentracdo plasmatica de lipopolissacarideo (LPS) se
comparada aquela verificada em individuos eutroficos (NEVES et al., 2013). O LPS é
um componente estrutural integral e predominante da membrana externa de bactérias
Gram-negativas, além de representar um dos mais potentes iniciadores microbianos
da inflamacdo (DOBROVOLSKAIA e VOGEL, 2002). Estudos intervencionais agudos
que analisaram os efeitos pos-prandiais de um alimento ou refeicdo identificaram
aumento da concentracdo plasmatica de LPS apds o consumo de refei¢cdes ricas em
lipidios, sendo que um dos mecanismos propostos para a ocorréncia desse fato é o
aumento da permeabilidade intestinal ocasionada por este tipo de refeicdo (GHANIM
et al., 2010; MOREIRA et al., 2012; QUINTANILHA et al., 2018). Cabe mencionar que
0 aumento da concentracdo plasmatica de LPS associado ao padrdo alimentar é
denominado endotoxemia metabolica (CANI et al., 2007).



O LPS pode ser absorvido e transportado pela proteina ligadora de LPS (LPS-
binding protein — LBP) e, posteriormente, associar-se a proteina acessoéria CD14,
ativando receptores do tipo toll-4 (TLR4) de diversos tipos celulares (BEUTLER e
RIETSCHEL, 2003; FUJIHARA et al., 2003). A CD14 pode também existir como uma
proteina soluvel e, nesse caso, pode carrear o LPS para a superficie celular
(LANDMANN et al., 2000; TRIANTAFILOU e TRIANTAFILOU, 2002).

A ativacao da via de sinalizagdo do TLR4 culmina na translocacdo de fatores
de transcricdo como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e a AP-1. Apds a ativagédo do
TLR4, uma proteina quinase chave da cascata de sinalizacdo ¢ a TAK1, que é
responsavel pela ativacdo do complexo IKK, que é formado por IKKa, IKKB e
IKKY/NEMO. A ativagcdo do complexo IKK resulta na fosforilagdo do IkB-a, o que
provoca a degradacao desse inibidor, bem como favorece a translocacao do NF-kB
do citoplasma para o nucleo celular e posterior ativacdo da transcricdo de diversos
genes dependentes do kB, como genes de citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-
a, IL-1B e IL-6. J& no caso da AP-1, a TAK-1 ativa a JNK, a qual tem como funcao a
adicdo de um grupo fosfato em uma das subunidades deste fator de transcrigao,
possibilitando seu deslocamento para o nucleo (BEUTLER e RIETSCHEL, 2003;
BEUTLER, 2004; KAWAI e AKIRA, 2005). A ativacdo da AP-1 resulta na ativacao
transcricional de genes envolvidos com ativacdo dos linfécitos T, apoptose e
remodelamento da matriz extracelular, os quais estéo relacionados com a progressao
da inflamacéo (ZENZ et al., 2008; YE et al., 2014).

Estudos da expressao génica de proteinas envolvidas na via inflamatoéria do
TLR-4/NF-kB/AP-1 mostraram que os microRNA (miRNA), pequenos RNA néo-
codificantes, possuem papel importante na sua regulacdo e suas concentracdes
podem ser alteradas em diferentes condi¢cdes patoldgicas, como na obesidade
(QUINTANILHA et al., 2017).

Os miRNA sédo constituidos por, aproximadamente, 22 nucleotideos, e sua
formacdo ocorre a partir da transcricdio — por meio da RNA polimerase Il (via
candnica) — de seus genes que estao localizados em diversas regides do DNA. A sua
sintese inicial tem como produto o miRNA primario (pri-miRNA), que recebe um
residuo metilado de guanilato (cap) e uma cauda poli-A. Mas, também, podem ser

oriundos da formacdo direta do pré-miRNA apds splicing realizado pelos



spliceossomos de mRNA transcritos, os quais sao designados Mirtrons (LEE et al.,
2004; KIM e NAM, 2006; WAHID et al., 2010; WESTHOLM e Lai, 2011).

Na biogénese candnica, apos a transcri¢cdo, o pri-miRNA, no nucleo, é clivado
pela enzima Drosha (RNAse lll) associada a proteina ligante DGCR8 dando origem
ao pré-miRNA. Este, posteriormente, é exportado para o citoplasma por meio da Ran-
GTP exportina-5, onde a enzima Dicer (RNAse Ill) removera o lago do grampo do pré-
MIiRNA, gerando duas fitas de RNA pareadas (miIRNA:miIRNA*) com,
aproximadamente, 22 nucleotideos (CARTHEW e SONTHEIMER, 2009).

As duas fitas de miRNA pareadas sdo, entdo, reposicionadas pela proteina
TRBP na Dicer, permitindo, assim, a ligagdo com a proteina Argonauta (AGO) do
complexo-RNA de indugcéo de silenciamento (RISC), que se encontra em uma
conformacao aberta devido a acao da chaperona HSP 90 (MEISTER, 2013).

A nomenclatura dos miRNA pode conter a terminagado “5p” e “3p”, pois
acreditava-se que a fita originada da terminacdo 5 do DNA era aquela a qual se
associava ao complexo RISC para exercer sua funcdo e, por isso, também,
denominada fita “madura”. Enquanto, a fita gerada na terminacéo 3’, “passageira”, era
desacoplada pela endonuclease C3PO para sua posterior degradacédo (YE et al.,
2011). Todavia, estudos observaram que ambas as fitas de miRNA podem exercer
papel biolégico (YANG e LAI, 2011; HAMMOND, 2015).

Acoplado ao complexo RISC, o miRNA pareia de forma total (raro em animais)
ou parcial com a sequéncia seed da fita do mMRNA alvo. A sequéncia seed € composta
por 2 a 8 nucleotideos, localizados na regidao 5’ do miRNA, e liga-se a regidao 3’ ndo
traduzida (3° UTR) complementar do mRNA alvo, podendo, também, se ligar as
regides 5’UTR e codificadora do mRNA, interferindo no processo de splicing (TAY et
al., 2008; AMERES e ZAMORE, 2013; GUO et al., 2014).

Dessa forma, os miRNA podem regular a expressao génica por mecanismos
pos-transcricionais por meio de diferentes mecanismos: clivagem do mRNA pela
AGO2, bloqueio da traducéo, desestabilizacdo do mRNA pela deadenilacdo e/ou
retirada do cap e recrutamento de cofatores que podem interferir na traducao
(AMERES e ZAMORE, 2013). Além disso, estudos mostram que os miRNA podem
aumentar a expressao génica por meio da sua interacdo com a regido promotora de
genes. Dois potenciais mecanismos foram descritos a partir da descoberta da

presenca de miRNA maduros e do complexo RISC no nucleo de células. O primeiro



deles envolve o pareamento e posterior degradacao de outros RNA, como os RNA
longos néo-codificantes (INCRNA) e RNA promotores nado-codificantes (pRNA), os
quais sao responsaveis pelo recrutamento de complexos repressores da transcri¢ao.
O segundo, é pelo recrutamento de complexos ativadores da transcricao
independente da degradacédo de outros RNA (CATALANOTTO et al., 2016; PAUGH
et al., 2016).

A importancia da regulacdo da expresséo génica por meio de miRNA destaca-
se pelo fato que um unico miRNA pode atuar em diversos genes-alvo, bem como um
mesmo mMRNA pode parear com diferentes miRNA. Assim, segundo FRIEDMAN et al.
(2009), mais de 60% dos genes humanos podem ser regulados por miRNA.

Outra caracteristica relevante dos miRNA é que eles podem atuar de forma
enddcrina, pois alguns séo liberados no meio extracelular pela sua associacdo a
exossomos (pequenas vesiculas extracelulares de origem endossomal),
microvesiculas, lipoproteinas ou ribonucleoproteinas, que o0s protegem da
degradacdo por RNAses. Por isso, podem ser encontrados em fluidos biol6gicos como
sangue, urina, saliva, leite materno e sémen (WEBER et al., 2010). Grande parte dos
mMiRNA é transportada por exossomos e, segundo alguns autores, alguns miRNA séo,
preferencialmente, selecionados pela célula de origem para serem transportados por
estas pequenas vesiculas. Assim, os mIRNA presentes em exossomos possuem
papel importante na progressdo de inumeras doencas (ZHANG et al.,, 2015;
AGHABOZORGiI et al., 2019).

Aliado a este fato, por serem resistentes a acdo de RNAses, estaveis ao
aguecimento, as alteracdes de pH e a estocagem em longo prazo, e apresentarem
perfil diferente na condicao saude/doenca, atualmente, estudos voltados a detec¢éo
de miRNA como biomarcadores tém sido desenvolvidos (TIJSEN et al., 2012;
KONDKAR e ABU-AMERO, 2015).

Neste sentido, estudos mostram que individuos com obesidade possuem perfil
de expressdo de miRNA diferente daquele verificado em individuos eutroficos,
indicando o possivel papel destes RNA na modulacdo da adipogénese, lipdlise,
metabolismo lipidico e da glicose, hipoxia, inflamacdo e secre¢do de adipocinas
(LORENTE-CEBRIAN et al., 2019). As alteracbes no tecido adiposo branco
promovidas pelo desbalanco do consumo energético, estimulam a producédo e

liberacdo de microvesiculas contendo miRNA pelos adipdcitos, que, desta forma,



possibilitaria a regulacdo da funcéo de outros tipos celulares, como hepatécitos e
PBMC (VALADI et al., 2007; DENG et al., 2009; THOMOU et al., 2017). DE SILVA et
al. (2018) mostraram que os adipdOcitos também podem ter a expressdo de genes
relacionados a inflamacdo alterada quando submetidos ao tratamento com
exossomos, derivados de macrofagos, contendo miRNA. Neste mesmo estudo, a
ativacdo de macrofagos com LPS reduziu o conteddo de miR-143 nestas
microvesiculas.

O miR-143 é expresso no coracgdo, timo, rins e, principalmente, no tecido
adiposo branco. Sua expressdo esta correlacionada positivamente ao IMC e a
presenca da sindrome metabdlica (TAKANABE et al., 2008; XIHUA et al., 2019).
Entretanto, no sentido oposto, alguns estudos mostram menor expressdo deste
mMiRNA em obesos quando comparada ao de eutréficos, o que poderia estar associado
a presenca de um quadro inflamatorio naqueles individuos, visto que sua expressao
€ reduzida pela citocina pro-inflamatéria, TNF-a, e, pelas adipocinas, leptina e
resistina, e pelos AGL, cujas concentragdes sao elevadas no quadro da obesidade
(XIE et al., 2009; ZHU et al., 2011; KILIC et al., 2015). Cabe ressaltar que o miR-143
tem como alvo da cascata inflamatéria do TLR-4/NF-kB/AP-1, a TAK-1, ponto chave
na sinalizacdo desta via. E é por este motivo que alguns autores sugerem um possivel
mecanismo de feedback negativo exercido por este miRNA (ZHU et al., 2013; HUANG
et al., 2017). Em relacdo ao metabolismo da glicose, o0 aumento da sua expressao
esta associado ao desenvolvimento do diabetes tipo 2 em obesos, pois é prejudicial a
homeostase glicémica e a sensibilidade a acao da insulina no figado. O mecanismo
descrito que explicaria esta associacao € a inibicdo da proteina relacionada a proteina
de ligacdo ao oxisterol (ORP)-8 pelo miR-143 e, consequentemente, reducdo da
fosforilacdo da AKT (TAKANABE et al., 2008; JORDAN et al., 2011).

Outro miRNA cuja expressao € alterada na obesidade é o miR-146a. HIJIMANS
et al. (2018) a partir de uma amostra de 45 individuos (eutréficos, com sobrepeso e
obesos) verificaram reducao de, aproximadamente, 65% na expressao plasmatica dos
miR-146a, miR-150 e miR-126 nos individuos com excesso de peso quando
comparado aos eutroficos.

O miR-146a-5p apresenta acdo anti-inflamatéria por ter como alvos duas
proteinas, o receptor de TNF associado ao fator 6 (TRAF6) e o receptor de interleucina
1 associado a quinase 1 (IRAK1), que participam da ativacdo do NF-kB e da AP-1



(IYER et al., 2012; GAO et al., 2018; WANG et al., 2018). Assim, sua reducao
correlaciona-se com a presenca de diversas condicdes fisiopatologicas em individuos
obesos, como a doencga hepatica gordurosa ndo alcodlica (MEHTA et al., 2016;
ALIPOOR et al., 2017).

Sabendo dos efeitos dos miRNA sobre diversos aspectos relacionados ao
excesso de peso e suas comorbidades associadas, estudos focados em utilizar
mimicos destas moléculas como possiveis meios terapéuticos vém crescendo.
Entretanto, devido a inespecificidade da acdo dos miRNA — uma vez que apresentam
diversos mRNA alvos — e aos possiveis efeitos adversos atribuidos a toxicidade na
sua manipulacdo como agentes terapéuticos, os pesquisadores, para contornar este
problema, veem 0s nutrientes e compostos bioativos como uma estratégia para
modulacdo da expressao dos miRNA no excesso de peso. Surge, entdo, o termo
“Nutrimiromics”, ciéncia que estuda a interagcao entre dieta, nutrientes e compostos
bioativos e a expressdao de mMIiRNA, a qual pode influenciar o risco para o
desenvolvimento das DCNT (QUINTANILHA et al., 2017).

Dentre os compostos bioativos mais estudados, sao os polifenéis devido a sua
abundéancia em uma grande variedade de alimentos, como frutas e hortalicas. Podem
ser classificados de acordo com sua estrutura quimica: &acidos fendlicos
(hidroxicinamico e acido hidroxibenzadico), flavondides (flavonadis, flavonas, flavanais,
flavanonas, antocianidinas e isoflavonas), estilbenos, cumarina e taninos (BLADE et
al., 2013; MILENKOVIC et al., 2013).

O elevado consumo de polifendis por meio da alimentacéo tem sido associado
a reducdo do risco de DCNT. Isso pode ser explicado devido a inUmeras acbes
atribuidas a estes compostos no organismo, como diminuicdo da resisténcia a acao
da insulina, modulagédo do metabolismo lipidico, reducéo da concentracdo plasmatica
de LDL-c, melhora da funcédo endotelial, reducéo da presséo arterial e da agregacao
plaquetéaria e regulacio da via inflamatéria (BLADE et al., 2013; MILENKOVIC et al.,
2013).

Atualmente, evidéncias indicam que os polifendis, além do seu papel
antioxidante, podem regular a expressao génica por meio da modulacdo de mais de
100 miRNA envolvidos em diferentes processos celulares, como a resposta
inflamatoria (MILENKOVIC et al., 2013; CURTI et al., 2014; JOVEN et al., 2014).

Apesar dos mecanismos ainda ndo estarem totalmente elucidados, sugere-se que 0s



polifendis possam interferir no pareamento entre os mMiRNA e seus mRNA alvos, bem
como, ligar a componentes envolvidos na biogénese destes pequenos RNA, como a
Dicer ou o complexo RISC (BASELGA-ESCUDERO et al., 2013; BLADE et al., 2013;
LATRUFFE et al., 2015).

A uva (Vittis sp.) e seus derivados estdo entre as maiores fontes de polifendis
em relacéo a outras frutas e hortalicas. No Brasil, a espécie de uva mais cultivada € a
Vitis labrusca que, segundo COSME et al. (2018), apresenta maior quantidade de
compostos fendlicos e capacidade antioxidante in vitro em comparacdo a espécie
européia, Vitis vinifera, usada preferencialmente para producéo de vinhos. Nas uvas,
os fendlicos se distribuem em diferentes partes do fruto, sendo a casca sua principal
fonte, seguido das sementes e da polpa. Quando os sucos de uva tintos séo
produzidos, a polpa é aquecida juntamente com a casca e a semente, 0 que resulta
na maior incorporacdo de compostos fendlicos ao suco (Figura 1) (FULEKI e
RICARDO-DA-SILVA, 2003).

