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RESUMO

CARVALHO, G. B. Expressdo de microRNA no plasma e suas rela¢cées com biomarcadores
cardiometabdlicos e dieta em idosos participantes de estudo de base populacional (ISA
Capital). 2023. Tese - Faculdade de Saude Publica da USP, S&o Paulo, 2023.

Introducéo - O desenvolvimento das doengas crdnicas nao transmissiveis (DCNT) em idosos
esta relacionado, dentre outros fatores, a desregulacédo da expressédo de microRNAs (miRNAS),
a qual pode ser modulada por fatores ambientais, incluindo o padrdo alimentar. Objetivo -
Avaliar o perfil de expressdo plasmatica de miRNAs e suas relagdes com biomarcadores
cardiometabdlicos e dieta em idosos do estudo de base populacional ISA Capital. Métodos -
Estudo transversal, com subamostra de 200 individuos idosos participantes do ISA Nutricdo.
Foi avaliado o perfil de expressdo de 21 miRNAs plasmaticos. Os individuos foram avaliados
guanto as medidas antropomeétricas e a pressao arterial sistémica; biomarcadores glicémicos,
do perfil lipidico e inflamatérios; e ao consumo alimentar. Calculou-se o escore de inflamagéo
crbnica e de baixo grau (SIS) a partir das concentracdes de 10 biomarcadores inflamatérios. A
expressao plasmatica dos miRNAs circulantes foi analisada a partir do método Fluidigm. Os
individuos avaliados foram distribuidos em dois grupos de acordo com a presenga ou ndo de
sindrome metabdlica (SM), e o teste ajustado de Wald foi utilizado para comparar a expressao
dos miRNAs entre os grupos. A partir do coeficiente tau-a de Kendall estimou-se as correlacdes
entre a expressdo dos miRNAs e variaveis de interesse. O teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
foi utilizado para determinar as diferencas no SIS em individuos de acordo com 0 sexo e a
presenca de SM. O teste de correlagdo de Spearman estimou as correlagdes entre o SIS,
concentracdes de leptina, miRNAs e demais variaveis de interesse. Além disso, utilizou-se
modelos lineares generalizados (MLGs) para aprofundar as associacdes encontradas. As
analises foram realizadas nos softwares Stata/SE (versao 17.0) e R (versdo 4.2.3), considerando
nivel de significancia de 0,05. Resultados - A amostra final deste estudo consistiu em 193
individuos (69,1 (0,5) anos), sendo 50,4% do sexo feminino, e 64,7% com SM. A expressao
plasmatica dos miR-30a e miR-122 foi maior em individuos com SM do que naqueles sem SM,
e sua expressao se correlacionou a glicemia e insulinemia em jejum, HOMAL-IR, HDL-c,
VLDL-c, LDL-c, colesterol ndo-HDL e triacilglicerois. Além disso, associacdes negativas entre
cinco miRNAs (miR-15a, miR-16, miR-223, miR-363, miR-532), concentracdo de leptina e/ou
SIS foram observadas. Ainda, o consumo de diversos grupos alimentares influenciou a
expressao plasmatica dos miRNAs. O consumo diario de 100 g de frutas se relacionou a reducéo
na expressdo dos miR-16, miR-30a, miR-126, miR-130b, miR-363, miR-375, miR-486 e miR-
532. Contudo, o consumo de carne vermelha se associou ao aumento na expressao plasmatica
de quatro miRNAs (miR-126, miR-150, miR-223 e miR-376a). Ainda, observou-se que o
consumo diario de 100 g de hortalicas se associou a uma chance 7 vezes maior de os individuos
avaliados ndo apresentarem SM. Conclus@es - O aumento da expressao plasmatica dos miR-
21, miR-30a e miR-122 sugere maior risco cardiometabdlico, ao passo que a reducdo na
expressdo dos miR-15a, miR-16, miR-223, miR-363 e miR-532 sugere menor risco
cardiometabdlico em idosos. Ainda, os resultados encontrados enfatizam a importancia da
adocdo de hébitos alimentares saudaveis na regulacdo da expressdo dos miRNAS e,
consequentemente, na reducéo do risco de desenvolvimento de DCNT.

Descritores: MicroRNA circulante; Doengas cronicas ndo transmissiveis; Sindrome
metabolica; Envelhecimento; Consumo alimentar.



ABSTRACT

CARVALHO, G. B. [Plasma microRNA expression and its associations with
cardiometabolic biomarkers, and diet in elderly participants of a population-based study
(ISA Capital)]. 2023. Thesis — Faculdade de Saude Publica da USP, Séo Paulo, 2023.

Introduction: The development of noncommunicable diseases (NCD) in older adults is related,
among other factors, to the dysregulation of microRNAs (miRNAS) expression, which can be
modulated by environmental factors, including dietary patterns. Objectives: To assess the
plasma expression profile of miRNAs and its relationships with cardiometabolic biomarkers
and diet of older adults participating in the ISA Capital population-based study. Methods:
Cross-sectional study, with a sub-sample of 200 older adults participating in ISA Nutrition. The
expression profile of 21 plasma miRNAs was evaluated. Subjects were evaluated for
anthropometric measurements and systemic blood pressure; glycemic, lipid and inflammatory
biomarkers; and food consumption. Furthermore, the chronic and low-grade inflammation
score (SIS) was calculated based on the concentrations of 10 inflammatory biomarkers. The
plasma expression of circulating miRNAs was analyzed using the Fluidigm method. The
evaluated individuals were distributed into two groups according to the presence or absence of
metabolic syndrome (MetS), and the adjusted Wald test was used to compare the expression of
miRNAs between the groups. Using Kendall's tau-a coefficient, correlations between miRNAs
expression and variables of interest were estimated. The Wilcoxon-Mann-Whitney test was
used to determine differences in SIS based on the distribution of individuals according to sex
and the presence of MetS. The Spearman correlation test estimated correlations between SIS,
leptin concentrations, miRNAs and other variables of interest. Furthermore, generalized linear
models were used to deepen the associations found. All analyzes were performed using Stata/SE
(version 17.0) and R (version 4.2.3) software, considering a significance level of 0.05. Results:
The final sample of this study consisted of 193 individuals, (69.1 (0.5) years), 50.4% of whom
were female, and 64.7% with MetS. Plasma expression of miR-30a and miR-122 was higher in
individuals with MetS than in those without MetS, and their expression correlated with fasting
glycemia and insulinemia, HOMAZ1-IR, HDL-c, VLDL-c, LDL-c, non-HDL cholesterol and
triacylglycerols. Furthermore, negative associations between five miRNAs (miR-15a, miR-16,
miR-223, miR-363, miR-532), leptin concentration and/or SIS were observed. In addition, the
consumption of different food groups influenced the plasma expression of miRNAs. Daily
consumption of 100 g of fruits was related to a reduction in the expression of miR-16, miR-
30a, miR-126, miR-130b, miR-363, miR-375, miR-486, miR-532. On the other hand, red meat
consumption was associated with an increase in the plasma expression of four miRNAs (miR-
126, miR-150, miR-223 and miR-376a). Furthermore, it was observed that the daily
consumption of 100 g of vegetables was associated with a 7 times greater chance of the
individuals evaluated not having MetS. Conclusions: The increase in the plasma expression of
miR-21, miR-30a and miR-122 suggests a greater cardiometabolic risk, while the reduction in
the expression of miR-15a, miR-16, miR-223, miR-363 and miR-532 suggests lower
cardiometabolic risk in the elderly. Furthermore, the results found emphasize the importance of
adopting healthy eating habits in regulating the expression of miRNAs and, consequently, in
reducing the risk of developing NCD.

Descriptors: Circulating microRNA; Chronic non-communicable diseases; Metabolic
syndrome; Aging; Food consumption.
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1 INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS DO ENVELHECIMENTO

A longevidade no Brasil e no mundo vem aumentando ao longo do tempo. A expectativa
de vida é a principal métrica para avaliacdo da salde da populacéo, a qual sofre alteracbes com
0 passar das décadas. Desde 1900, quando a expectativa de vida global era de 30 anos, essa
métrica mais que dobrou em relagdo a 2019, com uma esperanca de vida global de 70 anos,
sendo que 0s paises com a menor e a maior expectativa de vida sdo Republica Centro-Africana
(53 anos) e Japdo (83 anos), respectivamente. Paises mais desenvolvidos como Espanha, Suica,
Italia, Australia e Japdo sdo aqueles que apresentam maior expectativa de vida, estando na faixa
de 80 anos. Por outro lado, paises menos desenvolvidos sdo aqueles com menor expectativa de
vida (50 a 60 anos) (ROSER, ORTIZ-OSPINA e RITCHIE, 2013).

No contexto do Brasil, essa métrica também vem sofrendo mudancas. No ano de 1940,
a expectativa de vida no Brasil era de 45,5 anos. Em 2019, este nimero subiu consideravelmente
para 76,6 anos. Entre as unidades de federacdo, a maior expectativa de vida foi observada em
Santa Catarina (79,9 anos), com 3,3 anos acima da média nacional. Por outro lado, a menor
expectativa de vida foi observada no Maranhdo (71,4 anos), com 5,2 anos abaixo da média
nacional. Além disso, a probabilidade de um individuo de 60 anos atingir os 80 anos era de 344
por mil em 1940, passando para 604 por mil em 2019 (BRASIL, 2020a; 2020b).

O envelhecimento caracteriza-se por uma perda progressiva da integridade fisioldgica,
podendo acarretar em comprometimento da funcdo e maior vulnerabilidade a morte (GEMS e
PATRIDGE, 2013; LOPEZ-OTIN et al., 2013). Tal perda é o principal fator de risco para
doencas, incluindo cancer, diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares e neurodegenerativas.
Estudos tém evidenciado que o envelhecimento € controlado, em parte, por vias genéticas e por
processos bioquimicos conservados na evolucdo (BARZILAI et al., 2012; FONTANA et al.,
2010; KENYON, 2010; LOPEZ-OTIN et al., 2013).

Nesse cenario, nove marcadores de longevidade tém sido investigados, os quais
representam denominadores comuns do envelhecimento em diferentes organismos, com énfase
especial no envelhecimento de mamiferos (GEMS e PATRIDGE, 2013; KENYON, 2010;
LOPEZ-OTIN et al., 2013). Esses marcadores de longevidade sdo: instabilidade genémica,

desgaste dos telébmeros, alteracGes epigenéticas, perda de proteostase, desregulacdo de sensores
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de nutrientes, disfungdo mitocondrial, senescéncia celular, exaustdo de células-tronco e
comunicacAo intercelular alterada (Figura 1) (LOPEZ-OTIN et al., 2013).

Figura 1 — Os marcadores de longevidade.

Fonte: LOPEZ-OTIN et al. (2013, p. 1195).

No contexto da instabilidade genémica, sabe-se que um denominador comum de
envelhecimento é o acimulo de danos genéticos ao longo da vida (MOSKALEYV et al., 2012).
Agentes fisicos, quimicos e bioldgicos exdgenos podem prejudicar a integridade e estabilidade
do DNA. Ademais, fatores enddgenos (erros de replicacdo de DNA, reagdes hidroliticas
espontaneas e estresse oxidativo) também interferem na integridade do DNA
(HOEINMAKERS, 2009). As alteracBes genéticas decorrentes de danos extrinsecos ou
intrinsecos sao altamente diversificadas e incluem mutagdes pontuais, translocacdes, ganhos e
perdas cromossdmicas, encurtamento dos teldmeros e interrup¢do do gene causada pela
integracdo de virus ou transposons (LOPEZ-OTIN et al., 2013).

O desgaste dos telomeros também é considerado um marcador de longevidade do
envelhecimento. Algumas regides cromossomicas, especialmente os telébmeros, sdo mais
suscetiveis a alteragdo relacionada a idade, proveniente do acimulo de danos ao DNA
(BLACKBURN et al., 2006). As DNA polimerases de replicacdo ndo tém a capacidade de
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replicar completamente as extremidades terminais das moléculas lineares de DNA, uma vez
que esta funcdo é propriedade de uma DNA polimerase especializada conhecida como
telomerase. No entanto, a maioria das células somaticas de mamiferos ndo expressa a
telomerase, acarretando perda progressiva das sequéncias protetoras dos teldmeros presentes
nas extremidades dos cromossomos (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Os telémeros s&o ligados por
um complexo multiproteico caracteristico conhecido como shelterin (PALM e DE LANGE,
2008). Uma das principais funcdes desse complexo é impedir o acesso das proteinas de reparo
do DNA aos telomeros. Caso contrario, os telomeros seriam "reparados" como “quebras de
DNA” acarretando em fusdes de cromossomos. Devido a este reparo restrito, o dano ao DNA
nos teldmeros é notavelmente persistente e altamente eficiente na inducdo de senescéncia e/ou
apoptose celular (FUMAGALLI et al., 2012; HEWITT et al., 2012).

Estudos realizados em modelos animais geneticamente modificados demonstraram
ligagbes causais entre perda de teldmeros, senescéncia celular e o envelhecimento do
organismo, indicando que camundongos com telémeros encurtados ou alongados exibiram
expectativa de vida diminuida ou aumentada, respectivamente (ARMANIOS et al., 2009;
TOMAS-LOBA et al., 2008). Em humanos, meta-anélise recente encontrou forte relagdo entre
teldmeros curtos e risco de mortalidade, no entanto, particularmente em idades mais jovens
(BOONEKAMP et al., 2013). Dessa forma, o envelhecimento é acompanhado pelo desgaste
dos teldmeros.

Uma variedade de alteracfes epigenéticas afeta todas as células e tecidos ao longo da
vida (TALENS et al., 2012). As mudancas epigenéticas envolvem alteracdes nos padrdes de
metilacdo do DNA, modificacdo pos-traducdo de histonas e remodelamento da cromatina. A
acetilacdo da histona H4K16, a trimetilacdo da H4K20 ou a trimetilagédo da H3K4 constituem
marcas epigenéticas associadas ao envelhecimento (FRAGA e ESTELLER, 2007; HAN e
BRUNET, 2012). Os multiplos sistemas enzimaticos que garantem a geracdo e manutencéo de
padrGes epigenéticos incluem DNA metiltransferases, histona acetilases, desacetilases,
metilases e desmetilases, bem como complexos de proteinas implicados na remodelacéo da
cromatina (LOPEZ-OTIN et al., 2013).

O envelhecimento e algumas doencas relacionadas ao envelhecimento estdo ligados a
homeostase proteica ou proteostase (POWERS et al., 2009). Todas as células aproveitam uma
série de mecanismos de controle de qualidade para preservar a estabilidade e a funcionalidade
de seus proteomas. A proteostase envolve mecanismos para a estabilizacdo de proteinas
corretamente enoveladas e mecanismos para a degradacdo de proteinas pelo proteassoma ou
lisossomos (HARTL et al., 2011; KOGA et al., 2011; MIZUSHIMA et al., 2008). Além disso,
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existem reguladores de proteotoxicidade relacionada a idade, como 0 MOAG-4, que atuam por
meio de uma via alternativa distinta das chaperonas moleculares e proteases (VAN HAM et al.,
2010). Todos esses sistemas funcionam de forma coordenada para restaurar a estrutura dos
polipeptideos mal enovelados ou para remové-los e degrada-los completamente, evitando assim
0 acumulo de proteinas ndo funcionais e garantindo a renovagdo continua das proteinas
intracelulares. Nesse sentido, tem se observado que a proteostase é alterada com o
envelhecimento (KOGA et al., 2011). Além disso, a expressdo cronica de proteinas mal
enoveladas ou agregadas contribui para o desenvolvimento de doencas relacionadas a idade,
como doenga de Alzheimer e doenga de Parkinson (POWERS et al., 2009).

No que diz respeito & desregulacdo de sensores de nutrientes, destaca-se a via de
“sinalizagdo de insulina e do Insulin-like Growth Factor 1 (Fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 - IGF-1)”. Esta via ¢é responsavel por informar as células acerca da presenca de
glicose (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Esta via é considerada de controle do envelhecimento,
sendo que seus principais alvos séo os fatores de transcricdo da familia forkhead box (FOXO)
e 0 complexo mTOR, ambos também envolvidos no envelhecimento (BARZILAI et al., 2012;
FONTANA et al., 2010; KENYON, 2010). Além disso, polimorfismos genéticos ou mutagdes
que reduzem as funcdes dos receptores de IGF-1 e de insulina, da mTOR e do FOXO foram
associados a longevidade em humanos, ratificando o grande impacto destas vias na longevidade
(BARZILAI et al., 2012; FONTANA et al., 2010; KENYON, 2010).

Conforme as células e o organismo envelhecem, a eficacia da cadeia respiratoria tende
a diminuir, aumentando o escape de elétrons e reduzindo a geracdo de ATP (GREEN et al.,
2011). A teoria do envelhecimento relacionada ao estresse oxidativo propde que a disfuncéo
mitocondrial progressiva que ocorre com o envelhecimento resulta no aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio, que, por sua vez, causa deterioracdo mitocondrial adicional e
dano celular (HARMAN, 1965). Por outro lado, mitocdndrias disfuncionais podem contribuir
para o envelhecimento independentemente do aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EDGAR et al., 2009; HIONA et al., 2010), uma vez que a disfuncdo mitocondrial
influencia a sinalizacdo apoptotica (KROEMER et al., 2007), bem como desencadeia aumento
da resposta inflamatoria ao favorecer a ativacdo mediada por espécies reativas de oxigénio
(GREEN et al., 2011). Assim, a funcdo mitocondrial tem impacto profundo no processo de
envelhecimento, sendo que sua disfuncéo pode acelerar o processo de envelhecimento.

No tocante a senescéncia celular destaca-se a ocorréncia do encurtamento dos telémeros
(BODNAR et al., 1998), danos ndo teloméricos ao DNA e a desrepressdo do locus INK4/ARF,
0s quais ocorrem progressivamente com o envelhecimento (COLLADO et al., 2007). Assim, 0
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acumulo de células senescentes com o envelhecimento pode refletir um aumento na taxa de
geragdo dessas células (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Como o numero de células senescentes
aumenta com o envelhecimento, é amplamente aceito que a senescéncia contribui para o
envelhecimento. No entanto, essa visao desconsidera o objetivo principal da senescéncia, que
é impedir a propagacdo de células danificadas e desencadear sua morte pelo sistema
imunolégico. Portanto, é possivel que a senescéncia seja uma resposta compensatdria benéfica
que contribua para livrar os tecidos de células danificadas e potencialmente oncogénicas
(LOPEZ-OTIN et al., 2013).

O declinio do potencial regenerativo dos tecidos € uma das caracteristicas mais
evidentes do envelhecimento. Por exemplo, a hemopoese diminui com a idade, resultando em
reducdo da producdo de células imunes adaptativas (imunosenescéncia) (SHAW et al., 2010).
Estudos em camundongos idosos revelaram diminuicdo geral da atividade do ciclo celular de
células-tronco hematopoiéticas, sendo que as mais velhas passavam por menos divisGes
celulares do que as mais jovens (ROSSI et al., 2007). Isso se relaciona com o acimulo de danos
ao DNA (ROSSI et al., 2007) e com a maior expressao de proteinas inibidoras do ciclo celular
(JANZEN et al., 2006). O encurtamento do telébmero também é uma causa importante do
declinio das células-tronco com o envelhecimento em varios tecidos (FLORES et al., 2005;
SHARPLESS e DEPINHO, 2007).

Por fim, além das alteragcdes autbnomas das células, o envelhecimento também envolve
mudancas no nivel da comunicacdo intercelular, seja enddcrina, neuroenddcrina ou neuronal
(LAPLANTE e SABATINI, 2012; RANDO e CHANG, 2012; ZHANG et al., 2013). Assim, a
sinalizacdo neuro-hormonal (por exemplo, renina-angiotensina, sinalizacdo de insulina-IGF-1)
tende a ser desregulada no envelhecimento a medida que as reacfes inflamatorias aumentam e
a imunocompeténcia contra patdgenos e células pré-malignas diminui (LOPEZ-OTIN et al.,
2013).

Os marcadores da longevidade discutidos acima estdo fortemente interligados e
convergem para a inflamacdo, uma vez que o comprometimento de qualquer um dos
marcadores esta relacionado a inflamacdo e, consequentemente, afeta todos os outros pilares
(FRANCESCHI et al., 2018). A esta situagdo de inflamagdo sistémica, cronica e de baixo grau
— que ocorre na auséncia de infeccdo, causada principalmente por sinais endégenos — e que
acontece no envelhecimento, atribui-se o termo “inflammaging” (FRANCESCHI et al., 2018).
Véarios mecanismos celulares e moleculares estdo envolvidos na inflammaging, incluindo

senescéncia celular, disfuncdo mitocondrial, autofagia e mitofagia defeituosa, ativacdo do
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inflamassoma, desregulacdo do sistema ubiquitina-proteassoma, ativacao da resposta ao dano
do DNA e disbiose intestinal (VITALE, SALVIOLI e FRANCESCHI, 2013).

Nesse sentido, as novas perspectivas da gerociéncia, incluindo a categorizacdo de nove
marcadores da longevidade, tém sido Gteis para a contextualizacdo de doencas crdnicas ndo
transmissiveis (DCNT) na longevidade. Sabe-se que em individuos longevos, as DCNT mais
comuns sdo a hipertenséo arterial sisttmica (HAS) e o diabetes tipo 2, as quais juntas sao
consideradas como o0s principais fatores de risco para o desenvolvimento de complicacGes
renais, cerebrovasculares e cardiovasculares (BRASIL, 2011a; DUNCAN et al., 2012).
Ademais, alguns fatores de risco para o desenvolvimento de DCNT ja estdo bem estabelecidos
na literatura: dieta ndo saudavel, tabagismo, uso nocivo de alcool e sedentarismo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018). Em adicdo a isso, os microRNAs (miRNAs) plasmaticos
sdo considerados potenciais biomarcadores preditores do risco de desenvolvimento de DCNT,
uma vez que apresentam padrdes de expressdo distintos em diferentes condicOes clinicas
(ORTEGA et al., 2013; RONG et al., 2013; SIMIONESCU et al., 2014; WANG et al., 2013).

1.2 miRNAS

Os miRNAs séo pequenas moléculas ndo-codificantes de fita simples de RNA, de 18 a
25 nucleotideos, que estdo envolvidos na regulacdo celular e gendmica, pois se ligam a uma
sequéncia de bases localizadas na regido nédo traduzida 3' (3'UTR) de um RNA mensageiro
(mRNA), induzindo sua clivagem e, quando nao perfeitamente emparelhados a regidao 3°’UTR,
favorecem o bloqueio da traducdo de proteinas (ABDELLATIF, 2012; CRUZ et al., 2017; MA
etal., 2011; ORTEGA et al., 2013). Os miRNAs podem estar presentes em fluidos corporais e
em todos os tecidos, assim como em vesiculas (exossomos, microvesiculas e corpos
apoptéticos) ou combinados a diversas proteinas (argonautas — AGO, lipoproteinas de baixa e
alta densidade — LDL e HDL e nucleofosmina 1 — NPM1) (CRUZ etal., 2017; QUINTANILHA
etal., 2017).

O mecanismo de a¢do dos miRNAs ocorre mediante seu pareamento parcial ou total
com 0 mRNA alvo. Esse pareamento ocorre entre as bases nitrogenadas da regido “seed” (2 a
8 nucleotideos na regido 5’ do miRNA) e regido 3’ ndo traduzida (3’UTR) de um mRNA alvo.
Essa interagcdo pode acarretar o processo de desadenilagdo (remocdo da cauda poli A), do
mesmo modo que pode interferir na estrutura da cromatina, rearranjo cromossomal e no
processo de metilacdo de DNA ou de histonas (IFTIKHAR e CARNEY, 2016a; O’BRIEN et
al., 2018). Um dnico miRNA pode interagir com diversos alvos, sendo essa caracteristica
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regulada pela sequéncia “seed”, a qual é responsavel por definir a funcéo e a especificidade do
miRNA (O’BRIEN et al., 2018).

No meio intracelular, os miRNAs podem modular a expressdo génica, por meio da
regulacdo de vias de sinalizacdo (IFTIKHAR e CARNEY, 2016a; O’BRIEN et al., 2018). Alem
disso, trés possiveis mecanismos séo descritos na literatura para a liberacdo dos miRNAs do
meio extracelular: a) liberacdo passiva pelas células em decorréncia de lesdo tecidual,
inflamacéo cronica, apoptose ou necrose celular; b) secrecdo ativa via vesiculas celulares,
incluindo exossomos, L-exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticos, sendo que 0sS
miRNAs associados a vesiculas podem ser captados por diferentes tipos celulares,
possivelmente, por meio de fagocitose, endocitose ou fusdo direta com a membrana plasmatica
e, desse modo, regular a expressao génica nessas células; c) secrecdo ativa dos miRNAs
mediante formacdo de complexos com lipoproteinas e proteinas de ligacdo a RNA, livre de
microvesiculas (CHEN et al., 2012; IFTIKHAR e CARNEY, 2016a).

