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Resumo:

Introducédo: O diabetes mellitus (DM) é uma doenca crbnica decorrente de defeitos
na producdo, secre¢do ou sinalizagdo da insulina. Pré-diabetes é um estado sem
sintomas onde o individuo apresenta niveis de glicemia de jejum entre 100 - 120mg/dlI
e hemoglobina glicada entre 5,7 e 6,5%. Antes definido como um estado latente,
atualmente é definido como um periodo de risco para nefropatia, neuropatia e
destruigdo das células B-pancreaticas. Neste contexto, torna-se relevante a
identificacdo de marcadores biologicos, tais como microRNA (miRNA), para este
estado patolégico contribuindo para o diagnostico precoce. Os miRNA sdo pequenos
RNA que ndo codificam proteinas, mas séo considerados importantes reguladores
pés-transcricionais. Sao apontados como potenciais biomarcadores, uma vez que tem
seus niveis de expressédo alterados em funcdo do desenvolvimento ou do grau de
severidade de diversas doencas como diabetes, cancer e esquizofrenia. No presente
estudo, visamos identificar um perfil de expressao de miRNA que pode viabilizar o
diagnostico precoce do pré-diabetes. Resultados: Apdés o levantamento dos
transcriptomas publicamente disponiveis em NCBI GEO dataset, um transcriptoma
atendeu aos critérios de incluséo deste estudo. A partir deste, foram identificados trinta
e trés miRNA com perfil de expressdo aumentado no grupo pré-diabético em relacao
ao controle (FC=1,5 p-valors< 0,05) e dois no grupo diabético (FC=1,5 p-valor< 0,05).
A rede de interacdo gerada pelo programa Cytoscape mostrou 0s mMiRNAs
selecionados e seus alvos diferencialmente expressos no transcriptoma de validacao.
Cinco destes miRNA apresentaram maiores valores de centralidade na rede de
interacdo MiIRNA-mRNA (let-7a, Let-7b, miR-106b, miR-93 e miR-17). Estes miRNA
apresentaram maior sensibilidade e especificidade para o pré-diabetes (AUC = 0,794).
Conclusdo: Os cinco miRNA identificados estdo envolvidos em diversas vias
intracelulares relacionadas a resisténcia insulinica e destruicdo das células -
pancreatica e estdo diferencialmente modulados no transcriptoma analisado neste
estudo, podendo ser apontados como biomarcadores exploratorios promissores para

diagnéstico precoce de DM2.

Palavras-chaves: Diabetes; Mecanismos moleculares; Expressao génica;

Transcriptoma.



ABSTRACT

Introduction: Diabetes Mellitus (DM) is a chronic disease due to impairment in insulin
signaling, secretion or production. Prediabetes is an asymptomatic state in which
subjects fasting glucose is between 100-120mg/dl and glycated hemoglobin is at the
range of 5,7-6,5%. Previously defined as a latent state, now it is recognized as a risk
factor for nephropathy and neuropathy development, and also for B-cell destruction. In
this context, the identification of biological markers that have disrupted expression in
pathological states can contribute to an early diagnosis. microRNAs (miRNA) are non-
coding RNA, considered important in the post-translation regulation of genes. They are
pointed out as potential biomarkers, since their expression level becomes altered due
to the development or aggravation of many diseases such as diabetes, cancer, and
schizophrenia. The present study aimed to identify a miRNA expression profile able to
ensure an accurate early diagnosis of prediabetes. Publicly available transcriptomes
were analyzed through bioinformatics tools. Results: After screening conducted at
NCBI GEO datasets, one dataset matched our inclusion criteria. From which thirty-
three miRNA were significantly upregulated in prediabetic subjects versus control
(FC>1,5 p-valor= 0,05) and two were upregulated in the diabetic versus control group
(FC>1,5 p-valor< 0,05). A miRNA-mRNA network was created using the upregulated
mMiRNA and its regulated targets in the validation transcriptome using the Cytoscape
software. Five miRNAs presented a greater centrality score from the miRNA-mRNA
network. In which two (miR-93 and Let-7a) had better values for sensibility and
specificity (AUC =0,829 e 0,824 respectively). Conclusion: The five miRNAs identified
are involved in several intracellular pathways related to insulin resistance, destruction
of B-pancreatic cells and are differentially expressed in the dataset analyzed in this
study, which can be proposed as promising exploratory biomarkers for the early

diagnosis of prediabetes.

Key-words: Diabetes; Molecular Mechanism; Gene Expression; Transcriptome.
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1. INTRODUCAO

1.1DIABETES

Diabetes mellitus (DM) é a doenca cronica nao transmissivel mais prevalente
em todo mundo (Guay et al., 2011). Estima-se que 422 milhdes de pessoas conviviam
com diabetes DM no ano de 2014, tendo sua prevaléncia dobrada na populacao adulta
desde o ano de 1980 até os dias atuais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).
Segundo a Federacéao Internacional de Diabetes (FID) é esperado que cerca de 552

milhdes de pessoas sejam portadoras de DM por volta de 2030.

O DM representa um custo global anual de 827 bilhdes de dolares, e segundo
a FID o custo hospitalar com DM triplicou em apenas uma década (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016). De acordo com levantamento realizado pela pesquisa
Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito
Telefbnico (Vigitel, 2016), no Brasil, o nimero de diagndésticos de DM cresceu 61,8%

em 10 anos.

Existem dois tipos de DM: Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1), classificada como
doenca autoimune causada pela destruicdo das células B pancreaticas e,
conseqguentemente, comprometimento na secrecdo de insulina; e Diabetes Mellitus
tipo 2 (DM2), caracterizada, principalmente, por uma resisténcia periférica a insulina.
O DM1 é uma condicdo que ocorre normalmente na infancia ou adolescéncia e
corresponde a menos de 10% dos casos de DM, enquanto que o DM2 é responsavel

por cerca de 90% dos casos em todo o mundo (BHATIA et al., 2015).

O DM é definido por uma hiperglicemia prolongada (GIRI et al., 2018)
decorrente da producgéo insuficiente de insulina e/ou por comprometimento de sua
acao tecidual (GIRI et al., 2018). Segundo De Fronzo e colaboradores (2009), essa
hiperglicemia é causada e mantida por uma disfuncao conjunta de 8 érgéos (pancreas,
tecido adiposo, tecido muscular, figado, intestino, rins, cérebro e estbmago), levando
a oito anormalidades fisiol6gicas principais que contribuem para perda da homeostase
da glicose, conhecida como “octeto ameacgador”. O diagndéstico de DM, segundo a
Associacdo Americana de Diabetes, é dado quando séo registrados glicemia de jejum
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=126 mg/dl, hemoglobina glicada 26,5% e teste de tolerancia a glicose 2200. A histéria
natural do DM2 parte de uma predisposicao genética a resisténcia insulinica, seguida
por uma hiperglicemia crénica que leva a faléncia as células beta-pancreaticas.
Embora o fator genético seja essencial para o desenvolvimento da doenca, os fatores
ambientais, tais como inatividade fisica e obesidade, sdo 0s principais responsaveis
pela enorme incidéncia da doenca nos paises ocidentais (DEFRONZO, 2009).

1.2HIPERGLICEMIA

Quatro mecanismos orquestram o0s insultos decorridos do estado de
hiperglicemia cronica: (i) ativacdo da via da PKC pelo segundo mensageiro
diacilglicerol; (i) aumento do fluxo de ativagéo da via da Hexosamina; (iii) aumento da
formacao de produtos avancados de glicose e (iv) aumento do fluxo da via dos poliois.
Todos esses mecanismos conectam-se através do aumento do estresse oxidativo (DU
et al., 2003; YAN, 2018).

Em circunstancias normoglicémicas, a combustdo da glicose possui intuito de
gerar ATP e produzir NADPH e ribose através da via das pentoses (YAN, 2018). A
hiperglicemia desencadeia uma superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) nas mitocondrias, através da superproducdo de moléculas doadoras de
elétrons como NADH e FADH? via glicélise e ciclo de Krebs, resultando em uma
desbalanco na razdo ATP/ADP que modifica o potencial de membrana mitocondrial
(GIRI et al., 2018; ROCHETTE et al., 2014). O alto gradiente de prétons diminui a
diferenca de potencial eletroquimico, reduzindo a capacidade de transporte de
elétrons no complexo Il da mitocéndria, causando o acumulo de elétrons na coenzima
Q10 (GIRI et al., 2018). Este alto gradiente de protons é responsavel por prolongar a
vida de intermediarios geradores de superoxidos como a ubisemiquinona
(BROWNLEE et al., 2000).

O aumento da razdo ATP/ADP diminui a atividade da via glicolitica levando a
um acumulo de glicose (GIRI et al., 2018). Esta por sua vez leva a ativacdo da via dos
polidis que converte glicose a sorbitol através da enzima Aldose Redutase (AR)
utilizando NADPH como cofator (MAAMOUN et al., 2019). Posteriormente o sorbitol é
oxidado a frutose pela Sorbitol Desidrogenase (SDH) reduzindo NAD+ a NADH,
diminuindo ainda mais a disponibilidade de NAD oxidado (MAAMOUN et al., 2019).
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Em situagBes normoglicémicas a via dos poliiois acontece em uma quantidade
desprezivel, porém, ela chega a corresponder 30% do destino da glicose no DM (YAN,
2018). Isso intensifica o estresse oxidativo, pois o0 NADPH utilizado na primeira fase
da via do poliol € essencial para o sistema da Glutationa Redutase (GR)/Glutationa
peroxidase que regenera a glutationa oxidada para que exerca sua acao antioxidante
(ROCHETTE et al., 2014). Em consequéncia disso, a via das pentoses, que é
importante fonte de NADPH, tem sua atividade diminuida, pois o acumulo de radicais
livres inibe a atividade da Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), que é uma
enzima limitante da via, reduzindo ainda mais a disponibilidade de NADPH e gerando
um ciclo vicioso de aumento de estresse oxidativo (MAAMOUN et al., 2019).