Figura 1 — Composicado de compostos fendélicos nas diferentes partes da uva.
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Os principais compostos fendlicos presentes no suco de uva sao antocianinas,
flavan-3-6is, flavandis, acidos fendlicos e resveratrol (NATIVIDADE et al., 2013).

O resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno) é uma fitoalexina composta por dois
anéis fendlicos ligados por uma dupla ponte, podendo estar na conformacéo cis- ou
trans-, dependendo da posicdo de sua hidroxila, sendo o trans-resveratrol mais
estavel. Na alimentacgdo, pode ser encontrado nas uvas (de 0,19 a 0,90 mg/L de trans-
resveratrol), frutas vermelhas, amendoim e jaca (SAUTTER et al., 2005). Diversos
efeitos benéficos tém sido atribuidos a este flavonoide em individuos com excesso de
peso, como controle da ingestdo alimentar e absorcao de nutrientes, modulacao do
ciclo celular de adipécitos e da funcdo mitocondrial, atenuacdo do processo
inflamatorio e alteracdo da microbiota intestinal (PAN et al., 2018).

Em relacéo ao papel do resveratrol no processo inflamatorio, estudos mostram
a regulacdo da expressdo génica por meio da acdo de miRNA, como demonstrado
por TILI et al. (2010), que, apos tratamento de mondcitos humanos (THP-1) com 30
ou 50 pM de resveratrol, durante 14 horas, observaram aumento da expressao do
miR-663, cujo alvo é o fator de transcricao pro-inflamatério designado AP-1 (Quadro
1). O miR-let-7a, também, teve sua expressdo elevada ap0Os tratamento com este
polifenol, o que levou a reducéo da expresséo génica do TNF-a e da IL-6 e aumento
da IL-10 mesmo apés o estimulo destas células com LPS (SONG et al., 2016). LI et
al. (2013) também verificaram o efeito anti-inflamatério do resveratrol em células
cancerigenas, onde este reduziu a expressdo do miR-21 e, consequentemente, a
fosforilacdo do IkB e atividade do NF-kB. JA em macrofagos (RAW 264.7), este
polifenol modulou positivamente a expressao do fator nuclear derivado de eritréide 2
(Nrf2), o qual tinha sua tradugéo reduzida pelo miR-146a (BIGAGLI et al., 2017). O
Nrf2 tem papel importante na inflamacdo mediada por NF-kB, pois compete com este
fator de transcricdo pelo mesmo coativador CBP, que, quando associado ao Nrf2,
ativa a transcricao de diversas enzimas antioxidantes por sua ligacao ao elemento de
resposta a antioxidantes (ARE) (AHMED et al., 2017).

Em humanos, os estudos de intervengédo com este polifenol e seus efeitos na
modulac&o de miRNA s&o escassos. TOME-CARNEIRO et al. (2013), em um estudo
randomizado placebo controlado, verificaram aumento da expressdo dos miR-21, -

181b, -663 e 30c2, e reducdo do miR-155 e 34a apos tratamento de 35 homens
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diabéticos e hipertensos com extrato de uva contendo 8 mg de resveratrol durante 1
ano. Segundo o autor, estes miRNA estdo envolvidos com o processo inflamatério.
LENIZ et al. (2021) verificaram, em um estudo com 23 individuos com diagndstico de
sindrome metabdlica, que a ingestdo de 8 g de extrato de bagaco de uva, por 6
semanas, reduziu a expressao plasmatica do miR-222 e -30c no grupo categorizado
como respondedores. Ambos 0s miRNA possuem alvos relacionados ao metabolismo
de carboidratos, promovendo a captagcédo de glicose e ativacdo da glicélise quando
reduzidos. O miR-222 também teve menor expressao plasmética em 21 individuos
saudaveis, os quais consumiram 5 g/kg de peso corporal de uva fresca, apos 21 dias
de ingestdo. Outros 17 miRNA foram regulados negativamente com a ingestdo da
fruta, enquanto 2 miRNA foram regulados positivamente. A analise de enriquecimento
de vias de sinalizacéo realizada pelos autores verificou correlagdo dos potenciais
alvos desses miRNA com o processo inflamatério e a oncogénese (TUTINO; DE
NUNZIO; MILELLA; GASPARRO et al., 2021).

Assim, sabendo que os mMIRNA podem ser regulados por nutrientes e
compostos bioativos, e que a alimentacao € um dos fatores de risco modificaveis para
prevencao e tratamento das DCNT, ressalta-se a importancia de mais estudos acerca
dos mecanismos pelos quais estes compostos podem auxiliar na reducdo da

prevaléncia destas comorbidades.
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Quadro 1 — Modulacdo de miRNA por compostos presentes na uva.

Modelo

Regulacéo da

Ponto-final da

Composto da uva Dose . mMiRNA ~ ~ Ref.
experimental expressao modulacao
In vitro
Proantocianidinas da L . Redugéo da (SHAO et al.,
semente de uva 25 pg/mL Monaocitos mMiR-9 1 aterogénese 2020)
50 UM Monéeitos mfR-663 1 _ Redugao qa_ (TILI et al.,
miR-155 ! inflamagé&o crbnica 2010)
Reducéo da
1-20 uM Macrofagos miR-155 ! inflamagé&o induzida | (MA et al., 2017)
por LPS
Reducéo da
10uM Macrofagos miR-146a ! inflamagé&o induzida (BIGé(Si.;)et al,
Resveratrol = pc(i)r '—NPSd
educéo da
25-200 uM Mondcitos miR-let-7a 0 inflamacéo induzida (SOIZ\I()Glg)t al.,
por LPS
10-100 uM | Astrécitos miR-21 ! Reducdoda | | et a1, 2013)
inflamacéao
Células Reducéo da
80-100 uM . miR-221/222 0 inflamacgé&o induzida | (LIU et al., 2017)
endoteliais
por TNF-a
miR-122 Reducéo do risco (BASELGA-
GﬁZEaeoegteraSSado 25 mg/L Hepatdcitos iR-33 ! de doencas ESCUDERO et
gac MiR-35a metabdlicas al., 2013)
i ~ (ANGEL-
Extrato de vinho tinto 25-100 pg Miofibroblastos miR-126 1 RedugaoNda MORALES et
GAE/mL inflamacéo al., 2012)
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Quadro 1 — Modulacdo de miRNA por compostos presentes na uva (continuacao).

Composto da uva Dose Mo.delo MiRNA Regulagacl da POI‘]tO-fII‘Ia|~ da Ref.
experimental expressao modulacao
In vivo
o Reducao da (MUKHOPADHYAY
5 mg/kg/d Ratos miR-20b ! aterogénese et al., 2012)
- Reducéao da (GRACIA et al.,
Resveratrol 30 mg/kg/d Ratos MIR-539-5p ! lipogénese de novo 2016)
miR-103-3p ~
30 mg/kg/d Ratos miR-107-3p ! Relg/li?:i% da (GRAZ%I1A7 )et al.,
miR-122-5p
miR-33a Aumento da
adiponectina e (MOHAMED et al.,
30 mg/kg/d|  Ratos MiR-122 ! atividade 2016)
antioxidante
i miR-33a Reducéo da (BASELGA-
GSPE m5/§0/d Ratos MiR-122 ! dislipidemia e ESCUDERO et al.,
9’kg gordura no figado 2015)
250 miR-33a Reducéo do efluxo (BASELGA-
ma/ka/d Ratos MiR-122 ! do colesterol por | ESCUDERO et al.,
9’kg hepatécitos 2012)
miR-103 Reducéo da
Mix de antocianinas, " esteatose hepética
flavondis, e derivados LDL miR-107 ! Reducéo da (JOVEN etal.,
. e camundongos P 2012)
de acidos fendlicos resisténcia a acao
miR-122 da insulina
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Quadro 1 — Modulacdo de miRNA por compostos presentes na uva (continuacao).

Composto da uva

Dose

Modelo
experimental

MiRNA

Regulacéo da
expressao

Ponto-final da
modulacao

Ref.

Clinical Trials

Bagaco de uva
(Vitis vinifera L.)
liofilizado

8 g/d

Individuos com
sindrome
metabdlica

miR-222
miR-30c

Melhora do controle
glicémico

(LENIZ et
al., 2021)

Uva

5 g/kg

Individuos
saudaveis com
sobrepeso

miR-208a-3p
miR-33a-5p

miR-181a-5p
miR-30e-5p
miR-30d-5p
miR-335-5p
miR-222-3p
miR-15a-5p
miR-421
miR-339-5p
miR-378a-3p
let-7-5p
miR-29b-3p
miR-106b-3p
miR-324-5p
miR-1260a
miR-155-5p
miR-335-3p
miR-200c-3p

Alvos envolvidos no
processo
inflamatario,
oncogénese e
metabolismo

(TUTINO et
al., 2021)

Céapsula de extrato
de resveratrol

350
mg/d

Individuos
hipertensos
com DM2

miR-21
miR-181b
miR-663
miR-30c2

Reducéo da
inflamacéo

(TOME-
CARNEIRO
et al., 2013)
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miR-34a
miR-155

l

Nota: GSPE — proantocianidinas de sementes de uva (do inglés, grape seed proanthocyanidins)
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2 JUSTIFICATIVA

As DCNT séo a principal causa de morte no mundo, entretanto, caracterizam-
se por estarem associadas a fatores de risco que podem ser modificados, como a
alimentacdo. Segundo dados da BRASIL (2017), o habito alimentar brasileiro tem
sofrido modificacdes com o decorrer dos anos, onde aumentou-se 0 consumo de
alimentos ricos em gorduras, acucares e sodio, sendo assim, associado ao
crescimento do niumero de mortes e enfermidades devido as DCNT. A ingestéo diaria
de frutas e hortalicas contribui para redugdo do risco e tratamento destas
comorbidades, sendo que muitos estudos mostram o papel de seus nutrientes e
compostos bioativos modulando a expressdo de genes relacionados ao
desenvolvimento das DCNT (BOEING et al., 2012; VAN BREDA e DE KOK, 2018).

De acordo com a literatura, o suco de uva apresenta diversos efeitos benéficos
na saude humana, em destaque para suas propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes, que estdo relacionados a presenca de uma variedade de compostos
bioativos, em destaque, os compostos fendlicos (COSME et al., 2018). Entretanto,
quando se trata do seu consumo e a expressdao de miRNA, néo estdo claros os
mecanismos pelos quais o0 suco de uva pode contribuir para a reducao do risco e
tratamento destas doencas.

Assim, aliado ao fato de o suco de uva ser uma bebida de facil acesso pela
populacao, este estudo propde investigar se a ingestao crénica de suco de uva integral
poderia modular, em mulheres com sobrepeso, a expressao de miRNA plasméticos e
em PBMC envolvidos com a resposta inflamatéria a fim de auxiliar nas escolhas

alimentares para mitigacao dos riscos relacionados ao desenvolvimento de DCNT.

16



3 HIPOTESE

O suco de uva pode atenuar a resposta inflamatéria cronica e de baixa
intensidade e modular a expresséo de microRNA no plasma e em PBMC em mulheres
com sobrepeso.
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4 OBJETIVO

Investigar o efeito da ingestdo de suco de uva integral sobre a expressao de
microRNA no plasma e em células mononucleares do sangue periférico e sua relagédo

com a resposta inflamatéria, em mulheres com sobrepeso.
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5 METODOS

O presente estudo € intervencional e cronico.

5.1 POPULACAO DO ESTUDO

A populacéo do estudo foi composta por mulheres, com idade entre 18 e 40
anos e IMC entre 25,0 e 29,9 kg/m2 (sobrepeso) (OMS, 1995). O numero de
participantes foi calculado para fornecer um poder estatistico de 80% (B = 20%), com
o intuito de detectar uma diferenca de 30% na reducao da concentracdo plasmatica
de TNF-a apds a ingestao cronica do suco de uva integral, considerando um valor de
a de 5% bilateral. Neste sentido, foi estimado um tamanho de amostra de 19
individuos para testar a hipétese primaria relacionada a concentracdo plasmética de
TNF-a. Todavia, considerando um percentual médio de 25% de desisténcia de
participacdo no protocolo experimental por parte das voluntarias, foi adotado um
tamanho de amostra de 24 individuos (n = 24).

As participantes foram recrutadas por meio de cartazes e anuncios em redes
sociais (Anexo 1), sendo as interessadas convocadas para uma entrevista, no Centro
de Saude Escola Geraldo de Paula Souza (CSEGPS), localizado ao lado da
Faculdade de Saude Publica da Universidade de S&o Paulo, na Avenida Dr. Arnaldo,
925, onde receberam instrucdes a respeito do delineamento do estudo, sendo
esclarecidas as duvidas e aplicado um questionario para a caracterizacdo e a
confirmacédo da adequacao das interessadas quanto aos critérios de inclusédo e néo
inclusdo (Anexo 2).

Os critérios de inclusdo foram: (a) sexo feminino; (b) idade entre 18 e 40 anos;
(c) IMC entre 25,0 e 29,9 kg/m?; (d) estar disposta a aderir ao protocolo de estudo; e
(e) estar disposta a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os
critérios de nao inclusao foram: (a) sexo masculino; (b) idade inferior a 18 anos e
superior a 40 anos; (c) IMC < 25,0 kg/m2 ou > 30,0 kg/mz; (d) ser atleta; (e) diagnéstico
de diabete melito; (f) fazer uso de medicagao prescrita para controlar inflamacéo,
perfil lipidico plasmatico, glicemia e pressao arterial sistémica; (g) fazer uso de

suplemento nutricional; (h) habito de consumo frequente de suco de uva; (i) ser
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tabagista; (j) possuir algum problema gastrointestinal crénico (por exemplo, doenca
inflamatoria intestinal, doenca celiaca, cancer); (k) estar gestante; (I) estar
participando de outro estudo; e (m) estar seguindo dieta alimentar especifica (por
exemplo, dieta para emagrecimento ou ganho de massa corporal). Durante o
protocolo experimental, foram utilizados os seguintes critérios de excluséo: valores
de hemoglobina inferior a 12,0 g/dL, ndo ingestdo do suco de uva integral na
frequéncia e quantidade indicada no estudo, uso de medicacdo prescrita para
controlar inflamacéo, perfil lipidico plasmatico, glicemia e presséo arterial sistémica,
uso de suplemento alimentar, gravidez ou qualquer tipo de reacdo adversa apos a
ingestao do suco de uva.

As interessadas que atenderam os critérios de incluséo e aceitaram participar
do estudo, receberam e assinaram o TCLE (Anexo 3). Em seguida, foram agendadas
trés datas para a colheita de sangue, com intervalo de 2 semanas, ou seja, cada
participante foi seu proprio controle. Além disso, as voluntarias foram orientadas a
ndo praticarem exercicio fisico no periodo de 48 horas anteriores a colheita de
sangue, bem como néo ingerirem bebida alcodlica 1 semana antes e ficar em jejum
12 horas antes da colheita de sangue. Todas essas informacfes foram
disponibilizadas por meio de um cronograma entregue as voluntarias (Anexo 4).

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Saude Pudblica da Universidade de S&o Paulo (CAAE:
69382117.6.0000.5421) e registrado na plataforma de Registro brasileiro de ensaios
clinicos (ReBEC) (UTN code: U1111-1241-0556).

5.1.1 Caracterizacdo das participantes

A massa corporal foi aferida utilizando balanca de plataforma digital, com
precisdo minima de 100 g. O equipamento foi posicionado em superficie lisa e
nivelada. A estatura foi aferida em estadibmetro com precisdo de 0,5 cm. A
participante foi avaliada descalca, ereta e sem adornos e acessorios. As medidas
foram realizadas duas vezes e o valor considerado foi a média entre elas. A partir
dos dados de massa corporal e estatura, foi calculado o indice de massa corporal
(IMC) e classificado segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1995). As

circunferéncias da cintura e do quadril foram aferidas utilizando uma fita métrica
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flexivel e inelastica. A circunferéncia da cintura foi medida com a voluntaria ereta,
bracos relaxados ao lado do corpo, pés juntos e abddmen relaxado e a regido medida
estava livre de roupas. O ponto de medicé&o utilizado foi 0 ponto médio entre a Ultima
costela e a crista iliaca. A circunferéncia do quadril foi aferida no maior perimetro da
regido glutea, estando a voluntaria em posicao ereta e pés unidos. A pressao arterial
foi aferida em um monitor digital de pressao arterial automatico para braco da marca
Omron HEM-7113 (Omron Corporation, Kyoto, Japdo) com a voluntaria sentada e

com o braco direito apoiado, sendo o resultado obtido pela média entre trés medidas.