Os miRNAs ligados as proteinas podem ser captados por receptores especificos
localizados na membrana celular. A exemplo disso, tem se observado que a HDL é capaz de se
associar a miRNAs exogenos, podendo direciona-los a diferentes tipos celulares (CHEN et al.,
2012; IFTIKHAR e CARNEY, 2016b; VICKERS et al., 2011). Além disso, estudos tém
mostrado que grande parte dos miRNAs circulantes no plasma ndo estd encapsulada em
microvesiculas, mas sim associadas a proteinas de ligacdo ao RNA, como a Argonauta-2
(AGO2) (ARROYO et al., 2011; TURCHINOVICH et al., 2011) e a NPM1 (WANG et al.,
2010). Evidéncias apontam ainda interacdo direta de miRNAs a receptores, em especial, 0s
receptores do tipo Toll, os quais apresentam papel relevante na ativacéo de vias de sinalizacéo
envolvidas com a resposta inflamatéria (BAYRAKTAR, VAN ROOSBROECK e CALIN,
2017; FABBRI, 2017; IFTIKHAR e CARNEY, 2016b).

Os miRNAs estdo envolvidos em diversos mecanismos moleculares, participando
principalmente da regulacdo e diferenciacdo de adipdcitos e sintese de citocinas pro-
inflamatorias e de proteinas sinalizadoras da via da insulina (CRUZ et al., 2017; HULSMANS,
KEYZER e HOLVOET, 2011). Nesse contexto, constata-se que os miRNAs desempenham
papéis-chave em varios processos bioldgicos, desde o desenvolvimento e metabolismo até a
apoptose e as vias de sinalizacdo, tornando-os assim importante foco de pesquisas cientificas
em DCNT (AMBROS, 2004; BARTEL, 2004; OSELLA et al., 2014). Cabe destacar que 0s
miRNAs circulantes tém sido associados aos distlrbios metabdlicos presentes em individuos
com obesidade, como a inflamag&o crénica de baixo grau e a resisténcia a acdo da insulina
(HENEGHAN, MILLER e KERIN, 2010; HULSMANS, KEYZER e HOLVOET, 2011).
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1.3 miRNAS CIRCULANTES E DOENCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS (DCNT)

As DCNT sdo as principais causas de mortalidade em todo o mundo, e um dos principais
desafios do século XXI, sendo responsaveis por 71% dos 57 milhdes de dbitos ocorridos
mundialmente. As doencas cardiovasculares (DCV) (31%), canceres (16%), doencas
respiratorias cronicas (7%) e o diabetes (3%) sdo as principais DCNT responsaveis por essas
mortes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). No Brasil, as DCNT também
apresentam relevancia, mostrando-se em 2016 responsaveis por 74% do total de mortes no pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

O surgimento das principais DCNT esta ligado a fatores de risco comportamentais —
tabagismo, alcoolismo, sedentarismo e alimentacdo ndo-saudavel — e a alteracdes
metabolicas/fisiologicas — elevacdo na pressdo arterial, sobrepeso/obesidade, hiperglicemia e
hiperlipidemia (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Além disso, tem se observado
que a desregulacédo na expressdo de miRNAs apresenta papel no desenvolvimento de diversas
doencas (ABDELLATIF, 2012). A exemplo disso, alteracdes na expressdo de miRNAS
mostraram-se presentes em individuos com obesidade, reafirmando a sua contribuicdo para a
manifestacdo desses disturbios (MA et al., 2011; ORTEGA et al., 2013).

Levando-se em consideracdo que a obesidade estd associada a diversos distdrbios
metabolicos importantes como a inflamacdo cronica de baixo grau e resisténcia a insulina
(CRUZ et al., 2014; MOLICA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015), estudos realizados em
individuos com obesidade tém mostrado diferentes resultados. Alteracfes na expressdo sérica
do miR-21 foram encontradas em um estudo realizado numa amostra contendo individuos
idosos com obesidade. Este miRNA apresentou expressdo sérica reduzida nos idosos com
obesidade quando comparados aos ndo-obesos, mostrando ainda correlagdes negativas com
biomarcadores do controle glicémico (insulina sérica e HOMA-IR), concentracdo sérica de
colesterol total, IMC e CC; e correlagcdo positiva com a concentracdo sérica de HDL-c
(GHORBANI et al., 2018; MAHDAVI et al., 2018).

Em contrapartida, Simionescu et al. (2014) verificaram elevada expressdo sérica do
miR-21 em idosos com dislipidemia e hiperglicemia em relacdo a individuos sem alteracdes no
perfil lipidico e glicémico, bem como correlagbes positivas com biomarcadores do perfil
lipidico (colesterol total, triacilglicerois e LDL-c) e inflamatdrios (proteina C reativa — PCR e
IL-1B) (SIMIONESCU et al., 2014). Ainda, estudos apontaram a relagdo dos miR-16, miR-107,
miR-150 e miR-152 com a circunferéncia da cintura, concentracdo de lipidios séricos e
sensibilidade a insulina (MA et al., 2018; WU et al., 2015).
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Semelhantemente, Pescador et al. (2013) analisaram o perfil de expressdo sérico de
miRNAs em individuos com obesidade e verificaram elevada expressdo do miR-138, miR-15b
e miR-376a, demonstrando o potencial desses mMiRNAs na obesidade. Associado a isso, Ortega
et al. (2013) verificaram reversdo na expressdo de miRNAs induzidos pela obesidade apds os
individuos com obesidade terem sido submetidos a cirurgia bariatrica; resultado este que ndo
foi observado apos o tratamento somente com dieta hipocaldrica.

Os depdsitos de gordura corporal sdo compostos por dois tipos de tecido adiposo. O
tecido adiposo branco armazena energia na forma de triacilglicerois e estd relacionado a
inflamacéo crbnica e estresse oxidativo, enquanto o tecido adiposo marrom dissipa a energia na
forma de calor, por meio da proteina desacopladora 1 (UCP1) (KAJIMURA e SAITO, 2014;
LEE, WU e FRIED, 2013; OUELLET et al., 2012; ROSELL et al., 2014). E importante
ressaltar que, no tecido adiposo de individuos com obesidade, a expressdo de miRNAs é
alterada, sendo estas alteracGes influenciadas pelo tipo de tecido adiposo. Nesse sentido, Oger
et al. (2014) avaliaram a expressdo de miRNAs no tecido adiposo, figado e musculo esquelético
de ratos obesos e confirmaram — apenas no tecido adiposo branco desses animais — a
regulacdo negativa de miR-200a e miR-200b e aumento da expressdo de miR-342-3p e miR-
335-5p.

No contexto das doencas cardiovasculares, a expresséo do miR-21 circulante foi utilizada
para identificar pacientes com fibrose induzida por estenose adrtica (VILLAR et al., 2013) e
infarto agudo do miocardio (ZHANG et al., 2016). Ainda, Hijmans et al. (2018) mostraram que
este miRNA apresentou-se downregulated em idosos com hipertensao arterial em relacdo a
individuos normotensos, e que este mMiRNA mostrou, ainda, correlacdo negativa com os valores
de pressdo arterial sistolica desses individuos, demonstrando a utilidade potencial do miR-21
como um biomarcador diagndstico para fibrose e doencas cardiacas.

Além disso, Wu et al. (2015) verificaram expressdo de miRNAs alterada em individuos
com obesidade e diabetes tipo 2. Foram verificadas elevada expressdo do miR-152 e reduzida
expressao do miR-138, os quais estdo envolvidos na fisiopatologia da resisténcia a insulina e
inflamacdo em individuos com obesidade. Observou-se ainda reduzida expressdo plasmética do
miR-593 nos individuos avaliados. De maneira semelhante, 0 miR-126 apresentou reduzida
expressao plasmatica em individuos idosos com obesidade e diabetes tipo 2 quando comparados
aqueles sem obesidade e diabetes tipo 2. Foram vistas ainda correlagdes negativas entre a
expressao plasmatica deste miRNA e biomarcadores do controle glicémico (glicemia em jejum
e percentual de hemoglobina glicada) (ORTEGA et al., 2014).
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No contexto do diabetes, os miRNAs atuam nos mecanismos de resisténcia a insulina.
Ortega et al. (2014) mostraram expressao plasmética aumentada do miR-222 em individuos
com diabetes tipo 2, e esses valores correlacionaram-se positivamente com a glicemia em jejum
e o0 percentual de hemoglobina glicada. Assim como 0 miR-222, o miR-320 também participa
de mecanismos relacionados a resisténcia a insulina na obesidade. Nesse contexto, Ling et al.
(2009) mostraram que os adipdcitos resistentes a insulina apresentaram expressdo aumentada
de miR-320, e que esse MIRNA inibiu a expressdo da subunidade p85 da enzima
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), inibindo a via de sinalizacdo da insulina. Ademais, Tang et
al. (2012) mostraram que o miR-320 pode regular a glicélise a partir da inibicdo da
fosfofrutoquinase, enzima reguladora da via glicolitica.

Hooten et al. (2013) tracaram o perfil sérico de miRNAs em idosos (idade média de
64,6 anos) e adultos jovens (idade média de 30,5 anos). Foi verificado que os miR-181a-5p,
miR-1248 e miR-151a-3p apresentavam reduc¢éo da sua expressdo com a idade (HOOTEN et
al., 2013). Sabe-se que a longevidade estd relacionada ao desenvolvimento de diversas
condicdes clinicas como, por exemplo, a sarcopenia. As expressdes plasmaticas de miR-155,
miR-208b, miR-222, miR-210, miR-328 e miR-499 foram significativamente downregulated
nos individuos com sarcopenia em relagdo aqueles sem sarcopenia (HE et al., 2020). Além de
ser relacionada a consequéncias adversas como quedas, declinio funcional, fragilidade e
mortalidade (BJORKMAN et al., 2019; YANG et al., 2019), a sarcopenia também se
caracteriza pela reducdo da quantidade de tecido metabolicamente ativo. Dessa forma, esta
condicdo aumenta o risco de doencas metabdlicas, incluindo doencas cardiovasculares, diabetes
tipo 2, hipertensdo e dislipidemia (BIOLO et al., 2014; WANG et al., 2018; YILMAZ e
BAHAT, 2019).

Diante do exposto, diversos estudos mostraram associacfes entre a expressdo de
miRNAs circulantes e condicdes clinicas presentes em individuos longevos. Em adicao, estudos
tém mostrado que a expressao de miRNAs também pode ser regulada por fatores ambientais e
alimentares (VRIJENS, BOLLATI e NAWROT, 2015; TILI et al., 2010; ORTEGA et al.,
2015). Diversos estudos mostraram que os miRNAs podem ser regulados pela alimentacéo ou
mesmo por nutrientes isolados ou compostos bioativos, indicando assim que a manipulacéo da
dieta representa importante abordagem terapéutica para modular o risco de DCNT (KRONSKI
etal., 2014; ORTEGA et al., 2015; RASHEED, RASHEED e AL-SHAYA, 2017).



21

1.4 EXPRESSAO DE MIRNAS, ESTILO DE VIDA E PADRAO ALIMENTAR

Fatores dietéticos estao relacionados a alteracfes epigenéticas presentes em DCNT, uma
vez que a alimentacdo pode modular a expressao de miRNAs e seus alvos de mMRNA em Varios
processos (apoptose, regulacdo do ciclo celular, angiogénese e inflamacdo) (SHAH,
DAVIDSON e CHAPKIN, 2012). Séo diversos os componentes nutricionais que modulam a
expressao de miRNA (CUl etal., 2017; GAVRILAS et al., 2016; ROSS e DAVIS, 2014), sendo
que, entre 0s componentes nutricionais cardioprotetores que podem afetar a expressao de
miRNAs, destacam-se 0s &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) dmega-3 e dmega-6 (ZHENG
etal., 2015).

Dietas com alto teor de 6mega-3 regularam negativamente o0 miR-21, o qual esta
relacionado a inflamacdo, reduzindo assim a sinalizacdo pro-inflamatéria (PALMER et al.,
2014). Em adigdo, Ortega et al. (2015) observaram alteragGes no perfil de expressdo de 11
miRNAs apds consumo de 30 g de nozes (alimento rico em PUFA) por dia em individuos
saudaveis. Observou-se regulacdo negativa dos miRNAs -328, -330, -221 e -125a, e regulacédo
positiva dos miRNAs -192, -486, -19b, -106a, -130b, -18a e -769 apds o consumo das nozes.

Dietas hiperlipidicas vém sendo largamente estudadas na alteracdo de expressdo de
miRNAs. Isto foi observado em modelos animais obesos, porém as caracteristicas destas
alteracbes foram dependentes do tipo de lipidio consumido (PALMER et al., 2014). Sabe-se
gue o consumo de acidos graxos poli-insaturados vem sendo associado a reducdo do risco de
DCNT, uma vez que diminui a expressdo de miRNAs relacionados a resposta inflamatéria
(PALMER et al., 2014; QUINTANILHA et al., 2017), diferentemente dos acidos graxos
saturados, como o acido laurico e o acido palmitico, os quais estimulam a resposta inflamatéria
em adipdcitos, macrofagos, células beta e outros tecidos metabdlicos, culminando na expressao
de genes pré-inflamatorios como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-
6) e interleucina-1 beta (IL-1p), sendo esse processo modulado por miRNAs (QUINTANILHA
etal., 2017; WANG et al., 2017; WONG et al., 2009).

O consumo de dietas com alto teor de fibras alimentares vem se mostrando benéfico
neste contexto, devido ao aumento da producdo do &cido graxo de cadeia curta (AGCC)
designado butirato, reduzindo o risco de doengas intestinais via miR-17 (PALMER et al., 2014).
As fibras alimentares sdo metabolizadas a acidos graxos de cadeia curta (AGCC) pela
microbiota intestinal durante a fermentacdo, a qual por sua vez, estimula o crescimento de
bactérias benéficas (STEPHEN e CUMMINGS, 1980). Tipos diferentes de fibras influenciam

a producdo de AGCC, sendo que o amido resistente, preferencialmente, produz o butirato
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(HENNINGSSON et al., 2002). Juntamente com o acetato e o propionato, o butirato é um dos
principais metabolitos produzidos durante o processo de fermentacéo de fibras alimentares pela
microbiota intestinal humana no intestino grosso (CAMPOS-PEREZ e MARTINEZ-LOPEZ,
2021; FLINT et al., 2012; PASCALE et al., 2018). O butirato, em particular, é a fonte de
energia primaria para os colondcitos (~ 70%) por sofrer B-oxidacdo na mitocondria e atuar na
homeostase metabdlica, incluindo a manutencdo da integridade epitelial do célon (HAMER et
al., 2008).

Além disso, outros compostos como o resveratrol, quercetina e catequinas, por meio da
modulacdo de miRNAs, apresentam efeitos benéficos a satde (QUINTANILHA et al., 2017).
Em relacdo aos minerais, a deficiéncia de selénio tem sido associada ao risco elevado de
desenvolvimento de DCNT, como cancer, diabetes tipo 2 e DCV (BLEYS, NAVAS-ACIEN e
GUALLAR, 2008; FLORES-MATEO et al., 2006). Sob condi¢des de deficiéncia, o selénio
pode influenciar na regulacdo de diversos miRNAs. O metabolismo do &cido araquiddnico, da
glutationa, o estresse oxidativo e a fungcdo mitocondrial tem sido vistas como vias sensiveis ao
selénio (MACIEL-DOMINGUEZ et al., 2013). Intervencbes em homens idosos com
suplementacéo diaria de 200 pg selénio e 200 mg coenzima Q10 em capsulas, por quatro anos,
levaram a diferengas substanciais em 101 miRNAs. A maioria desses miRNAs desempenha
papéis nos processos de DCV, estresse oxidativo e atividade inflamatoria, resultando em
mortalidade cardiovascular reduzida e diminuicdo da inflamacdo e do estresse oxidativo
(ALEHAGEN et al., 2017).

De maneira semelhante, Reis et al. (2019) avaliaram o efeito de uma intervencéo de 2
meses com castanha-do-Brasil em mulheres com obesidade ou com sindrome metabdlica (SM),
e observaram aumento da expressdo dos miR-454-3p e miR-584-5p, ap6s o consumo de 1
unidade de castanha-do-Brasil por dia, durante 2 meses. Dessa forma, a ingestdo diaria de
castanha do Brasil elevou a expressdo de dois miRNAs relacionados as vias de ativacdo dos
receptores de vitamina D e de acido retindico, indicando uma ligacdo entre a ingestdo de
selénio, o metabolismo da vitamina D e a homeostase do calcio (REIS et al., 2019).

De maneira semelhante, a deficiéncia de zinco causa aumento da expressao de genes
inflamatdrios e expressdo alterada de miRNAs em varios tecidos e células de ratos (pele,
pulméo, pancreas, figado, prostata e células mononucleares do sangue periférico), causando
principalmente desregulagdo de miRNAs associados a inflamagdo, quando comparados a
animais controles (ALDER et al., 2012). Em humanos, um total de 20 miRNAs demonstrou
responder a um regime alimentar de deplecéo de zinco, tendo esse efeito revertido pela

reposicdo subsequente de zinco (RYU et al., 2011).
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O estilo de vida também vem sendo associado a expressdo de miRNAs. Resultados de
uma revisdo sistematica relataram uma associacao entre miRNAS circulantes e exercicio fisico.
No entanto, apenas dois estudos relataram alteracfes nos miRNAs associados a dieta e perda
de peso, com regulacédo negativa de miR-16, e regulacéo positiva de miR-130b e miR-221. No
entanto, ha poucos estudos investigando essa associa¢do, 0 que torna esta evidéncia fraca,
segundo os autores (FLOWERS, WON e FUKUOKA, 2015).

Portanto, os miRNAs vém surgindo como alternativa para auxiliar na reducao do risco
e manejo de DCNT. Estudos em nutricdo podem contribuir para identificacdo de novos
biomarcadores e mecanismos de acdo de componentes dietéticos a fim de entender como esses
nutrientes controlam esses miRNAs e regulam mecanismos fisiol6gicos (QUINTANILHA et
al., 2017). Além disso, ressalta-se a necessidade de mais estudos abordando fatores de estilo de
vida e como estes estdo associados a expressao de miRNAs.

Perante o exposto, ndo ha na literatura estudos de base populacional que relacionam a
expressdo de miRNAs com biomarcadores do controle metabdlico (glicémicos, lipidicos e
inflamatdrios), dieta e estado nutricional na populacdo idosa brasileira. Assim, faz-se
necessarios estudos desta natureza a fim de se obter resultados que poderao ser utilizados como

objeto de estudo em pesquisas académicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil de expressdo de miRNAs no plasma e investigar sua associacdo com
biomarcadores de risco cardiometabdlico, estado nutricional e dieta em idosos participantes do
estudo de base populacional ISA Capital.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar a expressdo plasmatica de 21 miRNAs relacionados ao metabolismo
glicémico e lipidico, a obesidade e a resposta inflamatoria em idosos;

- Verificar relacbes entre os miRNAs plasmaticos e o perfil lipidico dos individuos
avaliados em idosos;

- Verificar relagdes entre os miRNAs plasmaticos e biomarcadores do controle
glicémico dos individuos avaliados em idosos;

- Verificar relacGes entre 0s miRNAs plasmaticos e biomarcadores inflamatorios dos
individuos avaliados em idosos;

- Analisar a expressdo dos 21 miRNAs plasméaticos de acordo com a presenca de
sindrome metabdlica;

- Analisar a expressdo dos 21 miRNAs plasmaticos de acordo com o SIS;

- Verificar interacdes entre os 21 miRNAs plasmaticos e os componentes alimentares
relacionados a reducdo ou aumento do risco de desenvolvimento de DCNT em idosos.
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3 METODOS

O presente trabalho ¢ um recorte do projeto de pesquisa intitulado “Estilo de vida,
marcadores bioquimicos e genéticos como fatores de risco cardiometabdlico: Inquérito de
Saude na cidade de Sdo Paulo”, denominado ISA Nutri¢do 2015, o qual foi aprovado na
modalidade Auxilio a Pesquisa — Projeto Tematico, junto a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
estado de Sao Paulo - FAPESP (Processo 2017/05125-7).

O ISA Nutricdo 2015 utiliza uma subamostra proveniente da Pesquisa de Salde de Sao
Paulo (ISA Capital 2015), criada a fim de reunir informacdes acerca das condigdes de vida,
estado de saude, estilo de vida e uso de servicos de satde da populacdo da cidade de Sdo Paulo
(FISBERG et al., 2018). O ISA Capital trata-se de um estudo transversal de base populacional
realizado de forma periddica, que foi criado a partir do convénio firmado entre a Secretaria
Municipal da Salde de S&o Paulo e o Centro de Apoio a Faculdade de Saude Publica da
Universidade de Sdo Paulo (CESAR et al., 2005).

3.1 AMOSTRAGEM ISA NUTRICAO 2015

Para o estudo realizou-se amostragem probabilistica estratificada por sorteio em dois
estagios: setores censitarios e domicilios. Na primeira etapa foram selecionados aleatoriamente
30 setores censitarios urbanos de cada area geogréafica para atendimento a satde (Norte, Centro-
Oeste, Sudeste, Sul e Leste), totalizando 150 unidades primérias de amostragem no municipio.
Em sequéncia, foram selecionados sistematicamente 18 domicilios particulares em cada setor
censitario, considerando cada dominio demografico utilizado para o planejamento da amostra
(area geografica de atendimento a saude, distrito/setor, faixa etaria e sexo). Desse modo, foi
estimada amostra total de 4.250 pessoas, com 0 numero maximo de 850 pessoas em cada area
geogréfica para atendimento a satde. Dos individuos selecionados, o total de 4059 aceitaram
participar (FISBERG et al., 2018).

O ISA Nutrigdo 2015 foi composto por uma subamostra do ISA-Capital 2015 e tinha
como objetivo incluir 900 individuos, distribuidos igualmente em trés faixas etarias:
adolescentes (idade de 12 a 19 anos), adultos (idade de 20 a 59 anos) e idosos (idade > 60 anos).
O plano de amostragem estimou propor¢des de 0,50, com erro amostral de sete pontos
percentuais, considerando intervalo de 95% de confianca e efeito de delineamento de 1,5. Com
isso, daqueles que concordaram em participar do ISA Capital 2015 (n = 4.059), 1.737

individuos foram selecionados aleatoriamente para o ISA Nutricdo 2015 e responderam ao
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primeiro recordatorio alimentar de 24 horas. Esses participantes foram convidados para a
segunda fase da pesquisa, na qual, o total de 901 individuos concordaram em fazer a coleta de
sangue, realizar as avaliacGes antropométricas e de pressdo arterial e responder ao segundo
recordatorio alimentar de 24 horas (FISBERG et al., 2018).

3.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O presente estudo com delineamento transversal, de base populacional, avaliou um
subamostra de 200 individuos idosos (> 60 anos de idade), participante do ISA Nutri¢do 2015.
As coletas de dados foram realizadas no periodo de fevereiro de 2015 a fevereiro de 2016, no
municipio de Sao Paulo (FISBERG et al., 2018).

A subamostra foi selecionada mediante os seguintes critérios de exclusdo: presenca de
doencas inflamatorias agudas e cancer, tabagismo e o0 uso de medicamentos que pudessem
interferir nos marcadores de interesse (antibidticos, anti-inflamatérios, imunomoduladores,
antirretrovirais). No estudo ISA Capital 2015 nédo participaram individuos que faziam uso de
dieta enteral e/ou parenteral, bem como mulheres em periodo de gestacdo ou lactacdo. Além
disso, foram selecionados apenas os individuos com dados completos para as variaveis
antropométricas, pressao arterial sistémica e biomarcadores glicémicos, lipidicos e

inflamatorios.

3.3 COLETA DE DADOS
3.3.1 Dados antropométricos e pressao arterial

Foram coletados dados de peso, estatura e circunferéncia da cintura, segundo os
procedimentos de aferi¢cdo recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude e adotados pelo
Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Os valores
médios de peso e de altura de cada individuo do estudo foram utilizados para o calculo do indice
de massa corporal (IMC), definido como a massa corporal em quilos dividido pelo quadrado da
estatura em metros (kg/m?). Os valores de IMC foram utilizados para a classificacio do estado
nutricional antropométrico do individuo, de acordo com os critérios padronizados pela
Organizacéo Pan-Americana da Saude (OPAS, 2002).
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A circunferéncia da cintura foi utilizada para o diagnostico da obesidade central,
segundo critérios definidos pela Organizagdo Mundial de Satide: > 102 cm para homens e > 88
cm para mulheres (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).

A pressdo arterial foi aferida em duplicata utilizando-se técnica oscilométrica por meio
de aparelho automéatico (Omron model HEM-712C, Omron Health Care, Inc, EUA). As
medidas foram realizadas com adequacao do manguito a circunferéncia braquial. Em caso de
diferenca superior a 10% entre as medidas, uma terceira medida foi feita.

Além disso, os individuos foram avaliados quanto a presenca de SM de acordo com

critérios definidos pela International Diabetes Federation (2006) (Tabela 1).

Tabela 1 — Critérios para classificacdo de Sindrome Metabdlica nos individuos avaliados.

Para ser classificado com sindrome metabolica, o individuo deve apresentar,

obrigatoriamente, obesidade central + dois dos fatores de risco abaixo
> 150 mg/dL (1,7 mmol/L)
ou tratamento especifico para esta alteracéo lipidica
<40 mg/dL (1,03 mmol/L) em homens
HDL-colesterol reduzido < 50 mg/dL (1,29 mmol/L) em mulheres

Triacilglicerol elevado

ou tratamento especifico para esta alteracdo lipidica
) PAS > 130 mmHg ou PAD > 85 mmHg
Pressdo arterial elevada ) . ] ) )
ou tratamento de hipertensao previamente diagnosticada
> 100 mg/dL (5,6 mmol/L),

Glicemia em jejum elevada ) ) ) ) )
ou diabetes tipo 2 previamente diagnosticada

Valores especificos da circunferéncia da cintura de acordo com o sexo e sequindo classificacdo

especifica de acordo com etnia, conforme preconizado pela IDF

> 90 cm em homens
Circunferéncia da cintura*
> 80 cm em mulheres

PAS, presséo arterial sistolica; PAD, pressao arterial diast6lica; IDF, International Diabetes Federation.
* De acordo com a International Diabetes Federation, para os valores de referéncia da circunferéncia da cintura
de populagGes da América do Sul, deve-se adotar a mesma classificacao das populag6es da Asia.

