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RESUMO 

 

 Nos indivíduos com obesidade, o excesso de tecido adiposo, exerce um 
papel fundamental induzindo um estado inflamatório crônico e sistêmico. A 
obesidade mimetiza processos celulares semelhantes aos do envelhecimento tais 
como a deterioração de tecidos e órgãos e diminuição na capacidade de reparo 
dos danos induzidos ao DNA. Nesse contexto, as citocinas pró-inflamatórias 
induzem atritos ao DNA que impactam, principalmente nas regiões mais 
susceptíveis dos cromossomos, os telômeros. Os telômeros, presentes nas 
extremidades dos cromossomos, estão associados a um complexo proteico 
denominado complexo shelterin. O complexo shelterin é formado por 6 proteínas 
(TRF1, TRF2, TIN2, POT1, TPP1 e RAP1), que junto com proteínas acessórias 
como a disquerina (DKC1), participam da regulação do comprimento dos telômeros 
e protegem os cromossomos dede atividades indesejadas de erosão enzimática, 
recombinação não-homóloga e fusão das terminações cromossômicas. 

Nos últimos anos, foram estabelecidas relações positivas entre condições 
patológicas clinicamente diferentes, como as moduladas por inflamação, e o 
comprimento dos telômeros. Recentemente, nosso grupo demonstrou telômeros 
encurtados em indivíduos portadores de obesidade mórbida. Assim o objetivo do 
presente trabalho foi explorar fatores adicionais associados ao metabolismo 
telomérico, como a expressão gênica das proteínas do complexo shelterin e 
citocinas pró-inflamatórias, as quais podem contribuir para o encurtamento 
acelerado de telômeros. Utilizamos amostras de células mononucleares de sangue 
periférico (PBMC) de indivíduos adultos saudáveis (n = 27) e indivíduos adultos 
portadores de obesidade (n = 39). Quantificamos a expressão gênica por 
transcrição reversa e PCR quantitativa (RT-qPCR) de todos os genes do complexo 
shelterin, DKC1, IL-1β e TNF-α. Nossos resultados demonstram um perfil de 
expressão gênica alterado quando comparada a expressão gênica das proteínas 
analisadas nos dois grupos estudados, controles e portadores de obesidade. Os 
indivíduos portadores de obesidade mostraram um perfil significativamente elevado 
dos genes TRF1, POT1, RAP1 e DKC1 (P < 0,05). Não observamos correlação de 
expressão gênica entre os diferentes genes e o comprimento dos telômeros nos 
grupos estudados, mas sim com a DKC1 na obesidade. Entretanto, quando 
analisamos as associações entre os genes de complexo shelterin observamos 
mudanças significativas nas associações intra-grupo dependentes da condição de 
obesidade. Nossos resultados salientam a complexa e intrincada rede de fatores 
associados e desregulados durante o processo fisiopatológico da obesidade. 
Estudos adicionais serão necessários acrescentando novos fatores para tentar 
dissecar a regulação coordenada do comprimento dos telômeros na homeostase e 
no processo patológico da obesidade. 

 

Palavras chaves: Complexo Shelterin, Inflamação, Obesidade, DKC1, TRF1, 

TRF2, TIN2, POT1, TPP1, RAP1, Telômeros.  
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ABSTRACT 

 