5.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

As colheitas de sangue e as coletas de dados foram realizadas no Centro de
Saude Escola Geraldo de Paula Souza, no periodo de agosto de 2017 a junho de
2018, participando cada uma das voluntarias em trés dias denominados: basal
(periodo inicial antes da ingestéo de suco), 2 semanas e 4 semanas apoés o inicio da
ingestao do suco de uva. Nesses trés momentos, foram aferidas a pressao arterial e
a glicemia de jejum capilar por meio do sistema de monitorizacdo de glicemia da
marca Accu-Chek® Active (Roche, Basel, BS, Suica). Em seguida, foram coletados
30 mL de sangue e oferecido o desjejum para a voluntaria. Todas as colheitas de
sangue foram posteriores ao jejum alimentar de 12 horas. Além disso, foram aferidas
a massa corporal e as circunferéncias da cintura e do quadril, bem como foi aplicado
um recordatério alimentar de 24 horas (Anexo 5) (SELEM et al., 2014). A ingestéo de
macro e micronutrientes foi analisada por meio do software online Dietbox.

No momento basal, cada voluntaria recebeu duas garrafas de suco de uva, o0
gue correspondia ao consumo diario de 500 mL de suco durante 2 dias.
Posteriormente, foi entregue, em domicilio, 0 nimero restante de garrafas de suco
para completar a ingestédo correspondente ao periodo de 2 semanas de intervencao.
O mesmo procedimento ocorreu apds 2 semanas no que concerne ao fornecimento
de garrafas. A Ultima colheita de sangue foi realizada no dia posterior a ingestédo da

ultima garrafa de suco, completando 4 semanas de intervencgéao (Figura 2).
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Figura 2 - Delineamento do estudo.

Vale ressaltar que ndo houve recomendacdes quanto ao horario de ingestédo
do suco de uva pelas voluntarias, apenas recomendou-se que esta fosse fracionada
durante o dia, correspondendo ao total de 500 mL (uma garrafa). No domicilio, os
sucos deveriam ser armazenados ao abrigo de luz, podendo ou né&o resfriados antes

do seu consumo.

5.3 SUCO DE UVA INTEGRAL

O suco de uva integral foi escolhido a partir da andlise prévia do espectro de
compostos fendlicos de seis marcas comerciais obtidas em estabelecimentos do ramo
alimenticio. Como critério de escolha da marca comercial, foi avaliada a marca que
continha maior quantidade de fendlicos totais e perfil mais variado entre 0os compostos
detectados. O suco de uva integral escolhido no estudo em tela foi produzido e
envasado na serra Gaulcha, a partir das espécies de uva Bordd, Concord, Isabel e
Violeta.

De acordo com a tabela nutricional apresentada no produto, o suco apresenta

a seguinte composicéo nutricional (Tabela 1):
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Tabela 1 - Composicao nutricional do suco de uva.

) o Rétulo Estudo
Composicéao nutricional
(200 mL) (500 mL)
Calorias (kcal) 73 365
Carboidratos (g) 17 85
Acucares (Q) 14,5 72,5

Um unico lote de suco de uva integral, sem adicdo de agua, acucar e
conservantes, foi adquirido. Ap6s o recebimento das garrafas de suco, estas foram
armazenadas em temperatura ambiente e ao abrigo da luz no Laboratério de
Genbmica Nutricional e Inflamacdo (GENUIN) da Faculdade de Saude Publica da

USP durante todo o estudo.

5.3.1 Caracterizacdo do suco de uva integral

As amostras do suco foram analisadas em triplicata nos seguintes parametros:

a) Acucares totais

Amostras do suco de uva foram filtradas em filtros PTFE (Millipore Ltda.,
Bedford, USA) de 0,45 um de poro e, posteriormente, analisados por CLAE acoplado
a um detector pulso amperométrico (Dionex, DX500, Sunnyvale, CA, USA). Foi
utilizado uma coluna PA1 (250 x 4 mm, Dionex, Sunnyvale, CA, USA) e fase movel
constituido de NaOH 18 mM, em modo isocratico, por 25 min. O fluxo através da
coluna foi de 1 mL/min. As amostras foram injetadas em duplicata e os agucares
identificados pelo tempo de retencdo em comparacdo a padroes externos de
sacarose, frutose e glicose (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) foram utilizados
para a construcdo de uma curva de calibragdo com cinco pontos de concentracao e
aplicados em triplicata (Gomez et al., 2002). Os resultados foram expressos como
g/100 mL de suco (Tabela 2).
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Tabela 2 — Teor de acucares do suco de uva em 100 mL e 500 mL.

Quantidade
Teor de agUcares
100 mL 500 mL
Acucares totais (Q) 13,8 68,9
Glicose () 6,4 31,8
Frutose (g) 7,4 37,1
Sacarose (Q) 0,0 0,0

O teor de sdlidos soluveis foi avaliado com refratdmetro digital portatil (modelo
DR 201-95) (Kriss Optronic, Hamburgo, Alemanha).

b) Fendlicos Totais

O teor de fendlicos totais foi quantificado de acordo com o método descrito por
(SINGLETON E ROSSI, 1965), adaptado para microplaca. Em microplaca de
poliestireno transparente com 96 cavidades, foram adicionados 120 pL do suco
convenientemente diluido em dgua. Em seguida, foram adicionados 50 pL do reagente
de Folin-Ciocalteu diluido com agua na proporcédo de 1:5 (v:v) e a placa foi agitada e
incubada em temperatura ambiente, por 3 minutos. Apds a incubacado, foram
adicionados 30 pL de carbonato de sédio 200 g/L e a placa foi novamente agitada e
incubada a 37 °C por 1 hora. A coloracdo azul resultante da reacdo foi medida em
espectrofotometro Molecular devices (SPECTRAmax, California, Estados Unidos) em
765 nm. Os valores obtidos foram calculados utilizando uma curva de calibragcéo
elaborada com acido galico. Os valores finais foram expressos em mg de equivalente
de &cido galico/100 mL de suco (mg EAG/100 mL de suco).

A concentracdo de fendlicos totais do suco de uva utilizado no estudo foi de
235,6 mg EAG/100 mL de suco. Desse modo, constata-se que as voluntarias

consumiram 1178,0 mg EAG por dia por meio da ingestdo de 500 mL de suco.
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c) Determinacdo de antocianinas no suco de uva integral

Para purificagdo de flavonoides, utilizou-se extracdo em fase sdlida (SPE). Uma
aliquota de suco foi aplicada em coluna de poliamida (CC 6, Macherey-Nagel,
Germany) (1 g/6 mL) previamente condicionada com 20 mL de metanol e 50 mL de
agua deionizada (MilliQ). Impurezas foram removidas da coluna com 20 mL de agua
deionizada e os flavonoides retidos foram eluidos com 50 mL de metanol contendo
0,3% de acido cloridrico. O fluxo da coluna foi controlado por manifold Visiprep 24 DL
(Supelco, Bellefonte, PA). As amostras foram evaporadas em rotaevaporador, sob
vacuo, a 40 °C, até secura completa. A amostra foi ressuspendida em metanol/acido
acético (95:5, v/v), filtradas em filtro de seringa PTFE 0,20 um para o vial e injetada
em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

A analise foi realizada utilizando-se um sistema Agilent 1260 Infinity LC (Santa
Clara, EUA) equipado com bomba de solventes quaternaria e desgaseificador, injetor
automatico e detector de arranjo de diodos (DAD). A coleta e andlise de dados foi
realizada utilizando-se o software OpenLab CDS ChemsStation Edition (Agilent
Technologies, Santa Clara, EUA). As condi¢cdes cromatograficas foram adaptadas de
(RIBEIRO; NUNES, 2008)I. A deteccdo dos compostos foi realizada em 525 nm. A
coluna utilizada foi Prodigy ODS3 250 x 4,6 mm; 5 um (Phenomenex) mantida em
temperatura ambiente. O volume de injecéo foi de 5 pL e o fluxo de 0,8 mL/min. As
fases moveis foram compostas por a) agua: acido férmico: acetonitrila (96:1:3, v/v/v)
e b) agua: acido formico: acetonitrila (48:1:51, v/viv). O gradiente utilizado na
separacao dos compostos foi 0-10 min: 10% B, 10-15 min: 25% B, 15-20 min: 31% B,
20-30 min: 40% B, 30-40 min: 50% B, 40-45 min: 100% B, 45-50 min: 10% B. As

concentracdes de antocianinas no suco de uva podem ser visualizadas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Concentracéo de antocianinas no suco de uva em 100 mL e 500 mL.

Quantidade (mg)

Antocianina 100 mL 500 mL
Delfinidina-3-glicosideo 8,48 42,40
Malvidina-3-glicosideo 2,32 11,60
Petunidina-3-glicosideo 1,91 9,55
Cianidina-3-glicosideo 1,46 7,30
Peonidina-3-glicosideo 1,02 5,10

d) Teste da capacidade de absorbancia de radical oxigénio (ORAC)

O método utilizado foi o descrito por OU et al. (2001) e PRIOR et al. (2003),
com modificacdes. Em microplaca FLUOTRAC 200, com 96 cavidades (fundo plano,
cor preta, Greiner Bione Brasil), foram pipetados 50 pL de amostra diluida em tampao
fosfato (75 mol. L, pH 7,4), 150 pL de fluoresceina (93,54 n mol. L**) e 50 uL de AAPH
(221 mmol. L1).

A fluorescéncia foi mensurada a 37 °C, com excitacdo de 493 nm e emissao de
515 nm, durante 60 minutos, a cada 5 minutos, utilizando-se o leitor de placas (modelo
Spectra Max M5, Molecular Devices Inc., California, Estados Unidos). Para o calculo
da capacidade antioxidante das amostras foi elaborada a curva de calibracdo com o
padrdo Trolox (400 y mol. L'1) em seis concentracbes diferentes. Para as solucdes
(branco, Trolox, amostras) determinou-se a area sob a curva (AUC) pela equacao:

AUC = (0,5 + F5/ FO + F10/ FO + F15/ FO + ...+ F60/ FO) x 1.

A capacidade antioxidante da amostra € calculada a partir da medida da area
sob a curva de decaimento da fluorescéncia comparada ao padrdo. Os resultados
obtidos foram expressos em equivalentes de Trolox (umolar EqQT/ 100mL de suco).

De acordo com os resultados obtidos, o suco de uva apresentou 234,35 umolar
EqT/ 100mL. Portanto, em 500 mL de suco de uva — quantidade diaria ingerida pelas

voluntarias —, ha 1171,75 pumolar EqQT.

26



5.4 COLETA DE SANGUE E SEPARACAO CELULAR

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos sem anticoagulante
com gel de separacédo, contendo anticoagulante EDTA Ks, e citrato de sédio. ApGs a
colheita, o sangue foi homogeneizado vertendo os tubos com anticoagulante e citrato
de sddio, cuidadosamente, de 8 a 10 vezes. Parte do sangue coletado nos tubos com
anticoagulante EDTA K3 foi usado para a dosagem automatizada da concentracdo de
hemoglobina por sistema automatizado (Horiba ABX®, Montpellier, Franca). A
concentragcdo de hemoglobina inferior a 12 g/dL foi adotada como critério de exclusao
no estudo, uma vez que pode estar relacionada a presenca de anemia (CHAUDHARY
et al., 2017). Os tubos sem anticoagulante foram deixados em temperatura ambiente
até formacdo do codgulo. Os tubos foram centrifugados a 1200 x g na centrifuga
HimacCT6E (Hitachi, Tokyo, Japéo), por 15 minutos, em temperatura ambiente, para
obtencdo do plasma e do soro. O plasma obtido a partir do tubo de EDTA Ks foi
aliquotado e utilizado para a avaliacdo de miRNA, LPS, LBP, sCD14, insulina, leptina,
adiponectina e biomarcadores inflamatérios. O plasma obtido a partir do tubo
contendo citrato foi utilizado para a avaliacdo da concentracdo de fibrinogénio e d-
dimero. O soro obtido a partir do tubo sem anticoagulante foi utilizado para a avaliacao
do perfil lipidico, proteina C reativa (PCR), gama glutamil transferase (GGT); alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), amilase, ureia, creatinina

e minerais (calcio, magnésio, potassio e cloro).

5.4.1 Separacédo das Células Mononucleares

Células mononucleares do sangue periférico (PBMC, do inglés peripheral blood
mononuclear cells) sdo constituidas principalmente por linfocitos e mondécitos, sendo
facilmente coletadas por meio da colheita de sangue venoso. Essas células estédo
envolvidas nas respostas imune e inflamatéria (SEN; KEMPPAINEN; ORESIC, 2018).
As PBMC circulam por todo o corpo e estdo expostas aos tecidos metabdlicos, como
o figado e o tecido adiposo e, portanto, podem refletir a salde sistémica e os efeitos

das modificacBes dietéticas em nivel de expressdo génica e conteudo proteico (DE
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MELLO; KOLEHMANIEN; SCHWAB; PULKKINEN et al., 2012; TOME-CARNEIRO;
LARROSA; YANEZ-GASCON; DAVALOS et al., 2013). Diante desses fatos, optou-se
por utilizar as PBMC para a analise de expressao génica e o conteudo e fosforilagdo
de proteinas envolvidas na via de sinaliza¢cdo do NF-kB e MAPK.

Para obtencao de PBMC ap0és retirada do plasma, o sangue remanescente nos
tubos de EDTA K3 foi reconstituido com o mesmo volume de solugéo salina estéril e
tamponada com fosfato (PBS). Em um tubo de 50 mL ACCUSPIN™ System-
Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), o sangue reconstituido foi
adicionado, lentamente, com o auxilio de uma pipeta pasteur sobre a membrana do
tubo. Em seguida, foi feita a centrifugacdo a 1000 x g, por 10 minutos a 4 °C. Apos a
centrifugacéo, observou-se a separacdo das fases: plasma reconstituido, as PBMC
acima da membrana e, abaixo dessa, o Histopaque®1077 junto com as células
vermelhas. Com o auxilio de uma pipeta pasteur, a fase contendo as PBMC foi retirada
e colocada lentamente em um tubo de 50 mL. Posteriormente, 10 mL de PBS foram
adicionados para lavagem das células, centrifugando-se a 250 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi removido e, por duas vezes, 5 mL de PBS foram adicionados para
lavagem das células. Por fim, 3 mL de PBS foram utilizados para ressuspender o
pellet. Vinte microlitros da suspenséao de células foram adicionados em 380 L (1:20)
de solucédo de azul de trypan (0,4%), e homogeneizado. Em seguida, 10 pL dessa
solucao foi adicionado em camara de Neubauer para contagem das células viaveis.
Apbs a contagem, a suspenséo de células foi distribuida da seguinte maneira: 4 x 106
células para extracdo de miRNA; 1 x 10° células para extracdo de mRNA e o restante
para extracdo de proteinas. As amostras foram mantidas em -80 °C até analises

futuras.

5.4.2 Analises bioquimicas

Glicemia de jejum capilar foi dosada em glicosimetro portatil (Accu-Chek®
Active, Basel, Switzerland). A insulinemia foi determinada por meio de kit de
imunoensaio enzimatico (ELISA) (Insulin Accubind Elisa Kit; Monobind Inc, Lake
Forest, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. O modelo matematico de
avaliacdo da homeostase para resisténcia a insulina (Homeostasis Model

Assessment -HOMA-IR) foi utilizado de acordo com a seguinte equagéo: HOMA -
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IR = (glicose x insulina) + 22,5. Adotou-se o ponto de corte para a resisténcia a acao
da insulina valores acima de 2,7, de acordo com GELONEZE et al. (2009).