3.3.2 Material biologico

Foram colhidos cerca de 30 mL de sangue dos participantes em jejum (12 a 14 horas),
por meio de puncdo venosa com o auxilio de seringas estéreis e descartaveis, por profissionais
especializados no domicilio dos participantes, de acordo com agendamento prévio. Os

participantes foram orientados a ndo consumirem bebidas alcodlicas nas 72 horas que
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antecederam a coleta de sangue, bem como, a evitarem exercicios fisicos intensos no dia
anterior e no dia agendado para coleta de sangue.

O sangue foi colhido em tubos secos e em tubos contendo os anticoagulantes acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e fluoreto de sodio, armazenados em isopor com gelo
reciclavel e transportados para o Laboratorio de Gendmica Nutricional e Inflamacdo da
Faculdade de Sadde Publica da Universidade de Sdo Paulo. Aliquotas de soro e de plasma foram
separadas por meio de centrifugacdo e armazenadas em freezer -80 °C, para a posterior
determinacdo dos marcadores glicémicos, lipidicos, inflamatdrios e avaliacdo da expressdo dos

MiRNASs de interesse.
3.3.3 Dados dietéticos

Para avaliar o consumo alimentar utilizou-se o método de recordatério alimentar de 24
horas (R24h), que foram aplicados presencialmente e por ligacdo telefénica, baseando-se no
Multiple Pass Method e no Automated Multiple Pass Method (AMPM), respectivamente
(GUENTHER et al., 1996). Os R24h foram aplicados ao longo de todo o ano, com a finalidade
de minimizar o viés de mudancas alimentares nos finais de semana e diferentes esta¢des do ano.

Os R24h foram analisados utilizando o software Nutrition Data System for Research
(NCC, Minessota, USA), o qual utiliza os valores dos nutrientes presentes na USDA National
Nutrient Database Standard Reference. Visto o programa apresentar uma base de dados
americana, realizou-se validagdo do valor nutricional dos alimentos utilizando tabelas de
composicdo de alimentos nacionais (TACO e TBCA), sendo utilizados apenas alimentos que
obtiveram concordancia entre 80% e 120% dos valores de energia e macronutrientes. Além
disso, foram traduzidos mais de 700 itens alimentares, preparacdes e métodos de preparo, bem
como, incluidas de maneira padronizada preparacfes tipicamente brasileiras utilizadas pela
populagéo de estudo. O banco de dados gerado foi avaliado quanto a consisténcia dos dados
digitados, sendo considerados inconsistentes valores de energia menores que 800 ou maiores
que 4000 kcal/dia (FISBERG et al., 2002; FISBERG; MARCHIONI, 2012).

3.4 DETERMINACAO DE BIOMARCADORES GLICEMICOS E LIPIDICOS

A concentragdo de glicemia em jejum foi determinada no plasma oriundo de tubos de
fluoreto, por meio do método enzimatico colorimétrico da glicose oxidase e utilizando kits de

reagentes da Cobas® (Roche Diagnostics GmbH®, Mannheim, Alemanha). A partir do plasma
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extraido do tubo contendo EDTA realizou-se a dosagem de insulina, por meio de imunoensaio
multiplex, utilizando-se kit LINCOplex® (Linco Research Inc., St. Charles, MO, EUA).
Calculou-se 0 HOMA-IR a partir da formula:

HOMAL-IR = insulina plasmética em jejum (LU/mL) x glicose plasmética em jejum (mmol/L) / 22,5

O ponto de corte adotado para 0 HOMA-1R foi de 2,71, como proposto no estudo de
Geloneze et al. (2009), validado para a populacéo brasileira.

A determinacdo do perfil lipidico foi realizada por meio de método enzimatico e
colorimétrico, utilizando-se reagentes da Cobas® (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemanha). A concentracdo de VLDL-c foi calculada por meio da divisdo da concentracdo

plasmatica de triacilglicerois por cinco.

3.5 DETERMINACAO DE BIOMARCADORES INFLAMATORIOS

As concentracdes plasmaticas dos biomarcadores inflamatorios IL-1B, IL-6, IL-10,
TNF-a, proteina quimiotatica para monocitos 1 (CCL2/MCP-1) e inibidor do ativador do
plasminogénio 1 (PAI-1); dos horménios adiponectina e leptina e das moléculas de adeséo
soltveis intercelular 1 (ICAM-1) e vascular 1 (VCAM-1) foram determinadas com o auxilio de
kits MILLIPLEX® map (Cat. n° HCYTOMAG-60K-05, HADKIMAG-61K-02,
HCVD2MAG-67K-02, EZHL-80SK; Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Alemanha). A
deteccdo das citocinas ocorre por meio de fluorescéncia, que é emitida apds a ligacdo das
mesmas aos seus anticorpos especificos unidos a fluoréforos, seguida da reagdo com o anticorpo
secundario marcado com ficoeritina. A fluorescéncia emitida € diretamente proporcional a
guantidade de analito capturado, que sdo identificados por graduacdo de cores e quantificados
baseando-se em uma curva padr&o.

A quantificagdo da proteina C reativa ultrassensivel plasmatica foi realizada por meio
da téecnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), utilizando o kit de analise (Cat.
n® HEA821Hu; Cloud-Clone Corp., Houston, TX, EUA).

3.6 EXPRESSAO DE miRNAs

A escolha dos miRNAs a serem analisados baseou-se no resultado de buscas na

literatura, sendo selecionados 21 miRNAs previamente identificados em plasma humano, que
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demonstraram associagdo com biomarcadores glicémicos, lipidicos, inflamatorios e excesso de

peso/obesidade (Tabela 2).

Tabela 2 — MiRNAs avaliados no plasma de humanos relacionados ao excesso de peso, a

obesidade, a resposta inflamatoria e ao metabolismo da glicose e de lipidios.

miRNA
Associacdo Referéncias
Downregulated Upregulated
miR-130b miR-16
Excesso de miR-146a miR-140-5p  MAVTH SARVEY 208 DRTE A
peso/obesidade miR-223 m_|R—222 ZHAO et al., 2017
miR-376a
CANDIA et al., 2017; DONGHUI et al.,
Inflamacio miR-28-3p miR-363 2019; ORTEGA et al., 2014;
¢ miR-126 miR-486-5p  PRATSPUIG et al., 2013; WANG etal.,
2014; ZAMPETAKI et al., 2010
miR-15a miR-30a-5p .
. : . JIMENEZ-LUCENA et al., 2018;
Metabolismo miR-21 miR-122 WANG et al., 2014; ZAMPETAKI et
glicémico miR-30d miR-150 al. 2010
miR-375 !
. miR-139-3p GIARDINA et al., 2019; ORTEGA et
Melt.at,’g.“smo MiR-532-5p - al., 2014; PRATS-PUIG et al., 2013;

A expressdo dos 21 miRNAs (miR-15a-5p, miR-16-5p, miR-21-5p, miR-28-3p, miR-
30a-5p, miR-30d-5p, miR-122-5p, miR-126-3p, miR-130b-3p, miR-139-3p, miR-140-5p, miR-
146a-5p, miR-150-5p, miR-222-3p, miR-223-3p, miR-363-3p, miR-375-3p, miR-376a-3p,
miR-486-5p, miR-532-5p, miR-let-7c-5p) foi analisada nas aliquotas de plasma, utilizando
real-time gPCR com BioMarkTM 96.96 Fluidigm Dynamic Array (PJ1910334). Todas as
amostras foram controladas para hemolise por medi¢do de hemoglobina livre a 414 nm usando
placa NanoQuant em espectrofotdmetro TECAN (Mannedorf, Suiga), no qual amostras com
valor DO acima de 0,22 foram identificadas com hemdlise e descartadas. O calculo foi baseado
nos resultados do estudo de Kirschner et al. (2013) realizado com miRNAs caracteristicos de
hemolise: miR-16 e miR-451.

O RNA total foi extraido do plasma (300 pL) utilizando kit de purificacio de RNA
exossdmico e de circulacdo de plasma/soro (cat.42800) Norgen® (Thorold, ON, Canadd), de
acordo com o protocolo padrdo do fabricante. As amostras foram enriquecidas com cel-miR39-
3p 2,7-4 uM (IDT) e o RNA foi eluido em tamp&o de eluicdo em 80 pl. Para a transcrigdo
reversa foi utilizado 15 pL da solucdo eluida de RNA e o kit miRCURY LNA RT (Cat.339340),
Qiagen-Franca, de acordo com as instru¢cdes do fornecedor. Para as reacOes, foi utilizado
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UniSP6 como controle “spike-in” (parte do kit Spike-in Cat.339390) fornecido pela Qiagen-
France (Coutaboeuf).

A pré-amplificacdo foi realizada usando iniciadores de ensaio miIRCURY LNA
microRNA PCR (Cat.339306) Qiagen-Franca (Coutaboeuf), para os 21 miRNAs de interesse
mais RT Spike-in UniSp6 e Extraction Spike-in cel-miR-39. O produto da transcri¢éo reversa
foi purificado com Exonuclease | (Cat. M0293) New England Biolabs France (Evry) e diluido
na concentracdo 1:10. Logo depois, 1,25 pL de cDNA diluido foi pré-amplificado usando
Fluidigm (Les Ulis-France) PreAmp Master mix (Cat 100-5580) e mistura de primers em 5 pL
de volume de reacédo de acordo com as especificagdes do fornecedor.

O produto oriundo da pré-amplificagdo foi diluido na concentracdo 1:10 usando Biotium
(Fremont, CA) - Fast Probe Master Mix (Cat.310005) e adicionado (1,5 pL) em triplicata em
matrizes dindmicas 96x96 IFC (Cat. BMK-M-96.96) Biomark TM ambos da Fluidigm (Les
Ulis-France) para cada ensaio qPCR de acordo com o protocolo do fornecedor. A amplificacéo
gRT-PCR seguiu o protocolo padrdo recomendado pela Exigon Fluidigm-BioMark e consiste
no aguecimento por 2 minutos e desnaturacao a 95 °C por 10 segundos, 40 ciclos a 95 °C por
10 segundos, seguido de anelamento/extensdo (56 °C, 1 minuto).

Valores brutos de Ct superiores a 40 foram considerados indetectaveis. O método DCt
foi utilizado para calcular valores relativos de expressdo. A primeira etapa de normalizagéo
ajustou os valores brutos de Ct aos niveis recuperados de spike-in cel-miR-39 e Spike-in
UniSp6. A segunda etapa de normalizacéo subtraiu o Ct normalizado para amostras individuais
da média de todos os ensaios individuais para cada miRNA. Os valores de fold change

calculados a partir dos dados DCt normalizados foram utilizados nos testes estatisticos.
3.7 CALCULO DO ESCORE DE INFLAMACAO SISTEMICA DE BAIXO GRAU (SIS)

O Escore de Inflamagdo Sistémica de baixo grau (SIS) foi calculado a partir da
concentracdo plasmatica de 10 biomarcadores inflamatorios (proteina C reativa, I1L-6, IL-1,
TNF-0, MCP-1, PAI-1, sICAM-1, sVCAM-1, adiponectina e IL-10), e com base na
metodologia proposta por Tabung et al. (2016). Esse escore foi calculado a partir da soma dos
valores desses biomarcadores inflamatdrios, os quais foram transformados para logaritmo na
base neperiana e padronizados em escore-z. Esse escore atribuiu carga negativa para
biomarcadores com acdo anti-inflamatoria (adiponectina e 1L-10) (NORDE et al., 2020;

TABUNG et al., 2016). Dessa forma, o SIS foi calculado utilizando a seguinte formula:
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SIS = escore Z (logn CRP) + escore Z (logn IL-6) + escore Z (logn IL-15) + escore Z (logn
TNF-a) + escore Z (logn PAI-1) + escore Z (logn MCP-1) + escore Z (logn sSICAM-1) +
escore Z (logn sVCAM-1) - escore Z (logn adiponectin) - escore Z (logn IL-10)

3.8 AVALIACAO DOS GRUPOS ALIMENTARES

Os grupos alimentares avaliados neste trabalho foram selecionados de acordo com a
existéncia de evidéncias que mostrem associages negativas (grupos de protecao) ou positivas (grupos
de risco) relacionados a desfechos de salide associados ao risco cardiometabdlico (MELLO; SARTI;
FISBERG, 2022). O agrupamento dos itens alimentares em categorias de risco e protecéo foi feito de
acordo com o sistema de classificacéo de alimentos “What We Eat In America” (WWEIA), baseado
na base de dados Pesquisa Nacional de Avaliacdo da Saude e Nutricdo (NHANES) (RHODES et al.,
2020), adaptado para o contexto latino-americano (FISBERG et al., 2021).

Os grupos alimentares de frutas, hortalicas, leguminosas, oleaginosas e sementes, gréos
integrais, peixes e frutos do mar, leites e iogurte foram considerados como de protecéo, enquanto que
carnes vermelhas, carnes processadas e bebidas agucaradas foram considerados grupos alimentares
de risco para doengas cardiometabodlicas (FISBERG et al., 2021; MELLO; SARTI; FISBERG, 2022).

A descricao de cada grupo alimentar avaliado nesse estudo esta disposta na Tabela 3

Tabela 3 - Componentes dos grupos alimentares de risco e de protecdo para doencas

cardiometabdlicas.

Grupos alimentares de protecdo

Frutas Todos os tipos de frutas; sucos foram excluidos
Hortalicas Hortalicas e folhas verdes; batatas foram excluidas
Feijdes e leguminosas Feijbes e ervilhas

Oleaginosas e sementes Améndoas, castanha-do-Brasil, amendoins, nozes,

sementes de abdbora, sementes de gergelim
Cereais Biscoitos, pdes, massas integrais, arroz integral,
cereais matinais, aveia
Peixes e frutos do mar Todos os tipos de peixe e frutos do mar
Leites e iogurte Todos os tipos de leite e iogurte
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Tabela 3 (continuagdo) - Componentes dos grupos alimentares de risco e de protecdo para
doencas cardiometabolicas.

Grupos alimentares de risco

Carnes vermelhas Carnes de porco, vaca e cordeiro
Carnes processadas Hamburguer, almdndegas, salsicha, bacon, presunto,
salsichas, frios e carnes curadas
Bebidas acucaradas Todos os tipos de bebidas prontas para beber com
adicdo de acucar (refrigerantes, bebidas de frutas,
bebidas esportivas e energéticas, bebidas

nutricionais, smoothies).

Adaptado de MELLO; SARTI; FISBERG, 2022.

3.9 ANALISES DE BIOINFORMATICA

O software de bioinformética TargetScan (http://www.targetscan.org) foi utilizado para
identificar potenciais alvos para 0s miRNAs avaliados.

3.10 ASPECTOS ETICOS

Os participantes foram esclarecidos acerca dos aspectos metodolégicos do estudo,
procedimentos aos quais foram submetidos, destino do material biolégico coletado e do direito de
desligar-se da pesquisa em qualquer momento, sem constrangimentos. Todos os participantes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, elaborado de acordo com as Resolugoes
CNS n°441/2011 e n° 466/2012 (BRASIL, 2011; 2012) que tratam da protecéo dos participantes e
orienta procedimentos referentes as pesquisas que necessitam de experiéncias com humanos.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Satde Piblica
da Universidade de S&o Paulo (# 49221121.4.0000.5421 e # 30848914.7.0000.5421 para 0 ISA
Nutricdo 2015) e pela Secretaria Municipal da Satde de S&o Paulo (# 36607614.5.0000.5421)
(ANEXO A).
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Estatisticas descritivas, incluindo proporcoes, médias e erros padrdo, foram calculadas e
analisadas para obter uma viséo abrangente dos dados.

O teste ajustado de Wald foi utilizado para comparar a expressdo plasmatica de miRNAs
de individuos agrupados pela presenca ou ndo de SM. O coeficiente tau-a de Kendall foi usado
para estimar a correlacdo entre a expressdo plasmatica de miRNAs e variaveis lipidicas,
glicémicas e antropomeétricas, incluindo intervalos de confianca, usando um desenho de pesquisa
complexo para garantir a representatividade em nivel populacional.

Além disso, o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney foi empregado para avaliar diferencas
significativas na SIS entre grupos divididos de acordo com o sexo e a presenca de SM. O
coeficiente de correlacdo de Spearman foi utilizado para estimar a correla¢do entre a expressdo
plasmatica de miRNAs e variaveis lipidicas, glicémicas e antropométricas. Os intervalos de
confianca também foram calculados utilizando o desenho complexo do inquérito para garantir a
representatividade ao nivel da populacao.

Ademais, adotou-se modelos lineares generalizados (MLGs) para analisar relacdes
complexas entre varidveis, como o efeito de multiplas covariaveis, levando em consideragdo a
distribuicdo ndo normal de algumas variaveis, fornecendo uma compreensdo mais abrangente dos
fatores que podem influenciar as associacdes observadas entre a expressdo plasmatica de
miRNAs. Os MLGs foram utilizados tanto para analisar as associacdes entre a expressao
plasméatica dos miRNAs, leptina e SIS, como também para analisar as associagdes entre a
expressao plasmética dos miRNAs e o consumo dos diferentes grupos alimentares avaliados.

Por fim, um modelo de regressdo logistica foi testado a fim de examinar como o consumo
dos diferentes grupos alimentares podem influenciar na presenca de SM.

As analises foram realizadas nos softwares Stata/SE (versdo 17.0) e R (versdo 4.2.3), com
nivel de significancia de 0,05.

4 RESULTADOS

A amostra final deste trabalho consistiu em 193 participantes, uma vez que quatro
individuos apresentaram amostra de sangue com hemdlise, dois individuos tiveram inibicdo no
ensaio de PCR e um participante foi considerado outlier. As etapas de sele¢do da subamostra do
presente estudo estdo dispostas na Figura 2.
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Figura 2 — Etapas da sele¢éo da subamostra do presente estudo.

Residentes de areas urbanas de Sao Paulo
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Adaptado de: FISBERG et al., 2018; CARVALHO et al., 2023.
Legenda: *Critérios de exclusdo: presenca de doencgas inflamatdrias agudas, cancer e uso de medicamentos
(antibidticos, anti-inflamatorios, imunomoduladores, antirretrovirais) que pudessem interferir nos marcadores de
interesse, alcoolismo crénico, uso de dieta enteral/parenteral, e gravidez/lactagéo.

As principais caracteristicas dos individuos avaliados neste estudo estdo listadas na Tabela
4. Da amostra avaliada, 50,4% eram mulheres, com idade média de 69,1 (0,5) anos. Além disso,
45,2% da amostra apresentavam-se com sobrepeso/obesidade, além de mostrarem valores médios
de CC elevados. Além disso, 64,7% dos participantes tinham SM e 50,9% tinham resisténcia a

acdo da insulina (Tabela 4).
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Tabela 4 - Caracterizacdo dos individuos participantes do estudo de base populacional ISA-

Nutri¢do (n = 193).

Variaveis Total
(n=193)
Sexo, n (%)
Masculino 92 (49,4)
Feminino 101 (50,6)
Idade (anos) 69,1 (0,5)
IMC (kg/m?) 27,5(0,4)
Sobrepeso/Obesidade, n (%) 87 (45,1)
Circunferéncia da cintura (cm) 99,8 (1,3)
PAS (mmHg) 138,2 (1,4)
PAD (mmHg) 76,2 (0,7)
Presenca de SM, n (%) 126 (64,7)
Atividade fisica (minutos por semana) 658,8 (68,8)
Colesterol total (mg/dL) 184,0 (3,7)
HDL-c (mg/dL) 47,2 (1,4)
LDL-c (mg/dL) 110,4 (3,4)
VLDL-c (mg/dL) 26,3 (1,0)
Colesterol ndo-HDL (mg/dL) 136,7 (3,4)
Triacilglicerdis (mg/dL) 131,3 (4,9)
Glicemia em jejum (mg/dL) 111,5(2,5)
Insulina em jejum (LUI/mL) 13,0 (0,8)
HOMA-IR 3,8(0.3)
Resisténcia a insulina, n (%) 103 (50,9)

Dados apresentados em frequéncias absolutas e relativas (n, %) e média (erro padréo).

IMC, indice de massa corporal; PAS, pressao arterial sistlica; PAD, pressao arterial diastolica; SM, sindrome
metabdlica; HDL-c, colesterol associado a lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol associado a
lipoproteina de baixa densidade; VLDL-c, colesterol associado a lipoproteina de muito baixa densidade; HOMA-

IR, modelo homeostatico de avaliacdo de resisténcia a insulina.

Os dados de expressao plasmatica dos miRNAs estdo dispostos abaixo (Tabela 5).

Tabela 5 — Expressdo plasmatica dos 21 miRNAs estudados nos individuos avaliados.

Expresséo plasmatica

mMiRNA

(fold change)
miR-15a 1,1+£0,1
miR-16 14+0,1
miR-21 1,2+0,1
miR-28 1,6+0,2
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Tabela 5 (continuagdo) — Expressao plasmética dos 21 miRNAs estudados nos individuos avaliados.

Expressdo plasmatica

miRNA
(fold change)

miR-30a 1,1+0,1
miR-30d 1,2+0,1
miR-122 1,8+0,3
miR-126 1,2+0,1
miR-130b 1,4+0,1
miR-139 1,2+0,1
miR-140 1,3+0,1
miR-146a 14+0,1
miR-150 1,1+£0,1
miR-222 1,3+0,1
miR-223 1,7+0,2
miR-363 1,2+0,1
miR-375 1,2+0,1
miR-376a 1,6+0,1
miR-486 1,2+0,1
miR-532 14+0,1
miR-let7c 1,2+0,1

Quando avaliados de acordo com a SM, observou-se que os individuos com SM

apresentaram maiores valores de peso corporal, IMC, CC, PAS, PAD, glicemia, insulina,

HOMA-IR, VLDL-c, colesterol ndo HDL e triacilglicer6is e menores concentracdes plasmaticas

de HDL-c (Tabela 6). Além disso, a expressao plasméatica do miR-122 e do miR-30a foi maior

em individuos com SM em relagdo aqueles sem SM (Figura 3).

Tabela 6 - Caracterizacdo da subamostra dos idosos participantes do estudo de base populacional

ISA-Nutricdo, de acordo com a presenca de sindrome metabdlica (n = 193).

Variaveis sem SM Com SM p-valor
(n=67) (n=126)
Sexo, n (%)
Masculino 30 (45,1) 62 (51,7) 0,374
Feminino 45 (54,9) 56 (48,3)
Idade (anos) 69,6 (1,0) 68,8 (0,7) 0,514
Peso corporal (kg) 68,8 (1,4) 74,0 (1,4) 0,011*
Estatura (m) 1,6 (0,1) 1,6 (0,1) 0,899
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Tabela 6 (continuag&o) - Caracterizagdo da subamostra dos idosos participantes do estudo de base
populacional ISA-Nutricdo, de acordo com a presenca de sindrome metabolica (n = 193).

Variaveis Sem SM Com SM p-valor
(n=67) (n=126)

IMC (kg/m2) 26.2 (0.5) 28,2 (0,4) 0,002*
Classificacdo do IMC, n (%)

Baixo peso 19 (25,0) 15 (10,9) 0,016*

Peso adequado 28 (41,8) 47 (37,4)

Sobrepeso/Obesidade 22 (33,2) 65 (51,7)
Circunferéncia da cintura (cm) 95,5 (1,5) 102,0 (1,6) 0,002*
PAS (mmHg) 130,3 (2,0) 142,4 (2,0 <0,001*
PAD (mmHg) 72,9 (1,1) 78,0 (1,0) 0,002*
Atividade fisica (minutos por semana) 595,3 (66,4) 778,7 (148,7) 0,256
Colesterol total (mg/dL) 183,0 (5,4) 184,5 (4,0) 0,775
HDL-c (mg/dL) 54,8 (1,4) 43,1 (1,6) <0,001*
LDL-c (mg/dL) 109,6 (4,7) 110,9 (3,7) 0,785
VLDL-c (mg/dL) 18,6 (0,7) 30,5(1,2) <0,001*
Colesterol ndo-HDL (mg/dL) 128,2 (5,0) 141,4 (3,7) 0,014*
Triacilgliceréis (mg/dL) 92,6 (3,5 152,4 (6,1) <0,001*
Glicemia em jejum (mg/dL) 95,6 (2,7) 120,3 (3,6) <0,001*
Insulina em jejum (LUI/mL) 9,5(0,7) 15,0 (1,0) <0,001*
HOMA-IR 2,2 (0,2) 4,6 (0,4) <0,001*

Dados apresentados em frequéncias absolutas e relativas (n, %) e média (erro padrdo). *Diferenca entre grupos com e sem
sindrome metabdlica. Teste qui-quadrado para varidveis categéricas. Teste de Mann-Whitney para variaveis continuas.
SM, sindrome metabdlica; IMC, indice de massa corporal; PAS, presséo arterial sistélica; PAD, pressdo arterial diastélica;
HDL-c, colesterol associado a lipoproteina de alta densidade; LDL-c, colesterol associado a lipoproteina de baixa
densidade; VLDL-c, colesterol associado & lipoproteina de muito baixa densidade; HOMA-IR, modelo homeostético de
avaliacdo de resisténcia a insulina.