O estresse oxidativo leva a danos no DNA da mitocondria e em proteinas
mitocondriais (MAIESE, 2015). Com isso temos a ativagao de fatores de transcricao
poli(ADP-ribosil)ato (PARP-1) como p53 e fos (DU et al.,, 2003). PARP-1 inibe
Gliceraldeido-3-fosfato-dehidrogenase  (GAPDH) levando ao acumulo de
gliceraldeido-3-fosfato (GAP) e dos metabdlitos da glicllise acima desta enzima,
ativando as vias da hexosamina e a ja discutida via do poliol (DU et al., 2003). O
acumulo de GAP leva a producao de Diacilglicerol (DAG), que liga-se ao receptores
de membrana ativando isoformas da proteina kinase C (PKC) (GIRI et al., 2018). PKC
afeta, dentre outras vias, a endotelial 6xido nitrico sintetase (eNOS), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e atividade do fator nuclear kappa B (NF-kB)
que estéo relacionados com danos vasculares resultantes da hiperglicemia (figura 1)
(MAAMOUN et al., 2019).
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Figura 0-1 Mecanismos moleculares do DM2. A hiperglicemia leva a ativacdo exacerbada da
via do sorbitol, através do acimulo de ATP, reduzindo disponibilidade de NADPH e
aumentando frutose-6P e espécies reativas de oxigénio. O acimulo de ERRO gera danos no
DNA ativando PARP-1 que reduz atividade da enzima GAPDH gerando aumento de DAG e
GAP, ativando fatores nucleares como NFkB e a via das trioses, levando ao acumulo de
compostos avancados glicosilados. (adaptada de Rochette et al., 2014).

O acumulo de GAP leva a ativagdo da via das trioses e, consequente,
aumento da producdo de um precursor de compostos avangados de glicosilagéo
(AGE). Os AGE possuem papel pivotal nas complicacdes do diabetes (Pappachan
et al.,, 2013). Além das modificacbes nas funcdes das proteinas, proteinas
modificadas por AGE exercem efeitos celulares mediante sua interagdo com
receptores especificos de AGE (RAGE), dando inicio a resposta inflamatéria
(ALLAMAN; BELANGER; MAGISTRETTI, 2015). Evidéncias mostram que AGE
levam a inducao da autofagia e proliferacéo vascular de musculo liso que podem

causar aterosclerose e, mais tardiamente, cardiomiopatia (MAIESE, 2015).
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A terceira via que tem sua ativacdo aumentada pela inibicdo da GADPH, é a
via das hexosaminas. Em condi¢c6es normoglicémicas, essa via representa menos
de 5% do influxo da glicose (NIE; YI, 2019). Nesta via, a frutose-6p é convertida a
glucosamina-6p atraves da acdo da enzima glutamina-frutose-6p
amidotransferase (GFAT), que é a primeira enzima limitante do processo (NIE; YI,
2019). As reacdes enzimaticas subsequentes levam a formacdo de Uridina-
difosfato N-acetilglucosamina (UDPGIcNAc) (TEO; WOLLASTON-HAYDEN;
WELLS, 2010). A O-linked N-acetilglucosamina transferase (OGT) e OGIcNAcase
(OGA) séo responsavel pela adicao e remocao, respectivamente, do UDPGIcNAc
(NIE; YI, 2019). OGT catalisa a O-GIcNAcilagédo nos residuos de serina e treonina
de proteinas, e foi reportado que niveis excessivos de O-GIcNAcilacdo estao
associados a glicotoxicidade decorrente do DM (figura 2) (GIRI et al., 2018; NIE;
Y1, 2019; TEO; WOLLASTON-HAYDEN; WELLS, 2010).

Glicose

Glicose — Glicose-6P — Frutose-6P  J====== -~ Glicélise

Glicosamina-6P

!

UDP-GlcNAc

Proteina nua l Proteina Glicosilada

; ) }} O-GlcNAc Transferase (OGT) . }

- > B .

@8V “0GIcNAcase (0GA) w
¢

Figura 0-2: Mecanismo glicotoxicidade decorrido do aumento do influxo da via das Hexosaminas.O
aumento da atividade da GFAT leva ao aumento da OGT aumento a quantidade de proteinas
glicosiladas (Adaptada de Nie & Yi, 2019).
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A presenca de ERO em altas quantidades impacta também na longevidade e
sobrevivéncia celular induzindo apoptose e autofagia (MAIESE, 2015). Morte
celular por apoptose ocorre no DM nas células B-pancreaticas, cardiomiécitos,
células endoteliais, células renais e neurbnios (MAIESE, 2015). Os lipidios
presentes na membrana celular sdo altamente susceptiveis ao estresse oxidativo.
O ataque das espécies reativas de oxigénio a membrana celular gera peroxidagao
lipidica, que compromete a estrutura e funcdo dos sistemas alvos gerando morte
celular. Em decorréncia da morte celular hd a liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias e quimiotaticas que promovem o recrutamento de neutréfilos e

macréfagos ao endotélio e tecido adiposo (ROCHETTE et al., 2014).

O tecido adiposo é composto por diversas células como: adipocitos e pre-
adipdcitos, células mesenquimais e células imunes (FANG; PYNE; PYNE, 2019).
O tecido adiposo é responsavel pela liberacédo de diversas citocinas envolvidas no
processo de inflamacéo. Isso inclui Fator de Necrose Tumoral (TNF), Interleucinas
1(IL1), 6 (IL6) e 10 (IL10), Leptina, Adiponectina, Resistina, Proteina
Quimioatrativa de Macrofago (MCP-1), dentre outras (LONTCHI-YIMAGOU et al.,
2013). Durante uma continua exposicdo a balanco energético positivo, ha uma
hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo levando ao aumento de secrecao de
adipocinas (ROCHETTE et al., 2014). O aumento do numero de citocinas pro
inflamatérias somados a maior recrutamento de macrofagos, células T e células
natural killer (NK), promove uma inflamagéo cronica de baixo grau e resisténcia
insulinica (FANG; PYNE; PYNE, 2019).

O excesso de tecido adiposo promove também a circulacao de diferentes tipos
de lipideos no sangue, como por exemplo triacilglicerol, acidos graxos nao
esterificados e ceramida (FANG; PYNE; PYNE, 2019). O fornecimento excessivo
de lipideos ativa a Proteina cinase C (PKC), induzindo a atividade de fosforilacéo
do receptor de insulina (IR, do inglés insulin receptor) e do Substrato de Receptor
de Insulina (IRS, do inglés insulin recepto substrate) dependente de Inibidor de
fator nuclear Kappa-B cinase (IKK) e c-Jun N-terminal Cinase (JNK) estimulando
os fatores proé-inflamatérios como Tradutor de Sinal e Ativador de Transcricdo 1
(STAT-1) e Fator Nuclear Kappa de células B ativadas (NFkB), levando a apoptose
(FANG; PYNE; PYNE, 2019).
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Toda essa perturbacao sistémica ocasionada pelo DM resulta na liberagéo de
moléculas que podem ser utilizadas como biomarcadores, contribuindo para o
diagnostico precoce da doenca (KRHAC; LOVRENCIC, 2019). Isso se faz
importante, uma vez que os métodos de diagndsticos convencionais falham em
prever o aparecimento da doenga nos estagios iniciais ou o estado pré-diabético
(KRHAC; LOVRENCIC, 2019), e como consequéncia, as estimativas apontam que
0 numero de pacientes ndo diagnosticados representem 30% dos portadores de
DM (ZHANG et al., 2015). Por conta da demora de diagnostico, 0 DM possui a
maior pontuacdo de invalidez dentre as doengas crbnicas devido a glico e
lipotoxicidade (TWIGG; WONG, 2015).

1.3 SECRECAO e SINALIZACAO DE INSULINA

A secrec¢do da insulina pelas células p ocorre de duas maneiras. A glicose entra
nas células P através do transportador de glicose 1 (GLUT1) ndo dependente de
insulina, aumentando a relacdo ATP/ADP que fecha os canais de potassio sensiveis
ao ATP e leva a despolarizacdo pela abertura dos canais de célcio de sodio voltagem-
dependentes. O aumento do influxo de calcio leva a exocitose dos granulos de
insulina, caracterizando a primeira fase da secrecao de insulina que leva 5-10 minutos
apos a sinalizacdo da glicose. (KALWAT; COBB, 2017). A segunda fase da secrecéo
requer o recrutamento de granulos de insulina localizados em reservatorios
intracelulares, sendo necesséaria a reorganizacdo dos filamentos de actina do
citoesqueleto (KALWAT; THURMOND, 2013). O primeiro passo € descrito como via
de gatilho da insulina, enquanto o segundo é descrito como via amplificadora da
insulina (figura 3). Ambos os mecanismos estdo diminuidos no DM2 (KALWAT,;
COBB, 2017).



20

Glicose @ X+

Glicose-6-P

|

Piruvato

g dos
insulina

ranulos de insulina

Figura 0-3: Mecanismos de secrecdo de insulina. A primeira fase consiste da abertura de canais de
célcio e excre¢do dos granulos através da proteian de ligacdo de elemento responsivel ao célcio. A

segunda fase consiste na amplificagdo com recrutamento dos granulos disponiveis em reservatorios
intracelulares, através do remodelamento dos filamentos de actina.

A insulina é também um importante fator de crescimento e suas atividades
mitogénicas sdo exercidas através da ativacdo das vias da MAPK/Ras. A MAPK é
ligada ao IRS através das proteinas adaptadoras Grb2 e Shc, sendo responsavel pela
geracao de fatores de transcricdo, crescimento, diferenciacéo e proliferacdo celular
(ABDUL-GHANI; DEFRONZO, 2010). A sinalizacdo da insulina é regulada pela
endocitose dos receptores, desfosforilagdo dos residuos de tirosina e por fosforilacao
em serina das subunidades beta do receptor por serinas cinases, como a PKC
(GUTIERREZ-RODELO; ROURA-GUIBERNA; ALBERTO OLIVARES-REYES, 2017).

A fosforilacdo do IRS-1 leva a associacdo com a subunidade de 85kDa da
fosfatidil-inositol-3-cinase  (PI3K) causando sua ativagdo (ABDUL-GHANI;
DEFRONZO, 2010), a ativacdo da PI3K leva a fosforilagdo da proteina cinase B ou
AKT, que possui um papel central na sinalizacao da insulina, estando envolvido com
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a translocacao do transportador de glicose dependente de insulina (GLUT4) para a
membrana celular (Figura 4), adipogénese, sintese de glicogénio e proteinas
(GUTIERREZ-RODELO; ROURA-GUIBERNA; ALBERTO OLIVARES-REYES, 2017).
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Figura 0-4: Sinalizagdo intracelular da insulina ap0s ligar-se ao seu receptor. A acdo da insulina
envolve a fosforilagdo em residuos de tirosina do seu receptor que déo inicio a uma cascata de
fosforilagcdes ativando AKT que ird promover a translocacdo do GLU-4 para a membrana celular
(adaptada de Gutierrez-Rodelo et a., 2015).