A concentracdo plasmatica de LPS foi analisada por meio de kit
comercialmente disponivel [Cambrex Limulus Amebocyte Lysate (LAL) kit; Lonza Inc,
Walkersville, MD]. As concentracfes plasmaticas de LBP e sCD14 foram analisadas
pelos kits ELISA HK320-02 e HK315-02 (Hycult Biotech, Uden, Holanda),
respectivamente. As concentracbes plasmaticas de IL-6, IL-10, TNF-a, MCP1,
sVCAM-1, sICAM-1, leptina e a adiponectina foram analisadas por meio de kits
DuoSet® ELISA (R&D Systems, Minneapolis, EUA) Human IL-6 DY206, Human IL-
10 DY217B, Human TNF-a DY210, Human CCL2/MCP-1 DY279, Human VCAM-
1/CD106 DY809, Human ICAM-1/CD54 DY720, Human Leptin DY398 e Human
Adiponectin/Acrp30 DY 1065, respectivamente. Essas andlises foram feitas por meio
de ensaio colorimétrico em espectrofotbmetro, conforme a orientacdo dos
fabricantes.

As concentracdes séricas de colesterol total, LDL, HDL, triacilglicerol, PCR,
fibrinogénio, d-dimero, ALT, AST, GGT, amilase, ureia, creatinina e minerais foram
avaliados por um sistema de dosagem automatizado (Roche, Cobas® 6000 analyzer,
Basel, Switzerland) no Laboratdério de Analises Clinicas do Hospital Universitario da
Universidade de S&o Paulo.

O risco cardiovascular foi avaliado pela concentracdo de colesterol ndo-HDL
e indice de Castelli 2. O colesterol ndo-HDL foi calculado usando o colesterol total
subtraido pelo HDL (VERBEEK; HOVINGH; BOEKHOLDT, 2015), enquanto o indice
de Castelli 2 foi calculado pela relacdo colesterol LDL/HDL, sendo que valores
superiores a 2,9 s&o indicativos de risco cardiovascular (MILLAN; PINTO; MUNOZ;
ZUNIGA et al., 2009). A relagdo AST/ALT foi calculada e incluida como indice para
avaliacdo de lesdo hepatica. Na doenca hepatica alcodlica, o indice AST/ALT, na
maioria das vezes, é superior a 2, enquanto na esteatohepatite ndo-alcodlica este
indice tende a ser inferior a 1 (HALL; CASH, 2012).
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5.4.6 Anadlise da Expressdao de mRNA em PBMC por RT-gPCR

1x10° células foram lisadas em tampdo RLT (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha)
suplementado com B-mercaptoetanol e transferido para homogeneizagao na coluna
Qiashredder® (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha). Em seguida, o homogeneizado foi
purificado a partir do Min kit RNeasy (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha), sendo
transferido para coluna RNeasy® na qual o mRNA foi extraido e tratado com DNAse
(Qiagen, Hilden, ME, Alemanha) para remocao de DNA. Por fim, 0o mRNA extraido foi
eluido em 30 a 50 pyL de &gua livre de RNase. Um microlitro foi utilizado para a
dosagem de mRNA em espectrofotbmetro NanoVue Plus (GE Healthcare Life
Sciences, Chicago, IL, EUA), e o restante foi utilizado para a sintese de DNA
complementar (cDNA). A sintese de cDNA foi feita a partir do mRNA extraido por
transcricao reversa, utilizando o kit de Transcricdo Reversa de cDNA de alta
capacidade com inibidor de RNase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
Para realizar a transcricdo reversa o Research PTC-100 Thermal Cycler (MJ
Research, St. Bruno, QC, Canada) foi programado conforme as especificacdes de
tempo e temperatura indicadas no manual do produto. Concluida a reacdo, os
microtubos contendo cDNA foram armazenados a - 40 °C para posterior utilizacdo na
técnica de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR).

Dois microlitros de cDNA foram adicionados em 5 uL de TagMan® Fast
Advanced Master Mix (2x), 0,5 pL de TagMan® Gene Expression Assay (FAM-
MGB/20X), acrescido com agua livre de RNase para um volume final de 10 uL por
poco. Cada TagMan® Gene Expression Assay contém um par de primers e uma
sonda especificos para 0 gene de interesse. Foi analisada a expresséo dos seguintes
genes: RELA  (Hs01042014 m1l), NFKB1 (Hs00765730_m1), NFKBIA
(Hs00153283_m1); TNF (Hs00174128 m1), IL1 (Hs01555410_m1), IL6
(Hs00174131_m1), IL10 (Hs00961622 ml), TLR2 (Hs00152932_ml) e TLR4
(Hs00152939 _m1) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). O gene RNA18S5
(Hs03928990_g1) foi utilizado como gene enddgeno, pois foi 0 Unico a ndo apresentar
variacdes entre os tempos de intervencdo quando comparado a outros possiveis
genes endégenos — GAPDH e beta-actina — testados em nosso laboratério. A
amplificacéo foi realizada no MJ Research PTC-100 Thermal Cycler (MJ Research,

St. Bruno, QC, Canada) conforme as especificacbes de tempo e temperatura
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indicadas no manual dos produtos. Os resultados serdo analisados com base no valor
de limiar de ciclo (Ct, cicle threshold). O céalculo de expresséao relativa dos genes foi
normalizado pela diferenca entre ACt das amostras (Ct do gene alvo - Ct do gene
enddgeno constitutivo) e a média obtida do ACt no momento basal, resultando nos
valores de AACt de cada amostra. O célculo da expressao de cada gene avaliado foi
feito com base na equacao descrita por (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008): Expressao
relativa = 2(Delta Delta C(T)) = 2-8AC; = [(Ct gene de interesse - Ct controle enddgeno)

amostra A — (Ct gene de interesse - Ct controle endégeno) amostra B].

5.4.8 Andlise da expressao de miRNA no plasma e em PBMC

As analises de extracdo e expressdo de miRNA foram realizadas em parceria

com o laboratério Exiqon A/S Company, Vedbaek, Dinamarca.

a) Extracdo de miRNA do plasma e de PBMC

O RNA total foi extraido e purificado a partir de 200 uL de plasma utilizando o
kit de isolamento de RNA miRCURY™ para fluidos biolégicos (Qiagen, Hilden, ME,
Alemanha) e a partir de 4x10° células utilizando o Mini Kit Qiagen miRNeasy®
(Qiagen, Hilden, ME, Alemanha). O RNA total obtido em ambos os processos foi
eluido em 50 pyL de agua livre de RNase adicionados no final da extracdo a
membrana da coluna dos respetivos kits. Antes de iniciar a extrag¢éo e purificacdo do
RNA, em uma subamostra (n=8), foi adicionado um mix de RNA spike-in (UniSp2,
UniSp4, UniSp5) ao tampéo de lise, de acordo com o protocolo para RNA Spike-In
Kit, For RT (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha). As amostras contendo o RNA purificado

foram armazenadas a - 80 °C até analises futuras.

b) Analise de miRNA por RT-gPCR

A identificagdo de miRNA por RT-qPCR foi feita a partir do sistema miRCURY
LNA™ Universal RT microRNA PCR (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha), em que 5 ng/uL
de RNA extraidos a partir do plasma e das PBMC, foram transcritos de modo reverso
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a partir do kit Universal Il para sintese de cDNA. Para cada reacdo de transcricdo
reversa foi incluida uma amostra de RNA artificial (UniSp6), conforme o protocolo para
RNA Spike-In Kit, For RT (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha). O cDNA plasmatico foi
diluido 50x e o celular 100x e as reacdes de RT-gPCR foram realizadas de acordo
com o protocolo para miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR. Cada
microRNA foi analisado uma vez por RT-qPCR usando kit EXILENT SYBR® Green
master mix (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha).

Inicialmente, para verificar o aumento ou a diminuicdo da expressdo de miRNA
apos a intervencdo com o suco de uva, foram analisados dois painéis de microRNA
da empresa Exigon®: um de miRNA plasmaticos com 179 miRNA (Anexo 7) e outro
de miRNA oriundos de leucocitos com 137 miRNA (Anexo 8). Os miRNA de cada
painel que apresentaram alteracdo significativa (p <0,05) (n = 8) tiveram suas
expressdes analisadas no plasma e em PBMC nas demais participantes do estudo (n
= 12) no momento basal e apdés 4 semanas de ingestdo. Controles negativos foram
realizados e identificados conforme as amostras. A amplificagdo foi realizada em
LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche, Basel, BS, Suica) em placas de
384 pocos. Antes de iniciar o experimento, em uma subamostra (n=12), foi adicionado
RNA atrtificial (UniSp3), de acordo com o protocolo para RNA Spike-In Kit, For RT
(Qiagen, Hilden, ME, Alemanha). As curvas de amplificacdo foram analisadas
utilizando o software LC Roche, tanto para a determinacao de Cq (do inglés, Cycle of
quantification) pelo método da segunda derivada e para a analise da curva de melting.

c) Controle de qualidade das amostras por andlise de RNA spike-in

RNA spike-in sdo RNA transcritos ndo encontrados na amostra analisada
utilizados para a calibracdo da (i) extracdo do RNA (UniSp2, UniSp4, UniSpb5), (ii)
controle da sintese de cDNA (UniSp6) e (iii) verificagdo do processo de amplificagédo
por PCR interplacas (UniSp3). Sua utilizagcdo permite constatar a presenca de
inibidores da sintese de cDNA e na RT-gPCR, bem como a presenca de nucleases
(BLONDAL; NIELSEN; BAKER; ANDREASEN et al., 2013). Para andlise da
expressao de RNA spike-in foi utilizado o RNA Spike-In Kit, For RT (QIAGEN, Hilden,
Alemanha) de acordo com as instru¢des do fabricante.
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d) Controle de qualidade das amostras por analise de hemalise

Uma importante fonte de variagdo nas amostras de plasma e soro é a potencial
contaminac@o de miRNA derivado de células, especialmente decorrente de hemdlise
(BLONDAL; NIELSEN; BAKER; ANDREASEN et al., 2013). Para verificacdo de
hemolise nas amostras de plasma foram utilizados dois miRNA. Um que € expresso
em eritrocitos (MiRNA-451a) e outro que é relativamente estavel no soro e no plasma
e ndo é afetado pela hemolise (miR-23a-3p). A relacdo entre esses dois miRNA se
correlaciona com o grau de hemdlise. As amostras com proporcdes acima de 7,0
apresentam um risco maior de ocorréncia de hemolise. Amostras com proporcdes
menores geralmente ndo apresentam hemolise. Estes numeros referem-se a
amostras humanas e podem variar entre espécies e doencas estudadas. Esta andlise
deve, portanto, ser interpretada com cautela (BLONDAL; NIELSEN; BAKER;
ANDREASEN et al., 2013).

e) Processamento e analise estatistica dos dados de miRNA

As analises de dados obtidos por RT-qPCR foram realizadas para ensaios com
valores de Cqg entre 5 e 37 ciclos de amplificacdo. Os dados brutos foram normalizados
por normalizacéo global, incluindo ensaios detectados em todas as amostras. miRNA
diferencialmente expressos entre controles (Basal) e grupos de quatro semanas
(Tempo 2) foram determinados com o pacote R/Bioconductor LIMMA (RITCHIE et al.,
2015). O calculo dos coeficientes parciais foi aplicado considerando 0s ensaios com
menos de 6 leituras com falha por grupo. O nivel de significancia estatistica foi definido

como p-valor < 0,05 e variagédo absoluta da FC = 1,25.

f) Analise de redes génicas

Apoés obtermos o padréo de expressdo de miRNA, foram analisados o0s
principais mRNA alvos, envolvidos na cascata de sinalizacdo inflamatoria. Foi
utilizado o software Ingenuity Pathways Analysis v8.0-2602 IPA (Ingenuity®
Systems) que nos permitiu examinar interacdes mMIRNA-mRNA preditos e/ou

demonstrados experimentalmente (priorizando alvos baseados no contexto bioldgico
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relevante para o processo inflamatorio) e visualizar as interagcdes moleculares entre
estes MiIRNA e seus mRNA alvos e o impacto biologico relacionado. Para isso, foi
feito um processo de filtragem que utiliza os bancos de dados de alvos de miRNA:
TarBase (alvos que foram determinados experimentalmente) e o TargetScan (alvos
preditos), onde podemos selecionar o nivel de confianca (se foi testado
experimentalmente ou néo, e, se a predicdo possui alta ou baixa confiabilidade), o
contexto biolégico, o tipo de célula ou tecido, e a condi¢cdo clinica. Redes
inflamatérias foram construidas para permitir a visualizagdo das interacdes
moleculares entre os miIRNA e seus mRNA alvos (experimentalmente validados,

altamente preditos e moderadamente preditos).

5.4.7 Andlise de Proteinas por Western Blotting

As PBMC foram lisadas em tampao RIPA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
suplementado com coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
fluoreto de sodio (NaF) 1M, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 22,96 mM e
ortovanadato (10 mM). O contetdo proteico foi dosado a partir do kit para analise de
proteinas Pierce™ BCA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), por ensaio
colorimétrico em espectrofotdbmetro conforme orientacdo do fabricante.

Dez microgramas de proteinas totais de PBMC foram resolvidas por
eletroforese em gel de policrilamida (PolyAcrilamide Gel Electrophoresis - PAGE),
TGX™ (Tris-Glycine eXtended) FastCast™ Acrylamide Solutions, 10%, (BioRad,
Hercules, CA, EUA), utilizando equipamento tipo Mini-PROTEAN® Tetra Handcast
Systems com cuba Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (com
capacidade para até quatro géis) (BioRad, Hercules, CA, EUA). Apés eletroforese as
proteinas separadas no gel foram transferidas eletricamente para membranas de
nitrocelulose por 10 minutos no aparelho Power Blotter System® (Life Technologies,
Shanghai, China). Em seguida as membranas foram coradas com solucéo vermelho
ponceau (0,1% Ponceau S; 5% acido acético) e digitalizadas para a verificacdo do
processo de resolucéo das proteinas no gel durante a eletroforese.

A ligacgéo inespecifica de anticorpos a membrana foi diminuida pela incubacao
dessas com solugdo bloqueadora de Albumina Bovina Sérica (BSA), 5% diluida em
tampao TBST (Tris 10 mM, NaCl 1.5 mM e Tween 20 0,02%). Posteriormente, as
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membranas foram incubadas por 4 horas em temperatura ambiente com anticorpos
especificos da via de sinalizacdo do NF-kB [TAK1 (#5206), fosfo-TAK1 Thr184/187
(#4508), IKKB (#8943), fosfo-IKKa/f Ser176/180 (#2697), JNK (#3708), fosfo-
SAPK/JNK Thr183/Tyr185 (#4668), IkBa (#9242), fosfo-IkBa Ser32 (#2859), NF-kB e
fosfo-NF-kB p65 Ser536 (#3031)] e B-actina (#8457) (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA) para a normalizacdo da quantificacdo das proteinas. Os
anticorpos foram diluidos (1:1000) em TBST com 3% de BSA. Apos incubacéo, as
membranas foram lavadas com tamp&o TBST e incubadas com o anticorpo
secundario adequado, conjugado com peroxidase (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA) por 60 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as
membranas foram incubadas com solugdo contendo reagentes de
quimioluminescéncia, Clarity™ Western ECL Substrate (BioRad, Hercules, USA). As
membranas foram reveladas e tiveram a intensidade de coloracdo determinada por
densitometria no fotodocumentador ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare Life
Sciences, Chicago, IL, EUA). A intensidade das bandas foi normalizada pela (3-actina

para determinar a expressao relativa da proteina.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados em média e erro padréo (X+EP). Os Tempos
1 e 2 foram avaliados em relacdo ao momento basal por meio do software GraghPad
Prism® 7. Todas as variaveis continuas foram testadas para a adesao a distribuicdo
normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para as varidveis que apresentaram
distribuicdo normal, a diferenca entre as médias dos tempos foi avaliada pelo teste
One-way ANOVA para amostras dependentes, com poés-teste para multiplas
comparacdes de Tukey e correcéo de Geisser-Greenhouse. Para as variaveis que nao
tiveram distribuicdo normal, a diferenca entre as médias dos tempos foi avaliada pelo
teste de Friedman, com pos-teste para multiplas comparacdes de Dunn. Foi adotado

um valor p < 0,05 para rejeicéo da hipétese de nulidade.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Entre as 25 voluntarias entrevistadas, quatro voluntarias desistiram do estudo,
uma voluntéria foi excluida por ter engravidado durante o estudo, e outra voluntaria
por relatar possivel alergia ao suco de uva apds trés dias de ingestdo. Desse modo,
o estudo foi conduzido com um total de 19 voluntéarias (Figura 3).