Figura 3 - Expressdo plasmética de miR-30a e miR-122 em idosos de acordo com diagnostico SM (n=193)
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Dados apresentados em média e erro padrdo. Foi realizado o teste ajustado de Wald.
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Realizou-se ainda teste de correlagdo entre os miRNAs que diferiram de acordo com a
SM (miR-30a e miR-122) e varidveis antropométricas, glicémicas, lipidicas e presséo arterial
(Tabela 7). A expressdo de miR-122 e miR-30a foi positivamente correlacionada com glicemia,
insulinemia, HOMA-IR, LDL-c e colesterol ndo HDL. Além disso, a expressdo plasmatica do
miR-30a apresentou correlacdo positiva com a PAD e a concentracdo plasmatica de
triacilglicerois (Tabela 7).

Tabela 7 - CorrelacGes entre miRNAS e varidveis antropométricas, glicémicas, lipidicas e pressdo

arterial em idosos participantes do estudo de base populacional ISA Nutri¢do (n=193).

miR-122 miR-30a
Coeficiente 0,068 0,084
Peso corporal (kg) IC 95% -0,029 - 0,167 -0,025 -0,194
p-valor 0,167 0,128
Coeficiente 0,041 0,026
IMC (kg/m?) IC 95% -0,045 -0,127 -0,074 - 0,127
p-valor 0,345 0,608
Coeficiente 0,053 0,052
CC (cm) IC 95% -0,043 - 0,151 -0,050 — 0,154
p-valor 0,274 0,316
Coeficiente 0,044 0,099
PAS (mmHg) IC 95% -0,063 - 0,152 -0,009 - 0,208
p-valor 0,421 0,073
Coeficiente 0,111 0,110
PAD (mmHg) IC 95% -0,003 - 0,226 0,005 - 0,217
p-valor 0,056 0,041*
o o Coeficiente 0,141 0,120
Glicemia em jejum
IC 95% 0,343 - 0,249 0,016 — 0,224
(mg/dL)
p-valor 0,010* 0,023*
) o Coeficiente 0,128 0,131
Insulina em jejum
IC 95% 0,017 - 0,240 0,018 - 0,245
(pUI/mL)
p-valor 0,023* 0,024*
Coeficiente 0,159 0,161
HOMA-IR IC 95% 0,044 - 0,274 0,046 — 0,276
p-valor 0,007* 0,006*
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Tabela 7 (continuacdo) - Correlagcdes entre miRNAs e varidveis antropométricas, glicémicas,
lipidicas e pressao arterial em idosos participantes do estudo de base populacional ISA Nutri¢do

(n=193).

miR-122 miR-30a

Colesterol total Coeficiente 0,104 0,091
(mg/dL) IC 95% -0,003 - 0,212 -0,018 - 0,201

p-valor 0,057 0,102
HDL-c (mg/dL) Coeficiente -0,126 -0,168

IC 95% -0,226 —-0,026 -0,276 —-0,062

p-valor 0,014* 0,002**
VLDL-c (mg/dL) Coeficiente 0,068 0,116

IC 95% -0,037 - 0,175 0,015 -0,217

p-valor 0,204 0,024*
LDL-c (mg/dL) Coeficiente 0,122 0,129

IC 95% 0,011 - 0,234 0,021 -0,237

p-valor 0,031* 0,019*
N&o-HDL-c Coeficiente 0,144 0,159
(mg/dL) IC 95% 0,035 - 0,254 0,054 - 0,264

p-valor 0,010* 0,003**
Triacilglicerdis Coeficiente 0,069 0,116
(mg/dL) IC 95% -0,037 - 0,176 0,016 —0,218

p-valor 0,200 0,024*

* Correlacéo significativa (p < 0,05). ** Correlagdo significativa (p < 0,005).

IMC, indice de massa corporal; CC, circunferéncia da cintura; PAS, pressdo arterial sistolica; PAD, pressdo arterial
diastdlica; HDL-c, colesterol associado a lipoproteina de alta densidade; VLDL-c, colesterol associado a lipoproteina
de muito baixa densidade; LDL-c, colesterol associado a lipoproteina de baixa densidade.

Ainda no contexto da SM, observou-se que os individuos desta amostra que apresentavam
SM tiveram maiores valores no SIS em comparacdo aqueles sem SM. Além disso, foi identificada
uma correlacdo positiva entre SIS e varios fatores de risco metabdlicos, incluindo IMC,
circunferéncia da cintura, HOMAZ1-IR e concentracGes de leptina. Por outro lado, dois miRNAs,
miR-16 e miR-363, apresentaram correlacdo negativa com o SIS (Tabela 8).

Concentracfes mais baixas de leptina foram observadas em homens e em participantes
sem SM em comparacdo a mulheres e a individuos com SM, respectivamente. Ainda, foram
observadas correlagdes positivas significativas entre as concentracdes de leptina e fatores de
risco metabélicos, como IMC, circunferéncia da cinturae HOMAL-IR. Além disso, a expressao
plasmatica de diversos miRNAs foi negativamente correlacionada a concentracdo plasmatica
de leptina, incluindo miR-16, miR-21, miR-28, miR-30d, miR-126, miR-130b, miR-140, miR-
146a, miR-222, miR-223, miR-363, miR-375, miR-486 e miR-532. Apenas o miR-15a foi

positivamente correlacionado com a concentracdo plasmatica de leptina (Tabela 8).
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Tabela 8 - AssociagOes entre Escore de Inflamacdo Sistémica de Baixo Grau (SIS) e

concentracdo plasmaética de leptina com variaveis de saide em 193 idosos participantes do

estudo de base populacional ISA-Nutricéo.

Escore de Inflamacéo Sistémica

de baixo grau (SIS)

Leptina (ng/mL)

Variaveis média + SE p-valor média = SE p-valor
Sexo
- + +

Do ooms | LEETIEE o
Presenca de SM

Né&o -0,7517 £ 0,4922 0,0230f 3,3378 £ 0,5785 0,04955%

Sim 0,4868 + 0,3126 4,5956 + 0,4741
Variaveis correlagéo p-valor correlagio p-valor
Idade (anos) 0,1312 0,0689 -0,0679 0,3484
IMC (kg/m?) 0,2081 0,0037* 0,5046 <0,0001*
Circunferéncia da cintura (cm) 0,2024 0,0048* 0,3185 <0,0001*
PAS (mmHg) -0,0230 0,7510 -0,0552 0,4459
PAD (mmHg) 0,0441 0,5424 0,0493 0,4957
HOMAI1-IR 0,4339 <0,001* 0,3511 <0,0001*
Leptina (ng/mL) 0,3078 <0,001* - -
miR-15a -0,1180 0,1022 0,2669 0,0002*
miR-16 -0,1506 0,0366* -0,2922 <0,0001*
miR-21 -0,0391 0,5889 -0,2216 0,0020*
miR-28 -0,0985 0,1740 -0,1448 0,0446*
miR-30a -0,0399 0,5818 -0,1361 0,0592
miR-30d -0,0651 0,3686 -0,1963 0,0062*
miR-122 0,0110 0,8790 -0,0786 0,2774
miR-126 0,0184 0,7991 -0,1767 0,0139*
miR-130b -0,1116 0,1294 -0,1614 0,0249*
miR-139 0,0791 0,4138 -0,0275 0,7038
miR-140 0,0018 0,9803 -0,1708 0,0176*
miR-146a -0,0172 0,8128 -0,1431 0,0471*
miR-150 -0,0070 0,9230 0,0055 0,9393
miR-222 -0,1062 0,1417 -0,1871 0,0092*
miR-223 -0,0743 0,3047 -0,1742 0,0154*
miR-363 -0,1519 0,0350* -0,2834 <0,0001*
miR-375 -0,1220 0,0926 -0,1616 0,0255*
miR-376a -0,0637 0,3788 -0,1294 0,0730
miR-486 -0,1001 0,1662 -0,2277 0,0014*
miR-532 -0,1213 0,0964 -0,2464 0,0006*
miR-let7c 0,0504 0,4865 -0,1037 0,1511

tDiferengas significativas no teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (p-valor < 0.05). *Coeficiente de correlacdo de

Spearman significativo (p-valor < 0.05).
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A fim de investigar as relagdes entre a expressao dos miRNAs, SIS e concentragdes de
leptina na amostra, foram utilizados MLGs. Tais resultados estéo dispostos na Tabela 9.

A andlise do MLG da expressdo do miR-15a indica que um aumento de 1 ng/mL na
concentracdo plasmatica de leptina esta associado a uma diminuicao de 0,0269 no valor esperado
da expressao plasmaticado miR-15a. O MLG para miR-16 utilizou a funcéo logaritmica como funcéo
de ligacéo e, portanto, os coeficientes devem ser interpretados como mudancas percentuais no valor
esperado da expressao do miR-16. Assim, espera-se uma diminuicao de 5,63% na expressao do miR-
16 para cada aumento de 1 unidade no SIS e uma diminuicéo de 4,77% para cada aumento de 1 ng/mL
na concentracdo plasmatica de leptina. Ademais, o efeito da leptina na expressao plasmatica do
miR-16 depende do valor do SIS, com um aumento esperado de 0,81% no efeito da leptina para cada
aumento de 1 unidade no SIS (Tabela 9).

A funcdo de ligacdo inversa foi empregada no MLG usado para analisar a relacdo entre a
expressdo plasmética do miR-21 e os valores do SIS e concentracdo plasmaética de leptina. Isto
significa que um aumento unitario no SIS esta associado a um aumento de 2,93% na expressdo do miR-
21. Curiosamente, o termo de interacdo entre SIS e concentracdo plasmatica de leptina foi negativo
(-0,0081), indicando que a associacao positiva entre SIS e expressao de miR-21 enfraquece a medida
que as concentracdes de leptina aumentam (Tabela 9).

O modelo utilizado para analisar a expressao plasmatica do miR-223 empregou a fungéo
log link. Os resultados indicaram que um aumento de 1 ng/mL na concentracdo plasmatica de
leptina esta associado a uma diminuicéo de 4,87% no valor esperado da expressdo do miR-223.
Para os modelos que analisam a expressdo de miR-363 e miR-532, foi utilizada a funcéo de
ligacdo de identidade. O coeficiente de leptina no modelo miR-363 sugere que o valor esperado
do miR-363 diminui em 0,0385 para cada aumento de 1 ng/mL nos niveis de leptina. Da mesma
forma, o modelo miR-532 indica que um aumento de 1 ng/mL na concentracdo plasmatica de
leptina esta associado a uma diminuicdo de 0,0541 no valor esperado da expressao do miR-532
(Tabela 9).

Considerando as associa¢des observadas nos MLGs entre a expressdo dos miRNAS e 0s
valores de SIS e leptina, e considerando que cerca de 65% da amostra apresenta SM, foi
elaborado um esquema explicando como os miRNAs e suas relacbes com o SIS e com a

concentracéo de leptina podem impactar o desenvolvimento de SM nos idosos (Figura 4).



Tabela 9 - Resultados dos modelos lineares generalizados (MLGs) para a expressdo dos

miRNAs, concentragdes de leptina e escore de inflamag&o sistémica de baixo grau (SIS).

miRNA (I?r:sl;t;hbntjcltﬁzﬁ) Variavel Coeficiente IC p-valor
iR15a Gamma Intercepto 1,2429 [1,0954, 1,3905] <0,0001
(identity) Leptina -0,0269 [-0,0529, -0,0009] 0,0429
Intercepto 0,5014 [0,2975, 0,7053] <0,0001
e 16 Inverse SIS -0,0563 [-0,0987, -0,0139] 0,0099
Gaussian (log) Leptina -0,0477 [-0,0840, -0,0114] 0,0106
SIS:Leptina* 0,0081 [0,0013, 0,0149] 0,0198
miR-21 Inverse Intercepto 0,7806 [0,6500, 0,9112] <0,0001
Gaussian SIS 0,0293 [0,0004, 0,0582] 0,0471
(inverse) Leptina 0,0280 [-0,0019, 0,0579] 0,0660
SIS:Leptina* -0,0081 [-0,0146, -0,0016] 0,0160
miR-223 Inverse Intercepto 0,6990 [0,3960, 1,0020] <0,0001
Gaussian (log) Leptina -0,0487 [-0,0940, -0,0033] 0,0357
miR-363 Inverse Intercepto 1,3983 [1,1769, 1,6197] <0,0001
Gaussian Leptina -0,0385 [-0,0701, -0,0069] 0,0177

(identity)
miR-532 Inverse Intercepto 1,6197 [1,2951, 1,9443] <0,0001
Gaussian Leptina -0,0541 [-0,0913, -0,0169] 0,0049

(identity)

*Interagdo entre SIS e Leptina.
Variéveis de sexo e presenca de sindrome metabdlica ndo foram significativas no MLG.

Figura 4 - Como os miRNAs e suas relagfes com o SIS e com as concentragdes de leptina podem impactar o
desenvolvimento da sindrome metabolica em idosos.
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Adaptado de: Carvalho et al., 2023
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No que diz respeito aos dados de consumo alimentar, a Tabela 10 apresenta a mediana
do consumo diério dos componentes alimentares estudados pelos idosos avaliados.

Tabela 10 - Consumo mediano (min—-max) dos componentes alimentares estudados pelos idosos

participantes do estudo de base populacional ISA-Nutricéo.

Componente alimentar Mediana (min-méax) | Componente alimentar Mediana (min-max)
Frutas (g/d) 128,1 (46,3-265,8) | Peixes e frutos do mar (g/d) 8,5 (4,1-67,0)
Hortalicas (g/d) 94,4 (48,2-158,7) Leites e iogurte (mL/d) 165,0 (75,6-293,7)
Feijes e leguminosas (g/d) 103,2 (27,4-235,4) | Carnes vermelhas (g/d) 73,9 (42,6-90,4)
Oleaginosas e sementes (g/d) 1,0 (0,3-14,5) Carnes processadas (g/d) 17,3 (13,8-39,5)
Cereais integrais (g/d) 4,1 (3,7-34,2) Bebidas agucaradas (mL/d) 113,1 (47,0-448,4)

Além disso, MLGs também foram testados a fim de analisar como e quais componentes
alimentares podem influenciar a expressdo plasmatica dos miRNAs estudados. Os resultados
obtidos até 0 momento estao dispostos na Tabela 11. Além disso, os principais resultados estdo

representados na Figura 5 e na Tabela 11.

Figura 5 — Representagdo gréafica das principais associa¢fes encontradas entre os grupos alimentares e 0s
miRNAs avaliados no presente estudo.
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A diregdo das setas proximas aos miRNAs indicam como a sua expressao foi afetada pelo consumo dos componentes.
1 Junto ao miRNA: indica que o consumo do componente alimentar impactou no aumento da expressao do miRNA.
| Junto a0 miRNA: indica que o consumo do componente alimentar impactou na reducéo da expressdo do miRNA
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Tabela 11 - Resultados dos modelos lineares generalizados (MLGs) para a expressdao dos

miRNAs e consumo dos componentes alimentares.

miRNA PIStFIbUI(%ﬁO Variavel Coeficiente IC p-valor
(link function)

iR15a Gamma Intercepto -0,2346 [-0.5653, 0.0961] 0,1619

(log) Feijoes 0,0034 [0.0006, 0.0063] 0,0175

iR16 Gamma Intercepto 1,0183 [0.4808, 1.5559] 0,0003

(log) Frutas -0,0052 [-0.0089, —0.0014] 0,0083

iR.28 Gamma Intercepto -0,2662 [-0.8900, 0.3577] 0,3983

(log) Feijoes 0,0067 [0.0004, 0.0131] 0,0386

miR-30a Inverse Gaussian Intercepto 0,4994 [0.2178 0.781] <0,001

(log) Frutas ~0,0030 [-0.0051 —0.001] < 0,001

Intercepto 0,4495 [-0.5271, 1.4261] 0,3624

miR-126 (iGer:t’iTt‘;) Frutas -0,0038 [-0.0064, —0.0013] 0,0035

Carnes vermelhas 0,0170 [0.0042, 0.0298] 0,0098

1R300 Gamma Intercepto 1,0082 [0.4885, 1.5279] 0,0002

(log) Frutas -0,0053 [-0.0086, —0.0021] 0,0017

e 139 Gamma Intercepto 1,0651 [0.2683, 1.8619] 0,0098

(log) Camnes processadas -0,0451 [-0.0834, —0.0068] 0,0221

Intercepto 0,6959 [-0.0142, 1.4059] 0,0547

MiR-140 Ggg‘gr;‘a Hortalicas 10,0083  [-0.0151,-0.0015]  0,0177

Bebidas acuc. 0,0030 [0.0008, 0.0052] 0,0078

Intercepto -0,4589 [-1.2494, 0.3316] 0,2514

i 150 Gamma Leites e iogurte 0,0024 [0.0002, 0.0045] 0,0305

(identity) Feijoes 0,0044 [0.0002, 0.0087] 0,0421

Carnes vermelhas 0,0105 [0.0008, 0.0202] 0,0340

MiR-222 Gamma Intercepto -0,1878 [-0.5984, 0.2228] 0,3653

(log) Feijoes 0,0040 [0.0004, 0.0076] 0,0284

Intercepto -2,0154 [-3.5525, -0.4782] 0,0109

i 993 Gﬁ?g?a Leites e iogurte 0,0036 [0.0000, 0.0071] 0,0477

Carnes vermelhas 0,0219 [0.0013, 0.0424] 0,0372

Oleaginosas 0,2021 [0.0409, 0.3632] 0,0147

miR-363 Gamma Intercepto 0,6976 [0.2496, 1.1457] 0,0027

(log) Frutas -0,0038 [-0.0070, —0.0006] 0,0218

Gamma Intercepto 0,0821 [-0.4918, 0.6560] 0,7765

miR-375 (log) Frutas -0,0045 [-0.0081, —0.0008] 0,0165

Leites e iogurte 0,0039 [0.0009, 0.0069] 0,0116

miR-376a Gamma Intercepto -1,094 [-2.3504, 0.1624] 0,0870

(log) Carnes vermelhas 0,021 [0.0041, 0.0379] 0,0159

i 486 Gamma Intercepto 0,6600 [0.3074, 1.0125] 0,0004

(log) Frutas ~0,0039 [-0.0065, —0.0013] 0,0036

i 530 Gamma Intercepto 1,0319 [0.4935, 1.5703] 0,0003

(log) Frutas -0,0055 [-0.0094, —0.0016] 0,0068

i letTe Gamma Intercepto 0,3463 [0.1333, 0.5592] 0,0018

(log) Cereaisintegrais ~ —0,0245 [-0.0441, —0.0049] 0,0148
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A partir dos resultados mostrados na Tabela 11 e na Figura 4, observa-se que o consumo
de diversos grupos alimentares foi capaz de influenciar a expressao plasmatica de diferentes
miRNAs, com destaque para o grupo das frutas, cujos resultados nos permitem a interpretacao
de que o consumo diario de 100 gramas foi relacionado a reducédo da expressédo de oito miRNAS
(miR-16, miR-30a, miR-126, miR-130b, miR-363, miR-375, miR-486, miR-532). Por outro
lado, o consumo diario de 100 gramas de carne vermelha foi associado a um aumento na
expressao plasmatica de quatro miRNAs (miR-126, miR-150, miR-223 e miR-376a).

Por fim, analisou-se ainda se 0 consumo desses componentes alimentares variou de

acordo com a presenga ou ndo da SM (Tabela 12).

Tabela 12 - Resultados dos modelos lineares generalizados (MLGSs) ajustados para a presenca da

sindrome metabdlica.

Modelo Variavel Coeficiente IC p-valor
Presenca de Logistico Intercepto 2,5448 [0,7798, 4,3098] 0,0053
SM Hortaligas -0,0198 [-0,0377,-0,0019] 0,0310

Conforme apresentado na tabela acima, observou-se diferenca significativa de acordo
com a SM somente para 0 consumo de hortaligas, indicando que um aumento de 100 g na
ingestdo diaria de hortalicas esta associado a uma chance 7 vezes maior de ndo possuir SM no
grupo estudado. Os demais componentes alimentares nao foram significativos (Tabela 10).

Além dos resultados apresentados, os potenciais alvos bioldgicos dos miRNAs com
resultados significativos nos MLGs foram preditos e estdo dispostos na Tabela 13.

Tabela 13 - Potenciais alvos bioldgicos para os miRNAs avaliados.

miRNA | Potencial alvo Funcbes

miR-15a VEGFA Este gene é um membro da familia do fator de crescimento PDGF/VEGF. Ele
codifica uma proteina de ligacdo a heparina, que existe como um homodimero
ligado por dissulfeto. Este fator de crescimento induz a proliferacdo e migracéo
de células endoteliais vasculares e é essencial para a angiogénese fisioldgica e
patolégica.

UCP2 As proteinas desacopladoras mitocondriais (UCP) sdo membros de uma familia
maior de proteinas transportadoras de anions mitocondriais. As UCPs separam
a fosforilagdo oxidativa da sintese de ATP com energia dissipada como calor,
também conhecida como dissipagdo do gradiente de protons. Este gene é
expresso em muitos tecidos, com maior expressdao no musculo esquelético.
Acredita-se que desempenhe um papel na termogénese, obesidade e diabetes.
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Tabela 13 (continuacédo) - Potenciais alvos biolégicos para os miRNAs avaliados.

mMiRNA

Potencial alvo

Fungdes

miR-16

IGF1

A proteina codificada por este gene é semelhante a insulina em funcéo e
estrutura e ¢ membro de uma familia de proteinas envolvidas na mediagdo do
crescimento e desenvolvimento. A proteina codificada é processada a partir de
um precursor, ligada a um receptor especifico e secretada. Defeitos neste gene
sdo uma causa da deficiéncia do fator de crescimento | semelhante & insulina.

INSR

Este gene codifica um membro da familia de proteinas receptoras da tirosina
quinase. A pré-proproteina codificada é processada proteoliticamente para gerar
subunidades alfa e beta que formam um receptor heterotetramérico. A ligacéo
da insulina ou de outros ligantes a esse receptor ativa a via de sinalizacdo da
insulina, que regula a captacdo e liberagdo de glicose, bem como a sintese e
armazenamento de carboidratos, lipidios e proteinas.

IRS1

Este gene codifica uma proteina que é fosforilada pelo receptor de insulina
tirosina quinase. MutacGes neste gene estdo associadas ao diabetes tipo 2 e a
suscetibilidade a resisténcia a insulina.

miR-21

TGF-pl

Este gene codifica um ligante da superfamilia de proteinas TGF-beta (fator de
crescimento transformador beta). Esta proteina codificada regula a proliferacéo,
diferenciagdo e crescimento celular e pode modular a expresséo e ativagao de outros
fatores de crescimento, incluindo interferon-gama e fator de necrose tumoral alfa.

VEGFA

Ver acima.

miR-30a

SLC2A12

Este gene é um transportador facilitador de glicose independente da insulina
gue pertence a uma familia de transportadores que catalisam a captacdo de
glicose por difusdo facilitada. Além disso, este gene regula a capacidade
oxidativa mitocondrial em adip6citos humanos.

FOXO1

Este gene pertence a familia forkhead de fatores de transcricdo que séo caracterizados
por um dominio forkhead distinto. Este gene pode desempenhar um papel no
crescimento e diferenciacdo miogénica. A proteina FOXO1 regula o metabolismo
celular no figado, musculo, tecido adiposo e pancreas. Alteracdes na funcdo do
FOXO1 podem resultar em distarbios metabdlicos, incluindo diabetes.

IRS-1

Este gene codifica uma proteina que é fosforilada pelo receptor de insulina
tirosina quinase. Mutagdes neste gene estdo associadas ao diabetes tipo Il e a
suscetibilidade a resisténcia a insulina. Entre suas vias relacionadas estdo as
vias de sinalizagdo da IL-9 e a cascata de sinalizacdo do receptor de insulina.

miR-122

G6PC

Este gene (G6PC) é um dos trés genes que codificam a subunidade catalitica da
glicose-6-fosfatase em humanos: G6PC, G6PC2 e G6PC3. A glicose-6-
fosfatase ¢ uma enzima chave na homeostase da glicose, atuando na
gliconeogénese e na glicogenolise.

PPKAB1

Subunidade reguladora da AMPK, que é um heterotrimero com uma
subunidade catalitica alfa e subunidades beta e gama ndo cataliticas.

miR-223

SLC2A4

Este gene é membro da familia 2 de transportadores de soluto (transportador
facilitado de glicose) e codifica uma proteina que funciona como um
transportador facilitador de glicose regulado por insulina (GLUT4).

IRS1

Ver acima.

miR-363

LEP

Este gene codifica uma proteina secretada pelos adipdcitos brancos na
circulacdo e desempenha um papel importante na regulacdo da homeostase
energética. A leptina circulante liga-se ao receptor de leptina no cérebro, que
ativa vias de sinalizacdo a jusante que inibem a alimentacdo e promovem o
gasto de energia. Esta proteina também possui diversas fungdes enddcrinas e
estd envolvida na regulagdo das respostas imunoldgicas e inflamatérias,
hematopoese, angiogénese, reproducdo, formagdo Ossea e cicatrizacdo de
feridas.
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Tabela 13 (continuacédo) - Potenciais alvos biolégicos para os miRNAs avaliados.

miRNA | Potencial alvo Funcbes

C/EBPa Este gene “intronless” codifica um fator de transcri¢éo que contém um dominio
basico de ziper de leucina (bZIP) e reconhece 0 CCAAT nos promotores dos
genes alvo. A proteina codificada funciona em homodimeros e heterodimeros
com CCAAT/proteinas de ligacdo ao intensificador beta e gama. A atividade
desta proteina pode modular a expressdo de genes envolvidos na regulacdo do
ciclo celular e na homeostase do peso corporal.