1.4RESISTENCIA INSULINICA

A resisténcia insulinica (RI) é a principal caracteristica da DM2, estando
diretamente associada a hiperglicemia e a hiperinsulinemia. A Rl é definida pela
incapacidade da célula em responder adequadamente aos estimulos gerados pela
interacdo da insulina ao seu receptor (ABDUL-GHANI; DEFRONZO, 2010). Diversos
mecanismos influenciam na reducéo da sinalizacao intracelular ativada pela insulina,

incluindo mutac¢des e modificagdes pds-translacionais dos receptores de insulina ou
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de seus alvos a jusante da cascata de sinalizacdo. (GUTIERREZ-RODELO; ROURA-
GUIBERNA; ALBERTO OLIVARES-REYES, 2017).

Em geral a Rl envolve a diminuicdo da quantidade e/ou eficiéncia dos
receptores de insulina. Os receptores de insulina pertencem a uma familia de
receptores de tirosina cinase (GUTIERREZ-RODELO; ROURA-GUIBERNA;
ALBERTO OLIVARES-REYES, 2017) e sao receptores tetrameéricos com duas
subunidades alfa e duas beta (SALTIEL; KAHN, 2012). A insulina liga-se as
subunidades alfas, localizadas na parte externa da membrana celular, gerando
mudancas conformacionais das subunidades beta, localizadas no citosol e,
consequente, autofosforilacdo em diversos residuos de tirosina que serdo
reconhecidos, posteriormente, pelos substratos do receptor de insulina (IRS-1/2)
(GUTIERREZ-RODELO; ROURA-GUIBERNA; ALBERTO OLIVARES-REYES, 2017;
SALTIEL; KAHN, 2012).

A principal causa da resisténcia insulinica é decorrente da fosforilagdo no
residuo serina tanto do receptor de insulina quando do seu substrato, bem como do
aumento da atividade de fosfatase de tirosinas, envolvendo PTP-1B que diminui a
atividade de PI3K e AKT, causando deficiéncia na translocacdo do GLUT-4 para
membrana (GUTIERREZ-RODELO; ROURA-GUIBERNA; ALBERTO OLIVARES-
REYES, 2017; SALTIEL; KAHN, 2012). O aumento de A&cidos graxos livres e
metabdlitos como Diacilglicerol (DAG), acylCoA e ceramidas, assim como citocinas
inflamatorias, geram ativacao de isoformas de PKC que fosforilam o IRS em residuos
serina/treonina causando Rl (ABDUL-GHANI; DEFRONZO, 2010; GUTIERREZ-
RODELO; ROURA-GUIBERNA; ALBERTO OLIVARES-REYES, 2017; SALTIEL;
KAHN, 2012).

1.5PRE-DIABETES

O pré-diabetes é definido como o periodo que antecede o inicio do diabetes
tipo Il, durante o qual o nivel plasmatico de glicose est4 acima do normal, porém menor
gue o detectado em individuos com DM. Atualmente, sabe-se que a disfuncédo das
células B pancreaticas e a resisténcia a insulina estao relacionadas ao estado de pré-
diabetes e, consequentemente, ao DM (TABAK; HERDER; KIVIMAKI, 2017).

Contudo, a resisténcia insulinica periférica pode preceder em muito tempo a disfuncéo
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pancredtica nestes individuos (DEFRONZO; TRIPATHY, 2009) e, até mesmo,
preceder os estados pré-diabéticos e diabéticos (TABAK; HERDER; KIVIMAKI, 2017).
Evidéncias apontam que a destruicédo das células beta pancreéaticas comeca antes do
desenvolvimento do DM2 e que no momento em que 0s parametros bioquimicos
atingem os limites para diagnéstico da doencga, os pacientes ja perderam 50% do
volume das células beta (BUTLER et al., 2003). As alteracdes no teste de tolerancia
a glicose e da glicemia em jejum refletem a resisténcia a insulina e a diminuicdo da
funcao das células B-pancreaticas (KANAT; DEFRONZO; ABDUL-GHANI, 2015). A
elevacao permanente da resisténcia a insulina junto a diminuicdo da funcéo das
células B culminam com desregulagdo da taxa de glicemia, levando ao estado de
hiperglicemia que marca a transi¢éo para o estado de diabetes. Dai a necessidade de

intervencao no estado pré-diabetes.

Por muito tempo considerou-se o pré-diabetes um estado latente ou até mesmo
in6cuo. Estudos apontam o comprometimento da funcdo de diversos 6rgados nesta
fase. As disfuncBes associados ao estado do pré-diabetes incluem alteracdes
microvascular (neuropatia, nefropatia e retinopatia), macrovascular (doenca
coronariana, acidente vascular cerebral), disfuncéo cognitiva, flutuacdes abruptas de
pressdo arterial, apneia obstrutiva do sono, doenca gordurosa hepatica e cancer
(BUYSSCHAERT et al., 2015; GARBER et al., 2008; TABAK; HERDER; KIVIMAKI,
2017).

O diagnostico do estado de pré-diabetes se da pela glicemia em jejum, teste de
tolerancia a glicose e hemoglobina glicada, mas apesar destes parametros estarem
bem definidos para a deteccdo deste estado um percentual significativo destes
individuos evolui para o DM. Estima-se que a incidéncia de pré-diabetes seja em torno
de 30%. Apenas nos Estado Unidos, existem 84 milhdes de pré-diabéticos,
representando 1/3 da populacéo adulta, sendo que 90% destes ndo sabem que sao
pré-diabéticos (NCCDPHP, 2019). Ghai e colaboradores (2019), verificaram que 50%
dos pacientes pré-diabéticos evoluiram para DM2 em até 5 anos, e outros estudos
defendem que essa evolu¢cdo pode chegar a 70% dos pacientes pré-diabéticos
(WILSON, 2017).

A relevéancia da identificacéo precoce de individuos pré-diabéticos € sustentada

pelo fato de que alteracbes fisiopatoldgicas estdo presentes antes que os valores
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glicémicos atinjam niveis supranormais, agravando-se com a progressao da doenca.
Portanto, o pré-diabetes pode ser considerado um ponto chave critico visto que é uma
fase reversivel e, consequentemente, uma estratégia para evitar o diabetes. Outro
elemento que aponta a relevancia do estado pré-diabético € o impacto econémico
devido ao custo anual com tratamento apresentar um crescimento exponencial
quando se compara individuos pre-diabéticos e diabéticos, sendo decorrente do
agravamento das comorbidades (WILSON, 2017).

Estudos prévios j& demonstraram que intervir nos pacientes em estagio do pré-
diabetes logrou éxito significativo na prevencdo do DM. A principal conduta para
impedir que o pré-diabetes evolua para o DM2 é a intervencdo no estilo de vida.
Contudo, uma vez que o estado do pré-diabetes é um estado dinamico, o
desenvolvimento de novos métodos para detectar este estado com precisdo e
precocemente a fim de ter um ndmero menor de comorbidades é de extrema
relevancia. Evitar o avanco do diabetes € prioridade, visto que este € quinta principal
causa de morte no mundo, representando 1,6 milhdo de mortes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016). Além do agravante de que os pacientes diabéticos tém um
risco aumentado de 15% de morte prematura e de reducdo de expectativa de vida

(TANCREDI et al., 2015).

Neste cenario, destacam-se os estudos cujo foco tem sido regulacdo poés-
transcricional de genes, destacando-se os microRNA. Desde sua descoberta em
1993, as pesquisas com microRNA (miRNA) tem se intensificado exponencialmente
nas areas de fisiopatologia na busca de marcadores biol6gicos para diagndstico e
prognostico de doencas (biomarcadores), bem como no desenvolvimento de novos
farmacos devido a sua capacidade de regular diversos processos bioldgicos (BHATIA
et al., 2015).

1.6 microRNA

Os miRNA sé&o pequenos RNA que nao codificam proteinas e estao envolvidos
em modulacdes poés-transcricionas de genes (HA; KIM, 2014). Sado extremamente
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conservados evolutivamente e atuam em situacfes fisiolégicas no ajuste fino da
transcricdo dos genes. Sua sequéncia madura ou funcional possui entre 18 a 24
nucleotideos que se ligam a regides do mMRNA por complementariedade de bases para
silencia-lo. Sdo expressos ubiquamente, porém diversos mMIRNA possuem
especificidade tecidual (MOHR; MOTT, 2015). Os miRNA identificados por anélises
de predicao ou experimentalmente sdo depositados no banco de dados de microRNA
denominado miRNAbase, atualmente, na versdo 22.1 com mais de 2500 miRNA
maduros anotados e mais de 4000 termos de GO associados (HUNTLEY et al., 2018).

1.7NOMENCLATURA DE miRNA

Os primeiros miRNA descobertos foram nomeados atraves do seu fen6tipo (Ex:
Let e Lin), porém h& medida que mais miRNA foram descobertos, estabeleceu-se uma
regra de denominacdo dos mesmos. A sigla miR refere-se ao microRNA maduro,
engquanto mir refere ao gene que codifica o pri-miRNA predito. O niumero é referente
a ordem de descoberta de cada microRNA. Os miRNA semelhantes que apresentam
diferengas em apenas 1 ou 2 nucleotideos sdo nomeados pelo mesmo numero e
recebem um sufixo alfabético (ex: miR-19a, miR-19b) enquanto miRNA idénticos que
sdo gerados a partir de pre-miRNA que diferem em algumas bases ou gene loci
diferente recebem um algarismo (ex: miR-24-1 e miR-24-2). As trés primeiras letras
séo referentes ao organismo de origem daquele miRNA (ex: hsa pra Homo sapiens,
mmu para Mus musculus...). Quando dois miRNA sdo identificados do mesmo
precursor, utiliza-se um asterisco para identificar a fita de miRNA oposta ao precursor.
Caso ainda néo existam dados suficientes para determinar os predominantes, estes
sao identificados pela indicagéo da fita de origem do miRNA maduro (3p ou 5p), a
exemplo: hsa-miR-106b-5p (GRIFFITHS-JONES, 2006).