Figura 3 — Amostra.
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As voluntarias tinham em média 27,1 anos e IMC médio de 27,1 kg/mz2, sendo,
entdo, diagnosticadas com sobrepeso (OMS, 1995) (Tabela 4). A média da
circunferéncia da cintura foi de 85,3 cm, cujo valor, segundo as Diretrizes Brasileiras
de Obesidade (DE OBESIDADE, 2016), deve ser inferior a 80 cm. Diante desse
resultado, constata-se que as voluntarias apresentavam aumento do risco
cardiovascular e de diabetes tipo 2 (DE OBESIDADE, 2016) (Tabela 4). Todas as
voluntarias eram normotensas, todavia apresentavam resisténcia a acao da insulina
de acordo com a classificacdo do HOMA-IR (GELONEZE et al., 2009) (Tabela 4).

Tabela 4 — Caracterizacdo das voluntarias no momento basal.

Média DP
Idade (anos) 27,6 51
Peso (Kg) 69,9 1,2
IMC (Kg/m?2) 27,1 0.3
Circunferéncia da cintura (cm) 85,3 1,3
Pressdao arterial sistélica (mmHg) 110,9 1,8
Presséo arterial diastolica (mmHQ) 70,9 1,4
Glicemia (mg/dL) 82,8 2,2
Insulina (MUI/mL) 18,2 1,6
HOMA-IR 3,6 0,3

6.2 ANALISE DO CONSUMO ALIMENTAR (RECORDATORIO DE 24
HORAS)

De acordo com os célculos obtidos a partir dos trés recordatérios alimentares
de 24 horas obtidos de cada participante, o consumo médio energético e de
carboidratos aumentou de forma significativa (p<0,05) apos 4 e 2 semanas do
protocolo experimental, respectivamente, em relacdo ao tempo basal (Tabela 5).
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Tabela 5 — Consumo alimentar médio a partir do recordatério de 24 horas.

Basal 2 sem 4 sem

Média EP Meéedia EP Média EP p-valor
Energia (Kcal) 1746 98,8 2007 129,5 2049* 87,4 0,030
Carboidratos (g) 200 155 257 22,8 243 11,5 0,007
Fibras (g) 17 2,1 18 2,6 15 1,6 0,403
Proteinas (g) 58 5,0 66 6,4 69 56 0,264
Lipidios (g) 79 5,9 76 8,1 82 59 0,742
AG saturados (g9) 24 2,9 21 3,1 24 25 0,779
AG poliinsaturados (Q) 22 3,2 18 3,0 21 34 0,778
AG monoinsaturados (g) 23 2,1 23 2,8 22 1,8 0,935

EP, erro padrao; AG, acidos graxos. * p<0,05 versus basal. Analise estatistica por one-way ANOVA

com pos-teste de Tukey (n=16).

6.3 ANALISE DO PERFIL ANTROPOMETRICO E BIOQUIMICO NOS

TRES TEMPOS DE INTERVENCAO

Entre os exames bioquimicos analisados, verificou-se aumento significativo

(p<0,05) da concentracdo de GGT apds 4 semanas do protocolo experimental em

relacdo ao tempo basal. Além disso, apesar das concentracdes de triacilglicerois e

creatinina apresentarem diferenca significativa (p<0,05) no teste ANOVA, néo se

observou significancia quando aplicado o pés-teste (Tabela 6).
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Tabela 6 — Resultados dos exames antropométricos e bioquimicos.

Basal 2 sem 4 sem

Média EP Media EP Média Ep " "
Peso (KQg) 699 12 700 12 703 12 0,287
IMC (Kg/m?) 271 03 272 03 272 03 0,353
CC (cm) 853 13 853 10 859 12 0,636
CC/CQ 08 00 0,8 0,0 0,8 0,0 0,858
PAS (mmHg) 1109 1,8 1093 15 1082 1,2 0,090
PAD (mmHg) 709 14 685 1,7 670 16 0,116
Glicemia (mg/dL) 828 22 792 20 774 22 0,212
Insulina (uUI/mL) 182 16 17,2 1,8 153 0,7 0,256
HOMA-IR 36 03 31 1,2 2,9 0,5 0,088
D-dimero (ng/mL) 542,5 43,8 5749 58,5 490,4 41,2 0,156
Triacilgliceréis (mg/dL) 81,6 10,5 84,6 8,8 101,1 11,2 0,032
Colesterol total (mg/dL) 152,0 11,3 168,121 11,2 1675 8,8 0,175
LDL-c (mg/dL) 869 93 976 90 933 7,0 0,223
HDL-c (mg/dL) 479 28 535 37 542 31 0,173
Colesterol ndo-HDL (mg/dL) 104,1 10,3 1146 9,7 1134 8,6 0,207
indice de Castelli 2 19 02 19 0,2 1,8 0,2 0,543
ALT (U/L) 11,2 48 136 6,2 133 43 0,198
AST (U/L) 130 121 147 11 151 05 0,232
AST/ALT 15 02 15 0,1 1,5 0,1 0,840
GGT (U/L) 136 20 154 18 159 1,7 0,014
Fibrinogénio (mg/dL) 303,8 16,8 290,4 14,3 3039 13,3 0,591
Amilase (U/L) 47,7 45 50,1 32 548 35 0,074
Creatinina (mg/dL) 06 00 0,7 0,0 0,7 0,0 0,047
Uréia (mg/dL) 21,7 16 221 12 212 11 0,852
Calcio (mg/dL) 71 04 759 04 8,1 0,3 0,143
Magnésio (mg/dL) 1.6 01 17 0,1 1,8 0,1 0,241
Sodio (mEqg/L) 12129 721 1375 10 1392 11 0,265
Potassio (mEq/L) 38 0,2 43 0,0 4,4 0,1 0,517
Cloro (mEg/L) 856 6,0 1009 0,7 1004 0,4 0,062

* p<0,05 versus basal. Analise estatistica por one-way ANOVA com pés-teste de Tukey (n=16). EP,
erro padréo.
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6.4 ANALISE DOS BIOMARCADORES INFLAMATORIOS NOS TRES
TEMPOS DA INTERVENCAO

Entre os biomarcadores inflamatérios plasmaticos, verificou-se que a
concentracdo plasmatica de ICAM-1 solavel (sICAM-1), no tempo 4 semanas, foi

significativamente inferior aquela observada no tempo 2 semanas (Figura 4, M).
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Figura 4 — Concentracao plasmatica dos biomarcadores inflamatorios.
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41



6.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE mRNA EM PBMC NOS
TRES TEMPOS DA INTERVENCAO

As expressodes génicas das subunidades do fator de transcricdo NF-kB — p50
(NFkB1) e p65 (RELA) — em PBMC tiveram reducédo significativa (p<0,05) apos 4
semanas de ingestado do suco de uva em relacdo ao momento basal (Figura 5, D e
E). Além disso, a ingestdo do suco de uva, apos 4 semanas, resultou em reducao
significativa da expressao génica do TNF-a e da IL-6 em relacdo ao momento basal
(Figura5,Hel).
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Figura 5 — Fold-change da expressdo génica de mRNA em PBMC.
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6.6 ANALISE DO CONTEUDO PROTEICO TOTAL E FOSFORILADO EM
PBMC NOS TRES TEMPO DE INTERVENCAO

Entre as proteinas analisadas, em PBMC, que participam da via sinalizacao do
NF-kB, nenhuma sofreu alteracdes significativas no seu contetdo total ou fosforilacéo
apos a intervengdo com suco de uva. Entretanto, quando analisada a razdo entre
TAK1 fosforilada e TAKL1 total, verificou-se reduc¢do significativa apos 4 semanas de

ingestdo do suco de uva em relacdo ao momento basal (Figura 6, E).
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Figura 6 — Conteudo proteico total e fosforilado em PBMC.
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Figura 6 — Conteudo proteico total e fosforilado em PBMC (continuacéo).
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6.7 ANALISE DOS microRNA NO PLASMA E EM PBMC NOS TRES
TEMPOS DA INTERVENCAO

6.7.1 Plasma

No primeiro experimento, foi analisado um painel com 179 microRNA em 8
individuos (Tabela 7) a partir das amostras de plasma obtidas nos momentos basal e
4 semanas. Dentre eles, 5 microRNA apresentaram expressao significativamente

diferente entre os tempos supracitados (Tabela 8).

Tabela 7 — Lista dos microRNA detectados no plasma dos ensaios realizados.

Numero de

microRNA
Total de MicroRNA analisados 179
MicroRNA detectados em todas as amostras (n=8) 74
Média do niumero de microRNA detectados por amostra 149

Tabela 8 — Fold-change (FC) dos miRNA plasmaticos que apresentaram diferenca

significativa entre os momentos basal e 4 semanas (n=8).

Possiveis p-
mMiRNA (hsa-) Principais funcdes alvos FC valor
miR-144-5p Acao anti-inflamatoria TLR-2 2,03 0,007

miR-30e-5p Acéo anti-inflamatéria PTEN 154 0.010
(CHEN; YIN; JIANG, 2021)
Acdo anti-inflamatéria
miR-15b-5p (ZHAO; ZHAO; ZHANG; WANG et p50 e IKK-a 1,53 0,016
al., 2017)
Acao anti-inflamatoria
miR-148a-3p (PATEL; CARRION; HOLLANDS; IKK-B 1,67 0,021
HINTON et al., 2015)
Acao anti-inflamatoria

mMiR-424-5p APOC3 1,89 0,024
(LI; ZHANG; DAI; XU, 2020)

TLR-2, receptor do tipo toll-2; PTEN, Fosfatase homéloga & tensina, IKK-a, inibidor da subunidade alfa
do fator nuclear kappa-B cinase IKK-f, inibidor da subunidade beta do fator nuclear kappa-B cinase;
APOCS3, apolipoproteina C3; Akt, proteina quinase B; JNK, c-Jun N-terminal quinase.
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No restante das voluntarias, analisou-se a expressdo dos microRNA
plasmaticos significativos e outros relacionados ao processo inflamatorio (Figura 7).
Apesar de ndo se observar um padrao de expresséo entre 0 momento basal e o tempo
4 semanas no heatmap supervisionado, verifica-se que a expressao do miR-144-5p
aumentou (FC = 1,645) apo6s 4 semanas da ingestao do suco de uva em relacdo ao

momento basal (p = 0,04).

Figura 7 — Heatmap supervisionado dos microRNA no plasma nos momentos basal
e 4 semanas (n=19).
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Cada barra representa uma amostra. Tons avermelhados referem-se ao aumento da expresséo do
microRNA, enquanto tons azulados indicam reducgéo da expressdo (n=19).
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6.7.1 PBMC

No primeiro experimento, foi analisado um painel com 137 microRNA em 8
individuos (Tabela 9), nos momentos basal e 4 semanas. Dentre eles, 3 microRNA
apresentaram expressao significativamente diferente entre os tempos supracitados
(Tabela 10).

Tabela 9 — Lista dos microRNA detectados em PBMC dos ensaios realizados.

Numero de

microRNA
Total de MicroRNA analisados 137
MicroRNA detectados em todas as amostras (n=8) 72
Média do niumero de microRNA detectados por amostra 95

Tabela 10 — Fold-change (FC) dos miRNA de PBMC que apresentaram diferenca

significativa entre os momentos basal e 4 semanas (n=8).

miRNA (hsa-) Principais fungdes Possiveis alvos FC p-valor
miR-144-3p Acgéo anti-inflamatoria Akt e INK 1,81 0,005
Acao anti-inflamatéria (ZHAO; p50 e IKK-a
ZHAO; ZHANG; WANG et al.,
miR-15b-5p 2017) -1,60 0,027
Acédo anti-inflamatéria (WANG; MyD88
miR-143-3p LI; SHI; WANG et al., 2020) -1,55 0,040

IKK-a, inibidor da subunidade alfa do fator nuclear kappa-B cinase; Akt, proteina quinase B; JNK, ¢c-Jun
N-terminal quinase; MyD88, fator de diferenciacdo mieloide 88.

No restante das voluntérias, em PBMC, analisou-se a expressédo dos microRNA
significativos expressos em PBMC, bem como outros microRNA relacionados ao
processo inflamatorio (Figura 8). Apesar de ndo se observar um padrao de expressao
entre 0 momento basal e o tempo 4 semanas no heatmap supervisionado, verificou-
se aumento da expressao do miR-144-3p (FC = 1,705), apds 4 semanas de ingestéao

do suco de uva em relagdo ao momento basal (p = 0,02).
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Figura 8 - Heatmap supervisionado dos microRNA em PBMC nos momentos basal e
4 semanas (n=19).

Cada barra representa uma amostra. Tons avermelhados referem-se ao aumento da expresséo do

microRNA, enquanto, tons azulados, reducéo (n=19).
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7 DISCUSSAO

A inclusdo de 500 mL de suco de uva integral no hébito alimentar de mulheres
com excesso de peso e resisténcia a acdo da insulina reduziu a concentracdo
plasmatica de sICAM-1, bem como atenuou a expressao genes relacionados a
resposta inflamatoria — TNF-q, IL-6 e NF-kB — e modulou o0 miR-144-3p, em PBMC,
e 0 miR-144-5p, no plasma. Junto a isso, a razao do conteudo fosforilado e total da
TAK-1, proteina importante na via de sinalizacdo TLR4-NF-kB, apresentou reducédo
em PBMC.

A alimentacao constitui um fator de risco modificavel relevante no contexto da
reducado do risco e tratamento de DCNT. A inclusdo de frutas e hortalicas contribui
para a ingestao de vitaminas e minerais, bem como compostos bioativos, os quais
podem apresentar propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias. A uva destaca-se
por ser uma fruta com grande variedade de compostos bioativos, sendo muitos deles,
associados a beneficios a saude. Uma forma de consumo desta fruta € por meio de
seu suco, que apresenta elevada producdo, facil acesso a populacdo e maior
densidade de compostos bioativos se comparado a fruta.

Uma das possiveis acfes atribuidas aos nutrientes e compostos bioativos é a
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, constituindo uma
forma direta de interagcdo com estas moléculas. Entretanto, sabe-se que algumas
destas substancias podem modular a expresséo de genes por meio de sua interacéo
com o DNA ou por meio de mecanismos epigenéticos, como a alteracdo da expressao
de microRNA (GONCALVES; NUNES; FALCAO; ALVES et al., 2021; QUINTANILHA;
REIS; DUARTE; COZZOLINO et al., 2017).

No que concerne as pesquisas sobre a fisiopatologia envolvida nas DCNT, a
modulacdo da expressdo de genes envolvidos com a via inflamatéria mediada pelo
NF-kB tem sido alvo de estudos no campo da Nutrigendémica. Entre eles, estdo os
estudos cujo objetivo € analisar o efeito de nutrientes e de compostos bioativos de
alimentos na expressao de inumeros miRNA, os quais podem interferir na atividade
dos fatores de transcricdo NF-kB e AP-1 e, consequentemente, na modulacéo da
resposta inflamatéria (GHAFOURI-FARD; ABAK; FATTAHI; HUSSEN et al., 2021).
Além disso, por serem transportados na corrente sanguinea, os miRNA podem regular

a expresséo génica de diversos tipos celulares, como as PBMC. Neste estudo, optou-
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se pela analise de PBMC, uma vez que essas células sao responsivas a intervencdes
nutricionais, representando um adequado modelo de avaliagdo de alteracbes
metabdlicas (REYNES; PRIEGO; CIFRE; OLIVER et al., 2018). COSTA et al. (2021),
em um estudo com individuos com obesidade submetidos a um programa de perda
de peso, verificaram alteracdo da expressao de genes relacionados ao metabolismo
lipidico em PBMC, ap0s 6 meses de intervencdo. Entre 0s genes estudados,
destacam-se os genes CPT1A, FASN e SREBP-1c, os quais tiveram aumento da sua
expressdo e correlacionaram-se, positivamente, com peso corporal, razdo da
circunferéncia da cintura e quadril e percentual de gordura corporal.