E2F2 A proteina codificada por este gene € um membro da familia E2F de fatores de
transcricdo. A familia E2F desempenha um papel crucial no controle do ciclo
celular e na agdo de proteinas supressoras de tumor e também é alvo de
proteinas transformadoras de pequenos virus tumorais de DNA.

CCND1 A proteina codificada por este gene pertence a familia altamente conservada
das ciclinas. As ciclinas funcionam como reguladores das quinases CDK.
Diferentes ciclinas exibem padrfes distintos de expressdo e degradagdo
contribuindo para a coordenacéo temporal de cada evento mitético. Esta ciclina
forma um complexo e funciona como uma subunidade reguladora de CDK4 ou
CDKS®, cuja atividade é necesséria para a transi¢do G1/S do ciclo celular.
miR-532 IRS2 Este gene codifica o substrato 2 do receptor de insulina, uma molécula de
sinalizacdo citoplasmatica que medeia os efeitos da insulina, do fator de
crescimento semelhante & insulina 1 e de outras citocinas, agindo como um
adaptador molecular entre diversos receptores de tirosina quinases e efetores a
jusante. O produto deste gene ¢ fosforilado pelo receptor tirosina quinase da
insulina ap6s estimulacao do receptor.

LEP Ver acima.

VEGFA, Fator de crescimento do endotélio vascular A; UCP2, Proteina desacopladoras-2; IGF1, Fator de
crescimento semelhante & insulina tipo 1; INSR, Receptor de Insulina; IRS1, Substrato do Receptor de Insulina 1;
TGF-B1, Fator de transformacdo do crescimento beta 1; SLC2A4, Membro 4 da familia de transportadores de
soluto; LEP, Leptina; C/EBPa, CCAAT/enhancer-binding protein alpha; E2F2, Fator de transcricdo E2F 2;
CCND1; Ciclina D1; IRS2, Substrato do Receptor de Insulina 2.

miR-363
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5 DISCUSSAO

Parte dos resultados obtidos no presente trabalho ja se encontram publicados na
literatura (CARVALHO et al., 2023a; 2023b), e as referéncias estdo anexadas no final do
trabalho (Apéndice A e Apéndice B). Os resultados apresentados a partir da Tabela 8 ndo foram
publicados até o presente momento.

De acordo com os resultados deste trabalho, a maioria dos idosos foi diagnosticada com
SM e resisténcia a insulina. Notavelmente, individuos com SM apresentaram deficiente
controle glicémico e lipidico, conforme indicado pelos elevados valores de VLDL-c, colesterol
ndo HDL, triacilglicerdis, glicemia de jejum, insulina de jejum, HOMA-IR e valores reduzidos
de HDL-c. Em adicdo, individuos com SM apresentaram maiores valores no SIS e maiores
concentragOes de leptina. Em relagdo aos miRNAs circulantes, foi observada expressao alterada
no miR-30a e no miR-122, quando a expressao desses miRNAs foi avaliada de acordo com o
status de SM, apresentando correlagdes com a pressdo arterial diastdlica e biomarcadores
relacionados ao metabolismo glicémico e lipidico. Além disso, a expressdo plasmatica de 15
miRNAs se correlacionou com valores de SIS e com a leptina.

A hipertrofia e a hiperplasia dos adipocitos presentes na obesidade estdo associadas a
resisténcia a insulina, que é um dos principais fatores que desencadeiam disturbios metabdlicos
gue culminam em SM e DCNT (ZHU; WANG, 2011). A SM ¢ caracterizada por uma
combinacéo de fatores que podem aumentar o risco de eventos cardiovasculares, diabetes tipo
2 e outras condices clinicas (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2006), e sua
fisiopatologia é caracterizada pela presenca de um processo inflamatério sistémico e de baixo
grau (AWAN; GENEST, 2015; CHEN et al., 2015; LEON-PEDROZA et al., 2014; NORDE et
al., 2020). A expanséo do tecido adiposo branco promove a secrecdo exacerbada de citocinas
pré-inflamatorias (por exemplo, TNF-a e IL-6), 0 que favorece o aumento da sintese hepética
de proteinas de fase aguda, como a proteina C reativa, bem como o aumento da expressao de
quimiocinas promove maior infiltracdo de macrofagos e linfocitos T no tecido adiposo branco
(LEON-PEDROZA et al., 2014; VAN GREEVENBROEK et al., 2013; WEISBERG et al.,
2003). Tais fatos desencadeiam um estado de inflamagdo crénica, sisttmica e de baixa
intensidade, que é denominada inflamacdo metabolica (DALI-YOUCEF et al., 2013;
MAHDAV!I et al., 2018).

Nesse contexto, estudos tém evidenciado a presenca de alteracGes na expressdo de

miRNAs em individuos com obesidade, inflamacéo sistémica, cronica e de baixo grau e
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resisténcia a insulina (CARVALHO et al., 2023; MA et al., 2011; MA et al., 2018; ORTEGA
et al., 2013; SIMIONESCU et al., 2014; WU et al., 2015), podendo assim ser considerados
potenciais biomarcadores para DCNT e SM. Corroborando com a literatura, alteracbes na
expressao plasmatica de miRNAs observadas em individuos com SM do presente estudo podem
estar associadas a varidveis antropométricas e a biomarcadores glicémicos, lipidicos e
inflamatorios (DONGHUI et al., 2019; ORTEGA et al., 2014). Ademais, foram observadas
concentragdes plasmaticas elevadas de leptina em idosos com maiores valores de SIS. A leptina
€ um hormdnio que atua na sinalizacdo da adiposidade, além de ser crucial na regulacdo da
ingestdo alimentar e do gasto energético, induzindo anorexia e aumento da taxa metabdlica
(SAHU, 2004; STEINER et al., 2007). No entanto, um estudo anterior mostrou que a
sensibilidade a esse horménio diminui com o ganho de gordura corporal relacionado a idade
(MYERS et al., 2012). Assim, tal ganho de gordura corporal traz um quadro progressivo de
resisténcia periférica e central & agio da leptina (LEON-PEDROZA et al., 2014; SAHU, 2004).

Além disso, as concentracdes de leptina foram maiores em individuos com SM do que
naqueles sem SM e, quando observadas de acordo com o sexo, as mulheres apresentaram
concentracdes de leptina mais elevadas do que os homens. Um estudo realizado na populacao
sueca, incluindo 95 individuos de ambos os sexos, obesos (IMC > 27 kg/m?) e ndo obesos,
mostrou que as mulheres apresentavam maior percentual de gordura corporal e maior
concentragéo sérica de leptina do que os homens (HELLSTROM et al., 2000). Essas diferencas
significativas permaneceram quando apenas individuos obesos foram avaliados
(HELLSTROM et al., 2000). Além disso, ao avaliar a secre¢do de leptina pelo tecido adiposo,
de acordo com a presenca ou auséncia de obesidade, observou-se que mulheres obesas
apresentavam secrecdo de leptina significativamente maior em comparagdo aos homens obesos
(HELLSTROM et al., 2000). Esse fato decorre dos diferentes padroes de deposicdo de gordura
nas mulheres (MAZUSAKI et al., 1995; MONTAGUE et al., 1998), além da influéncia dos
horménios sexuais (CASABIELL et al., 1998; PINEIRO et al., 1999; ROSEMBAUM;
LEIBEL, 1999).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 2, os idosos com diagnéstico de
SM apresentaram maior expressao plasmatica do miR-30a e do miR-122. Weale et al. (2020)
verificaram maior expressdo de miR-30a em individuos adultos com pre-diabetes ou diabetes
tipo 2 do que em individuos normoglicémicos. No presente estudo, 0 miR-30a foi mais expresso
em individuos com SM do que nagueles sem SM. O miR-30a regula a capacidade oxidativa
mitocondrial em adipdcitos humanos, provavelmente aumentando a expressdo de genes

envolvidos na via de sinalizagdo da insulina e no metabolismo oxidativo. Em camundongos
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diabéticos, observou-se que o aumento da expressdo do miR-30a promove o “escurecimento”
do tecido adiposo branco, aumenta a sensibilidade & a¢do da insulina e estimula a expressédo de
genes relacionados ao gasto energético (KOH et al., 2016).

Além disso, foi observado que o miR-30a tem como genes alvo a proteina FOXO1 e 0
substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1). Esses genes estdo relacionados a disfuncdo das
células beta pancredticas e a resisténcia hepatica e periférica a acdo da insulina, pois interferem
na sinalizacdo da insulina e na resposta a glicotoxicidade (COPPS et al., 2012; EBRAHIMI et
al., 2019; FURUYAMA et al., 2003). Além disso, o gene IRS-1, cuja expressdo pode ser
reduzida com o aumento da expressdao do miR-30a-5p, estd envolvido no metabolismo
glicémico e lipidico, 0 que pode acarretar resisténcia hepética a insulina e a hiperlipidemia
(SUD etal., 2017).

No que diz respeito ao miR-122, este foi o primeiro miR a ser associado ao controle
metabdlico. E expresso principalmente no figado e, inicialmente, demonstrou afetar o colesterol
hepético e o metabolismo dos &cidos graxos em camundongos (ESAU et al., 2006). No presente
estudo, esse miR apresentou maior expressao em individuos com SM e se correlacionou
positivamente com glicemia, insulinemia, HOMA-IR, LDL-c e colesterol ndo HDL. Wang et
al. (2014) observaram maior expressdo do miR-122 em individuos com obesidade em relagdo
aqueles com peso adequado ou com sobrepeso, além de estar correlacionado positivamente com
IMC, triglicerideos e HOMA-IR, e negativamente correlacionado com HDL-c. Além disso,
Willeit et al. (2017) observaram uma associacao entre a expressdo do miR-122 e o risco de SM
e inicio recente de diabetes tipo 2 em um estudo que avaliou 810 participantes com idade média
de 63 anos.

Os principais alvos do miR-122 sdo G6PC e PPKABL. O primeiro gene codifica a
enzima glicose-6-fosfatase em humanos, que € uma enzima chave na homeostase glicémica
(VARGA et al., 2019). Estudos mostraram correlacdes entre alta expressdao de miR-122 e
resisténcia a insulina em individuos com diabetes tipo 2 ou resisténcia a insulina (SHAH et al.,
2017). Além disso, no presente estudo, o PPKABL1 foi identificado como um alvo potencial do
miR-122, o qual é uma subunidade da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), um
regulador chave da resisténcia a insulina no masculo (SHAH et al., 2017). Considerando que
0s principais alvos encontrados para este miR estdo relacionados a homeostase da glicose, 0s
resultados do presente estudo sdo consistentes com os resultados da literatura.

Além disso, 0 miR-122 desempenha papel fundamental na regulacdo da fibrose
cardiovascular e da funcdo endotelial em individuos com diagnostico de hipertensdo (SONG et

al., 2020). O miR-122 foi regulado positivamente em individuos com hipertenséo, indicando
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seu papel como fator de risco preditivo na homeostase e disturbios cardiovasculares (ZHANG
et al., 2020). O miR-122 é um marcador conhecido de eventos cardiovasculares, além de ser
considerado adequado preditor de aterosclerose. Dados da literatura mostraram que 0
kcnockdown do miR-122 em células endoteliais adrticas — as quais tiveram a expressao deste
miRNA induzida pelo tratamento com LDL-oxidada — suprimiu a apoptose dessas células,
sugerindo um papel pré-apoptoético do miR-122 em células endoteliais adrticas humanas sob
condicdo aterogénica. (LI etal., 2019).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 7, a expressdo plasmatica de seis
miRNAs (miR-15a, miR-16, miR-21, miR-223, miR-363 e miR-532) apresentou correlacdo
com as concentragdes de leptina e/ou valores do SIS. A expressao do miR-15a foi
negativamente associada as concentragdes de leptina. Deve-se notar que a hiperleptinemia é um
evento comum a obesidade e a resisténcia a insulina, uma vez que a obesidade desencadeia
concentragfes aumentadas de leptina, a qual atua como uma citocina pré-inflamatéria que
amplifica o processo de resisténcia a insulina (KUMAR et al., 2020; LOPEZ-JARAMILLO et
al., 2014). Nesse sentido, 0 miR-15a tem atuado na regulacéo positiva da biossintese de insulina
ao inibir a proteina desacopladora 2 (UCP2) — proteina com importante papel na resisténcia a
insulina — aumentando a concentracéo intracelular de ATP nas ilhotas e favorecendo a secrecéo
de insulina induzida por glicose (CHAN et al., 2001; SUN et al., 2011).

O miR-16 correlacionou-se negativamente com as concentracdes de SIS e leptina, e
guando testado no MLG, observou-se que a reducdo na sua expressao era esperada a cada
aumento de 1 unidade no SIS e de 1 ng/mL na concentracdo de leptina. Semelhante ao miR-15a,
estudos demonstraram a acdo do miR-16 em relacdo a sensibilidade a insulina (LEE et al., 2016;
MA; FU; GARVEY, 2018). Estudo realizado com individuos americanos mostrou associa¢&o
positiva entre a expressdo plasmatica do miR-16 e a taxa de utilizacdo de glicose, indicando assim
gue quanto maior a expressdo do miR-16, maior serd a sensibilidade a acdo da insulina nos
individuos avaliados (MA; FU; GARVEY, 2018). Resultados semelhantes foram observados em
um estudo com ratos com obesidade induzida por ragdo com alto teor de lipidios, a qual induziu
resisténcia a insulina e reducdo na expressdo do miR-16 no musculo esquelético (LEE et al.,
2016). Este estudo também mostrou que 0 miR-16 ajuda a controlar a sintese proteica estimulada
pela insulina no musculo esquelético, regulando a proteina mTOR (LEE et al., 2016).
Considerando que o miR-16 possui varios genes-alvo relacionados a sinalizagéo da insulina, 0s
resultados do presente estudo evidenciam o importante papel desse miRNA na condigéo de
resisténcia a insulina (LEE et al., 2016; MA; FU; GARVEY, 2018).
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A inflamag&o cronica, sisttmica e de baixo grau pode ser ativamente regulada por
miRNAs, que podem atuar como reguladores epigenéticos afetando a adipogénese, a
diferenciacéo de adipdcitos, 0 metabolismo lipidico, o escurecimento do tecido adiposo branco,
a homeostase da glicose e a resisténcia a insulina, podendo assim influenciar o desenvolvimento
e a progressdo da obesidade e outras DNT (HEYN et al., 2020). O presente estudo observou
que o aumento do SIS estava associado ao aumento da expressdo do miR-21, que foi regulado
positivamente em diversas doengas, como obesidade e diabetes tipo 2 (SEKAR et al., 2014).
Um estudo realizado com ratos mostrou que o0 miR-21 foi regulado positivamente no tecido
adiposo branco epididimal de ratos obesos em comparacdo com ratos ndo obesos (KELLER et
al., 2011), enquanto um estudo realizado em humanos mostrou maior expressao de miR-21 no
tecido adiposo subcutaneo de pessoas com obesidade e diabetes tipo 2 quando comparadas com
individuos com obesidade e sem diabetes tipo 2 (GUGLIELMI et al., 2017).

O miR-21 esta relacionado ao aumento da diferenciacdo de adipécitos por meio da
modulacdo da sinalizagéo do fator transformador de crescimento beta 1 (TGF-f1) (JEONG
KIM et al., 2009), além de desempenhar papel crucial na angiogénese, por meio da regulacéo
do VEGFA, conhecido por ser um regulador da termogénese (RICHART et al., 2014). Ambos
os fatores de crescimento acima sdo alvos potenciais do miR-21, indicando assim um papel
crucial para este miRNA na obesidade, diabetes tipo 2 e resisténcia a insulina (LHAMYANI et
al., 2020).

A expressdo plasmatica do miR-223 foi negativamente correlacionada com as
concentracdes de leptina nos individuos avaliados neste estudo. O miR-223 controla a
polarizacdo dos macréfagos, alterando seus fenotipos e modulando a secrecdo de moléculas
inflamatorias no tecido adiposo (HEYN et al., 2020; ZHUANG et al., 2012). Assim, o
mecanismo anti-inflamatério descrito para 0 miR-223 € a supressdo da resposta pro-
inflamatdria classica de macrofagos M1 no tecido adiposo branco (ZHUANG et al., 2012). Um
estudo realizado com humanos de 40 a 60 anos mostrou que a expressao plasmatica do miR-
223 foi menor em individuos com sobrepeso e obesidade em relacdo aqueles com peso
adequado (WEN; QIAO; WANG, 2015). Além disso, genes relacionados ao metabolismo da
glicose, como IRS1 e GLUT4, foram encontrados como potenciais alvos do miR-223. A
desregulacdo na expressdo deste miRNA pode inibir a cascata de sinaliza¢ao da insulina, o que
pode resultar em resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (CHAKRABORTY et al., 2014,
IMPROTA-CARIA et al., 2022).

No presente estudo, o0 miR-363 foi negativamente correlacionado com o SIS e a

concentracdo de leptina, e esta associacdo negativa com a concentracdo de leptina também foi



54

observada no GLM. O miR-363 inibe a diferenciagdo de adipdcitos por meio do gene alvo do
E2F Transcription Factor 2 (E2F2) e a concomitante regulacdo negativa da CCAAT/enhancer-
binding protein alpha (C/EBPa) e do peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARY) (CHEN et al., 2014). Foi demonstrado que C/EBPa, que desempenha um papel na
diferenciacdo de pré-adipocitos em adipdcitos maduros, modifica a expressdo do gene da
leptina, desempenhando um papel central na homeostase do peso corporal (LINHART et al.,
2001). Por sua vez, C/EBPa ativa o gene PPARG, promovendo a adipogénese (TANG; LANE,
2012). Assim, C/EBPa e PPARy promovem a expressdo de genes envolvidos na sensibilidade
a insulina, lipogénese e lipolise IACOMINO; SIANI, 2017).

Ainda, neste trabalho, a expressdo do miR-532 foi negativamente correlacionada com
as concentracdes de leptina. Um estudo realizado com homens com idade média de 50 anos
mostrou menor expressao plasmatica de miR-532 no grupo obeso em comparacgao ao grupo nao
obeso (ORTEGA et al., 2012). Um gene alvo potencial para 0 miR-532 foi o gene da ciclina
D1 (CCND1), um membro da familia da ciclina e regulador da quinase dependente da ciclina
(ZHONG; SU; CHEN, 2021). A expressdo de CCNDL1 é regulada positivamente em ilhotas
pancreaticas de individuos com diabetes tipo 2 (TANEERA et al., 2013), e este gene tem sido
associado a vias metabolicas como a via das pentoses-fosfato e a glicolise, podendo dessa forma
estar envolvido no desenvolvimento de diabetes tipo 2 relacionado a obesidade (ORTEGA et
al., 2012; SHEN; ZHU, 2018; WU et al., 2023).

Sabe-se que a adocdo de um padrdo alimentar saudavel esta intimamente relacionada a
reducdo do risco de desenvolvimento de DCNT, como diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares
e cancer (WHO, 2019). A World Health Organization (WHO, 2019) preconiza 0 consumo
diario de, pelo menos, 400 gramas (equivalente a 5 por¢des) de frutas e hortalicas, excluindo
batatas e outros tubérculos. No presente estudo, os idosos avaliados tiveram um consumo de
pouco mais da metade desta recomendacdo (222,5 gramas/dia), indicando consumo inadequado
destes grupos alimentares. Além disso, é recomendado ainda o consumo de 10% ou menos da
ingestdo caldrica total advinda de acucares livres, presentes, por exemplo, em alimentos e
bebidas agucaradas, o que equivale a, aproximadamente, 50 gramas de agUcares para individuos
com peso corporal saudavel e que consumam cerca de 2000 kcal por dia (WHO, 2019).
Considerando que quase metade da populacdo avaliada neste estudo apresentava
sobrepeso/obesidade, e que teve consumo mediano de mais de 100 mL/dia de bebidas
acucaradas, os individuos avaliados mostraram consumo elevado desse componente alimentar.

Ademais, uma meta-analise de estudos prospectivos investigou os efeitos do consumo de

carnes na mortalidade por doencas cardiovasculares, e demonstrou que o consumo diario de 50
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gramas de carne processada e de 100 gramas de carne vermelha aumentou em 25% e 15% o risco
de mortalidade por DCV, respectivamente (ABETE et al., 2014). Tendo em vista que 0 consumo
mediano destes componentes alimentares na amostra do presente estudo esta proximo aos valores
supracitados, € essencial que aten¢do seja dada ao consumo desses grupos alimentares.

Sabe-se que a alimentagdo pode modular a expressédo de miRNAs e seus alvos de mMRNA
em diversos processos (apoptose, regulacdo do ciclo celular, angiogénese e inflamacéo)
(SHAH; DAVIDSON; CHAPKIN, 2012). Assim, ao avaliar quais componentes alimentares
puderam influenciar a expressdo plasmatica dos 21 miRNAs estudados, os MLGs mostraram
que o consumo de praticamente todos os grupos alimentares foi capaz de influenciar a expresséo
plasmatica de algum miRNA, com excecdo do grupo de “Peixes e Frutos do mar”, o qual ndo
apresentou associagdo com nenhum dos miRNAs avaliados.

No presente estudo, os grupos de “Frutas” e “Hortalicas” apresentaram, em seu total,
associacdes com a expressao plasmatica de nove miRNAs, sendo que o seu consumo diério de 100
gramas se associou a reducao da expressdo do miR-16, miR-30a, miR-126, miR-130b, miR-363,
miR-375, miR-486 e miR-532 (Frutas), e miR-140 (Hortalicas). Estudos abordando associagdes
entre a expressdo de miRNAs circulantes especificos e consumo alimentar ainda séo escassos na
literatura. Frutas e hortalicas s@o as principais fontes de vitaminas e minerais (SLAVIN; LLOYD,
2012), e diversos estudos tém mostrado como estes nutrientes podem modular a expresséo de
diversos miRNAs no contexto da reducéo do risco de doengas cardiovasculares (DAMBAL et al.,
2017; KARKENI et al., 2018; SCHULTE et al., 2017; ZELJIC et al., 2017).

Estudos realizados por Rimbach et al. (2010) e Gaedicke et al. (2008) mostraram
regulacdo positiva do miR-122a e miR-125b em células hepaticas sob deficiéncia de vitamina
E, ou seja, a ingestdo de vitamina E pode ser considerada benéfica para a salide humana. Os
autores justificam esses resultados pelo fato de que os mMiRNAs avaliados serem,
principalmente, relevantes na modulacdo do metabolismo lipidico e da resposta inflamatéria
(GAEDICKE et al., 2008; RIMBACH et al., 2010). Além disso, a suplementacdo de selénio e
coenzima Q10, por 4 anos, em 443 individuos saudaveis, alterou a expressao de, pelo menos,
70 miRNAs, entre eles 0 miR-29b, 0 miR-30 e 0 miR-19, estando todos eles associados a
ocorréncia de doengas cardiovasculares ou cancer (ALEHAGEN et al., 2017).

Além disso, estudo realizado com ratos propds a administracdo de tomate e do seu
constituinte licopeno (carotenoide encontrado em frutas e vegetais de cor vermelha) apos a
ocorréncia de um infarto agudo do miocardio (PEREIRA et al., 2017). Observou-se efeitos
benéficos contra a fibrose, além de reducdo na expressdo de oito miRNAs (miR-29, miR-194,

miR-503, miR-20a, miR-30a, miR-192, miR-30e e miR-126) apds a administracéo de licopeno,
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0 que sugere que a ingestdo do licopeno poderia ter um efeito benéfico contra o infarto agudo
do miocardio mediante alteracdo na expressao de miRNAs (PEREIRA et al., 2017).

Além de apresentar associacdo negativa com a expressdao plasmatica do miR-140, o
consumo do grupo alimentar de “Hortali¢as” apresentou associagdo com a SM, resultado
observado na regressao logistica, a qual indicou que um aumento de 100 g na ingestdo diaria
de hortalicas esta associado a uma chance sete vezes maior de ndo possuir SM no grupo de
idosos estudado. Conforme bem estabelecido na literatura, uma meta-analise indicou que o
consumo de frutas e de hortalicas foi inversamente associado ao risco de desenvolver SM
(TIAN etal., 2018). Frutas e hortalicas sdo componentes essenciais da dieta e tém sido relatados
como tendo muitos beneficios potenciais a satde, uma vez que sdo ricos em fibras, minerais,
vitaminas e fitoquimicos. Além disso, antioxidantes e componentes anti-inflamatérios de frutas
e hortalicas, como vitaminas C e E, Mg, K, acido félico e fitoquimicos desempenham
importante papel na SM (QIAO; GROUP, 2006). Uma maior ingestdo de antioxidantes pode
reduzir as espécies reativas de oxigénio e melhorar o status antioxidante em modelos humanos
e animais (BOKOV; CHAUDHURI; RICHARDSON, 2004; QIAO; GROUP, 2006).