 In individuals with obesity, the excess of adipose tissue plays a key role in 
inducing a chronic and systemic inflammatory state. Like aging, obesity mimics 
cellular processes such as deterioration of tissues and organs and decreased ability 
to repair age-dependent DNA damages. In this context, the proinflammatory 
cytokines induce DNA damage that impact, especially in the most susceptible 
regions of the chromosomes, the telomeres. The telomeres, present at the ends of 
the chromosomes, are associated with a protein complex called the shelterin 
complex. The shelterin complex consists of 6 proteins (TRF1, TRF2, TIN2, POT1, 
TPP1 and RAP1), which together with accessory proteins such as dyskerin (DKC1), 
participate in telomere’s length regulation and protect chromosomes from undesired 
erosion, enzymatic activities, non-homologous recombination and fusion of 
chromosomal terminations. 
 In recent years, positive relationships have been established between 
clinically different pathological conditions, such as those modulated by 
inflammation, and telomeres’ length. Recently, our group demonstrated shortened 
telomeres in individuals with morbid obesity. Thus, the aim of the present study was 
to explore additional factors associated with telomeres’ metabolism, such as gene 
expression of the shelterin complex components and proinflammatory cytokines, 
which may contribute to the accelerated shortening of the telomeres. We used 
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) samples from healthy adults (n = 27) 
and adults with obesity (n = 39). We quantified gene expression by reverse 
transcription and quantitative PCR (RT-qPCR) of all shelterin complex genes, 
DKC1, IL-1β and TNF-α. Our results demonstrate an altered gene expression 
profile when compared to the gene expression of the proteins analyzed in the two 
studied groups, controls and individuals with obesity. Individuals with obesity 
showed a significantly elevated profile of TRF1, POT1, RAP1 and DKC1 (P < 0.05) 
genes. We did not observe correlation of gene expression between the different 
shelterin genes and the length of telomeres in the studied groups, but with DKC1 in 
obesity. However, when we analyzed the associations between the shelterin 
complex genes we observed significant changes in the intra-group associations 
dependent on the obesity condition. Our results highlight the complex and intricate 
network of associated and deregulated factors during the pathophysiological 
process of obesity. Further studies are needed together with the inclusion of 
additional factors to try to dissect the coordinated regulation of telomeres’ length in 
homeostasis and in the pathological process of obesity. 
 

Key words: Shelterin complex, inflammation, obesity, DKC1, TRF1, TRF2, TIN2, 

POT1, TPP1, RAP1, telomeres.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Obesidade 

 

A obesidade é atualmente considerada um problema de saúde pública mundial 

com um gasto anual calculado em 147 bilhões de dólares no tratamento de 

comorbidades associadas à obesidade (Schmandt, Iglesias et al. 2011). Dados da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) afirmam que cerca de 300 milhões de 

indivíduos no mundo possuem obesidade “clínica e/ou severa” (IMC ≥ 40 kg/m2) 

(Calyniuk, Grochowska-Niedworok et al. 2016) e estima que aproximadamente 2,8 

milhões de mortes por ano estejam associadas à obesidade (Dalvand, 

Koohpayehzadeh et al. 2015). 

Fatores como o estilo de vida inapropriado associados a hábitos dietéticos 

pouco saudáveis, diminuição da atividade física e o padrão de vida atribulado da 

população, parecem estar contribuindo com os crescentes dados apresentados na 

literatura sobre a fisiopatologia da obesidade e a sua maior incidência (Wu, Chou et 

al. 2014). 

 No Brasil, a percentagem de pessoas com sobrepeso aumentou de 43% em 

2006 para 53% em 2014, enquanto a percentagem de pessoas com obesidade 

subiu de 11,9% para 17,9% no mesmo período (Gomez 2015). 

O sobrepeso e a obesidade são definidos pelo índice de massa corporal (IMC = 

peso (kg) dividido pela altura (m2)). Indivíduos com escores entre 20,0 a 24,9 kg/m2 

são classificados como eutróficos, entre 25,0 a 29,9 kg/m2 são classificados com 

sobrepeso e indivíduos com escores iguais ou superiores a 30,0 kg/m2 são 
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definidos como indivíduos com obesidade, salvo algumas exceções (Tzanetakou IP 

2012). Todavia, a obesidade severa ou grau II e muito severa ou grau III (mórbida), 

definidas pelo IMC ≥ 35,0 kg/m2 e ≥ 40,0 kg/m2, respectivamente, são uma grave 

condição crônica de saúde, muitas vezes irreversível, que, como dito 

anteriormente, tem aumentado sua prevalência nas últimas décadas (Mattar 2008). 