Nesse contexto, no estudo em tela, verificou-se aumento significativo da
expressdo do miR-144-3p (FC= 1,70), em PBMC, e do miR-144-5p (FC= 1,65), no
plasma, apés 4 semanas de ingestdo do suco de uva por mulheres com diagndstico
de sobrepeso e de resisténcia a acao da insulina.

A familia do miR-144 abrange o miR-144-3p, miR-144-5p e miR-451, e destaca-
se por suas ac¢des no metabolismo lipidico e na regulacéo da glicemia. Entretanto, por
possuirem diferentes sequéncias de bases nitrogenadas — apesar de
complementares, no caso das fitas 5p e 3p —, esses miRNA podem apresentar alvos
distintos, como, por exemplo, no contexto da via inflamatéria mediada pelos fatores
de transcricdo NF-kB e AP-1, o miR-144-5p tem como alvo o TLR-2, enquanto, miR-
144-3p, a Akt e INK (LI; SHEN; TAO; ZHANG et al., 2018).

O miR-144-5p, em um estudo com macréfagos humanos (THP-1) ativados por
LPS, reduziu a expressdo génica e o contetudo proteico do receptor do tipo Toll-2
(TLR-2) e do receptor de LDL oxidada (OLR)-1, acarretando menor sintese de
citocinas pro-inflamatdrias por estas células. O TLR-2 esté presente em diversos tipos
celulares e liga-se a epitopos de bactérias e moléculas de LDL oxidadas, as quais,
também sdo detectadas pelo receptor OLR-1, presente em macréfagos e células
endoteliais. A ativacao destes receptores culmina na translocacao do NF-kB para o
nacleo e, consequentemente, aumento da transcricdo de genes que codificam
proteinas com acéo pro-inflamatéria (SHI; MA; LI; WANG et al., 2020; ZHOU,; LI; NI,
JIANG et al., 2020).

A ingestdo de suco de uva nao alterou a expressdo génica do TLR-2, em
PBMC. Entretanto, sabe-se que os miRNA realizam a comunicacéo entre células, por

isso, podem ser encontrados em fluidos corporais, como o plasma, onde ocorre 0 seu
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transporte (WEBER et al., 2010). Assim, as PBMC, em resposta a intervencao
nutricional, podem ter secretado no plasma o miR-144-5p (visto que apresentou
aumento da expressao da sua fita complementar, miR-144-3p, no meio intracelular),
para que seu efeito inibitorio sobre este alvo possa ocorrer em outros tipos celulares
gue apresentam este receptor, mas ndo foram avaliados pelo nosso estudo, como as
células endoteliais.

No estudo em tela, verificou-se menor concentracao plasmatica da molécula de
adeséao, sICAM-1, se comparado os tempos 2 e 4 semanas de ingestdo do suco. A
sICAM-1, assim como, a sVCAM-1, é uma proteina de membrana das células
endoteliais, a qual favorece a migracdo de mondcitos e de outros leucécitos, do
sangue para o tecido, durante a resposta inflamatéria. Por isso, correlaciona-se
positivamente ao aumento do risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares.
A menor expressao de moléculas de adeséo apds a ingestdo de suco de uva ja foi
observada em outros estudos, 0s quais destacam a acao dos compostos fendlicos na
atenuacao da ativacao do fator de transcricdo NF-kB (JIANG et al.; PARK et al., 2009;
ZHANG et al., 2016). LIU et al. (2017) mostraram que os miRNA tém papel relevante
na regulacao desta via por meio da modulacdo negativa da concentracdo plasméatica
da sICAM-1. Os autores verificaram gque o resveratrol estimula a expressdo do miR-
221/222 em células endoteliais, cujo fato estaria envolvido na reducéo da sintese da
subunidade p65 do NF-kB, 0 que resulta em menor expresséo génica da sICAM-1.

O miR-144-3p, o qual apresentou expressdo elevada em PBMC apoés 4
semanas de intervencdo, atua na via inflamatoria por meio da modulacdo das
proteinas intracelulares, Akt (homdlogo celular do oncogene akt8 do virus do timoma
murino) e JNK, as quais sao alvos preditos pelo software online DIANA. A Akt participa
da ativacdo do NF-kB por meio da fosforilagcdo da subunidade alfa da IKK, a qual, por
sua vez, fosforila o IkB-a e a subunidade p65 deste fator de transcricdo (BAI; UENO;
VOGT, 2009). Além disso, a JNK promove a ativacao do fator de transcricdo AP-1, 0
qual também promove aumento da transcricdo de mediadores pro-inflamatorios
(SUGANAMI e OGAWA, 2010). Cabe destacar que, em nosso estudo, nao avaliamos
o conteudo da proteina Akt, todavia o contetdo proteico da JNK nao alterou ao longo
do protocolo experimental. Apesar de n&o ter sido observado alteracdo da

concentragéo proteica do NF-kB, houve reducédo da expressao das suas subunidades
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p50 e p65 apos 4 semanas de intervencdo, cujo fato pode estar relacionado a menor
fosforilacdo da proteina intermediaria desta via, a TAK-1, durante este momento.

A TAK-1, membro da familia das MAPK, é responsavel por mediar a ativacao e
translocacgéo do citoplasma para o nucleo do NF-kB e AP-1 a partir de sinais gerados
por diferentes receptores como TLR-4, TNFRL1 e IL-1R. Por ser o ponto central destas
vias de sinalizacdo, a TAK-1 tem sido alvo para o tratamento de doencas inflamatorias
(TOTZKE; SCARNEO; YANG; HAYSTEAD, 2020; XU; LEI, 2020). Em se tratando de
regulacdo por miRNA, o miR-143-3p tem como alvo a TAK-1. Neste estudo, na
primeira analise de miRNA, realizada em uma amostra de 8 voluntarias, 0 miR-143-
3p apresentou reducdo significativa da sua expressédo apés 4 semanas da ingestao
de suco de uva. Entretanto, ndo houve diferenca significativa quando avaliado o
restante da amostra (TU; CHEN; CAI; DU et al., 2020; WEN; HAN; CUI; WANG, 2020).

Ainda em relacdo a via do NF-kB, apés ativado, este € responsavel por
estimular a transcricdo de genes pro-inflamatorios, por exemplo, das moléculas de
adesao e citocinas, como o TNF-a e a IL-6, as quais, também, apresentaram a sua
expressdo atenuada apdés 4 semanas de intervencdo. Em um estudo in vitro, com
células dendriticas, verificou-se reducdo da expressdo de TNF-a e IL-6 apos
tratamento com LPS e transfec¢do de mimicos do miR-144 (LI; SHEN; TAO; ZHANG
et al., 2018). Desta forma, o estudo em tela corrobora este resultado, uma vez que foi
constatado aumento da expressdo do miR-144 no plasma e em PBMC, bem como
menor expressao das citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e IL-6 em PBMC.

Durante o processo inflamatério, as citocinas participam como moléculas
sinalizadoras, contribuindo para a ativacdo de células do sistema imune. Neste
contexto, diversos compostos bioativos presentes nos alimentos, como as
antocianinas, podem atenuar a expressdo de citocinas pré-inflamatorias
(CREMONINI; DAVERI; MASTALOUDIS; ADAMO et al.,, 2019; KOZLOWSKA;
DZIERZANOWSKI, 2021; OCKERMANN; HEADLEY; LIZIO; HANSMANN, 2021). Tal
efeito foi verificado por KUNTZ et al. (2015), o qual, apés tratamento de células
intestinais ativadas por TNF-alfa e tratadas com um pool de antocianinas, e, também,
apenas com a forma isolada da malvidina-3-glucosideo (a segunda antocianina em
maior concentracdo no suco utilizado em nosso estudo), verificaram reducdo da
expressao génica e da secrecao de IL-6 e IL-8, e da expressao génica da E-selectina,
da ICAM-1, da VCAM-1 e do fator de transcricdo NF-kB.
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As antocianinas fazem parte da classe dos flavandis e sdo encontradas,
predominantemente, associadas a glicosideos, os quais mantém a sua estabilidade e
hidrofilicidade. A uva representa uma das principais fontes alimentares desses
compostos bioativos e, no estudo em tela, o suco de uva apresentou maior
concentracdo de delfinidina 3-glicosideo, um dos 700 tipos de antocianinas descritos
na literatura (KOZLOWSKA; DZIERZANOWSKI, 2021). Inimeros estudos apontam
efeitos benéficos da delfinidina e seus metabdlitos na salde como protecdo
cardiovascular e neuroldgica, melhora do metabolismo lipidico e resposta glicémica,
bem como acdes antioxidantes e anti-inflamatorias (CHEN; ZHANG; SHI; LI et al.,
2019). No que concerne a via do fator de transcricdo NF-kB, foco deste estudo, (CHO;
KANG; SHIN; PARK et al., 2015), em um estudo com fibroblastos humanos ativados
com TGF-beta e tratados com 20uM de delfinidina, durante 24 horas, verificaram
reducado do contetdo da subunidade p50 do NF-kB e da fosforilagdo da JNK induzida
por este composto.

Como principais delimitagdes do estudo estdo o tamanho da amostra, tempo
de intervencdo, e as variacdes interindividuais. O tempo atribuido para a ingestdo do
suco de uva foi baseado em estudos prévios da literatura, os quais observaram
alteracdes nos parametros inflamatérios apés 28 dias de consumo dessa bebida
(GHANIM; SIA; UPADHYAY; KORZENIEWSKI et al., 2010). Entretanto, o
prolongamento deste periodo, associado a um maior nimero de participantes, poderia
contribuir para obtenc&o de outros resultados com significancia estatistica.

J& a variacdo interindividual associada a fatores genéticos, composicao da
microbiota intestinal, habitos de vida, como a alimentacdo, podem interferir na
biodisponibilidade dos compostos bioativos do suco de uva. Além disso, quando se
trata de antocianinas, sabe-se que sua biodisponibilidade € baixa, entretanto, sua
metabolizacdo por bactérias intestinais e pelo figado acarreta sintese de compostos
intermediarios, 0s quais associam-se a efeitos benéficos a saude (KAWABATA,
YOSHIOKA; TERAO, 2019; LUCA; MACOVEI; BUJOR; MIRON et al., 2020).

Em relacdo a alteracdo dos valores de gama glutamil transferase (GGT), o
aumento associado ao consumo da bebida poderia ser explicado pela variacao
interindividual da resposta apés o seu consumo. Entretanto, a concentragdo média
desta enzima ainda permaneceu entre a faixa de referéncia para normalidade (8 a 41

U/L). O mesmo ocorreu com as concentracdes de triacilglicerol e creatinina, as quais,
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mesmo significativas segundo o teste ANOVA, ndo apresentaram diferenca no pés-
teste; e as médias das concentracdes nos trés tempos mantiveram-se dentre da faixa
de referéncia para normalidade, inferior a 150 mg/dL e de 0,6 e 1,2 mg/dL,

respectivamente.

8 CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou que a ingestao crénica de suco de uva atenuou, em
PBMC, a expressdo de genes pro-inflamatérios, bem como a ativacdo da TAK-1,
importante proteina da via de sinalizacdo do NF-kB. Estes resultados, provavelmente,
ocorreram devido a acdo de nutrientes e de compostos bioativos presentes no suco
de uva em relagdo ao aumento da expressdo do miR-144, o qual possui alvos
envolvidos na regulacéo da resposta inflamatéria (Figura 9).

Assim, no presente estudo, observou-se a acdo de um alimento em
mecanismos importantes relacionados a modulacdo da inflamacdo cronica,
contribuindo para elaboracao de estratégias de reducao do risco de DCNT associadas
ao excesso de peso. Ressalta-se, desta forma, que a presenca de alimentos ricos em
compostos bioativos pode contribuir para a salde da populacéo, contribuindo para a
mitigacdo de DCNT.

Figura 9 — Efeitos da ingestdo cronica de 500 mL de suco de uva integral por
voluntarias com sobrepeso e resisténcia a a¢do da insulina.
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ANEXO 1

Cartaz de divulgacéo para recrutamento de voluntarias

RECRUTAM-SE
VOLUNTARIAS *

para pesquisa cientifica sobre
Inflamacao e ingestao de Sucos
de Uva e de Laranja

Requisitos:
- 5 g v/ SUCOS FORNECIDOS
? Sexo femlnlno (18 ad0 anOS) GRATUITAMENTE;
5 v ENTREGA DE SUCOS
@ Nao tmante EM DOMICILIO;
_@ Néo ser vegetariana ¥ :i::l:;‘“’o DOS
Nao ter nenhum problema LABORATORIAIS. 7

de saude

Indice de Massa Corporal
W ’ Interessadas falar com BRUNA
(25,0 a 29,9 kg/m? - Sobrepeso) © (11) 95559-9891

G N U I N FORC Prof. Dr. Marcelo Macedo Rogero - Comité de Etica (CAAE
FOOD RESEARCH CENTER 69382117.6.0000.5421/69382217.9.0000.5421)

FACULDADE DE SAUDE PUBLICA - USP Centro de P esquisa em Alimento:
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ANEXO 2

Modelo do questionério para a caracterizacdo e a confirmacéo da adequacéao

nos critérios de inclusdo das interessadas

¢ GENUIN

e Laboratdrio de Gendmica Mutricional @ Inflamagio

ISH

CADASTRO
Nome completo:
E-mail:
Telefones:
Endereco: Bairro: Cidade: CEP:
Ocupacio/Periodo:
Horarios em casa:
Conhecimento do estudo:
DADOS

Data de nascimento: | /! | Idade: |
Vegetariano? | Sim | | Nazo | |
Atleta? lsim | Ingo | |
Pratica exercicio fisico?* Sim | | Nao | |
Quai(s)?
Frequéncia?
*Ndo pode ter praticado exercicio fisico 48 horas ontes da reafizogdo do estudo!
Fuma? Sim Nao
Ex-fumante? (min. 5 anos) Sim Ndo
Ingere bebida alcdolica? Sim [ |N§u [ |

Quanto?

Frequéncia?
Ingere com frequéncia suco natural | gjm [ |N§u [ |
de uva? Quanto?

Frequéncia?
Ingere com frequéncia suco natural | sim [ |N§u [ |
de laranja? Quanto?

Frequéncia?

Universidade de 530 Paulo - Faculdade de Sadde Publica
Av. Dr. arnaldo, 715 f Cergueira César / Tel: {11) 3061-7850
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Problemas de saude: Recentemente, teve algum problema de sadde?

HAS Sim Qual?

Diabetes mellitus Nao Ha quanto tempo?
Colestercl alto

LDL elevado Fez alguma cirurgia ha pouco tempao?
TG elevado Sim Qual?

Gastrite MNao Ha quanto tempo?

Problema Gastrointestinal Cranico

Outros [(Quais?)

Medicacdo/Suplemento? Sim Quais?
JED
Fazer uso de medicacdo prescrita Sim Quais?
para controlar inflamagao? N30
Gravidez? |5im | | Nao | |
Diata da Gltima menstruacao:
Anticoncepcional ? | Sim | I Nzo I I I I
DADOS ANTROPOMETRICOS
Peso (Kg)
Estatura [m) Classificagdo
IMC (kg/m?3) Inclusa = entre 25 a 29,9 kg/m?
Circunferéncia da cintura (cm)
Circunferéncia do quadril {cm)
Pressdo Arterial (mmHg) Medida 1 Medida 2 Medida 3 Média
Classificagdo:

CUMPRE CRITERIOS DE INCLUSAD L]

| Mao Motivo(s):

oarapamtervencio I

DATAS E ENTREGA

12 Coleta de Sangue: 1Entrega: __ f f Horario:

22 Coleta de Sangue: 2Entrega: ___ /[ Horario:

32 Coleta de Sangue:

Endereco Entregas: Bairro;

Cidade: CEP: Responsavel: Tel.:

Universidade de 530 Paulo - Faculdade de Sadde Publica
&v. Dr. arnaldo, 715 / Cergueira César / Tel: [11) 3061-7850
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO: Efeito cronico do suco de uva integral sobre o perfil de microRNA e resposta
inflamatéria em mulheres com sobrepeso.