1.8 BIOGENESE DE miRNA

Os genes que codificam miRNA sé&o transcritos pela RNA polimerase Il e 11l no
nacleo celular na forma de transcritos primario com cerca de 100-1000 nucleotideos
denominados de miRNA primario (pri-miRNA) (POGRIBNY, 2018). Estes pri-miRNA
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possuem formato de grampo devido a regides complementares que se auto pareiam
e regibes ndo complementares que formam a alca do grampo. (BHASKARAN;
MOHAN, 2014). Os pri-miRNA sdo entdo clivados por um complexo proteico
conhecido como microprocessador, que contém duas proteinas conhecidas, a Drosha
e DGCR8 ou também conhecida como Pasha (BHASKARAN; MOHAN, 2014). Drosha
e Pasha clivam as regides de fita simples de RNA do pri-miRNA formando o miRNA
precursor ou pré-miRNA (HA; KIM, 2014). O pré-miRNA € entdo exportado ao
citoplasma através da proteina Exportin 5, onde entéo sera reconhecido e novamente
clivado pela proteina Dicer, dessa vez gerando dois miRNA de fita simples, miRNA-
5p e miRNA-3p conforme representado na figura 5 (AMARAL et al., 2010). Na grande
maioria dos casos, a fita 5p, também conhecida como guia, entra para um complexo
proteico de silenciamento induzido por RNA (RISC), onde liga-se a proteina argonauta
para formar paridade com os mRNA que levara a destruicdo ou inibicdo do RNA
mensageiro (HA; KIM, 2014), no entanto, o silenciamento do gene através do
complexo RISC pode ser guiado, em alguns casos, pela fita 3p do miRNA
(BHASKARAN; MOHAN, 2014).
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Figura 0-5: Biogénese de miRNA. O Pri-miRNA é transcrito através de regido intrénica de gene ou
gene proprio. O complexo Drosha/DGCRS cliva as extremidades 5" e 3" ndo pareadas formando o
Pré-miRNA. Pré-miRNA é exportado para o citoplasma para o complexo enzimatico contendo a Dicer,
gue retira a regido da alga do miRNA formando dois miRNA de fita simples. O guia e 0 passageiro.

1.9 miRNA CIRCULANTES

Dados mais recentes sugerem que além da capacidade de regulacdo na sua
célula méae, os miRNA também podem ter um efeito paracrino, atuando na
comunicacao célula-célula, regulando a traducao do mRNA em condicdes fisiologicas
e patolégicas. (BJBRGE et al., 2018; ETHERIDGE et al., 2011; MAKAROVA et al.,
2016; PARDO et al., 2018). Os miRNA estao presentes em todos os fluidos corporais,
como sangue e saliva (ETHERIDGE et al., 2011; TURCHINOVICH; TONEVITSKY;
BURWINKEL, 2016), no entanto, devido a sua alta instabilidade e altas concentracdes
de RNase no plasma, o miRNA ndo pode fluir livremente através do sangue
(ETHERIDGE et al., 2011; SCREEN et al., 2014; TURCHINOVICH; TONEVITSKY;
BURWINKEL, 2016; YOON, Yae Jin; KIM; GHO, 2014). Com base nessas
informacdes, foi entdo assumido que a estabilidade desses miRNA extracelulares (ex-

miRNA) era concedida por ligagdo a uma proteina ou por armazenamento em
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vesiculas extracelulares (VE) (DEVHARE; RAY, 2018; ETHERIDGE et al., 2011;
TURCHINOVICH; TONEVITSKY; BURWINKEL, 2016).

As VE, inicialmente consideradas como estruturas que continham residuos do
catabolismo celular ou elementos potencialmente toxicos para célula, sdo descritas
atualmente como estruturas de grande relevancia como mediadoras da comunicacao
intercelular (FABBRI, 2017). Desta forma, as VE participam como moduladoras de
diversos processos biologicos através da transferéncia célula a célula de diferentes
elementos tais como proteinas de membrana, moléculas de sinalizagdo, mRNAs e
miRNAs (BANG; THUM, 2012; RAPOSO; STOORVOGEL, 2013). Os mecanismos
gue regem a interacdo das VE com a célula alvo ainda ndo estdo bem elucidados.
Sao propostos mecanismos de endocitose mediada por receptor na célula alvo ou
macropinocitose (FITZNER et al., 2011; MORELLI et al., 2004). Esta interagéo célula
a ceélula é importante em diversas condi¢des fisiologicos como reparo tecidual,
manutencdo de células-tronco e coagulacdo sanguinea (EL ANDALOUSSI et al.,
2013; YUANA; STURK; NIEUWLAND, 2013), mas também em condi¢cfes patoldgicas
como no cancer (HESSVIK; SANDVIG; LLORENTE, 2013). As VE sao originadas do
processo de invaginacdo da membrana celular e contém proteinas, lipideos e acidos
nucleicos (CHOI et al., 2013). Diferentes tipos de classificacdo baseadas em
parametros distintos como tamanho da vesicula, biogénese e funcado biol6gica sdo
propostas para distinguir as VE, sendo mais comumente aceita a classificacdo em
quatro principais categorias: microvesiculas, exossomos corpos apoptoticos e
oncossomas (EL ANDALOUSSI et al, 2013; FABBRI, 2018, RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013). As microvesiculas (MV) originam-se da membrana
plasmética por brotamento externo e fissdo. S&o vesiculas de tamanho entre 50 e
1000nm e, semelhante a célula de origem, expressam integrinas, selectinas e CD40
(DEVHARE; RAY, 2018; EL ANDALOUSSI et al., 2013; MURALIDHARAN-CHARI et
al., 2010). Os exossomos (EXO), vesiculas entre 40 e 100nm (CHEVILLET et al.,
2014), sao formados por endocitose da membrana plasmatica, constituindo
endossomos que sdo capturados pelos corpos multivesiculares (BJJRGE et al.,
2018). Esses corpos multivesiculares sdo conhecidos como centros de carregamento
e reclicagem de mIiRNA e sdo responsaveis pela exportagdo dos miRNA

(ETHERIDGE et al, 2011). O mecanismo de liberacdo dos EXO também ainda & pouco
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entendido. Aparentemente maquinarias diferentes séo utilizadas a depender do tipo
celular (HATHAWAY et al., 2017), apesar de que algumas evidéncias sugerem que
ceramidas podem estar envolvidas no processo, uma vez que O uso de
esfingomielinase 2 atenuou a exportacdo de EXO (KOSAKA et al., 2010). Proteinas
RAB GTPase também parecem ter fungcdo na exportacdo de EXO (BOBRIE et al.,
2011), e a fusdo dos MVB com a membrana celular parece ocorrer via Receptores de
Proteinas de Fator de Adesdo N_Etilmalemida-sensivel (do inglés: SNARE) (BJJRGE
et al., 2018).

Embora pouco ainda se saiba sobre formacdo e funcdo dos exossomos,
diversos estudos tém reconhecido a importancia dos miRNA circulantes na regulacéo
de doencas como o0 DM2 (GE et al., 2019; KAMALDEN et al., 2017; NAGAISHI et al.,
2016; REZAIE et al., 2018; SANTOVITO et al., 2014).

1.10 miRNA COMO BIOMARCADORES

Os miRNA sado imprescindiveis para a vida. Estudos em camundongos
revelaram que a inibicdo da expressdo de miRNA através do knockout da Dicer
impossibilita o desenvolvimento embrionario levando a letalidade precoce
(BERNSTEIN et al., 2003). Diversos outros estudos demonstraram a importancia da
regulacao fisioldgica dos miRNA na proliferacédo e no crescimento celular, bem como,
na manutencdo da homeostase do organismo. Portanto, surge a hipotese de que 0s
mMiRNA poderiam estar envolvidos na patogénese de diversas doencas, como 0

cancer e as doencas metabdlicas (POGRIBNY, 2018).

Notoriamente, os estudos com cancer demonstraram alteracdes no perfil de
mMiRNA dos pacientes, trazendo a tona a possibilidade de identificacdo de assinaturas
de expressdo de miRNA que servem como biomarcadores para diversas patologias
(POGRIBNY, 2018; SETHUPATHY, 2016). Apesar de muitos miRNA possuirem
especificidade tecidual, € sabido que esses miRNA possuem a capacidade de circular
pelo corpo como uma forma de comunicacdo intertecidual (SHAH; PATEL,
FREEDMAN, 2018). Atualmente, diversos grupos investigam alteracdes na expressao
de miRNA em inumeras patologias, incluindo o DM (BHASKARAN; MOHAN, 2014,
KONG et al., 2011).
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1.11 miRNA E DIABETES

Desde o inicio do GWAS (Genome-Wide Association Studies), foi identificada
em aproximadamente 70 diferentes loci associacdo com o0 surgimento ou
desenvolvimento do DM (KATO, 2013). As influéncias genéticas, somada aos fatores
ambientais e marcadores bioquimicos (Glicemia de jejum, HbAlc e teste de tolerancia
a glicose) conferem uma probabilidade de 85-90% de prever o surgimento do DM2
(BHATIA et al., 2015). No entanto, o impacto geral de genes ou loci variantes
individualmente € geralmente modesto e conferem um Odds Ratio (OR) de
aproximadamente 1,06 — 1,20 (KATO, 2013). Isso nos leva a crer que o DM2 é uma
doenca poligénica bastante heterogénea, e que as variantes genéticas diferem entre

populacdes e estadiamento da doenca (KATO, 2013).

Diversos perfis de miRNA foram identificados no DM (BHATIA et al., 2015; HE
et al.,, 2017). Assim como as variantes, os resultados diferem entre etnias,
estadiamento da doenga e, adicionalmente, tecido analisado (HE et al., 2017). Em
uma revisdo sisteméatica sobre o tema, He e colaboradores (2017) encontraram 158
mMiRNA desregulados, associados ao DM2, vindo de 7 diferentes tipos de amostras.
Diversos processos bioldgicos e vias de sinalizacdes eram reguladas pela atividade
desses miRNA, segundo as analises de enriquecimento de genes e, possivelmente,
as alteracbes nas vias de sinalizacdo da insulina sdo as chaves para o mal

funcionamento do metabolismo de carboidratos e lipidios.