 O sobrepeso e obesidade são condições que aumentam substancialmente o 

risco para o desenvolvimento de uma série de doenças crônicas como hipertensão 

(Calyniuk, Grochowska-Niedworok et al. 2016), diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) 

(Malin and Kashyap 2016), dislipidemias (Bogl, Kaye et al. 2016), doenças 

coronarianas, infarto do miocárdio (Figueroa, Takx et al. 2016), osteoartrite (Perry 

and MacDonald 2016), apneia do sono, problemas respiratórios (Pleava, Gaita et 

al. 2016), câncer de mama (Bandera, Maskarinec et al. 2015), próstata e cólon 

(Rodriguez-Hernandez, Simental-Mendia et al. 2013; Izano, Wei et al. 2016). 

Adicionalmente, o sobrepeso também aumenta o risco de morte por todas as 

causas investigadas (1998). 

1.2 Obesidade associada a inflamação 

 

A inflamação aguda é um processo fisiológico complexo com síntese e 

secreção de mediadores inflamatórios, citocinas e quimiocinas, e recrutamento de 

células do sistema imune com a finalidade de eliminar e limitar a invasão por um 

agente estranho (Cervantes-Villagrana, Cervantes-Villagrana et al. 2014). 

Em indivíduos com sobrepeso ou com obesidade, o excesso de tecido 

adiposo é principalmente responsável pela liberação de mediadores pró-

inflamatórios, e ao contrário de resolver o insulto inflamatório agudo, sustenta um 

estado inflamatório crônico sistêmico (Rao, Zhong et al. 2014).  
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1.3 Secreção alterada de mediadores inflamatórios na obesidade 

 

A morte dos adipócitos no tecido adiposo por hipóxia induz a secreção de 

adipocinas como as interleucinas (IL) -1β, IL-6, o fator de necrose tumoral (TNF)-α 

e a proteína quimiotática de monócitos (MCP)-1  (Wang, Wood et al. 2007). Essas 

adipocinas agem tanto em nível autócrino, parácrino como endócrino (sistêmico) e 

estimulam a ativação de células endoteliais. A alteração do fenótipo das células 

endoteliais inclui a expressão aumentada de moléculas de adesão. Essas 

modificações são responsáveis pelo recrutamento de monócitos da corrente 

sanguínea, os quais, guiados por um gradiente quimiotático, migram para o tecido 

adiposo no sítio de inflamação (Rausch, Weisberg et al. 2008; Oh, Morinaga et al. 

2012).  

Induzidos pelo ambiente pró-inflamatório no contexto da obesidade, os 

monócitos diferenciam-se em macrófagos associados a um perfil de expressão 

com predominância de secreção de mediadores pró-inflamatórios como IL-1β, IL-6 

e IL-8 (Oh, Morinaga et al. 2012). Os adipócitos também produzem e secretam o 

fator estimulante de colônias de macrófagos (M-CSF ou CSF-1) o qual é um 

regulador primário da sobrevivência e diferenciação de macrófagos (Weisberg, 

McCann et al. 2003).  

A morte celular dos adipócitos por necrose em determinados locais do tecido 

adiposo em hipóxia induz um ciclo vicioso de diferenciação de células percursoras 

em macrófagos, infiltração de monócitos do sangue periférico e diferenciação em 

macrófagos, com perfil pró-inflamatório. Esse ciclo patológico induzido por estresse 

inflamatório crônico perpetua um fenótipo de inflamação, desregula a homeostase 

celular do tecido e modula o fenótipo de secreção das células. Essa modulação do 
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fenótipo compromete o destino final das células e promove o estado de 

senescência celular (Cinti, Mitchell et al. 2005) (Shu, Benoist et al. 2012). 

1.4 Senescência celular associada ao envelhecimento 

 

A senescência celular em células proliferativas é definida in vitro como um 

estado de parada irreversível do ciclo celular em células metabolicamente ativas. 

Este fenômeno foi descrito inicialmente in vitro em cultura de fibroblastos humanos. 

Nesse sentido, Hayflick e Moorhead demonstraram que as células normais têm 

uma capacidade limitada de proliferar (Hayflick and Moorhead 1961).  