INTRODUCAO

Estudos cientificos sugerem que o0 excesso de gordura corporal pode
ocasionar um estado crénico inflamatério, podendo alterar o perfil lipidico e a
concentracdo sanguinea de alguns marcadores inflamatorios. Sabe-se hoje, que a
inflamacéo € um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento do diabete e
das doencas cardiovasculares. A proposta deste estudo € avaliar se 0 suco de uva
integral tem a capacidade de atenuar a resposta inflamatoria gerada pelo excesso
de gordura corporal.

COMO E O ESTUDO?

O participante do estudo consumird, no periodo de 4 semanas, 500 mL por
dia de suco de uva integral. A quantidade total de garrafas do suco a serem
consumidas durante todo o periodo de intervencédo sera fornecida aos participantes
pelos pesquisadores apds a assinatura deste termo. A entrega em domicilio sera
totalmente custeada pela pesquisa. Durante o estudo, havera trés coletas de sangue
sendo a primeira antes da intervencao e as demais apos 2 e 4 semanas do consumo
do suco de uva integral. O volume de sangue coletado em cada momento sera de 30
mL, o qual sera utilizado para avaliar a concentracdo de glicose, insulina, perfil
lipidico, leptina, adiponectina, lipopolissacarideos (LPS) e seus ligantes LBP e
sCD14, e biomarcadores inflamatoérios, bem como avaliar, de microRNA e proteinas
envolvidos na inflamacéao.

OUTRAS INFORMACOES

O participante ndo tera nenhum custo por participar da pesquisa.

O Unico risco durante a participacao deste estudo é a dor da picada da agulha
para coleta do sangue. Esta picada sera realizada uma Unica vez em cada momento.
Caso o senhor tenha algum problema em decorréncia da coleta do sangue, os
enfermeiros e técnicos do Centro de Saude Escola Geraldo de Paula de Souza
estardo a disposicao para ajuda-lo no que for preciso. Sua participacao é totalmente
voluntaria, podendo desistir e retirar seu consentimento a qualquer momento durante
o decorrer da pesquisa.

Seus dados séo secretos e sigilosos de acordo com as normas brasileiras. Os
resultados desta pesquisa poderao ser publicados em revistas cientificas, mas a sua
identidade sera preservada.

A qualquer momento o participante podera esclarecer duvidas por meio dos
seguintes contatos:

v Prof. Dr. Marcelo Macedo Rogero — Investigador Principal: fone (11-3061-7850);

+ Bruna Jardim Quintanilha - aluna de doutorado da Faculdade de Saude Publica
da USP: fone (11-3061-7850);

v Vocé também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
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Faculdade de Saude Publica da USP (11-3061-7779) que fica na Av. Dr. Arnaldo,
715 - Sdo Paulo - SP - Brasil - CEP - 01246-904. O horério de funcionamento do
Comité de Etica da Faculdade de Satde Publica da USP é das 8 h as 12 h.

O Comité de Etica em Pesquisa é um comité interdisciplinar, constituido por
profissionais de ambos o0s sexos, além de pelo menos um representante da
comunidade. Este comité tem como objetivo proteger o bem-estar de individuos que
participam de pesquisas cientificas, bem como orientar e regulamentar pesquisas e
atividades préaticas que envolvam intervengfes com seres humanos, de modo a
garantir e resguardar a integridade e os direitos dos sujeitos da pesquisa.

COMO PARTICIPAR?

A participacdo neste estudo é inteiramente voluntaria. Para isso o participante
deve assinar esse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, bem como o
responsavel por este estudo. As assinaturas devem ser realizadas em duas copias.
Uma fica com o participante e a outra fica com o responsavel pela pesquisa.

Declaro que li o termo de consentimento livre e esclarecido para esse estudo
e aceito participar voluntariamente desse estudo. Ainda, declaro que recebi todos os
esclarecimentos necessarios para compreender o estudo e tive tempo suficiente
para decidir minha participacdo no estudo.

Nome Completo do Participante:

Assinatura do Participante:

Data: / /

Investigador:

Assinatura do Investigador:

Data: / /
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ANEXO 4
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ANEXO 5

Modelo do recordatério alimentar de 24 horas

Nome: Data: [/ |/ Coleta: 1* 2% 3
Horario - . Medidas Medidas
Local Descricac do Alimento caseiras = /ml 0Ohs.:
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ANEXO 6

Modelo de questionario de frequéncia alimentar semi-quantitativo

. . Qual o tamanho de sua por¢ao em
Com que frequéncia vocé costuma comer? _ . " .
relagdo a por¢ao média?
Grupo de Alimentos
A . Porcao _
Quantas vezes vocé come: Unidade e Sua Porgao
média
. P = menor que a por¢do média
D = por dia
Numero de vezes: 1, 2, 3, ..., 10. _ 5 X0 A
Alimentos e preparagdes S = por semana | Porgdo M = igual a por¢do média
(Lasanha, bife, alface, (N = nunca ou raramente X média de G = maior que a porcio média
etc.) o M = por més referéncia
comeu no itimo ano} E = bem maior que a porgdo
A =por ano .y
média
Grupo de Alimentos Quantas vezes vocé come: Unidade Por¢ao média (M) Sua Porgao
N{1(2|3|4|5|6[7|8|9|10/D|S |M|A PIM|G|E
Massas e sopas Medida caseira média (g/mL)
L|O|od|iojogiooooc g/om g
N|{1|2|3(4|5|6|7|8|9|10/D|S|M|A PIM|G|E
Carnes e peixes Medida caseira média (g/mL)
d|aogiooooo|ooc | tod|d jO/d|d
N{1(2|3|4|5|6[7|8|9|10/D|S |M|A PIM|G|E
Leites e derivados Medida caseira média (g/mL)
L|O|od|iojogiooooc g/om g
N|{1|2|3(4|5|6|7|8|9|10/D|S|M|A PIM|G|E
Leguminosas e ovos Medida caseira média (g/mL)
L|O|od|iojogiooooc g/om g
N[{1(2|3|4|5|6[7(8|9|10|/D|S |M|A PIM|G|E
Arroz e tubérculos Medida caseira média (g/mL)
L|O|od|iojogiooooc g/om g
N[{1(2|3|4|5|6[|7(8|9|10|/D|S|M|A PIM|G|E
Verduras e legumes Medida caseira média (g/mL)
L|O|od|iojogiooooc g/om g
N{1(2|3|4|5|6[7(8|9|10|/D|S|M|A PIM|G|E
Molhos e temperos Medida caseira média (g/mL)
d|aogiooooo|ooc | tod|d jO/d|d
N[{1(2|3|4|5|6[|7(8|9|10|/D|S|M|A PIM|G|E
Frutas Medida caseira média (g/mL)
L|O|od|iojogiooooc g/om g
N|1|2|3|4|5|6[7|8|9|10|/D|S |M|A |Medida caseira média (g/mL)| P |[M|G | E
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Bebidas

O

O

O

Paes, biscoitos e
cereais

10

O o

O =

Medida caseira média (g/mL)

O o

Doces e sobremesas

10

W)

Medida caseira média (g/mL)

O

Alimentos ndo
mencionados

10

Medida caseira média (g/mL)

O =g O =g g g Od

O = d =

O =2 O =2 4 =2 »

O o O o
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ANEXO 7

Lista de microRNA plasmaticos analisados no estudo

miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR Custom Pick and Mix Panel Plasma — Qiagen

microRNA Sequéncia Genética microRNA Sequéncia Genética

hsa-miR-652-3p AAUGGCGUCGCUAGCUAGGGU hsa-let-7i-5p UGAGGUéﬁgGﬁUUUGUG
hsa-miR-1812-5p AACAUUGCUAGAACSL(J:UGUCG hsa-miR-26b-5p UUCAAGUAAGACL;JGJCAGGAU
hsamiR-2213p ACGCUACAUUBUCUGCUG 1o, g ggegp  UGGCAGUGUCLUAGCUG
hsa-let-7f-5p UGAGGUGﬁCL;JGSAUUGUA hsa-miR-320b AAAAGCL(J;%CCE:C;LAUGAGAG
hsa-miR-27b-3p UUCACAG éJUGGGCCUAAGUU hsa-miR-590-5p GAGCUUS(l;J(l:JgéUAAAAG
hsa-miR-374b-5p AUAUAAXQEGAGCCUGCU hsa-miR-191-5p CAACGG%%%CGCAAAAGC
hsa-miR-93-5p CAAAGUAGGCGUS:GUCGUGC hsa-miR-99%-5p AACCCGBGESLGJCCGAUC
hsa-miR-2002-3p UAACACléilLJJCGJBGGUAAC hsa-miR-3012-3p CAGUGCC%ALXEGCUAUUGU
hsa-miR-484 UCAGGcggéichcccuc hsa-miR-1512-5p UCGAGGAUGA%L:JCACAGUC
hsa-miR-1062-5p AAAAGUEGCCEJGJA/\-\C(;AGUGC hsa-miR-122-5p UGGAGU(C;SSS\SAAUGGU
hsa-miR-145-5p GUCCAGAUU%% Lé:CL:JCCAGGA hsa-miR-423-5p UGAGGGGGAC(::AUCEJAUGAGCGA
hsa-miR-185-5p UGGAGAgéGéiGCAGUU hsa-miR-101-3p UACAGUAS(;JEAUGAUAAC
hsa-miR-486-5p UCCUGUé(ég(/iéGCUGCC hsa-miR-3652-3p UAAUGCCSSX@AAAAUCC
hsa-miR-263-5p UUCAAGXééL(J:ECAGGAU hsa-miR-23%-3p AUCACAUSSggAGGGAU
hsa-miR-143-3p UGAGAU%AC,:AUGCCACUG UA hsa-miR-215 AUGACCL}JA\%JAGCAAUUGAC
hsa-miR-302-5p UGUAAAgéﬁgUCGACU hsa-MmiR-3202 AAAAGCLCJ;CC;;CC;:CCEBLAUGAGAG
hsa-miR-222-3p AGCUACACEJCSCL;JSGCUACU hsa-miR-338-3p UCCAGCCgSGgUGAUUU
hsa-miR-342-3p UCUCACAACCCACGGAL/JAAUCGC hsa-mir-223-3p  UC UCAG(L:J (L:J (L:Jg:JCAAAUA
hsa-miR-324-5p CGCAU%CGCGCJJC?SGGCAU hsa-miR-1032-3p AGCAGCCASAUL?GUAACAGGG
hsa-let-7e-5p UGAGGXC?SCSGUUGU hsa-miR-331-3p GCCCCUGAGGC'-‘A%CUAUCCU
hsa-miR-139-5p UCUACASéJgACGASGUGUC hsa-miR-142-3p UGUAGUU(’BA\liJléUGCIZACUACUU
hsa-miR-375 Uuueugg(étdtéie(;cuc hsa-let-7d-3p CUAUAC(SG%C&JJGCUGCC
hsa-miR-4512 AAACCGgXéSSAUUACU hsa-miR-605 UAAAUCS((::S(L:J(C:;SUGCCU
hsa-let-72-5p UGAGGUG%JSSGUUGUA hsa-miR-19%-3p UGUGCAAAAAéLiJCGL'JAAUGCAA
hsamir.12g  UCACAG UCGUAUAUCCGG UCU | sa-miR-144-3p UACAGUALA@?JAUGAUGU
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hsa-miR-1252-5p
hsa-miR-485-3p
hsa-let-7b-3p
hsa-miR-25-3p
hsa-miR-332-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-let-7b-5p
hsa-miR-152
hsa-miR-30c-5p
hsa-miR-197-3p
hsa-miR-99b-5p
hsa-miR-30e-5p
hsa-miR-1462-5p
hsa-miR-424-5p
hsa-miR-107
hsa-miR-148b-3p
hsa-miR-20%-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-30d-5p

hsa-miR-186-5p

UCCCUGAGACCCUUUAA
CCUGUGA
GUCAUACACGGCUCUCC
ucucu
CUAUACAACCUACUGCC
uuccc
CAUUGCACUUGUCUCGG
UCUGA
GUGCAUUGUAGUUGCAU
UGCA
UAGCAGCACGUAAAUAU
UGGCG
UGAGGUAGUAGGUUGU
GUGGUU
UCAGUGCAUGACAGAAC
UUGG
UGUAAACAUCCUACACU
CUCAGC
UUCACCACCUUCUCCAC
CCAGC
CACCCGUAGAACCGACC
UUGCG
UGUAAACAUCCUUGACU
GGAAG
UGAGAACUGAAUUCCAU
GGGUU
CAGCAGCAAUUCAUGUU
UUGAA
AGCAGCAUUGUACAGGG
CUAUGA
UCAGUGCAUCACAGAAC
UuuGu
UAAAGUGCUUAUAGUGC
AGGUAG
CAAAGUGCUUACAGUGC
AGGUAG
UGUAAACAUCCCCGACU
GGAAG
CAAAGAAUUCUCCUUUU
GGGCU

hsa-miR-126-3p
hsa-miR-1482-3p
hsa-miR-10b-5p
hsa-miR-195-5p
hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-192-5p
hsa-miR-18b-5p
hsa-miR-335-5p
hsa-miR-204-5p
hsa-let-7g-5p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-1992-3p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-292-3p
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-502-3p
hsa-miR-339-3p

hsa-miR-409-3p

UCGUACCGUGAGUAAUA
AUGCG
UCAGUGCACUACAGAAC
UuuGuU
UACCCUGUAGAACCGAA
UUUGUG
UAGCAGCACAGAAAUAUU
GGC
UCCCUGAGACCCUAACU
UGUGA
CUGACCUAUGAAUUGAC
AGCC
UAAGGUGCAUCUAGUGC
AGUUAG
UCAAGAGCAAUAACGAAA
AAUGU
UUCCCUUUGUCAUCCUA
UGCCU
UGAGGUAGUAGUUUGUA
CAGUU
AAGCUGCCAGUUGAAGA
ACUGU
ACAGUAGUCUGCACAUU
GGUUA
UGUGCAAAUCCAUGCAA
AACUGA
UAGCACCAUCUGAAAUC
GGUUA
UCUCCCAACCCUUGUAC
CAGUG
UGUAAACAUCCUACACUC
AGCU
UGGCUCAGUUCAGCAGG
AACAG
AAUGCACCUGGGCAAGG
AUUCA
UGAGCGCCUCGACGACA
GAGCCG
GAAUGUUGCUCGGUGAA
ccccu
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microRNA