Alguns estudos focaram em identificar os perfis de miRNA associados ao
surgimento do DM2 em individuos susceptiveis (pré-diabéticos), na tentativa de
encontrar um grupo de miRNA capaz de predizer o DM2 (GHAI et al., 2019; JIMENEZ-
LUCENA et al., 2018; LA SALA et al., 2019; MATSHA et al., 2018). Os resultados
também diferiram em quais miRNA estavam induzidos ou inibidos nos pacientes pré-
diabéticos, porém os miRNA-28-3p, mIRNA-142, miRNA-486, miRNA-122, miRNA-
15a, miRNA-320a, miRNA-126, e miRNA-375 aparecem alterados, de forma isolada,
entre diversos estudos (VASU et al., 2019). Predizer quais miRNA estdo associados
a progressao do pré-diabetes para o DM2 é desafiador, uma vez que nem todo
paciente pré-diabético desenvolve a doenca (GHAI et al., 2019) e poucos estudos

foram desenvolvidos com este intuito (HE et al., 2017).
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Em suma, diferentes perfis de miRNA estdo sendo identificados por diversos
grupos de pesquisa avaliando a mesma doenca. Essas variacbes podem ocorrer por
diferencas populacionais, como visto anteriormente, mas também deve-se levar em
conta as diferencas em técnicas de avaliacdo de miRNA, nos kits comercialmente
disponiveis, nos diferentes estagios da doenca, no tamanho da amostra e até mesmo
sexo dos individuos (VASU et al., 2019). Portanto, mais estudos metodologicamente
semelhantes e avaliando as mesmas populacdes devem ser conduzidos no intuito de
estabelecer perfis consistentes de miRNA para os diferentes casos. A identificacédo
dos diferentes perfis de miRNA auxiliam na elucidacdo dos mecanismos patologicos
do DM e promovem a capacidade de delineamento de medicamentos mais especificos
(HUANG, 2017). Esses estudos irdo auxiliar na identificacdo de biomarcadores de
diagnéstico e alvos terapéuticos que irdo reduzir a incidéncia de DM2 na populacéo

geral.
2. HIPOTESE

Os miRNA representam uma potencial ferramenta para identificar individuos
pré-diabéticos de forma precisa, permitindo a intervencdo precoce para prevenir o

desenvolvimento do DM2.

3. JUSTIFICATIVA

. O pré-diabetes acomete cerca de 30% da populacdo adulta no mundo
podendo chegar a 1/3 da populacdo em paises desenvolvidos. Estima-se que 70%
dos portadores de pré-diabetes ndo estéo cientes da sua condi¢cdo. O estagio de pré-
diabetes aumenta o risco de doencas cardiovasculares e ja é responsavel pelo
acometimento de retinopatia, neuropatia e nefropatia antes da evolucao para o DM2.
Portanto, é necessario definir um método de diagnostico preciso e precoce da fase do
pré-diabetes. Uma alternativa promissora é através do uso de mIiRNA com
biomarcadores. Os miRNA podem regular cerca de 60% do genoma humano e cada
mMiRNA pode regular até 400 genes, acarretando em gue sua expressao esta
diretamente associada a homeostase do organismo, bem como, ao desenvolvimento
de doencas. Portanto, conhecendo as lacunas que ainda existem na identificacao

precoce do individuo pré-diabético, o uso deste biomarcador surge como uma
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alternativa eficaz para reduzir o aumento vertiginoso do DM e a alta morbi-

mortalidade.

4. OBJETIVO

P Estudar o perfil de expressao dos miRNA no pré-diabetes e sua correlagdo com

as vias intracelulares associadas ao estado pré-diabético.

4.10BJETIVOS ESPECIFICOS

» Identificar o perfil de expressao de microRNA em conjunto de dados publicos

de pacientes pré-diabéticos e com DM2.

P Identificar genes-alvos de microRNA implicados nas vias de sinalizacédo

intracelulares do pré-DM2.

» Correlacionar os microRNAs e seus alvos e entender a interferéncias dos

mesmos no pré-diabetes.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 ANALISE DE DADOS EM REPOSITORIOS PUBLICOS

As andlises de microRNA foram obtidas do repositorio puablico do NCBI
(www.nvbi.nlm.nih.gov/geodatasets/), Gene Expression Omnibus (GEO). Os termos
de busca utilizados na pesquisa foram humanos, diabetes mellitus tipo 2, pré-diabetes,
sangue. Dados de outras espécies ndo foram incluidos, ja que o objetivo era encontrar
biomarcadores da doenca. Considerando o caréater sistémico do diabetes, optamos
por nao incluir conjunto de dados cujo transcriptoma fosse oriundo apenas de bidpsia
de tecido. Apenas um conjunto de dados (GSE21321) atendeu aos critérios definidos
para este estudo. O conjunto de dados GSE21321 consta de dois conjuntos de
transcritos: GPL6883 e GPL10322.

GEO DataSets

(www_ncbi_nlm_nih_gov/geo/)

i
[ Termosde inclusdo |

[ Diabetes mellitus T2 |
( Humano/Sangue/pré-diabetes |

GSE21321

N=8 COMN ' . N=10 CON
N=7 PRE GPL68E3 GPL10322 N=7 PRE
N=9 DM ! . N=8 DM
llumina 8 v3.0 MIRCURY LMA
. www.ensemble.org .
22286 sondas 6879 sondas de
mRNA miRNA

Figura 5-1: Fluxograma de sele¢&o do transcriptoma.

GPL6883 trata 24527 sondas de pacientes divididos em 3 grupos: controle
(CON) com n=8, Pre-diabético (PRE) com n=7 e diabético (DM) com n=9. As sondas
Ensembl/BioMart

foram analisadas pela ferramenta

genbmica

(www.ensembl.org/biomart/), gerando um total de mais de 76000 transcritos dentre
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MRNA e miRNA. Este transcriptoma foi utilizado para avaliar a expressao dos genes

nos diferentes grupos.

As comparacdes foram realizadas em 3 grupos (DM x CON; DM x PRE; PRE x
CON). Para as comparacOes da expressédo dos Genes Diferencialmente Expressos
(GDE) foram considerados apenas os mRNA que possuiam um p-valor <0,05 e cuja

expressado apresentasse Fold Change (FC) menor que -2,0 ou maior que +2,0.

GPL10233 trata de um microarranjo de miRNA de um segundo grupo de
pacientes com as mesmas caracteristicas do GPL6883 divididos em CON (n= 10);
PRE (n=7) e DM (n=9). GPL10233 foi utilizado para avaliar a expressao dos microRNA

nos diferentes grupos.

As comparacoes foram realizadas em 3 grupos (DM x CON; DM x PRE; PRE x
CON). Para miRNA foram consideradas as sondas que apresentaram p-valor<0,5 e
FC menor que -1,5 ou maior que +1,5, considerando uma menor abundancia de

MIiRNA em relagdo a mRNA.

O FC foi calculado pela ferramenta GEO2R disponivel por Gene Expression

Omnibus (GEO) em (www.ncbi.nlm.nih.gov/geodatasets/).

5.2 IDENTIFICACAO DE microRNA DE ALTA CONFIANCA

Os microRNAs diferencialmente expressos (MDE) foram classificados
utilizando a versao do 22 miRBAse, onde estdo catalogados miRNAS precursores e
maduros do genoma humano. Foram utilizados como parametro os MiRNAs
classificados nesta ferramenta como de alta confianca (high confidence), segundo
critérios de mapeamento das reads e dados de sequenciamento. miRNA high
confidence sdo aqueles que ja foram previamente identificados e validados por outros

trabalhos cientificos.

5.3 ANALISE DOS GENES ALVOS
Apbs identificacdo dos MDE high confidence, foi utilizada a ferramenta de
analise miRWalk 3.0 (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/) para verificar os mRNA
alvos dos MDE.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geodatasets/
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5.4CONSTRUC}AO DA REDE miRNA-mRNA
Foi construida uma rede de interacdes entre GDE e MDE através do programa
Cytoscape v.3.7.2. A rede apresenta os miRNA como atributo e os GDE modulados
por seus respectivos miRNA como alvos. miRNA e mRNA séo representados pelos

nodos, enquanto as linhas indicam as interagdes existentes entre eles.

5.5ANALISE DO ENRIQUECIMENTO DE VIAS
Os GDE que eram alvos do MDE foram analisados segundo software de
enriguecimento de vias ndo rankeada, Enrichr  (disponivel  em:
https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/) para verificar se a expressdo génica dos

individuos era consistente com a doenca estudada.

A ontologia de genes foi gerada a partir da expressdo dos genes Unicos

utilizando a ferramenta webgestalt disponivel em: http://www.webgestalt.org/

Posteriormente, foi realizado o agrupamento da rede com auxilio do aplicativo
para cytoscape denominado CytoHubba, utilizando a base de calculo “Maximal Click
Centrality” (MCC) para identificacao do eixo ou ponto central (hub) de miRNA e mRNA.
Os genes presentes no hub foram utilizados para analise de enriquecimento de vias
classificadas (ranked) através do software Gene set Enrichment Analysis (GSEA)
v4.0.3. As vias foram identificadas com base no banco de dados da Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genome (KEGG). Apenas as vias com valor de p > 0,05

segundo analise do GSEA foram escolhidas.



36

GPLG8E3 GPL10322

FC=120 FC=%15
=~ P-valor=0,05 P-valor=0,05 _..-=""

www_ncbi_nim._nih_gow/geo/
_.---— —---___ Identificacdo de high confidence
GDE MDE = |------ miRBase

L . [ http-/fwww mirbase_ org/ ]

Criacdo de rede miRNA-mRNA m LA R
. [ minwalk.umm.uni-heidelberg.de/ ]

fdéh?ﬁ?fééae’io de alvos

Enriguecimento de vias

https:/famp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Figura 5-2: Fluxograma das andlises conduzidas no transcriptoma para identificacdo dos GDE e MDE

5.6 ANALISE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

Os miRNA presentes na rede de genes Hubs foram avaliados quando a
sensibilidade e especificidade com base na intensidade de sinal de cada amostra
através da ferramenta estatistica SPSS 20.0. Foi realizada a andlise da curva de
Caracteristicas Operacionais do Receptor (ROC, do inglés Receiver Operational
Characteristics Curve). O padrdo ouro determinado foi o diagndstico clinico de pré-
diabetes com base na glicemia de jejum e hemoglobina glicada. A area sob a curva
(AUC, do inglés area under the curve) de cada miRNA foi avaliada e foram escolhidos

0s miRNA que apresentaram AUC maior ou igual a 0.7 e valor de p < 0,05.
5.7 ANALISE DAS VIAS MODULADAS PELOS miRNA BIOMARCADORES

Apbs identificacdo dos miRNA com alta sensibilidade e especificidade para o
pré-diabetes, foi realizada uma andlise das vias semelhantes aos dois miRNA através

da ferramenta miRPath disponivel em: http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr/.