No presente estudo, o consumo de 100 gramas de “Feijoes e leguminosas” foi associado
ao aumento na expressao plasmética de quatro miRNAs (miR-15a, miR-28, miR-150, miR-
222). Em contrapartida, o consumo de 100 gramas de “Cereais integrais” se associou
negativamente a expressdo do miR-let7c. Cereais integrais, feijdes e leguminosas sdo as
principais fontes de fibras dietéticas (MULLINS; ARJMANDI, 2021; PRASADI; JOYE,
2020). Esse nutriente tem sido visto como benéfico a saude humana, podendo atuar na
modulacdo de miRNAs (KURA et al., 2019). Estudo que avaliou a expressdo de miRNAs em
células humanas de cancer de célon mostraram reducédo da expressdo de miRNAs como 0 miR-
17 e miR-93 — o0s quais sao amplamente expressos no coragdes e alterados na doenca arterial
coronariana (DA COSTA MARTINS, et al., 2010; SCHULTE; KARAKAS; ZELLER, 2017;
ZHANG; PRICE; FERNANDEZ-HERNANDO, 2019) — na presenca de butirato, metabdlito
da fibra alimentar (HU et al., 2011).

Em adicdo, no presente estudo, associagdes positivas foram observadas entre 0 consumo
de “Oleaginosas” e miR-223. Entre 0s componentes nutricionais cardioprotetores que podem
afetar a expressdo de miRNAs estdo os acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) dmega-3 e
0mega-6 (ZHENG et al., 2015), os quais estdo presentes nas oleaginosas (ROS; MATAIX,
2007). Observou-se que 0s PUFAs regularam negativamente o miRNA-146a em células
endoteliais com inflamac&o induzida por lipopolissacarideo (ROESSLER et al., 2017). Os
PUFAs 6mega-3 foram capazes de reverter um aumento da expressdo de miRNA-21 induzido
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pela angiotensina Il em fibroblastos cardiacos de camundongos, podendo, portanto, exercer
potenciais efeitos benéficos na fibrose cardiaca (SIDDESHA et al., 2014). O miRNA-21
também esté relacionado com DCV e inflamacdo (KURA et al., 2017). Dietas com alto teor de
PUFAs regularam negativamente o0 miRNA-21, o que reduz a sinalizacdo pro-inflamatoria
(PALMER etal., 2014). Por outro lado, Ortega et al. (2015) observaram alteracGes na expresséo
de 11 miRNAs, em 30 individuos saudaveis, apds consumo de 30 gramas de nozes por dia,
durante 8 semanas, sendo sete regulados positivamente (miR-192, miR-486, miR-19b, miR-
106a, miR-130b, miR-18a e miR-769) e quatro regulados negativamente (miR-328, miR-330,
miR-221 e miR-125a) (ORTEGA et al., 2015).

Ademais, foram observadas associagdes positiva do consumo de “Leites e iogurtes” com
a expressdo plasmatica do miR-150 e negativa com a expressdao do miR-375. Um estudo de
coorte recente de adultos saudaveis indicou que a ingestdo de vitamina D como principal
nutriente em produtos lacteos estava negativamente associada a expressao de miR-1277 e miR-
144-3p (FERRERO et al., 2021). Além disso, apds a suplementacdo com vitamina D, a
expressao de 136 miRNAs foi alterada e uma correlagdo positiva foi encontrada entre a
concentracdo sérica de vitamina D e miR-532-3p e miR-342-5p (JORDE et al., 2012). Além
disso, um estudo cruzado randomizado demonstrou que, ap6s a ingestdo de diferentes
quantidades (0,25, 0,5, 1 L) de leite, a expressdo do miR-29b foi regulada positivamente
(BAIER et al., 2014). Além da vitamina D, observou-se também que a regulacdo dos miRNAs
pode alterar pela ingestdo de nutrientes presentes em laticinios, como célcio, proteina do soro
de leite e a caseina (KHORRAMINEZHAD; RUDKOWSKA, 2022).

No que diz respeito aos grupos alimentares de risco, 0 consumo de carnes vermelhas se
associou positivamente com a expressao plasmatica do miR-126, miR-150, miR-223 e miR-376a.
Por outro lado, o consumo de carnes processadas se associou negativamente somente a um
mIiRNA (miR-139). A ingestdo de &cidos graxos saturados tem sido associada a uma resposta
hipertrigliceridémica po6s-prandial maior e mais longa (ORTEGA et al., 2012) e ao aumento do
risco de varias doencas cronicas, como doencas cardiovasculares e cancer (HAMMAD; PU;
JONES, 2016; ZOBEL et al., 2016). Além disso, a elevada ingestdo de acidos graxos saturados,
amplamente presentes na carne vermelha, estimula a resposta inflamatdéria em adipdcitos,
macrofagos, células beta e outros tecidos metabolicos, culminando na expresséo de citocinas pro-
inflamatorias como 0 TNF- a, IL-6 e IL-1p, sendo que este processo ¢ modulado por miRNAS
(QUINTANILHA et al., 2017; WANG et al., 2017; WONG et al., 2009).

Um estudo que avaliou a expressdo de diferentes miRNAs em células mononucleares

do sangue periférico, de nove homens, apds o consumo imediato de uma refei¢do rica em
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gordura saturada, mostrou diferente padrdo de expressdo dos miRNAs em jejum e apds o
consumo da refeicdo (LOPEZ et al., 2018). Os autores encontraram nove MiRNAS
downregulated (miR-613, miR-629-3p, miR-24-2-5p, miR-555, miR-148a-5p, miR-621, miR-
875-3p, miR-513c-5p, e MiR-1226), e 10 miRNAs upregulated (miR-653, miR-19b-1-5p, miR-
363-5p, miR-885-3p, miR-339-3p, miR-938, miR-148b-5p, miR-593-5p, miR-24-2-5p, e miR-
200b-5p) no estado pds-prandial, quando comparado ao estado de jejum (LOPEZ et al., 2018).

Ainda no contexto dos grupos alimentares de risco, 0 consumo de bebidas acucaradas
se associou positivamente a expressdo plasmatica do miR-140. A elevada ingestdo de frutose
proveniente de refrigerantes e doces tem um impacto negativo na saude humana
(HANOUSKOVA et al., 2019). Hanouskova et al. (2019) avaliaram a expressdo de miRNAs
no plasma, figado, tecido adiposo branco, marrom e subcutaneo em camundongos magros e
camundongos com obesidade induzida por racdo com alto teor de lipidios. Em cada grupo, foi
administrada uma bebida rica em frutose. Os autores observaram que a elevada ingestdo de
frutose regulou positivamente o0 miR-27 hepatico, negativamente o miR-33a no tecido adiposo
branco e positivamente 0 miR-21 no plasma. Além disso, a elevada ingestdo de frutose
acarretou aumento da expressao de varios miRNAs que participam do metabolismo lipidico, da
diferenciacdo de adipdcitos e do desenvolvimento da doenga hepética gordurosa ndo alcodlica
(HANOUSKOVA et al., 2019).

O presente trabalho tem varios pontos fortes e limitacdes. Entre os pontos fortes, este € o
primeiro trabalho a mostrar associacfes entre a expressao plasmatica de 21 miRNAS e 0 consumo
de diversos componentes alimentares, tanto de risco como de prote¢do contra desfechos de satde
associados ao risco cardiometabolico em uma populacdo representativa brasileira. Ademais,
pode-se citar ainda o fato de a amostra avaliada ter sido obtida a partir de um estudo de base
populacional, sendo representativa da populacdo do municipio de Sdo Paulo, maior cidade do
Brasil, permitindo a visualizacdo de um cenario mais amplo a partir de evidéncias robustas, uma
vez que o peso amostral foi considerado para todas as analises. Ainda, a avaliacdo da expressao
plasmatica de 21 miRNAs no contexto das DCNT é considerada um dos diferenciais deste estudo,
uma vez que estudos brasileiros neste contexto ainda sdo escassos na literatura.

Em termos de limitacOes, esta investigacdo se baseia num conjunto de dados
transversais, ndo sendo possivel, dessa forma, inferir uma relagdo causal. Além disso, analises
diretas de predicdo de genes-alvos para cada miRNA ndo puderam ser realizadas, e, dessa
forma, optou-se pelo uso de uma ferramenta de bioinformatica para prever os principais genes-

alvo de cada miRNA.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que a SM pode alterar a expressdo de miRNAs
circulantes em idosos. Considerando que dois miRNAs (miR-30 e miR-122) foram alterados
pela presenca de SM, constata-se que esses miRNAs podem ser considerados potenciais
biomarcadores para SM em idosos.

Além disso, idosos com diagnostico de SM apresentaram maiores concentracdes de
leptina e maiores valores no SIS, sugerindo resisténcia periférica a leptina, que esta intimamente
associada a ocorréncia de inflamacéo sistémica, cronica e de baixo grau. Além disso, a
expressdo plasmatica de seis mMiRNAs (miR-15a, miR-16, miR-21, miR-223, miR-363 e miR-
532) foi associada aos valores de leptina e SIS, sugerindo um papel potencial destes miRNAs
como biomarcadores do risco cardiometabolico em idosos.

Por fim, 0 consumo de componentes alimentares como “Frutas”, “Hortaligas”, “Cereais
integrais” e “Leites e iogurtes” também mostrou interagdes com a expressao de miRNAs, sendo
que o consumo desses grupos alimentares se associou a reducdo da expressao de diferentes
miRNAs. Por outro lado, o consumo de “Carnes vermelhas”, “Carnes processadas” e de
“Bebidas agucaradas” se associou ao aumento da expressao de miRNAs. Os resultados obtidos
confirmam o papel da dieta na modulagéo da expressdo de miRNAs.

Em suma, o aumento da expressdo plasmatica de trés miRNAs (miR-21, miR-30a e
miR-122) sugere maior risco cardiometabdlico, ao passo que a reducdo na expressao plasmatica
de cinco miRNAs (miR-15a, miR-16, miR-223, miR-363 e MiR-532) sugere menor risco
cardiometabdlico em idosos. Ainda, os resultados encontrados enfatizam a importancia da
adocdo de habitos alimentares saudaveis na regulacdo da expressdo dos miRNAs e,

consequentemente, na reducdo do risco de desenvolvimento de DCNT.
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Badkground and abms: Aging is a major Gotor in development of chimnic pon-oommunicable diseases
(NCD)L Epigenetic causes are risk factors in NCD development since studies indicate that the expresson
of micro-ribomecleic ackds (miRs) is altered under different clinkcal conditiens. This snedy aimed o
analyze the expression profile of crculating miRs and investigate their association with bomarkers of
candiometabolic risk in older adults lving in 530 Paulo munic pality, Brazil.
Methads: A cross-sectional stedy was conducted based on the analysis of data from 200 older adults,
with a mean age of 82,1 (0.5) years old participating in the 15A-Nutrition. The expresion profiles of 21
plasma miRs related to gycemic and |ipid metabolism, adiposity, and inflammat jon were evaleated in
relation to cardiometabolic sk Individeals were disributed into groups acoording to diagnosts of
metabolic syndome (MetS). The Stata Somersd module was wed o calculate confidence intervals for
Kendall’s tau-a to estinate the correlations among variables.
Resulrs: Differences in the plasma expression were observed in two of the 21 miRs evalwated acoond ing
to the MetS presence in partici pants. Ind ividuals with MetS showed higher expressien of mik-30a and
miR-122 than individisals without Mets
Condusions: Considering that miR-30, and mik-122 were altered due to MetS, these miis may be po-
tential biomarkers for MetS in dder adulis.

£ 2023 European Sockety for Clinical Nutrition and Metabolism. Published by Elsevier Lrd. All rights

reserved.

1. Introduction

ribonudleic acids (miRs) in different body fluids, and their plasma
expression is altered under different clinical conditions |4] MiRs

Chronic non-communicable diseases (NCD), induding obesity,
type 2 diabetes, cardiovasmlar disease, and cancer, are responsible
for the highest number of deaths worldwide | 1]. In this context, the
madifiable risk factors for NCD indude smoking, alcoholism,
physical inactivity, and unhealthy diet |2]. Aging is considered a
non-maodifiable sk factor for NCDas it results in progressive loss of
physiological integrity, which can lead to impairment of organic
functions and greater vulnerability to death [3].

Furthermaore, epigenetic factors are induded as risk factors for
MNCD development [2]. The pmresence of cirmlating mioo-

* (omespanding author. Department of Nutnition, School of Public Health, Uni
wersity of 320 Faula 715 Dr Amakldo Avenue, Pacaemibu, ZIF Code (N246-906, 520
Paulo, SR Brazil

E-mail address: mmrogsro @y br (MM Rogena)l

hitips: [fdaiong/ 10 1016/j.d nesp 202310112

are single-stranded, non-coding RMAs containing 18 to 25 nucleo-
tides, that inhibit the protein translation step through interaction
with messenger RMA (mRMA) in the ¥'-UTR region [5], and are
stable molecules present in tissues and seweral body fluids,
including blood [6]. Groulating miRs have been reported as po-
tential biomarkers because they show spedfic expression patterns
during the course of some diseases |[7].

Studies have shown associations between circulating miRs
expression and metabolic changes in obese individuals, such as
chronic systemic low-grade inflammation and insulin resistance
|8,9]. Changes in expression of different circulating miks were
observed in individuals with obesity and type 2 diabetes, showing
associations with several camdiometabolic risk wariables, such as
anthropometric indicators and plasma triacylglycerol and gluoose
concentrations | 7,10].

2405257 7j#% 2023 Eurapean Society for Clinical Nutrition and Metabolism. Pubilished by Elsevier Ltd_ All rights reserved.
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Evidence addmessing the expression of miks in older adults with
metabolic syndrome is still scarce inthe litemture, es pecially witha
sample from a population-based study. Thus, the objective of the
present study was to analyze the expression profile of 21 circulating
miRs and investigate their assodation with biomarkers of car
diometabalic risk in older adults living in 530 Paulo, Brazl, who
were partidpants of ISA-Nutrition, a population-based study.

2. Methods
21 Smdy desim and participants

This cross-sectional, population-based study evaluated a sub-
sample of 200 older adults (=60 years old ) who participated in the
530 Paulo Health Survey with a focus on nutrition (I5A-Nutrition
2015). Data were oollected from February 2015 to February 2016 in
530 Paulo city [11].

The subsample was selected according to the following exclu-
sion criteria: plasma samples that indicated the presence of he-
molysis andfor insufficient volume, the presence of acute
inflammatory diseases, cancer, and the use of drugs that could
interfere with the markers of interest (antbiotics, anti-
inflammatory, immunomodulatory, and antiretroviral). In addi-
tion, only individuals with complete data for anthropometric var-
iables, systemic blood pressure, and glycemic and lipid biomarkers
were selected.

The study was approved by the Research Ethics Committee of
the School of Public Health of the University of 530 Paulo (#
49221121.4.0000.5421 and # 308489147.00005421 for Isa-
Mutrition). Written informed consent was obtained from all the
partidpants.

22, Omicol and biochemical analysis

Weight, height, and waist circumference were performed ac-
cording to standardized protocols. The weight was measured in
kilograms using a @librated platform-ype digital scale (Tanita,
maodel HD-313, Arlington Heights, IL, USA, maximum capadty of
150 kg, and predsion of 100g) [ 11 |. A portable stadiometer ( Secan,
model 208, Cotia, 5P, Brazil, macimum measurement of 200 an,
and precizsion of 0.1 cm) fixed on a smooth wall without a base-
board, was used for the measurement of heightin centimeters [ 11].
The mean values of weight and height of each individual in the
study were used to calculate body mass indec (BMI), defined as
body mass in kilograms divided by the square of height in meters
(ke/m?). BMI values were used to classify the individual's anthro-
pometric nutriional status according to the aitera standardized
by the Pan Amercan Health Organization | 12].

Waist droumference (W) was measured using inextensible
metric tape, positioned above the midpoint, between the last costal
arch and the iliac crest of the standing participants, during expi-
ration [11]. The WC was used for the diagnosis of central obesity
according to thecriteria defined by the WHO: =102 om for men and
=88 om for women |13]. Blood pressure was measured in triplicate
in the right arms using an automatic device (Omron model HEM-
T12C, Omron HealthCare, Inc., Kyoto, apan).

Approximately 30 mL of fasting blood was collected from par-
ticipants (12—14 h)through venipuncture with the aid of sterile and
dispozable syringes by specialized professionals at the particpants’
homes, according to prior appointments. Partdpants were
instructed not to consume alcoholic beverages 72 h before blood
collection, as well as to avoid intense physical exerdse the day
before and on the day of blood colledtion.

Fasting blood glucose concentration was determined by enzy-
matic colorimetric assay of ghcose oxidase (Cobasie; Roche

3

limical Mufritiom ESPEN 58 (2023) 330325

Diagnostics GmbH, Mannheim, BW, Germany). Plasma insulin was
measured by multiplex immunoassay ( INCOplexi, Lino Research
Inc, St. Charles, MO, USA). The homeostasis model assessment for
insulin resistance (HOMAJR) was calolated from fasting gluoose
and insulin as |[fasting ghioose (mg/dL) =« fasting plasma insulin
(eI mL)405]. The utoff point adopted for HOMAT4R was 2,71, as
proposed by Geloneze etal. | 4], and was validated for the Bazilian
population

The lipid pmfile was determined by an enzymatic and colori-
metric method (Cobasio; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, BW,
Germany). The plasma concentration of VLDL-c was calculated by
dividing the plasma concentration of triacylglycerols by five.

23 miR expression

After an intense search in literature, looking for the main miks
related tovariables associated to non-communicable diseases, such
as glycemic, lipid and inflammatory biomarkers and overweight/
obesity variables, 21 miks were selected to beanalyzed in this study
(Table 1)

The expression of 21 miRs {miR-15a-5p, miR-16-5p, miR-21-5p,
miR-28-3p, mik-30a-5p, mik-30d-5p, miR-122-5p, miRk-126-3p,
miRk-130b-3p, miR-139-3p, miR-140-5p, miR-146a-5p, miR-150-
5p, miR-222-3p, miR-223-3p, miR-363-3p, miR-375-3p, miRk-376a-
3p. miR-486-5p, miR-532-5p, miR-let-7c-5p) was analyzed in ali-
quots of plasma collected in EDTA, using real<time gPCR (Biomark
System FC1 Cyder Fluidigm) with BioMarkTM 96.96 Ruidigm Dny-
namic Array (FJ1910334 ). All samples were contmolled for hemolysis
by measurement of free hemaoglobin at 414 nm using a ManoQuant
plate in a TECAN {Mannedorf, Switzerland ) s pectrophotometer.

RMNA was extrmcted from 300 pl plasma using Plasma/Serum
Circulating and Exosomal RMA Purification Kit (Shrry Format)
(Morgemt, Thorold, ON, Canada, Cat. 42800). All the samples were
spiked with cel-miR-39-3p at 2.7~% pM (IOT). RNA was eluted in
80 pL elution buffer. The reverse transription was performed with
15 pL of RNA eluted solution using miRCURY INA RT kit
(Cat339340, Qiagen-France), as described by supplier's in-
structons. All reactions were spiked using UniSP6 ( part of Spike-in
kit Cat 339390, Qiagen-France, Coutaboeuf).

Preamplification was performed using miRCURY LMA miRNA
PCR Assay primers (Cat339306; Qiagen-France, Coutaboeuf) for the
21 miRs of interest plus RT Spike-in UniSp6 and Extraction Spike-in
CelmiR-39. The reverse tmnscription product was purified using
exonuclease | (Cat. MO293; New England Biolabs France, Evry ) and
diluted at a ratio of 1:10. Then, 1.25 pL of diluted cDNA was pre-

Table 1
Main miks foumd in the literature which wee reliied to cadiometbalic risk
variables.

Assodation miR References
Drowmmeg ulated Upregulatsd
Overweightinbesity iR~ 1308 mik-16 [7a5-17]
miR-1460 miRk=140-5p
miR-223 iR-222
iR 3
Inflammation miR-28-3p iR-363 [7.1618—-21)
iR 126 iR -286-5p
Clycemic metabolism mmiR-152 miRk-30 a-5p Ro-22]
miR-21 k=122
i R 30 miRk-150
iR 375
Lipid metabolism mmiR-139-3p [7.1617.23]
i R 532 -5p
i R bet= T
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Table 2
Character mtion of the subsample of alder adults participating in the BA-Nutrition
population-hased study, accarding to the presenae of the metabolic synd rome.

Variables Tatal Mo Mets Mets pevalus
(n=19%) (n=67) in=126)
Sex,n (&)
Male 92(49.4) 30(451) 62 (517 0374
Female 10 (50E) 45 (549) 56 (4AT)
Age (years) 691 (05) @E6(10)  6R8(0T) 0514
Body wesight (kg) 2113} GHE(14) 0 (1.4) [0 B
Stature (m) 1601 146{02) 16(03) 08w
BMI (kgjm®) 275(04) 262(05) 282 (04) 0z
BMI classification, n (2}
Low weight 3401459) 19 (250) 15 {10.9) [0 T
Narmal wesi ght T5(390) IR(418) 47 (304
Overweightjlhesity B7(457) 2 (337) 65 (51.7)
W (cm) 998 (13) 955 (15) MW2O{16)  o.pms
SBP (mmHg) 1382 (1.4) 1303(20) 142.4{20) L=
OBP (mmHg) TR20T) T29(11) TR0 (1.0) [0 i=8
Physical adtivity G588 (6BA) 5453 (664) TFAT(14AT7) 025

(minutes per wesk)
Towl chalesteral (mgfdl) 1840 (17) 1830(54) 1845(40) 0375

HOL-c (mgidL) 472{14) 548(14) 431(16) <00
LD~ {mg/dl} 1104 (34) 1@E(47) 109{17) 0785
VLDL-c (migidl) 263{10) 186(07) NS {12) <00

Nan-HDL. chalesteral
{mgdL)
Triacylghyoerols (mghdl) 1313 (49) 926(35) 1524(61) <0001~
Fasting gluccse (mgidl) 1115 (25) 956(27) 1203(16) 000
Fasting insulin (pUlfml) 130 (08) 45(03) 150 (110) =l
HOMA-IR 38(03) 22(02) 46(04) =l

Data presented in absolute and relative frsquencies (n, %) and mean (standand er-
rar) *Difference between groups with and without metahalic syndrome. Chi -square
test for ctegorical variables. Mann—Whitney test for continume variables. MetS,
mietabalic s yndrome; BML body miaes index; W, waist ciroumferenas; SBP, systolic
blood pressure; DEP, diastolic blood presure; HOL-¢, high-density lipoprotein-
amociata]l cholesterol; LDlc, low-demity lipoprotein-amodated cholestenal;
VLDL~c, wery Jowed ems ity lipo pro tein-as sociated cholesterol; HOMA-IR, hameo static
miad el assesment of insulin resistance. Diggnosis af nutritional stats aaronding to
Pan Ameerican Heal th Org anization criteria (2002 ) Diagno sis of metabolic sy nd rame
acmrding to the ntemational Dishetes Fed eration (2006

1367 (34) 1282(50) 141.4{17) 0014

amplified using Auidigm PreAmp Master mix (Cat 100—5580, Les
Ulis-France) and primers mixina 5 pl reaction wolume according to
the supplier's specfications.

@ s
(]
w
!
E ] Mo Mess
=4
g
E
o
> w4
=
&
= miR-30a
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For each assay qPCR was performed in triplicate from 1.5 pLof
diluted preamplification produd (1:10) using Biotium Fast Probe
Master Mix (Cat310005, Fremont, CA) in dynamic arrays 96 =« 95
IFC (Cat BME-M-96.95) on Biomark™ (Fluidigm, Les Ulis-France),
acording to the supplier's protocol.

Raw Ct values greater than 40 were considered undetectable.
The DCt method was used to caloulate relative expression values,
The first normalization step adjusted the raw O values to the
recovered levels of spike-in cel-miR-39 and Spike-in UniSp6. The
second normalization step subtracted the normalized Ct for indi-
vidual samples from the mean of all individual assays for each miR.
The fold-change values caloulated from the normalized DCt data
were used for statistical analysis.

24. Bipinformatcs analysis

The bioinformatics  software TargetScan  (htips)fwens.
targetscan.og ) was used to identify potential t@argets of miR-21,
miR-28, miR-30a, miR-122, miR-130h, miR-223, and miR-376a.

25, Seatistical analyss

Variables were tested for normality using the Shapiro—Wilk
test, and subsequent tests were chosen considering the absence
of normality in the distribution Data were presented as mean and
standard error.

The adjusted Wald test was used to compare the plasma miR
expression of individuals gmuped by metabaolic syndrome (Mets)
status (yesno). Mets was defined according to the dassification of
the International Diabetes Federation (2005) | 24] by the presence
of WC = 80 on for women or > 90 cm for men, plus any two of the
following four factors: HOL-¢ <= 50 mg/dL for women or = 40 mg/dL
for men, triglycerides =150 mg/dl, systolic blood pressure
(SBP)} = 130 or diastolic blood pressure (DBP) > 85 mmHg, and
fasting blood glucose =100 mg/dL

Kendall's tau-a was used o estimate the comelation between
plasma miR expression and lipid, glycemic, and anthropometric
variables, including confidence intervals, using a complex survey
design to ensure representativeness at the population level

25
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5
i

= 122

Fig. 1. Plasma expression of mik-302.and wiR-122 in older sl ults accarding & MetS disgnesis (n = 193] MetS diagnasis acmmding to Internation d Disheses Fedleratian (2005). Dass

presentsd as mean and standand error The adjusted Wald et wa performed.
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Analyses were performed using the StataSE sofbware (version 17.0)
with a significance level of 005,

3. Results

The final sample induded 193 partidpants, since four in-
dividuals presented a blood sample with hemolysis, two in-
dividuals with inhibition in the P(R assay, and one participant was
considered an outlier.