Sequéncia Genética

microRNA

Sequéncia Genética

hsa-miR-154-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-140-3p
hsa-miR-92b-3p
hsa-miR-505-3p
hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-102-5p
hsa-miR-272-3p
hsa-miR-1
hsa-miR-382-5p
hsa-miR-32-5p
hsa-miR-133b
hsa-let-7d-5p
hsa-miR-1332
hsa-miR-20b-5p
hsa-miR-328
hsa-miR-532-3p
hsa-miR-152-5p
hsa-miR-532-5p
hsa-miR-194-5p
hsa-miR-660-5p
hsa-miR-574-3p
hsa-miR-551b-3p
hsa-miR-1302-3p
hsa-miR-28-5p
hsa-miR-497-5p
hsa-miR-425-3p

hsa-miR-132-3p

UAGGUUAUCCGUGUU
GCCUUCG
UUAAUGCUAAUCGUGA
UAGGGGU
UACCACAGGGUAGAAC
CACGG
UAUUGCACUCGUCCC
GGCCuUCC
CGUCAACACUUGCUG
GuuucCCuU
AUCACAUUGCCAGGG
AUUUCC
UAACACUGUCUGGUAA
AGAUGG
UACCCUGUAGAUCCG
AAUUUGUG
UUCACAGUGGCUAAG
UUCCGC
UGGAAUGUAAAGAAGU
AUGUAU
GAAGUUGUUCGUGGU
GGAUUCG
UAUUGCACAUUACUAA
GUUGCA
UUUGGUCCCCUUCAA
CCAGCUG
AGAGGUAGUAGGUUG
CAUAGUU
UUUGGUCCCCUUCAA
CCAGCUG
CAAAGUGCUCAUAGU
GCAGGUAG
CUGGCcCcCucucuGcc
Ccuuccau
CCUCCCACACCCAAGG
CUUGCA
UAGCAGCACAUAAUGG
UUUGUG
CAUGCCUUGAGUGUA
GGACCGU
UGUAACAGCAACUCCA
UGUGGA
UACCCAUUGCAUAUCG
GAGUUG
CACGCUCAUGCACACA
CCCACA
GCGACCCAUACUUGG
UUUCAG
CAGUGCAAUGUUAAAA
GGGCAU
AAGGAGCUCACAGUC
UAUUGAG
CAGCAGCACACUGUG
GUUUGU
AUCGGGAAUGUCGUG
UCCGCCC
UAACAGUCUACAGCCA
UGGUCG

hsa-miR-3782-3p
hsa-miR-425-5p
hsa-miR-346
hsa-miR-193b-3p
hsa-miR-885-5p
hsa-miR-127-3p
hsa-miR-2082
hsa-miR-16-2-3p
hsa-miR-140-5p
hsa-miR-130b-3p
hsa-miR-202-3p
hsa-miR-629-5p
hsa-miR-200c-3p
hsa-miR-501-3p
hsa-miR-423-3p
hsa-miR-3762-3p
hsa-miR-22-5p
hsa-miR-2110
hsa-miR-361-3p
hsa-miR-93-3p
hsa-miR-144-5p
hsa-miR-210
hsa-miR-1992-5p
hsa-miR-766-3p
hsa-miR-584-5p
hsa-miR-922-3p
hsa-miR-363-3p
hsa-miR-3742-5p

hsa-miR-1902

ACUGGACUUGGAGUCA
GAAGG
AAUGACACGAUCACUC
CCGUUGA
UGUCUGCCCGCAUGCC
UGCCUCU
AACUGGCCCUCAAAGU
CCCGCU
UCCAUUACACUACCCU
GCCuUCU
UCGGAUCCGUCUGAGC
UUGGCU
AUAAGACGAGCAAAAAG
CuuGuU
CCAAUAUUACUGUGCU
GCUUUA
CAGUGGUUUUACCCUA
UGGUAG
CAGUGCAAUGAUGAAA
GGGCAU
ACUGCAUUAUGAGCAC
UUAAAG
UGGGUUUACGUUGGGA
GAACU
UAAUACUGCCGGGUAA
UGAUGGA
AAUGCACCCGGGCAAG
GAUUCU
AGCUCGGUCUGAGGCC
CCUCAGU
AUCAUAGAGGAAAAUCC
ACGU
AGUUCUUCAGUGGCAA
GCUUUA
UUGGGGAAACGGCCGC
UGAGUG
UCCCCCAGGUGUGAUU
CUGAUUU
ACUGCUGAGCUAGCAC
UUCCCG
GGAUAUCAUCAUAUAC
UGUAAG
CUGUGCGUGUGACAGC
GGCUGA
CCCAGUGUUCAGACUA
CCuGuUUC
ACUCCAGCCCCACAGC
CUCAGC
UUAUGGUUUGCCUGGG
ACUGAG
UAUUGCACUUGUCCCG
GCCuUGU
AAUUGCACGGUAUCCA
UCUGUA
UUAUAAUACAACCUGAU
AAGUG
UGAUAUGUUUGAUAUA
UUAGGU
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hsa-let-7c
hsa-miR-182-5p
hsa-miR-29b-3p
hsa-miR-136-5p
hsa-let-7i-3p
hsa-miR-106b-5p
hsa-miR-15b-3p
hsa-miR-142-5p
hsa-miR-296-5p
hsa-miR-326
hsa-miR-421
hsa-miR-223-5p
hsa-miR-146b-5p
hsa-miR-205-5p
hsa-miR-339-5p

hsa-miR-5002%-5p

UGAGGUAGUAGGUUG
UAUGGUU
UAAGGUGCAUCUAGU
GCAGAUAG
UAGCACCAUUUGAAAU
CAGUGUU
ACUCCAUUUGUUUUG
AUGAUGGA
CUGCGCAAGCUACUG
CCuUuGCU
UAAAGUGCUGACAGU
GCAGAU
CGAAUCAUUAUUUGCU
GCUCUA
CAUAAAGUAGAAAGCA
CUACU
AGGGCCCCCCCUCAA
UCCUGU
CCUCuUGGGCcccuucce
UCCAG
AUCAACAGACAUUAAU
UGGGCGC
CGUGUAUUUGACAAG
CUGAGUU
UGAGAACUGAAUUCCA
UAGGCU
UCCUUCAUUCCACCG
GAGUCUG
UCCCUGUCCUCCAGG
AGCUCACG
UAAUCCUUGCUACCU
GGGUGAGA

hsa-miR-292-5p
hsa-miR-182-3p
hsa-miR-1512-3p
hsa-miR-28-3p
hsa-miR-324-3p
hsa-miR-182-5p
hsa-miR-15b-5p
hsa-miR-106b-3p
hsa-miR-29¢-3p
hsa-miR-95
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-30e-3p
hsa-miR-543
hsa-miR-29b-2-5p

hsa-miR-495-3p

ACUGAUUUCUUUUGGU
GUUCAG
ACUGCCCUAAGUGCUC
CUUCUGG
CUAGACUGAAGCUCCU
UGAGG
CACUAGAUUGUGAGCU
CCUGGA
ACUGCCCCAGGUGCUG
CUGG
UUUGGCAAUGGUAGAA
CUCACACU
UAGCAGCACAUCAUGG
UUUACA
CCGCACUGUGGGUACU
UGCUGC
UAGCACCAUUUGAAAU
CGGUUA
UUCAACGGGUAUUUAU
UGAGCA
UAGCUUAUCAGACUGA
UGUUGA
CUUUCAGUCGGAUGUU
UACAGC
AAACAUUCGCGGUGCA
cuucuu
CUGGUUUCACAUGGUG
GCUUAG
AAACAAACAUGGUGCAC
UucCcuu
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ANEXO 8

Lista de microRNA de PBMC analisados no estudo

mMiRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR Custom Pick and Mix Panel PBMC — Qiagen

microRNA Sequéncia Genética microRNA Sequéncia Genética
nsaderTarsp  VORCCNG T o heamiRagg.sp B AR
nsaerTb-sp  VNOOEGY o heamiRagssp DOCACEACREREARY
nealer7osp  COACCRESNG o hsamiR-agesy MRS e
hsa-let-7d-5p AGAGGxﬁigGSGUUGC hsa-miR-18b-5p UAAGGCUAGGCUAUUACGUAGUG
hsalet.-7e-5p UGAGGXG?SCSGUUGU hsa-miR-195-5p UAGCAG%AGCGACGAAAUAU
nsaderTiep MO Gty heamiRageasp <O e
hsalet7gsp ~ OONCCIABHASULUGY hsa-miR-10a-3p 0 CUCCAAAILURUGCA
nsaerTisp  UOACCCRGny o heamiRagbgp  POUEURE PR
hsa-miR-100-5p AACCCSSCSCECCGAA hsa-miR-202-3p AGAGGUétéAAiGGCAUG
hsa-miR-101-3p UACAGUéAUCéJAGAUGAUAA hSaLmIR.206 UGGAAESES‘Q%GAAGU
hsa-miR-103a-3p AGCAGé:éSXSGUAACAGG hsa-miR-208a-3p AUAAGASSCgSAAAAAG
hsa-miR-106b-5p UAAAGUC?EC;JSUACAGUG hsa-miR-208b-3p AUAAGASSCQSAAAAGG
rsamir107 A e o hsamiR20asp A e
nsamiR106-5p MG TENEE o hsamiR20b-sp AT R e
nsamir-122-5p  UOOGEGNNE TS msami-zi03p STETECEGRAROC
nsamir-124.3 UAAGGCACGCGGUGAA nsa-mir211.5y UUCCCULUGUCAUCCU
nsamiR12805p OO ucuga o hsaemiR2nsp  DACEERERRaRAees
nsamiR12e-3p  VOCUAGHEEEE MY hsamirz21:3p AP e
nsamir-1283p UCACAGUSAACCGGUC nsa-mir222.3y AGCUACAUCUGGCUAC
nsamiradza  “POC e T heamiRzzasp CAROTEIEIRTEOEEY
hsa-miR-133a-3p UUUGGCl:JEggS(l;JUCAAC hsa-miR-23a-3p AUCACALLJJLlJJL(JBéZgAGGGA
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hsa-miR-133b
hsa-miR-1-3p
hsa-miR-140-5p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-143-3p
hsa-miR-144-3p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-149-5p
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-15b-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-181b-5p
hsa-miR-181c-5p
hsa-miR-181d-5p
hsa-miR-182-5p

hsa-miR-182-5p

UUUGGUCCCCUUCAAC
CAGCUA
UGGAAUGUAAAGAAGU
AUGUAU
CAGUGGUUUUACCCUA
UGGUAG
UGUAGUGUUUCCUACU
UUAUGGA
UGAGAUGAAGCACUGU
AGCUC
UACAGUAUAGAUGAUG
UACU
GUCCAGUUUUCCCAGG
AAUCCCU
UGAGAACUGAAUUCCA
UGGGUU
UCUGGCUCCGUGUCUU
CACuUCCC
UCUCCCAACCCUUGUA
CCAGUG
UUAAUGCUAAUCGUGA
UAGGGGU
UAGCAGCACAUAAUGG
UUUGUG
UAGCAGCACAUCAUGG
UUUACA
UAGCAGCACGUAAAUA
UUGGCG
CAAAGUGCUUACAGUG
CAGGUAG
AACAUUCAACGCUGUC
GGUGAGU
AACAUUCAUUGCUGUC
GGUGGGU
AACAUUCAACCUGUCG
GUGAGU
AACAUUCAUUGUUGUC
GGUGGGU
UUUGGCAAUGGUAGAA
CUCACACU
UUUGGCAAUGGUAGAA
CUCACACU

hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-25-3p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-29b-3p
hsa-miR-29c-3p
hsa-miR-300
hsa-miR-301a-3p
hsa-miR-301b-3p
hsa-miR-302a-3p
hsa-miR-302b-3p
hsa-miR-302c-3p
hsa-miR-30a-5p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-30c-5p
hsa-miR-30d-5p

hsa-miR-30d-5p

AUCACAUUGCCAGGGA
UUACC
UGGCUCAGUUCAGCAG
GAACAG
CAUUGCACUUGUCUCG
GUCUGA
UUCAAGUAAUCCAGGA
UAGGCU
UUCAAGUAAUUCAGGA
UAGGU
UUCACAGUGGCUAAGU
UCCGC
UUCACAGUGGCUAAGU
UCUGC
UAGCACCAUCUGAAAU
CGGUUA
UAGCACCAUUUGAAAU
CAGUGUU
UAGCACCAUUUGAAAU
CGGUUA
UAUACAAGGGCAGACU
Cucucu
CAGUGCAAUAGUAUUG
UCAAAGC
CAGUGCAAUGAUAUUG
UCAAAGC
UAAGUGCUUCCAUGUU
UUGGUGA
UAAGUGCUUCCAUGUU
UUAGUAG
UAAGUGCUUCCAUGUU
UCAGUGG
UGUAAACAUCCUCGAC
UGGAAG
UGUAAACAUCCUACACU
CAGCU
UGUAAACAUCCUACACU
CUCAGC
UGUAAACAUCCCCGAC
UGGAAG
UGUAAACAUCCCCGAC
UGGAAG
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microRNA Sequéncia Genética microRNA Sequéncia Genética

. UGUAAACAUCCUUGACUGGAA . CAAAGUGCUGUUCGUGCAG
hsa-miR-30e-5p G hsa-miR-93-5p GUAG
hsa-miR-31-5p AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU  hsa-miR-9-5p 0V UGELUAUEUAGCUGU
hsamiR.320a AAAAGCUGG%l'JAUGAGAGGGC hsa-miR-68-5p UGAGGUAGESGGUUGUAUU
hsa-miR-328-3p CUGGCCCUCESUGCCCUUCC hsa-miR-68a-5p AACCCGUAgSlCJ;CCGAUCUU
hsa-miR-340-5p UUAUAAAGCAGUGAGACUGAU hsamir520e  AAAGUGCU UGCGCUUUUUGAG
hsa-miR-342-3p UCUCACACAGGAUAAUCGCACCC hsa-miR-524-5p CUACAAAGGS@AGCACUUUC
hsa-miR-342-5p UGGCAGUGUgBUAGCUGGUU hSamiR.543 AAACAUUC%(EJ(EJGUGCACUU
hsa-miR-34c-5p AGGCAGUGL:JAGGCUUAGCUGAU hsa-miR-545-3p UCAGCAAACéLCJ:UUAUUGUGU

. UAAUGCCCCUAAAAAUCCUUA  hsa-miR-548c-  CAAAAAUCUCAAUUACUUUU
hsa-miR-365a-3p U 3p i

. AAAGUGCUGCGACAUUUGAGC  hsa-miR-548d- CAAAAACCACAGUUUCUUUU
hsa-miR-372-3p GU 3p &e

. GAAGUGCUUCGAUUUUGGGG  hsa-miR-548e- AAAAACUGAGACUACUUUUG
hsa-miR-373-3p UGU 3p oA
hsa-miR-3742-5p UUAUAAUACA/&\;CCUGAUAAGU hsa-miR-580-5p GAGCUUAUUgéUAAAAGUGC
hsa-miR-3782-3p ACUGGACUU(CB;SAGUCAGAAG S amIRE07 GUUCAAAUCCCAGAUCUAUAA
hsa-miR-381-3p UAUACAAGGGSAAGCUCUCUG hsa-miR-655-3p AUAAUACAUCLSJCLEJUUAACCUCU
hsa-miR-410-3p AAUAUAACACAGAUGGCCUGU  hsa-miR-656-3p AAUAUUAUACSGUCAACCUC
hsa-miR-423-3p AGCUCGGUCALCIEGUAGGCCCCUC hsa-miR-7-5p UGGAAGACUUL,JAgljJGAUUUUG
hsa-miR-424-5p CAGCAGCAAUlAlCAUGUUUUGA hsamiR-875-3p CCUGGAAACUAC(;:UGAGGUUG
hsamiR.449a UGGCAGUGUéBUGUUAGCUG hsa-miR-628-3p UAUUGCACLLJJlCJ;Cl;JUCCCGGCC
hsa-miR-449b-5p AGGCAGUGUéLCJ:UGUUAGCUG hsa-miR-162-5p UUUGGCAﬁgithJJAGAACUC
hsamiR.451a AAACCGUUAC(LZJAUUACUGAGU
hsa-miR-454-3p UAGUGCAAUA(;JLlJJGCUUAUAGG
hsa-miR-486-5p UCCUGUACUigGCUGCCCCG
hsa-miR-494-3p UGAAACAUACéCGGGAAACCU
hsa-miR-497-5p CAGCAGCACASUGUGGUUUG

hsa-miR-499a-5p UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU

hsa-miR-511-5p GUGUCUUUUGACUCUGCAGUC

UUCACAAGGAGGUGUCAUUUA
U

AAAGUGCAUCUUUUUAGAGGA
U

CAAAGUGCCUCCCUUUAGAGU
G

AAAGUGCUUCUCUUUGGUGG
GU

hsa-miR-513b-5p
hsa-miR-519c¢c-3p
hsa-miR-519d-3p

hsa-miR-520d-3p
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