Cytoscape

ldentificac&o genes hub

CytoHubba

Enriguecimento de vias

Analise de curva ROC

Figura 5-3: Fluxograma conduzido para identifica¢cdo dos biomarcadores
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6. RESULTADOS
6.1IDENTIFICACAO DOS microRNA DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

O conjunto de dados referente ao cédigo de acesso GSE21321 foi analisado
para identificar o perfil de expressdo dos miRNA entre individuos saudaveis, pré-
diabéticos e diabéticos. 33 miIRNA high confidence encontram-se positivamente
modulados entre os grupos PRE x CON e apenas 2 entre os grupos DM x CON, e
nenhum mMIiRNA encontra-se negativamente modulado em nenhuma das duas
comparacdes (Figura 9: A e B). Na figura 9-D temos um violin plot demonstrando o
grau de perturbacdo entre os grupos. O estagio de pré-diabetes apresenta maior
alteracdo no perfil de expressdo dos miRNA em relacédo aos individuos saudaveis e
pacientes diabéticos. Os pacientes ndo estavam sob uso de medicac¢des ao longo do
estudo.

Destaca-se na comparacao entre o grupo DM x CON o aumento do miRNA-
550 que nao estava presente entre os grupos PRE x CON. O aumento na expressao
do miR-30d observada na comparacao entre os grupos PRE X CON foi abolida na

comparacao entre os grupos PRE X DM, retornando aos niveis basais (Figura 9C).

Uma vez que os resultados referentes a identificacdo dos miRNA
diferencialmente expressos revelou que a maior alteracdo na expressao é observada
em individuos pré-diabéticos, investigou-se neste estudo o potencial destes miRNA

como biomarcadores.
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Figura 5-4;: Comparacédo das expressfes dos miRNA entre os grupos Pré-diabéticos (PRE),
Diabético (DM) e Controle (CON). No eixo Y temos 0os miRNA e no eixo X o valor de expresséo
em Fold Change (FC) A figura A mostra os miRNA diferencialmente expressos entre 0s grupos
PRE x CON. B mostra os miRNA diferencialmente expressos entre os Grupo DM x CON. C
mostra a comparac¢ao entre os grupos DM x PRE. Em D temos a diferenca de alteracdes entre
os grupos DM e PRE em relacéo ao controle.
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6.2IDENTIFICAC;AO DOS MRNA ALVOS E CRIAQAO DA REDE DE
INTERACAO miRNA-mRNA EM INDIVIDUOS PRE-DIABETICOS
Os 33 miRNA diferencialmente expressos nos individuos pré-diabéticos
possuem ao todo 1550 mRNA alvos validados segundo o miRWalk v.3.0. Destes
alvos, 185 mRNA encontraram-se modulados nos transcriptomas utilizados neste

estudo, apresentando um total de 761 interagbes miRNA-mRNA (Figura 10).
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Ap6és identificarmos os GDE, realizamos uma andlise de enriquecimento de genes

através da plataforma Enrichr, utilizando a Enciclopédia de Genes e Genoma de Kyoto

para identificacdo dos processos biologicos e vias afetadas no pré-diabetes em

Adesao focal

Via de sinalizacio PI3K-AKT
N Via de sinalizagdo Ras
I Via de sinalizagao Rapl

I A utofagia
B Via de sinalizagio MAPK
I Cincer de Prostata

I Mictabolismo da colina no cancer
B Via de sinalizacao HIF-1

Figura 5-6: Andlise de enriquecimento de conjunto de genes através da plataforma Enrichr. As
vias estdo ordenadas segundo o valor de p da classificacdo de enriquecimento. O comprimento
das barras representa a significAncia do geneset ou termo. As barras com mais brilhos séo as
mais significativas.

relacdo ao controle.

Das 10 principais vias enriquecidas pelo conjunto de genes através da
plataforma Enrichr, 7 apresentam relacdo direta com o DM2 segundo o KEGG
diseases. As vias de Adeséo focal e PI3BK-AKT foram as que apresentaram menor
valor de p, indicando que s&o enriquecidas por um maior agrupamento de genes do

conjunto (figura 11).

A analise de ontologia de genes indicou que 0s processos biolégicos mais
significativos envolviam regulacédo bioldgica, processos metabdlicos e resposta a
estimulos. A maioria dos genes do conjunto estavam relacionados com o nucleo e
membrana das células. Quanto a funcdo molecular, aproximadamente 80% dos genes

do conjunto estavam envolvidos com ligacdo de proteinas.

Para identificacdo dos mMIRNA e genes mais importantes dessa rede,
utilizamos o aplicativo do Cytoscape denominado de CytoHubba. O CytoHubba
calcula pontos mais centrais da rede e 0os genes com maior interacdo, mostrando
também a menor distancia entre esses pontos. Dentre os 11 tipos de célculos
disponiveis no CytoHubba, o Maximal Click Centrality (MCC), foi recém reportado
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como o que apresenta maior acuracia (CHIN et al., 2014) e, portanto, foi o método
escolhido para esse estudo. O ponto central (hub) de maior importancia apresentou 5
MIiRNA (hsa let-7a-5p; hsa let-7b-5p; hsa miR17-5p; hsa miR93-5p, e; hsa miR106-
5p) e 83 GDE conforme figura 12.
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Figura 5-7 Hub network de maior importancia segundo MCC. Em vermelho encontram-se 0s 5 miRNA
diferencialmente expressos que apresentam maior pontuacdo de centralidade e em azul os genes
alvos, diferencialmente expressos, modulados nos individuos pré-diabéticos.

A andlise de enriquecimento do conjunto de genes Hub através do GSEA
demonstrou uma reducao da ativacéo das vias de sinalizacdo de mTOR e insulina e
aumento da sinalizacdo de protedlise mediada por ubiquitiha e

glicdlise/gliconeogénese (Figura 13).
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Via de sinalizagéo do mTOR = Legenda
Via de sinalizagéo da insulina = . Vias Inibidas
Cancer Endometrial = . Vias Induzidas
Camcer de Prostata=

Protedlise meidada por Ubiquitina =

Glicdlise/Gliconeogénes =

NES

Figura 5-8: Andlise de enriquecimento de conjunto de genes obtido através do GSEA 4.0.3 utilizando
a intensidade de sinal dos hub genes.

6.3 ANALISE DE CARACTERISTICAS OPERACIONAIS DO RECEPTOR (ROC)

Para identificar possiveis biomarcadores de diagnostico precoce de DM em
individuos pré-diabéticos, foi realizada uma analise da sensibilidade e especificidade
de cada miRNA com base na intensidade de sinal normalizada de cada amostra com
base na curva ROC, com auxilio do software de andlise estatistica SPSS 20.0. Com
base nos valores obtidos foram selecionados aqueles que apresentavam area sob a
curva (AUC) acima de 0,7 e p-valor<0,05 conforme apresentado na figura 14.

A tabela 1 apresenta os valores da area sob a curva, erro e desvio padréo e
intervalo de confianca dos mIiRNA possiveis biomarcadores do estado de pré-
diabetes. Os 5 miRNA previamente identificados pela analise de centralidade, também
apresentaram em conjunto, boa especificidade e sensibilidade para identificar o
estado de pré-diabetes. Dentre eles, os miR-93 e Let-7a apresentaram os melhores

valores de sensibilidade e especificidade isoladamente.
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Figura 5-9: Andlise de sensibilidade e 1-especificidade do conjunto de miRNA hub identificados pelo
cytohubba (A). B e C mostram a &rea sob a curva (AUC) dos dois miRNA que isoladamente
apresentaram valores maiores que 0,7 e p-valor <0,05. A linha verde significa a distribuicdo normal.
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7. DISCUSSAO

Até o presente momento ndo ha um recurso laboratorial que identifique entre
os individuos pré-diabéticos quais desenvolverdo DM2 ou ndo. Esta discriminagao
baseada em marcadores bioldgicos pode ser um fator contribuinte para desaceleracéo
na marcha crescente da incidéncia do DM. Neste contexto, torna-se importante
investigar biomarcadores que possan predizer acerca de individuos pré-diabéticos
com maior probabilidade em desenvolver DM2. Além disso, os biomarcadores
classicos como hemoglobina glicada e glicose de jejum sdo Uteis para identificar o
pré-diabetes apenas em estado tardio, quando o péancreas ja ndo é capaz de
compensar a resisténcia insulinica (VAISHYA; SARWADE; SESHADRI, 2018), sendo
entdo um periodo de inicio da morte das células beta e aparecimento de comorbidades
(BUTLER et al., 2003).

Os miRNA sé&o apontados como importantes reguladores de processos
bioldgicos, agindo como inibidores do processo de translacdo, sendo potenciais
candidatos a biomarcadores e alvos terapéuticos. Até 0 momento, grande parte dos
estudos buscou definir o painel de expressao diferencial de miRNA entre individuos
diabéticos e saudéaveis, visando estabelecer uma correlacdo entre as alteragdes na
expressdo do miRNA com o desenvolvimento do DM, seja em estudos pré-clinicos ou
clinicos. Contudo, diante do aumento vertiginoso de pessoas acometidas por DM2 e
da crescente estimativa de novos casos, torna-se urgente definir estratégias para
deteccao de individuos pré-diabéticos em maior risco de evoluir para o0 DM2, doenca
crdnica com comprometimento sistémico e curso fatal. Por isto, o presente estudo
avaliou o perfil de expressdo dos miRNA em individuos saudaveis (CON), pré-
diabéticos (PRE) e diabéticos (DM), e sua correlacdo com as vias intracelulares
associadas ao desenvolvimento do DM2.

O conjunto de dados utilizado na analise desse trabalho foi disponibilizado
pelo grupo de Karolina e colaboradores (2011). Na andlise deste grupo foi identificado
um perfil de microRNA capaz de prever o aparecimento de diabetes em camundongos
e, posteriormente, validado em humanos. Também foi identificado a importancia do
mMiR-144 na sinalizac&o de insulina. Neste trabalho, foi realizada uma nova avaliacao
deste mesmo conjunto de dados a luz dos novos conhecimentos sobre microRNA e

disponibilidade de novos programas e metodologias de analise em bioinformatica
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permitindo uma reinterpretacdo dos dados obtidos e a proposicdo de um perfil
baseado na influéncia dos miRNA no transcriptoma humano.