The characterstics of the samples evaluated in this study are
listed in Table 2. From the evaluated sample, 52.3 % were from
women, with a meanage of 69.1(0.5) years. Moreover, 45.1 % of the
sample were from individuals with overweig htjobesity, in addition
to having high mean WC values, according to the World Health
Organization - WHO (2008) | 13]. Furthermore, 653 % of the par-
ticipants had Met5 and 53.4 % had insulin resistance. It was also
observed that older adults with MetS had higher valies of body
weight, BMI, WC, SBF, DBF, glycemia, insulinemia, HOMA-IR and

Table 3

Cormelations betwesn miks and anthnopometric ghoemic and lipid variables, and
blood pressure in alder adults partic pating in the EA-Nutrition population-hased
study (n = 1931

mik-122 mi k-3
Body weight (kg) Cocfficient Q068 0084
asxa —QI29-0167 00250184
pvalus Q167 0128
BMI (kgfm) Cocfficient Q041 0026
%0 —QHS-0127 00740127
povalus [ET 608
WC (em) Cosfficient Q053 ans2
%0 —0H3-051  —0850-0154
povalus Q274 a316
SBP (mmHg) Cosfficient Q044 a0
%0 —Q063-0152 08080208
povalus a4 an73
DBP (mmHg) Cosfficient Q111 4110
as%a —QM2-0226  0005-0.217
pvalus LOSE 01041 %
Pasting glucase {mg L) Cocfficient Q141 0120
asxa Q330249 00760224
pevalus aoos [T=E
Fasting insulin {pl|fml} Cosfficient o128 01mn
asxa Q0170240 00780245
pvalus oz 0a2g =
HOMAT-IR Cocfficient Q159 0161
asxa Q0274 060276
povakis Q067 0006+
Towl chalesteral (mgjdl)  Coefficiens  Qidd anai
%0 —0ME-0212 08180201
povakis Q0s? aia
HDL- (mgidL) Cosfficient —0L126 —0168
%0 —02-0026 0276062
pvalus [T a2
VLI (mgfell) Cosfficient Q068 a116
%0 —QEF-075  A015-0217
pvalus 0204 [i=mh
LD~ {mg/dL) Coefficient Q122 012
asxa Q0110234 0021-0.237
pevialus [T [TIEE
Miom=HIHc {mgfel L) Cocfficient Q1M 0158
asxa Q0350254 00540264
pevalus aoos 0003 =+
Triacylg yosrols (mgidL) Cocfficient Q063 0116
asxa —QO3P-0I76 00160218
pvalus 0200 0a2g =

* Carrelaion s signifiant at p < 005 ** Cormelation & significant at p < (U005
BMIL, body miass index; W, waist ciroum ferencs; SBP, systolic blood pressure; DBP,
diastalic blood presmre; HOMA-IR. homeostatic model assessment of insulin
resistance; HDL-¢ high-density lipoproisin-associated cholesterol; WLDL-c. very
low-demsity lipoprotein-amodated cholesterol; LDL-c, low-density lpoprotsin-
ammociater chalesterol

inical Murition ESPEN 58 [2023) 320325

plasma concentrations of VIDL-c, non-HDL cholesterol, and tri-
arylglycerols and lower plasma concentrations of HDL-c

The plasma ecpression of miR-122 and miR-30a was higher in
individuals with MetS than in those without MetS (Fig. 1)

Correlations batween miRs and anthropometric, glycemic, and
lipid wariables, and blood pressure are shown in Table 3. Correla-
tions were performed with miRs that presented different expres-
sions acoording to MetS status. The expression of miR-122 and miR-
30a was positively comrelated with glycemia, insulinemia, HOMA-
IR, [DL-c. and non-HOL cholesterol. In addition, the plasma
expression of miR-30a showed a positive correlation with DBP and
plasma triacy lgbycerol concentration (Table 3).

Furthermaore, for the two miRs that, in the present study,
showed changes in their expression according to the presence of
Mets (miR-30a and miR-122), their potential biological targets
were identified, as shown in Table 4.

4 Discussion

Majority of the older adults were diagnosed with Mets and in-
sulin resistance. Notably, individuals with MetS had poor glycemic
and lipid control, as indicated by the high values of VLDL-c, non-
HOL cholesterol, triacylglycemls, fasting ghicose, fasting insulin,
HOMA-IR, and reduced HDL-c values. Furthermore, individuals
with MetS presented with high blood pressure. Regarding drou-
lating miRs, altered expression was observed in miR-30a and miRk-
122, when the ecpression of these miks was evaluated acocording to
MetS status. Moreover, these miRs showed correlations with dia-
stolic blood pressure, and biomarkers related to gheoemic and lipid
metabolism

Hypertrophy and hyperplasia of adipocytes present in obesity
are assocdated with insulin resistance, which is one of the key
factors that trigger metabolic disorders that culminate in Mets and
NCD [ 25] Thus, the expansion of white adipose tssue promotes the
exacerbated secretion of adipokines, especially pro-inflammatory
cytokines, which trigger a state of chronic systemic low-intensity
inflammation called metabolic inflammation |26,27]. In this
context, it should be highlighted that changes in plasma miRs
expression observed in individuals with MetS from the present
study can be assodated with anthropometric variables, and glyce-
mic, lipid. and infammatory biomarkers [7.19]

Weale et al. [28 | verified a higher expression of miR-30a inadult
individuals with pre-diabetes or type 2 diabetes than in normo-
glycemic individuals. In the present study, this miR was more
highly expressed in individuals with MetS than in those without
Mets. The miR-30a regulates mitochondrial mddative capadty in
human adipooytes |29], probably by increasing the expression of
genes involved in the insulin signaling pathway and oxidative
metabolism In diabetic mice, inreased magnification of mik-30a
was observed to promote “darkening”™ of white adipose tissue, in-
rease sensitivity to insulin action, and stimulate the expression of
genes associated with energy expenditure [29].

In addition, it has been observed that miR-30a has as tamget
genes the forkhead box protein 01 (FOXO1) and the insulin re-
ceptor substmte-1 ([R5-1). These genes are related to pancreatic
beta cell dysfunction and hepatic and peripheral insulin resistance,
as they interfere with insulin signaling and response to glucobog-
idty [20-32]. Furthermaore, the IRS-1 gene, whose expression can
be reduced with increased expression of miR-30a-5p, is imolved in
glycemic and lipid metabolism, which may lead to hepatic insulin
resistance and hyperlipidemia [21].

Regarding miR-122, this was the first miR to be assodated with
metabolic control. It is primarily expressed in the liver and was
initially shown to affect hepatic cholesterol and fatty acid meta-
bolism in mice [33]. In the present study, this miR showed higher
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Table 4
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Potential targets for miR-21, miR-28, miR-30a, mik-122, mik-130b, mik-223 and mik-3%6a

mik Potential targst  Fumction

mik-30a SLC2AT2

This gene is an imsulin-ind ependent fcilitating glucose transponter that belongs to afamily of transparters that atalyze the uptake of sugars

by fadilitated diffusion. Purthermore, this gene regulates mitochand rial oxidative capadty in human adipooytes.

FONO

This gene belongs 1o the forkhead family of tramser iption fotors which are characerized by adistinctforkhead domain. This gene may play a

rake in miyogenic growth and diferentiation. The POXO protein regulates cellular mewholism in the bver, medes adipose tisue and
pamiress. Alterations in FONO1 fundtion might result in disorders of metabal ism, incheding dishetes.

IR=-1 This gene encodes 2 protein which is phasphoryl ated by insulin recepior tyrosine kinase. Mutations in this gene are asodated with type 11
diabeies and suso=piibility to insulin resistance. Among its related pathways are IL-9 signaling pathways and insulin recepior signaling

@scade.
mik-122 GAPC

This gene ({GEPC) is one of the three ghumse-G-phosphatase catalytic- sibmit-enmding genes in humams: GAPC GEMC2 and GEPCL Chimese-

phosphatase isa key snzyme in glucose homeo stasis, functioning in glconeogenesis and ghyoogenalysis.

PPEAR

Regulatory subumit of AMPE, which is a heter otrimer with an alpha catal ytic subumnit, and non-catalytic beta and gamma subumits.

SLCZALZ, Salute Carrier Family 2 Member 12; FONG_ Forkhead box protein ; 5.1, nsulin recpior substrate 1; GGPC, glucose- Gephosphatase ctahytic sbnit; PRI

protein kinase B; AMPK, AMP-activatsd protein kinase

expression in individvals with MetS and was also positively
correlated with glycemia, insulinemia, HOMA-IR, [DL-c, and non-
HOL cholesterol. Wang et al. |34] observed higher expression of
miR-122 in obese individuals compared to those with adequate
weight or those who were overweight, in addition to being posi-
tively correlated with BMI, triglycerides, and HOMA-IR, and nega-
tively correlated with HDL-c Inaddition, Willeit et al. |35] observed
an assodation between miR-122 expression and the risk of MetS
and recent onset of type 2 diabetes in a study that evaluated 810
partidpants with a mean age of 63 years.

The main targets of miR-122 are GGPC and PPEABL The fist
gene encodes glucose-G-phosphatase in humans, which is a key
enzyme in glycemic homeostasis [36]. Studies have shown corme-
lations between high miR-122 expression and insulin resistance in
individuals with type 2 diabetes or insulin resistance [37] In the
present study, PPEAB1T was identified as a potential target of miR-
122, which is a subunit of AMP-actvated protein kinase (AMPK),
a key regulator of insulin resisance in the musde | 37]. Considerng
that the main targets found for this miR are related to gloose
homeostasis, the results of the present study are consistent with
the findings in literature,

In addition, miR-122 plays a key mle in the regulation of car-
diovasmular fibrosis and endothelial functon in individuals diag-
nosed with hypertension [38). MiR-122 was upregulated in subjects
with hypertension, indicating its role as a predictive risk factor in
homeostasis and cardiovasmlar disorders [39] miR-122 is a well-
known marker of cardiovasoular events and is a good predictor of
atherosderosis. This miR was shown to be upregulated in partic-
pants with atherosderotic lesions, with serum miR-122 expression
positively cormrelated with atherosderotic severity [40].

The present study has seweral strengths and limitations, Among
the strengths, we @n mention the sample size, which is a differ
ential in this study, since most studies using miks have a small
sample size. In addition, the sample was obtained from a
population-based smdy, being representative of the population of
5Sao0 munidpality, the largest dty in Brazil, allowing the visualiza-
tion of a bmader scenario, since the sample weght was considered
for all analyses. Furthermore, individuals who had blood samples
with hemolysis or acute inflammatory diseases and for cancer were
not selected for the study, thus removing the influence of these
conditions on the results. However, in terms of limitations of the
study, the adoption of a bisinformatics tool to predict the main
target genes for each miR can be mentoned, since the direct
measures could not be performed. Lastly, considering that this
research is based on a cross-sectional dataset, a causal relationship
could not be inferred.

In summary, this study shows that MetS can alter the expression
of droulating miRs in older adults. Considering that two miRs (miR-

30 and miR-122) were altered by the presence of MetS, it can be
inferred that these miRks may be considered as potential biomarkers
for MetS in older adults.
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Systemic Inflammation and Leptin Levels in Older Adults

Gabrielli B. Carvalho! , Paula N. Brandio-Lima' , Tanyara B. Payolla' ,
Sadraque E. F. Lucena® , Flavia M. Sarti’ , Regina M. Fisherg! and Marcelo M. Rogero'?

Received 10 May 2023; accepied 27 June 2023

Abstract— Inflammaging refiers to the low-grade sysiemic inflammation that ocours with
aging present in chronic non-communicable diseases. MicroR NAs (miRNAs) are potential
biomarkers for these diseases in older adults. This study zimed to assess the expression
of 21 circulating miRNAs and their associations with inflammatory biomarkers in older
adults. This cross-sectional study was performed with 200 individuals participating in
ISA-Nutrition. The systemic low- grade inflammation score (SI5) was calculated from the
plasma concentration of |0 inflammatory biomarkers. Circulating miENA expression was
assessed wsing the Fluidigm method. Wilcoxon-Mann-W hitney test was employed o deter-
mine differences in SIS among groups distributed according to sex and presence of MetS.
Spearman’s comelation was used to estimate coreelations among SIS, leptin levels, miRNA
expression, and variables of interest. Analyses were performed using softwane R version
423, with a significance level of 0.03. The final sample consisted of 193 individuals with
a mean age of 69.1 (SE=0.5) years, being 64.7% individuals with metabolic syndrome
{MetS). Positive correlations wene observed betwesn leptin concentration and metabolic
risk factors, and leptin concentration was higher in individuals with Met5 compared o
those without MetS. The expression of 15 circulating miENAs was negatively correlated
with keptin concentration. GLMs showed negative associations between miE NAs (miR- 15a,
miB-16, miR-223 miR-363, miR-532), keptin, and'or 515 values; and only miR-21 showed
positive association with 515 values. The results suggest the presence of peripheral leptin
resistance associated with low-grade inflammation and plasma ex pression of miENAs in
older adults. These findings suggest the polential role of miRNAs as biomarkers for car-
diometabolic risk.
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INTRODUCT ION

High concentrations of pro-inflammatory cytokines
and acute phase proteins and increased immune cell infil-
tration into insulin-dependent tissucs characterize low-
grade systemic inflammation [1, 2]. This inflammation
is closely related to the development of chronic non-
communicable discases (NMCDs), such as cardiovascular
diseases and type 2 diabetes (T2D) [3, 4]

The term “inflammaging”™ is related to sy stemic,
chronic, and low-grade inflammation that occurs in the
absence of infection, mainly caused by endogenous
signs, which occurs with aging [5]. Inflammaging is
characterized by a progressive loss of physiological
inte grity, which may kead to impairment of function
and greater vulnerability to death [6, 7], comprising
a major risk factor for NCDs [7]. The most common
NCI}s in long-lived individuals are systemic arterial
hy pertension, T2D), and metabolic syndrome (MeatS)
[B—10]. Furthermore, it has been obhserved that keptin
concentration increases in older adults since their fat
mass is higher when compared to younger individuals
due to low cnergy expenditure combined with a poor
dict [11]. Besides that, it has been hypothesized that
aging decreases leptin responsiveness due to impaired
hypothalamic leptin receptor signaling [11].

Studies have shown that individuals with MetS have
shown high levels of leptin, which can be explained by
the decreased sensitivity to elevated b]:lljn levels fl.cp—
tin resistance ), caused by defects of the leptin receptor,
induction of inhibitors of lkeptin signaling, and alie rations
in the transport of kptin across the blood-brain barrier
[12, 13]. Furthermore, high leptin levels can be an adi-
pose tissue-derived mediator for the deve lopment of sys-
temic arterial hypertension, as hy perleptinemnia was found
to be associated withelevated systolic and diastolic blood
pressure [14].

In this sense, circulating microR N As (miR NAs) have
been investigated as potential biomarkers for NC Dk, as they
present distinct expression patterns in different clinical
conditions [ 15-158]. MiR NAs are small non-coding single-
stranded RNA molecules, ranging from 18 1o 23 nucleotides
involved in ccllular and genomic rgulation since they can
inhibit the ranslation step of proteins through inke raction
with messenger ENA in the 3” mgion UTR [15, 19]. These
small molecules may be identified in tissues and various
body fluids, such as blood [20].

Thus, the present study aimed to assess the expres-
sion profile of 21 mik NAs and their associations with
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inflammatory biomarkers in older adults living in 580 Paulo
municipality, Brazil, who participated in ISA-Nutrition, a
population-hased study.

METHODS

Study Design and Participants

This cross-sectional population-based study evaluated
a subsample of 200 older adults (2 60 years old) within the
580 Paulo Health Survey with a focus on nutrition (15A-
Nutrition 2015). Data wene collected from Febroary 2015
o February 2016 in 880 Pavlo city, and further details on
sample sebection have been previously published [21].

The subsample was sekected according to the follow-
ing exclusion criteria: plasma samples that indicated the
presence of hemolysis and'or insufficient volume, the pres-
enoe of acole inflammatory diseases, cancer, and the use
of drugs that could interfere with the markers of inerest
{antibiotics, anti-inflammatory . immunomodulatory, and
antiretroviral). In addition, only individuals with complete
data for anthropometric variables, sysiemic blood pressumc,
and ghyoemic and lipid profilke Momarkers were selected.

The study was approved by the Reszarch Ethics
Committee of the School of Public Health of the Uni-
versity of 530 Paulo (# 4922112140000 5421 and #
308459147 0000.5421 for Isa-Nuotrition). Writien informed
consent was obtained from all the participants.

Clinical and Biochemical Analysis

Data collection on weight, height, and waist cir-
cumference was performed according to standardized
protocols. The mean weight and height values of each
individual in the study wen used to calcolate body mass
index (BMI), defined as body mass in kilograms divided
by the sguar of height in meters (kgfm®). BMI values
were used to classify the individual’s anthropometric
nutritional status according to the criteria proposed in the
standards published by the Pan American Health Organi-
zation [22]. Waist circumference (WC) was used for the
diagnosis of central obesity according to the criteria
defined by the WHO: = 102 cm for men and = 88 cm for
women [23]. Blood pressure was measumed in triplicate
in the right arm using an automatic device (O'mmon model
HEM-712C, Omron HealthCare, Inc., Kyoto, Japan). In
addition, individuals were evaloated for the presence of
MetS according to criteria defined by the International
Diabetes Federation (2006) [24].
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Approximately 30 mL of fasting blood was col-
lected from participants (12-14 h) through venipunctune
with the aid of sterile and disposable syringes by special-
ired professionals at the participants’ homes, according
to prior appointments. Participants wene instructed not 1o
consume alcoholic beverages 72 h before blood collection
and to avoid intensc physical exercise the day before and
on the day of blood collection.

Plasma concentrations of IL-1§, IL-6, IL-10, TNE-
o, monocy te chemotactic protein | (MCP-1), plasminogen
activator inhibitor 1 (PAL 1), imercellular 1 (sICAM-1),
and vascular | (sVCAM-1) soluble adhesion molecules,
adiponectin, and keptin were detcrmined using a multi-
plex immunoassay kit (Milliplex, Merck Millipore, MA,
USA). Plasma C-reactive prokein (CRP) quantification
was performed through ELISA (Enzyme-Linked Immu-
nosorbent Assay) kit (Cat. No. HEAS2 [Hu; Cloud-Clone
Corp., Houston, TX, USA).

The homeostasis model assessment for insulin
resistance (HOMA-IR ) was calculated from fasting glu-
cose and insulin as [fasting glucose (mgfdL) > fasting
plasma insulin (ul UfmLy405]. The cutoff point adopted
for HOMA- IR was 2.71, as proposed by Geloncze ot al.
[23]. and validated for the Brazilian population.

miRNA Expression

The expression of 21 miRNAs (miR- 15a-3p, miR-
l6-3p, miR-21-3p, miR-28-3p, miR-302 3p, miR-30d-3p,
miR-122-5p, miR-126-3p, miR- 130b-3p, miR-139-3p,
miR- [40-5p. miR- 146a-3p, miR-150-5p, miR-222-3p,
miR-223-3p, miR-363-3p, miR-373-3p. miR-376a-3p,
miR-486-3p, miR-332-5p, miR-kt-Tc-5p) was analyzed
in aliquots of plasma, using real-time gPCR with Bio-
MarkTM 96.96 Fluidigm Dy namic Array (P11910334).
All samples were controlled for hemolysis by meas-
urement of free hemoglobin at 414 nm using a Nano-
Quant plate in 2 TECAN (Minnedorf, Switzerland)
spectrophotometer.

RNA was extracted from 300 pl. plasma using
Plasma/Serum Circulating and Exosomal BNA Purifica-
tion Kit (Slurry Format) (Norgen®, Thorold, ON, Can-
ada, Cat. 42.800). All the samples were spiked with cel-
miR-3%-3p at 2.7 pM (IDT). RNA was cluted in 80 pL
elution buffer. The reverse ranscription was performed
with 13 pl. of RNA eluted solution using miRCURY
LMNA RT kit (Car.339340, Qiagen-France), as described
by the supplier's instructions. All reactions were spiked

using UniSPé (part of Spike-in kit Cat. 339300, Qiagen-
France, Coutabocuf).

Preamplification was performed using miRCURY
LNA miRNA PCR Assay primers (Cat. 339306; Qlagen-
France, Coutaboenof) for the 21 miRNAs of intemest plus
RT Spike-in UniSp6 and Extraction Spike-in Cel-miR-39.
The reverse transcription product was purified using cxo-
muclease 1{Cat. MO2Z93; New England Biolabs France,
Evry) and diluted at a ratio of 1:10. Then, 1.25 pl. of
diluied cXNA was pre-amplified using Fluidigm PreAmp
Master mix (Cat 100-3580, Les Ulis-France), and prim-
ers mix ina 3 pl. reaction volume according to the sup-
plicr's specifications.

For each assay. gPCR was performed in triplicake
from 1.5 pL. of diluted preamplification product {1:10)
using Biotium Fast Probe Master Mix (Cat 3 10003, Fre-
mont, CA) in dynamic arrays 96 =96 [FC (Cat. BME-
M-96.96) on Biomark™ (Fluidigm, Les Ulis-France],
according to the supplier’s protocol.

Raw Ct values greater than 40 were considersd
undetectable. The Dot method was wsed to calculate
mlative expression values. The first normalization step
adjusted the raw Ct values to the meovered kvels of
spike-in cel-miR-39 and Spike-in UniSp6. The second
normalization step subtracted the normalized Ct for indi-
vidual samples from the mean of all individual assays for
each miRNA. The fold-change values caleulated from the
normalized [XCt data were used for statistical analysis.

Systemic Low-grade Inflammation Score (SIS)

The 515 was calculated from the plasma concentra-
tion of 10 inflammatory biomarkers (CRP, IL-1p, IL-6,
L-10, TNF-u, MCP- 1. PAL-1, sICAM-1. sVCAM-1. and
adiponectin) [26], based on the methodology proposed
by Tabung et al. [27]. This score was calculated from
the sum of these inflammatory biomarkers values, which
were transformed to logarithm on the neperian basis and
standardized in #-score, assigning a negative charge to
biomarkers with anti-inflammatory action (adiponectin
and [L-10).

The SIS assesses the low-grade inflammation of
indiv iduals, ranging from a maximally anti-inflammatory
to maximally proinflammatory, with higher (morne
positive) scores indicating mome proinflammatory state
and lower (mone negative) scores indicating more anti-
inflammatory state. Therchy, the SIS was calculated
using the following equation:

92



§I§ = Z-score (log, CRP)+ Z-score (log,, [L-6)
+ L-geore (log, IL-18)
+ F-score (log, TNF-a
+ Z-score (log, PAI-1)
+ F-svore (log, MCP-1)
+ L-seore (log, sfCAM-1)
+ Z-soore (log, sVCAM-1)
— F-svore (log, adiponectim)
— &-seore (log,, [L-10}

Bioinformatics Analysis

The bininformatics software TargetScan (hupf
wwrw targetscan.org) was used to identify potential tar-
gets of miR-15a, miB- 16, miR- 130b, miR- 139, miR-363,
miR-486, and mik-332.

Statistical Analysis

Descriptive statistics, including proportions,
means, and standard errors, werne calculated and ana-
lyzed to obtain a comprehensive overview of the data.
The Wilcoxon-Mann—W hitney test [28] was employed
to assess significant differences in SIS among groups
divided according to sex and the presence of MetS.

Spearman’s cormelation cocfficient was used to esti-
mate the comelation between plasma miEMNA ex pression and
lipid, glycemic, and anthropometric varizbles. Confidence
intzrvals wemns also calculated wsing the complex survey
design tocnsur: epre sentativeness at the population level.

Furthermore, we have adopted generalized lin-
car models (GLMs) to examine complex relationships
between variables, such as the effect of multiple covari-
ates while accounting for the non-normal distribution
of some variables [29], providing a more comprehen-
sive understanding of the factors that may influence the
observed associations between plasma miRMNA exprssion
and lipid, glycemic, and anthropometric variahles.

Three distinct probability distributions — normal,
gamma, and inverse Gaussian — were compared using
different link functions in a GLM model. The Akaike
Information Criterion (AIC) was employed as the crite-
rion for comparison, with a lower AIC score indicating
a better fit to the data [30, 31]. Coefficients, along with
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a 95% confidence interval, were applicd to estimate the
impact of covariakes, and the statistical significence of the
cowariates was determined using the Wald test [32]. The
analysis was condocted using R software version 4.2.3
[33] and the survey package [34], with a significance
level set at p<0.05.

RESULTS

The final sample size was 193 individuals, after
excluding four individuals due to hemolyzed blood sam-
ples, two individuals with PCR assay inhibition, and one
participant identificd as an outlicr (Fig. 1).

Of the sample, 50.4% wen: women, and the average
age was 69.1 (0.5) years. Furthermore, 43.2% of the par-
ticipants were overweight or obese, 64.7% had previously
been diagnosed with Met5, and 30.9% exhibited insulin
resistance. The study also measured variows biomarkers,
including HOMA-IR . leptin, and different miRMNAs,
with the average value for cach biomarker and its stand-
ard error provided in Tabde 1.

The sample had a high prevalence of overweight!
obesity, insulin resistance, and MetS. We also observed
differences in plasma concentrations of leptin based on
S15. We explomed the potential relationship between 515
and leptin concentration with the other characieristics of
individuals' in the sample (Table 2).

Table 2 displays the results indicating that indi-
viduals without MetS had significantly lower SIS levels
comparzd to those with MetS. In addition, & positive cor-
relation was identified between SIS and several meta-
bolic risk factors, including BMI, waist circumference,
HOMA-IR, and leptin concentrations. Conversely, two
miRNAs, miR-16 and miR-363, demonstrated a negative
cormelation with SI5.

Lower leptin concentrations were observed in men
and participants without MetS compared to women and
those with MetS, mspectively. We observed significant
positive cormelations between keptin concentrations and
mietabolic risk factors such as BMI, waist circumierence,
and HOMA I-IR. Furthermore, we identified several miR-
NAs that were negatively cormelated with leptin levels,
including miR-16, miR-21, miR-28, miR-30d, miR- 124,
miR-130b, mik- 140, miR-146a, miR-222, miR-223, miR-
363, miR-373, miR-486, and miR-532. Only miR- 152 was
positively cormelaied with keptin levels.
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Residents from urban areas of Sdo Paulo {Brazil) |

-
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Fig. | Stages of study sample selection. Created with BioRender.com. Legend: * Exclusion criteria: presenee of acute inflammatory diseases, can-

cer, and the use of medication (antibictics, ant-infl y drsgs, i

=, anbireimwirals) that could interfere with the maders of

inemst, chromic alcoholism, wse of cnbmlfparenicral dict, 2nd pregnancy Taciation. Adapied from: Fisherg, B.M., Sakes, CH., Fontanelli, M.M.,
Pereira, J. L, Alves, MO G, Escuder, MM César, C1.G, and Goldbaum, M. 018, 1015 Health Survey of Sin Paulo with a focus on Nutri-
tion: Ratiooale, design, and procedures. Nutrients. bitpsofidod org/0. 3390 na 1 000165,

Regression Models

In order to investigate the relationships between
miRNA expression, significant 515, and leptin levels in
our sample, we used generalized linear modeds (GLMs).
We specifically chose miRNAs that displayed significant
Spearman correlation coefficients with our variables
of interest. Our findings are summarized in Fig. 2 and
Table 3, which includes only those GLMs that yiclded
significant mode|s.

The first model used miR-15a expression as the
response variable and included leptin concentrations as
a predictor variable with 2 Gamma distribotion and an

identity link function. The coefficient for the interoept
was 1.2429, and for leptin, it was -0.0269.

The second model used miR-16 expression as the
msponse variable and included two predictor variables:
SIS and leptin. The distribution for miR- 16 was Inverse
Gaussian, and the link function was a log. The coef-
ficient for the intercept, 518, leptin, and the interac-
tion between both variables (S18: Leptin) wer 05014,
00563, 0.0477, and 00081, respectively.

The third model in Table 3 used miR-2 1 expression
as the response variable, including SI5 and leptin. The
distribution for miR-21 was [nverse Gaussian, and the
link function was the inverse function. The cocfficicnt
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Tahle | Characterization of the subsample of 193 older adults partici-
pating in [ SA-MNutrition population-based study

Varizhles n{g
mean+ SE
e, n (%)
Male a2 (496
Femalk 101 (30.4%)
Ape (yoars) .1+05
BMI (kg'm") 77.5+04
OverweightObese, n (%) 56 (43.2%)
‘Waist circumference (cm) HWI+13
SBP (mmHg) 138214
DBEP {mmHg) Te2+0.7
Presenoe of MetS, n (%) 126 (64.7%)
HOMAL-IR 3Ex03
Insulin resistance, n (%) 103 (50.9%)
Leptin (ngfml.) 4204
miR-15a L1zl
miRk-1& l4+0.1
mik-21 L.Z=0.1
mik-I8 16+02
mik-30a L1z0.1
miRk-30d 1.2=0.1
mik-122 1.Ex03
mik-126 1.2=0.1
miR-130h Ld=0l
miR-13% 1.2=0.1
miR-140 13=01
miR-146x
miR-150
miR-X22
miR-F23
miR-33
miR-375
miR-376x
mik-486
mik-532
mik-Jeifc

Daiz presnied in absoluie and melative frequencies (n, %) and mean
{stamsdard ermor, SE)

BMI body mass index, SHP systolic blood prssme, DEF dizsolic
blood pressune, Med mebolic syndmome, HOMA-IR, homeostatic
maxdel nt of insulin

for the inercept was 0.7 806, for the 315 was 0.0293, for
leptin was (0.0280, and -0.0081 for the interaction between
SIS and leptin.
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The fourth model examined the relationship
between miR-223 expression and leptin as a predictor
variable. The distributional assumption for miR-223
expression was the inverse Gaussian with a logarithmic
link function. The coefficients for the intercept and leptin
were equal to 06990 and -0.0487 _ respectively.

The fifth model described the relationship between
miR-363 expression and leptin as a predictor variable.
The distributional assumption for miR-363 expression
was the Inverse Gaussian with an identity link function.
The cocfficicnts for the intercept and leptin were 1.3983
and -0L.03835, respectively.

The last model in Table 3 reported the relationship
between plasma miR-332 expression and leptin concen-
trations as the predictor variable. The link function for
the mode] was imverse Gaussian with an identity link. The
respective coefficients for the intercept and keptin were
16197 and -0.0541, respectively.

Explaining the Estimated GLMs

The GLM analysis of miR-13a ex pression indicates
that an increase of | ng/ml in leptin is associated with
a decrease of 0.0269 in the expected value of plasma
miR-13a expression. The GLM for miR-16 used the
logarithmic function as the link function, and therefone,
the cocfficients should be transformed using the func-
tion f{x)= 100" (exp(x}—1} and interpreted as percent-
age changes in the expected value of miR- 16 expression.
Based on this mode|, we expect a 5.63% decrease in miB-
16 exprssion for every | unit increase in 815 and a £.77%
decrease for every | ng/mL increase in leptin. Further-
mone, the effect of leptin on plasma miR- 16 expression
depends on the value of 815, with an expected increass of
0.81% in the effect of leptin foreach | unit increase in SI5.

The inverse link function was employved in the GLM
used for analyzing the relationship between plasma miR-
21 expression and SIS and leptin concentrations. This
means that a unit increase in SIS is associated with an
increase of 2.93% in miR-21 cxpression. Interestingly,
the interaction term betwecn SIS and leptin was negative
(40.008 1), indicating that the positive association between
515 and miB-21 expression weakens as the concentrations
of leptin increase.

The model wsed to anaty ze plasma miR-223 expres-
sion employed the log link function. The results indicated
that an increase of | ng/ml in leptin concentrations is
associated with a decrease of 4.87% in the expecied
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Tahle 2 Ascociation between systemic kow- grade inflammstion scon (SLE) and keptin biomarker with health characteristics in 193 older adulis
participating in the [SA-Nutrion population-basd study

Systemic low-grade inflammatory score (S15) Leptin (ng'mL)

‘¥ariahles mean+5E p-value mean + SE p-vahue
Sex

Male —0,4046= 10,3920 0TI 1.2348 +0.2376 < 00001

Female 04950 +0,3400 70166405414
Presenoe of Mets

No —07517 204922 00230% I3T78 +0.5785 04955

Yes 0.4B6E+0 3126 4.5956.+0.4741
‘¥ariahles correlation p-value o elation p-vahue
Age (yeass) 01312 00689 —00679 03484
BMI (ky'm’) 02081 00037 05046 < 0,0001"
Waist circumference {crm) 03024 0.0048" 03185 < 0.0001°
SAP (mmHg) 00730 0.7510 —00552 04459
DBP {mmHg) 00441 05424 00493 04957
HOMALIR 0. 4339 <0.001° 0.3511 <0.0001°
Leptin {ngfml.) 03078 <0.001° - -
miR-15a —0.1180 01022 0.2660 0.0002°
mil-16 00,1506 003 66" -0.2922 < 0.0001°
miR-21 00391 05559 —1.3716 0.0020"
miRt-28 01985 0. 1740 —0.1448 0.0446"
ikt B 00399 05818 —0.1361 0.0552
miRl-30d 00651 03686 —0.1963 0.0062°
miR-122 00110 08790 —0078E 02774
mik-126 00184 07991 —0.1767 0.0139"
miR-130b 01116 0.1294 —0.1614 00249°
miR-139 00791 0.4138 —00775 07038
milt-140 0018 09803 —0.1708 0.0176"
miR-146a 0072 0.RIZH —0.1431 071"
miR-150 00070 0.9230 00055 0.9383
milt-222 —0.1042 0.1417 —0.1871 0.0092"
miR-223 00743 0.3047 —0.1742 0.0154"
miR-363 —0.1519 0.0350° —0.2834 < 0.0001°
miR-375 01220 00926 —0.1616 0.255"
milt-37fn 00637 0_T78R 01794 00730
miR-£B6 —0.1001 01662 02777 0.0014"
miR-532 01213 00064 —0.2464 0.0006"
miR-lec 0.0504 04865 —0.1037 01511

*ignificant difierence in the Wiloowon-Mann-W hitney test (povaloe < 0.05). "Significant Spearman’s come lation coefficent (povalue < 0005)

value of miR-223 expression. For the models analyz-
ing miR-363 and miR-332 expression, the identity link
function was used. The cocfficient for Leptin in the miR-
363 model suggests that the expected valoe of miR-363

decreases by 00385 for every | ng/mL increase in Lep-
tin kewels. Similarty, the miR-532 model indicates that a
I ng/mL increase in Leptin is associated with a 0.0541
decrease in the expected value of miR-532 ex pression.
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Fig.2 How microRNAs and their relationships with keptin levels and Systemic low-grade Inflammution (SIS) values can impact the development of
metabolic synérome in older adults. Created with BioRender.com. Legond: UCP-2, uncoupling prowein-2; mTOR, mammalian target of rapamycin:
GLUT-4, glucose transporter type 4; TGF-pI, trunsforming growth factor beta; VEGFA, vascular endothelial growth factor A: M1, macrophage M1;
E2F2, E2F trunscription factor 2; C/EBPa, OCA AT-enhancer-binding proteins; CCND 1, Cyclin DI.

In addition to the GLM results, we predicted the
potential biological targets of miRNAs with significant
results related to keptin levels and SIS in GLM (miR-
152, miR-16, miR-21, miR-223, miR-363, and miR-532)
(Table 4).

DISCUSSION

The results obtained in this study show that the
older adults in the subsample presented high values of
waist circumference and percentage of overweight/obe-
sity, insulin resistance, and MetS. In addition, individu-
als with higher SIS values had higher leptin concen-
trations, as well as older adults with MetS had higher
SIS values compared to those without MetS. It should
be noted that the plasma expression of 15 miRNAs

correlated with SIS values and keptin concentrations. It
should be noted that.

MetS is characterized by a combination of factors
that may increase the risk of cardiovascular events, type
2 diabetes, and other clinical conditions [24], and its
pathophysiology is characterized by the presence of a
systemic inflammatory process [3, 4, 26, 35]. Systemic
and low-grade inflammation is characterized by elevated
circulating concentrations of acute-phase proteins and
inflammatory cytokines. such as C-reactive protein,
TNF-a, IL-1§, IL-6, and IL-17. and macrophage and
T lymphocyte infiltration in insulin-dependent tissues
[1. 2, 33]. Furthermore, the presence of obesity may
increase the expression of these inflammatory cytokines,
in addition to being related to the activation of several
signaling pathways involved in the pathogenesis of insu-
lin resistance and several metabolic diseases [3].
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Table 3 Cenemlized Bnear models (GL M) results for miRMNA axpression with keptin keve ks and systemic low-grade inflammation scone (SI5)

miRNA Distribution {link function) Yariahla Coafficient Cl prvaloe
miR-15a Camma (identity ) InteToept 12419 [1.0954, 1.3005] < (LI
Leptin —0mea [-0U0529, 0.0009] 0047
mik-16 Imverse (Gaussian (log) I nieToept 05014 |0.2975, 0.7M053] < (LN
SIS L0563 [-0:09ET, -0.0139] L
Leptin 00477 (0030, -0.0114] LU
SIS:Leptn* 0UmE] 00013, 0.00159] 00198
mik-21 Immverse (zussian (imerse) InieToept (. 7H04 |65, 0.9112] < (L
SIS 0uIes (00004, 00552 00471
Leptin OI2ED [-0uH S, 00579 L
SIS:Leptn® ~(L00E] [-0u0 146, -0.0014] L
miR-723 Imverse Gaussian (log) InteToept 06950 03960, L0020] < 00001
Leptin —LEET [-0:0940, 00033 00357
miR-363 Imverss Gaussian (ide ity ) InieToept 13983 [1.176%, 1.6197] < (L
Leptin -003ES [-DU0T0L, -DI0EI] 0T
miR-532 Imverse (zussian (idontity ) I nieToept 16197 [1.2951, 1.9443] < (LN
Leptin 00541 [-000913, 0.0169] LN

"Inieraction between 515 and Leptin

Warishles of sex and presence of metabolic syndrome wene not significant in GLM

In addition, high leptin concentrations were
ohserved in older adults with higher SIS values. Leptin
is 2 hormone that acts in adiposity signaling, as well asis
crucial in regulating food intake and energy expenditure,
inducing anorexia and increased metabolic rate [36, 37].
However, o previous study showed that sensitivity to this
hormone decmases with age-related body fat gain [38].
Thus, such body fat gain brings a progressive condition of
peripheral and central resistance to keptin, demonstrated
by the increase in serum concentration [353, 36].

Furthermore, keptin concentrations wemns higher in
individuals with MetS than in those without MetS, and
when observed according to gender, women had higher
leptin concentrations than men. A study carried out in
the Swedizh population, including 93 individuals of both
sexes, obese (BMI= 27 kg/m2) and non-obese showed
that women had a higher percentage of body fat and a
higher serum concentration of leptin than men [39].
These significant differences emained when only obese
individuals werne evaluaied [39]. Furthermaon: , when eval-
uating keptin secretion by adipose tissue, according to the:
presence or ebsonoe of obesity, it was obscrved that obese
women had significantly higher leptin secretion compare d
to obese men [39].

This fact stems from the different patterns of fat
deposition inwomen [40, 41], in addition to the influence
of sex hormones [42-44].

In addition, the results obtained in this study
showed that the plasma expression of 13 miRNAs (miR-
15a, miR- 16, miR-21, miR-28, miR-30d, miR-126,
miR-130b, miR - 140, miR-|46a, miR-222, miR-223,
miR-363, miR-373, miR-486 and miB-332) corrclated
with 518 and leptin concentrations. In order to further
investigate these relationships, GLMs weme tested, which
showed significant results for six (miR- 152, miR- 16,
miR-21, miR-223, miR-363, and miR-332) of the 15
mik NAs mentioned above.

In the present study, miR- [3a cxpression was
negatively associated with leptin concentrations. It
should be noted that hyperleplinemia is a common link
to obesity and insulin resistance, and obesity triggers
increased concentrations of leptin, which acts as a pro-
inflammatory cytokine that amplifies the process of
insulin resistance [45, 46]. In this sense, miR-13a has
acted in the positive regulation of insulin biosynthesis
by inhibiting uncoupling protein 2 (UCP2) - a protein
with an important role in insulin esistance — increasing
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Table 4 Powential biological rgets for mIRNAs miR-15a, miR- 16, miR-21, miR-213, miR-363 and mik-532

MIRNA  Potential targer  Funciion

miR-15a VEGFA This geme is a member of the PDGFVEGF growth factor Bmily. [t encodes o beparin-binding protein, which exists as
a disulfide-linked homodimer. This grmth factor indweces the proliEration and migration of vascular endothelial colls
and is essential for both physiological and pathological angiogenesis
UCP2 Milnchondrial uncoupling proteins (LUCF) are members of the larger family of misochondrial anion carrier prowins.
UCPs sopamte ouidative phosphorylation from ATP sy nthesiswith energy dissipated 2= heat, also nefiermed to as the
mitnchondrial proton lkeak. This gene is expressed in many Hesues, with the greak st expression in skeletal muscle. [t
is thought to play a mwk in nonshivering termogenosis, chosity, and diabetes
mikR-16  IGF1 The protein encoded by this pene is similar o insulin in function and structune and is 8 member of 3 family of proteins
imvodved in medisting growth and development. The enooded protein is proasssed from a precursor, bound by a
specific moeptor, and secneied. Defects in this pene an: a cause of insulin-lke growth factor | deficiency
INSR This geme encodes & member of the neceplor tyrosine kinese family of proteins. The eromded preproprotedn is
prokeolytically processed o penerate alpha and betn subunits that form a heterotetrameric recepior. The binding of
imsulin or other ligands sy this reoeptor activates the insalin sigraling pathway, which regulates gluooss uptake and
release, as well s the synthesis and siomge of carbobydrates, lipids, and prokin

IES1 This peme encodes 2 protein that is phosphorylated by insulin rceptor tymsine kinese. Mutations in this pone ane
associated with type 2 dishetes and susceptibility 1o insulin nesstanoe
miR-21  TGFR-pl This peme encodes a ligand of the TGF-beta (trensforming grawth factor-beta) superfamily of proteins. This encoded

prokein negulates cell proliferation. differentiation. and growth and can modulate the expression and activation of
other growth factors, including interferon-gamma and tumar necrosis fctoralpha

VEGFA See above
miR-Z23 SLOZA4 This peme is a member of the solute camrier family 2 (facilimed gleoos ransporter) family and encodes a protein that
functions as an insulin-nregulaed facilitative glucose transporier (GLUTZ)
IE51 Seo above
miR-363 LEP This geme encodes & protein seoreted by white adipocyies inte the cinculation and plays a major rmole in regulsting

energy homeostasis. Cinoulating leptin binds to the leptin recopior in the brain, which activates downsiream signaling
pathways that inkibit feding and promote enetgy expenditune. This proein alse has several endocrine functions
and ix imvedved in negulating immune and inflammatory mesponses, hemalopoiesis, angiopeness, eproduction, bone
formation, and wound healing

C/EEPa This intronless gene enoodes a transcription factor that containg a bagic leucine xipper (WZ1IP ) domain and recognires
the OCAAT motif in the promotens of arpet genes. The encoded protein functions in homadimens and heterodimers
with O AAT enhancer- binding prowins beta and gamma. The activity of this protein can modulzie the expression of
genes imvidved in cell cycle regulation and body weight homeostasis

E2F1 The protein encoded by this gene is o member of the EXF family of transcription factors. The E2F family plays a crscial
role in comtrodling the cell qycle and action of tumor suppressor proteins and is also 2 tarpet of the ransforming
prokeins of small DNA umor vinses

miR-532 OCNDI1 The pristein e ncoded by this pene belongs w the highly conserved cyclin family. Cyclins function & nogulators of CDE

kinases. Different cyclins exhibit distinct exprescion and de gradation patterns contributing o each mitotic event’s
temporal coordination. This cyclin forms a complex with and functions as 2 mwgulatory subunit ofTDEA4 or CDES,
whose activity is mguired for ol cyce G 1S ransition

IR52 This geme encodes the insulin recepior substrute 2, & cytoplasmic signaling molecule that medistes the effects of
imsulim, insulin-like growth factor 1, 2nd other cytokines by acting as 2 molecular adaptor between diverse necepior
tyrosine kinases and downstream e flectors. The product of this perne is phosphory laed by the insulin recspanr tyrosine
kinase upon recepior stimulation

LEF Sew above

VEGFA Vascular Endothe Hal Growth Factor A, DCFP2 Uncoupling protein- 1, SGFT Insulin Like Growth Factor 1, IN SR Insulin Recepor, 57 Insu-
lin Receptor Substraie 1, TGF-#1 Transforming Grwth Factor Beta 1, SLC2A4 Solue Carrier Family 2 Member 4, LEF Leptin, OE8Pa CCAATY
emhancer-hinding profein alpha, £2F2 EXF Transcription Facior 2, OCNIN CyclinD ], [R52 Insulin Receptor Substrate 2
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the intracellular concentration of ATP in the islets and
favoring insulin secretion glucose-induced [47, 48].

Regarding miR- 16, it cormelated negatively with 515
and leptin concentrations, and when tested in GLM, it was
observed that the reduction in its expression was expecied
with each increase of 1 unit in 515 and | ng /mL in leptin
concentration. Similar to miB- 152, studies have shown the
action of miR- 16 regarding insulin sensitivity [49, 30].
A study carried out with American individuals showed
& positive association between the plasma expression of
miR- 16 and the glucose disposal rae, thus indicating that
the greater the expression of miR- 16, the greater the sen-
sitivity to the action of insulin in the evaluated individuals
[49]. Similar results were observed in a study with rats,
which showed a reduction of miR-16 in insulin-resistant
skeletal muscle [30]. This study also showed that miR-
16 helps control protein synthesis stimulated by insulin
in skeletal muscle by regulating the mTOR protein [ 30].
Cuonsidering that miR- 16 has several target genes that are
related o insulin signaling, the resolts of the present study
show the important ok of this miRNA in the condition
of insulin resistance [49, 50], which is characterized by
lowr-grade systemic inflammation [3].

Systemic and low-grade inflammation may be
actively regulated by miRNAs, which can act as epi-
genctic regulators affecting adipogenesis, adipocy te
differentiation, lipid metabolism, white adipose tissue
browning, glucose homeostasis, and insulin resistance,
thereby may influence the development and progres-
sion of obesity and other NCDs [51]. The present study
observed that the increase in SIS was associated with
increased expression of miR-21, which has been upreg-
ulated in several diseases, such as obesity and type 2
diabetes [32, 53], A study carricd out with rats showed
that miR-21 was upre gulated in the white adipose tissue
of the epididymis of obese rats compared to non-obese
ones [53], whilst a study carried out in humans showed
a greater expression of miR-21 in the subcutaneous adi-
pose tissue of obese people with type 2 disbetes when
compared to those obese individuals without type 2
diabeies [54]. The miR-21 is related to the increase in
adipogenic differentiation through modulation of trans-
forming growth factor-beta | (TGE-p) signaling [35],
in addition to playing a crucial role in angiogenesis,
through the regulation of VEGFA, known to be a regu-
lator of thermogenesis [36]. Both growth above factors
are potential targets of miR-21, thus indicating a crocial
role for this miRNA in obesity, type 2 dizbetes, and
insulin resistance [57].

Plasma expression of miB-223 was negatively
correlated with keptin concentrations in the individuals
evaluated in this study. miR-223 controls the polarization
of macrophages, changing their phenotypes and modulat-
ing the secretion of inflammatory molecules in adipose
tissue [51, 58]. Thus, the anti-inflammatory mechanism
described for miR-223 is the suppression of the classic
pro-inflammatory response of M1 macrophages in adi-
pose tissue [58]. A study carried out with humans aged
40 to 60 years showed that the plasma ex pression of miR-
223 was lower in overweight and obese individuals than
in those with adequate weight [39]. In addition, genes
related to glucose metabolism, such as [RS | and GLUT4,
were found as potential targets of miR-223, and miR-223
modulates GLUT4 expression. The deregulation in the
expression of this miRNA can inhibit the signaling cas-
cade of insulin, which can result in insulin resistance and
type 2 diabetes [60, 61].

In the present study. miR-363 was negatively corm-
lated with SIS and beptin concentration, and this negative
association with leptin was also seen in GLM. miR-363
inhihits adipocyte differentiation through the E2F Tran-
scription Factor 2 (E2F2) target gene and the concomi-
tant downregulation of CCAA Tenhancer-binding protein
alpha (C/EBPo) and peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPARy) [62]. C/EBPa. which plays a
role in the differentiation of preadipocytes into mature
adipocytes, has been shown to modify keptin gene expres-
sion, playing a central role in body weight homeostasis
[63]. In wrn, C/EBPx activaies the PPARy gene, promot-
ing adipogenesis [64]. Thus, C/EBPa and PPARy pro-
moke the ex pression of genes involved in insulin sensitiv-
ity, lipogenesis, and lipolysis [65].

Finally, miR-332 expression was negatively corme-
lated with leptin concentrations. A study carried out with
men with & mean age of 30 years showed lower plasma
expression of miR-332 in the obese group compared to
the non-obese group [66]. One potential target gene for
miR-332 was the cyclin D1 gene (CCND1), a member of
the cyclin family and cyclin-dependent kinase regulator
[67]. CCND | expression is upregolated in diabetic islets
[68]. and this gene has been associated with fatty acid
and glucose metabolic pathways and may be involved in
developing obesity-melated type 2 diabetes [66, 69].

The main limitation of the study refers to adopting
a bioinformatics tool to predict the main target genes for
cach miR NA, considering the absence of dimct meas-
ures. In addition, this study’s cross-sectional design is
also considered a limitation, as it is not possible to infer
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causality from the observed results. However, the present
study used a considerable sample size, being representa-
tive of the population of the 530 Paulo municipality, the
largest city in Brazil; thus, the results comprise robust
evidenoe on the connections between circulating miBNA,
low-grade systemic inflammation, and leptin levels in
older adultz. Furthermore, individuals with inflammatory
diszases and cancer, and those with blood samples with
hemolysis were not included in this study, thus minimiz-
ing the influence of these factors on the results obtained.
In addition, the cvaluation of the plasma expression of 21
miRNAs in the context of NCI}s is considered one of the
differentials of this study since Brazilian studies within
this context are still scarce in the literatun.

CONCLUSION

Older adults diagnosed with MeztS had higher
concentrations of leptin and higher values related to
518, suggesting peripheral resistance to leptin, which
is closely associated with the occurrence of systemic,
chronic, and low-grade inflammation. Besides, plasma
expression of sit miRNAs (miR-1352, miR-16, miR-21,
miR-223, miR-363, and miR-532) was associated with
leptin and SIS values, suggesting a potential role of
these miR NAs as biomarkers of cardiometabolic risk
in older adults.
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