Inicialmente, identificou-se os MIRNA diferencialmente expressos entre 0s
trés grupos de individuos. Na comparacao entre os grupos PRE x CON, foram
identificados 33 miRNA high confidence positivamente modulados e apenas 2 entre
0s grupos DM x CON. Os individuos do estagio pré-diabetes apresentam maior
alteracdo no perfil de expressdo dos miRNA em relacédo aos individuos saudaveis e
pacientes diabéticos. Isto € um indicativo de que neste periodo diversos mecanismos
fisiolégicos compensatorios sdo acionados para manutencdo da homeostase do
organismo. Ghai et al (2019), comparando o espectro de miRNA entre individuos pre-
diabéticos que evoluiram ou ndo para o DM2, identificaram 57 miRNA
diferencialmente expressos entre estes dois grupos, bem como, demonstraram que a
expressao de 26 miRNA sofre alteraces face a obesidade.

No presente estudo, o conjunto de dados GSE21321 que possui um
microarranjo com 6879 sondas de miRNA foi utilizado para avaliar a diferenca do perfil
de expressdo dos miRNA circulantes em individuos saudaveis, pré-diabéticos e
diabéticos. Um total de 33 miRNA encontravam-se diferencialmente expressos entre
os grupos CON x PRE e 2 miRNA entre os grupos CON x DM. Contudo, diferentes
assinaturas de miRNA ja foram publicadas para o DM2 ou pré-diabetes, mas ainda
nao existe uma consonancia entre os dados apresentados por diversos estudos
(VASU et al., 2019). Dos 33 miRNA diferencialmente expressos no pre-diabetes, 28
ja foram previamente associados com o DM2 (HE et al., 2017).

As diferencas no perfil de expressdo dos miRNA nos estudos realizados podem
ser explicadas pela diversidade nas técnicas aplicadas para identificacdo dos miRNA,
por diferentes estadiamentos da doenca, por diferentes caracteristicas populacionais
ou, até mesmo, pelo tamanho das amostras utilizadas (VAISHYA; SARWADE;
SESHADRI, 2018). Neste estudo, observou-que a perturbacdo acentuada na
expressdo dos miRNA observada em individuos pré-diabéticos sugere a ativacao de
mecanismos compensatorios em resposta ao estresse metabodlico e imunologico
decorrentes do crescente nivel de glico e lipotoxicidade.

A exemplo disso tem-se a expressao diferencial do miRNA-30d identificado
entre 0 33 MiRNA alterados no grupo pré-diabético. Na populagéo do estudo, 0 miR-

30d tem sua expressao aumentada no pré-diabetes e reduzida aos niveis basais no
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grupo diabético. O miR-30d esté associado ao aumento da transcri¢do da insulina em
resposta a hiperglicemia e tem sua expresséo inibida por TNF-a conforme mecanismo
proposto por Zhao e colaboradores (2012).

TNF-a tem sido reportado como um dos mais importantes mediadores
inflamatérios e esta relacionado com o desenvolvimento da resisténcia insulinica e
patogénese do DM2 (AKASH: REHMAN:; LIAQAT, 2018; MOLLER, 2000).
Peculiarmente, um recente estudo de Wang e colaboradores (2018) evidenciou que
os niveis de TNF-a estdo significativamente elevados em pacientes recém
diagnosticados com DM2 em relagdo ao controle saudavel, e ndo se encontravam
significativamente elevados em individuos pré-diabéticos em relagdo ao controle. No
entanto, o aumento de TNF-a era progressivo e acompanhava o aumento da
hiperglicemia, reducao de adiponectina e, consequentemente, progressao da doenca.
Outros estudos também identificaram o aumento do miR-30d em individuos pré-
diabéticos ou recém diagnosticados com DM2 (DE CANDIA et al., 2017; KONG et al.,
2011). Isso corrobora a hipotese de que a expressao elevada do miR-30d nestes
individuos pode ser decorrente da auséncia do estado cronico inflamatorio de baixo
grau sustentado por niveis circulantes alterados de citocinas inflamatérias, como
detectado em individuos diabéticos.

MiRNA circulantes diferencialmente expressos descritos neste estudo também
estdo associados a obesidade, como o miR-17 que esta diretamente relacionado com
adipogénese (WANG et al., 2008), mas outros miRNA como o 15b, 93, 140, foram
também previamente associados ao sobrepeso (ALVES et al., 2019), corroborando
com o estudo de Ghai et al (2019). Para identificar se os miRNA diferencialmente
expressos estavam relacionados ao DM2, foi criado uma rede de interacfes miRNA-
MRNA com intuito de identificar quais alvos dos miRNA estavam modulados na
populacao deste estudo. ApOs a criacdo da rede de interacfes, os 185 genes alvos
modulados foram utilizados para enriquecimento de vias através da plataforma
Enrichr. Dentre as 10 principais vias enriquecidas, destacam-se 7 vias associadas ao
desenvolvimento e progressdao do DM2: via de adesao focal, PI3K-AKT, Ras, Rap,
Autofagia e HIF-1.

A via de adeséo focal estéa relacionada ao remodelamento do citoesqueleto das
células B-pancreéticas e liberacdo da insulina dependente de glicose (YANG et al.,

2016). As proteinas do complexo de adesao focal talina e fosfo-paxilina juntamente
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com as integrinas B das células B-pancredticas sdo estimuladas pela matriz
extracelular dos capilares préximos as estas células e esse mecanismo parece ser
necessario para liberacdo de insulina e pode ser perturbado em situacdes de doencas.
A hiperglicemia crénica foi capaz de reduzir a atividade dessa via em camundongos
(GAN et al., 2018).

A via da PI3K-AKT é a principal via envolvida na cascata de sinalizagdo da
insulina. A ligacdo da insulina ao seu receptor ativa a proteina PI3K que leva a
ativacdo da AKT que vai ser responsavel pela ativacdo de diversos fatores, incluindo
MTOR, GSK3, Rab, FOXO dentre outros (MANNING; TOKER, 2018). A alta ingestao
caldrica, como visto nos processos de sobrepeso e obesidade, aumenta a ativacao
das vias de PI3K-AKT via hiperinsulinemia ou hiperamioacidemia. A hiperativacdo da
via de PI3K-AKT pode levar a ativacdo da GSK3, também previamente associada ao
DM2 (LIU; YAO, 2016), e a hiperativacdo do mTOR que pode gerar resisténcia
insulinica por retroalimentacéo negativa do IRS-1 (MANNING; TOKER, 2018; YOON,
Mee Sup, 2017). E provavel que o aumento dos miRNA circulantes que visam a
diminuicdo dessas vias estejam associados a mecanismos compensatorios a
resisténcia insulinica.

As Ras sao pequenas proteinas GTPases que estdo envolvidas na ativacéo de
diversas vias incluindo PISK-AKT, AMPK, mTOR e regulam diversas respostas
celulares como diferenciacdo, sobrevivéncia e proliferacdo (SCHUBBERT,;
SHANNON; BOLLAG, 2007).

Rapl, proteina repressora-ativadora (do inglés: repressor-activator protein) é
uma proteina envolvida na estabilidade e regulacao de teldbmero de DNA (CAl et al.,
2017). A reducéo de telémeros de DNA esta associado a obesidade e cardiomiopatia
diabética (WULANINGSIH et al., 2016). Sua expressao também esta passivamente
associada expressao de genes glicoliticos em S. cerevisiae (BITTER; CHANG; EGAN,
1991) e a protecdo néo telomérica contra obesidade (YEUNG et al., 2013).

Autofagia € um processo bioldgico essencial que resulta na degradacdo de
proteinas redundantes, organelas defeituosas e moléculas soluveis (TURKMEN,
2017). Fujitani e colaboradores (2009) demonstraram que o papel da autofagia em
niveis basais é de suma importancia para manutencdo das células B em
camundongos, e que o0 aumento dos niveis de autofagia sdo um mecanismo de defesa

contra a alta ingestédo de nutrientes para preservacédo da saude das células B. No
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presente estudo a via de autofagia se encontra reduzida. E possivel que a reducéo da
via da autofagia seja uma das primeiras causas na redu¢ao da massa de células 3
gue ocorre ainda no estado de pré-diabetes.

HIF-1 € o nome dado as vias dos fatores induzidos por hipéxia. No DM ocorre
um fendmeno chamado pseudohipdxia, caracterizado por um aumento na propor¢cao
de NADH/NAD+ devido ao aumento do influxo da via do poliol (WILLIAMSON et al.,
1993). Em situacdes de hipodxia as proteinas hif-1a e hif-18 migram para o nucleo onde
ligam-se ao Elemento Responsivel a Hipéxia (ERH) no DNA e passam a funcionar
como fator de transcri¢cado para aumentar a transcricao de genes ligados a eritropoiese,
angiogénese e sobrevivéncia celular (CERYCHOVA; PAVLINKOVA, 2018). E
esperado um aumento da via HIF-1 em resposta a resisténcia insulinica, no entanto,
o estado de hiperglicemia pode induzir a degradacédo da proteina hif-1a dificultando a
resposta a hipéxia no DM (RAMALHO et al., 2017). Os mecanismos pelos quais 0s
miRNA modulam negativamente a via HIF-1 no pré-diabetes ainda ndo sao
compreendidos.

A andlise de ontologia de genes revelou que os miRNA tem como alvos
processos biolégicos envolvidos com regulacéo biolégica, processos metabdlicos e
resposta a estimulos. Isso sumariza as vias enriquecidas por Enrichr. principalmente
a via da PI3K-AKT. Os componentes celulares e fun¢cées molecular alvos também
estdo de acordo com as vias enriquecidas evidenciando que os alvos afetam
principalmente genes de resposta a estimulo a fatores de transcricao.

Os hub genes foram utilizados para identificar os mMRNA e miRNA que
apresentavam um papel mais central na rede de interacdes. Genes que apresentam
maior quantidade de correlacdes, tendem a ser fundamentais para esta rede (CHIN et
al., 2014). Cinco miRNA foram identificados por possuirem correlacdo segundo o
score de centralidade definido por MCC: miR-17, Let-7b, miR-93, miR-106b e Let-7a.
Todos estes 5 miIRNA foram previamente associados ao DM2 (HE et al., 2017). Os
MRNA presentes na rede hub s&o aqueles diferencialmente modulados no
transcriptoma analisado neste estudo. Logo, os miRNA que apresentaram maior
correlacdo foram aqueles que de fato mais influenciaram na transcricao destes genes.

Para identificar o impacto desses 5 miIRNA na transcricdo dos genes, foi
realizada uma analise de enriqguecimento de conjunto de genes levando em conta a

intensidade de sinal dos genes do hub nos individuos saudaveis e pré-diabéticos. O
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enriquecimento demonstrou uma redugdo na atividade das vias de mTOR e
sinalizacdo de insulina, e um aumento das vias de protedlise e
glicdlise/gliconeogénese. Isto esta de acordo com o que foi previamente discutido e
demonstra que, de fato, os miRNA identificados na rede Hub estdo envolvidos no
processo de patogénese de DM2.

A andlise da curva ROC dos 5 miRNA da rede hub revelou que o pefrfil
identificado pela andlise de centralidade apresentaram boa sensibilidade e
especificidade para diagnéstico do estado de pré-diabetes, sendo que, isoladamente,
0s mMiR-93 e let-7a apresentaram melhor area sob a curva dentre os 5 miRNA
analisados (p-valor<0,05) podendo servir como biomarcadores de diagndsticos para
o pré-diabetes. No presente estudo tanto o miR-93 quanto o Let-7a possuem sua
expressdo significativamente aumentada no pré-diabetes, e embora continuem
aumentada no DM2, ndo apresentaram diferenga significativa tanto ao grupo CON
quanto ao grupo PRE.

O miR-93 foi previamente identificado em individuos com risco de
desenvolvimento de DM2. Em tal estudo, o miR-93 apontava como um possivel bom
marcador de diagndstico e acompanhamento uma vez que se encontrava aumentado
em individuos com risco para DM2 e reduzido ap6s 12 meses de intervencdo com
atividade fisica (FLOWERS et al., 2017). No entanto, um outro estudo conduzido no
mesmo ano na Florida reportou que o miR-93 possuia sua expressao reduzida quando
comparados individuos obesos eutréficos (NUNEZ LOPEZ; GARUFI; SEYHAN,
2017). Chen e colaboradores (2013) demonstraram que a super expressao do miR-
93 estava fortemente associada a reducéo da transcricdo do GLUT-4 e ser um dos
possiveis mecanismos para inducdo da resisténcia insulinica na sindrome do ovario
policistico. Ao que parece o miR-93 pode estar ligado as fases precoces da resisténcia
insulinica, porém mais estudos robustos com maior numero de participantes sao
necessarios para confirmar esta hipétese.

A familia Let-7 tem sua expresséo alterada em uma ampla lista de doencas
metabdlicas, sobretudo no DM (HE et al., 2017; VASU et al., 2019). Assim como o
mMiR-93 o Let-7a possuiu sua expressao significativamente aumentada no pré-diabetes
em relacdo ao controle, mas ndao nos demais grupos. Curiosamente, Zhou e
colaboradores (2013) encontraram um aumento da expressédo do Let-7a no DM em

relacédo ao controle, porém este miRNA encontrava-se significativamente reduzido no
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DM em relac@o aqueles que apresentavam DM e nefropatia diabética. Ja o grupo de
Santovito (2014) encontrou uma reducdo nos niveis de Let-7a no grupo DM em
relacdo ao controle e verificou um aumento desses niveis apds 12 meses de
tratamento anti-diabético. Esses resultados sugerem a hipdtese de que o Let-7a pode
ser um marcador de fase aguda e tem sua expressdo reduzida a medida que o DM
avanca, ou pode reduzir em diferentes fenétipos do DM2, no entanto n&do temos
informacdes sobre o estadiamento do DM2 nos pacientes do presente estudo para
confirmar esta hipotese. O Let-7b também ja foi identificado alterado em pacientes
com DM2. Liang et al., (2018) identificaram um perfil de expressdo de 6 miRNA
capazes de discriminar individuos com DM2 de individuos saudaveis (Let-7b, Let-7i,
miR-142, miR-144 miR-155 e miR-29a). Vale salientar que os individuos selecionados
para o estudo de Liang et al., (2018) era recém diagnosticados com DM2, isso
explicaria porque no presente estudo, os niveis de Let-7b ndo foram detectados no
grupo DM x CON e sim no grupo PRE x CON.

O miR-17 é um miRNA muito expresso em adipécitos. Estudo da Karolina et
al., (2012) evidenciou que o miR-17 encontrava-se desregulado em exossomos de
pacientes com sindrome metabdlica (mets) e hipercolesterolemia, porém nao era
diferencialmente expresso no cluster contendo mets e DM2. Wu e colaboradores
(2015) também encontraram aumento da expressao do miR-17 em individuos obesos
em relacdo a individuos com DM2 enquanto que Kloting et al., (2009) encontraram
aumento da expressdo do miR-17 em adipécitos de individuos prédiabéticos em
relacdo a individuo com DM2. Quando comparados os individuos pré-diabéticos que
evoluiram para DM2 ao longo de 5 anos com aqueles que nao evoluiram para o0 DM2,
0 miR-17 aprece dentre os 26 miRNA que diferem esses grupos (GHAI et al., 2019).
O miR-17 também foi capaz de diminuir a expresséo de Glut-4 em ratos e induzir a
resisténcia insulinica (XIAO et al., 2018). Juntas, essas informac¢des sugerem que 0
miR-17 circulante em exossomos € oriundo do tecido adiposo e pode estar
relacionado com aspectos da resisténcia insulinica relacionados a obesidade. Além
disso, pode estar associado com individuos pré-diabéticos que irdo progredir para o
estagio de DM2, configurando, portanto, um importante biomarcador para antever o
diabetes mellitus tipo 2.

O aumento da expressdo do miR-106b também ja foi previamente evidenciado.

O miR-106b tem como um dos seus alvos o transportador de glicose Glut-4. E foi
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verificado em células musculares simulando condi¢des de resisténcia insulinica, que
0 aumento da expressdo do miR-106b mitigava a expressdo do Glut-4, e que era
normalizada apds a inibicdo do mesmo por seu anti-miRNA (ZHOU et al., 2016).

Dentre os 33 miRNA previamente identificados na primeira fase do nosso
estudo, os miR-30d, miR-144 e miR-182 foram diversas vezes mencionados em
outros estudos (GHAI et al., 2019; KAROLINA et al., 2011, 2012; KLOTING et al.,
2009; LIANG et al., 2018). Portanto, apesar de terem sido excluidos na etapa de
analise de centralidade, a analise de sensibilidade e especificidade revelaram uma
area sob a curva de 1,0 para esses 3 miRNA (dados no anexo |). A escassez de alvos
validados para esses miRNA junto com a auséncia de mMRNA modulados no presente
transcriptoma levaram a exclusdo dos mesmos segundo o desenho no atual estudo,
porém, devido a alta sensibilidade e especificidade para identificacdo do estado do
pré-diabetes, e grande quantidade de estudos identificando a participacdo dos
mesmos na fisiopatologia do DM2, é do entendimento desse grupo que estes miRNA
devem ser levados em consideracdo para futuras analises.

Uma limitacéo do presente estudo € que nao foi possivel realizar correlacionar
os valores de expressdo dos mIRNA identificados no estudo com parametros
bioguimicos como glicemia de jejum, hemoglobina glicada ou indice-homa, que
trariam mais robustez ao resultado, devido a auséncia desses valores individuais no
dataset GSE21321. Em adicdo, a falta de outros dataset avaliando miRNA circulantes
para o pré-diabetes e DM2 inviabilizou comparacfes entre o presente achado com
demais resultados de outros grupos, impossibilitando uma validagdo do nosso perfil
de expressédo de miRNA para o pré-diabetes.

Embora os resultados deste estudo sejam promissores, nossa andlise é
exploratéria sendo necessario coortes mais robustas com um maior numero de
participantes para validar esses dados. Entendemos também que as divergéncias nas
assinaturas de miRNA para o DM2 podem, além do j& previamente discutido,
causadas por diferentes fenotipos da doenca, com acometimento de diferentes tecidos

e portanto, diferente expressao de miRNA.

8. CONCLUSAO
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Através da andlise de bioinformética de um conjunto de dados previamente
disponibilizado publicamente, € possivel sugerir que alteractes no perfil de miRNA de
pacientes pré-diabéticos levam ao comprometimento de vias relacionadas a
resisténcia insulinica, liberacéo de insulina e mecanismos possivelmente relacionados
a apoptose das células beta, contribuindo para o desenvolvimento do DM.

P A analise de centralidade identificou cinco miRNA - miR-17, Let-7b, miR-93,
miR-106b e Let-7a, como tendo um papel mais central na rede de interacdes.

P Os alvos dos miRNA identificados apresentaram correlagdo com a patogenia
do DM2.

» Os cinco miRNA identificados pela analise de centralidade apresentaram boa
especificidade e sensibilidade para identificar o estado de pré-diabetes.

» Os miR-93 e Let-7a apresentaram os melhores valores de sensibilidade e

especificidade isoladamente.

Estes resultados colaboram para o entendimento do papel dos miRNA no
estado pré-diabetes e no desenvolvimento DM2 e que ira ajudar na construcao de um

perfil de assinatura para o diagnéstico precoce da doenca.
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9. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados desse trabalho, objetivamos investigar o papel funcional
dos miRNA no desencadeamento do DM2 pela validagéo do padréo de expressao de
miRNAs em uma coorte de individuos saudaveis, pré-diabéticos e diabéticos, em um
projeto em parceria com Fiocruz e CEDEBA, identificando a identidade do perfil de

MiRNA da nossa populacdo e comparando com os demais perfis ja publicados.

Objetivamos também identificar mecanismos através de cultura de célula
muscular simulando o estado de pré-diabetes transfectadas com os mMIiRNA

identificados.
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ANEXO 1
AUC=1,00 EP=0,0; AUC=1,00 EP=0,0; AUC=1,00 EP=0,0;
p<0,01; 95%CI=1,0-1,0 p<0,01; 25%CI=1,0—-1,0 p<0,01; 25%CI=1,0-1,0
miR-30d MIiR-144 mMiR-182
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Figura: Area sob a curva dos miRNA que apresentaram maior sensibilidade e especificidade para o estado de
pré-diabetes, mas que foram excluidos do perfil pela analise de centralidade
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