Sabe-se hoje que a habilidade das células somáticas em se dividir declina a 

cada divisão celular e, do ponto de vista fisiológico, está associada ao 

encurtamento progressivo das porções terminais dos cromossomos, denominadas 

de telômeros (Bodnar, Ouellette et al. 1998). Nesse sentido, quando os telômeros 

atingem um tamanho mínimo crítico, a célula sinaliza e dispara sinais de parada de 

ciclo celular, caracterizando o estado de senescência replicativa (Hayflick and 

Moorhead 1961; Hayflick 1965; Harley, Futcher et al. 1990; Allsopp 1996; Bodnar, 

Ouellette et al. 1998).  

As condições associadas a senescência replicativa podem ser determinadas 

por eventos internos ou externos, como a resposta a estresse celular em casos de 

radiação ionizante, estresse oxidativo, ambiente pró-inflamatório e a indução de 

oncogenes  (Serrano 1997). 

 O impacto da senescência celular sobre o organismo tem mostrado 

modificar o estado de saúde geral dos indivíduos para piores prognósticos ao longo 

da vida. De fato, as células senescentes induzem um microambiente nocivo para 
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os tecidos caracterizado por disfunção celular (Eren, Boe et al. 2014) e redução da 

capacidade regenerativa dos tecidos (Krishnamurthy, Ramsey et al. 2006; Wu, 

Chen et al. 2007; Barker, Bartfeld et al. 2010).  

A frequência aumentada de células senescentes tem sido associada ao 

desenvolvimento precoce de doenças presentes somente em idades mais 

avançadas, como diabetes (Sone and Kagawa 2005), aterosclerose (Minamino and 

Komuro 2007), ou inflamação (Franceschi, Capri et al. 2007). Somado a isso, a 

eliminação de células senescentes tem mostrado atenuar os sintomas associados 

com a idade (Baker, Wijshake et al. 2011). Neste sentido, os dados acima expostos 

sugerem que as células senescentes podem ter um papel causal na disfunção de 

órgãos, tecidos e do organismo como um todo. 

1.5 Envelhecimento associado a inflamação: inflammaging 

 

O envelhecimento do indivíduo é caracterizado por vários fatores (Lopez-

Otin, Blasco et al. 2013). Dentre eles foi observado um estado inflamatório 

sistêmico crônico, hoje denominado “inflammaging (Franceschi, Capri et al. 2007)”. 

O termo “inflammaging” foi cunhado por Franceschi e colaboradores em 2007 e 

define um desbalanço entre processos inflamatórios e antiinflamatórios associados 

com o avanço da idade (Franceschi, Capri et al. 2007). Todavia, o perfil de 

inflamação de baixo grau persistente denominado “parainflamação”, também está 

presente em indivíduos com obesidade. Os efeitos adversos da inflamação como 

secreção de citocinas inflamatórias, diminuição dos mecanismos de reparo do DNA 

(DDR resposta de danos ao DNA), encurtamento de telômeros (Rode, 

Nordestgaard et al. 2014) e diminuição de defesas antioxidantes (Razavi, 

Baghshani et al. 2013; Karaman, Aydin et al. 2015; Lubrano, Valacchi et al. 2015) 
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parecem estar potencializados em indivíduos com obesidade e sua presença 

aumenta o risco para o surgimento precoce de doenças associadas a idade (DCV, 

DMT2, doenças autoimunes e câncer) (Ouchi 2011). Isso sugere que tanto o 

envelhecimento como a obesidade são processos ou estados interconectados que 

compartilham características comuns. 

1.6 Fenótipo secretor associado a senescência (SASP)  

 

Em nível celular a característica mais importante do fenômeno da 

senescência ou envelhecimento celular é seu fenótipo secretor comumente 

denominado SASP (do inglês senescence-associated secretory phenotype). O 

fenótipo senescente ou SASP é caracterizado pelo aumento da secreção de 

citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias tais como IL-1, IL-6, IL-8 e CCL2, fatores 

de crescimento como bFGF (do inglês basic fibroblast growth factor ) e HGF/SF (do 

inglês hepatocyte growth factor/scatter factor), proteases tais como as 

mieloperoxidases (MMPs) e espécies reativas de oxigênio (Derosa, Sahebkar et 

al.) (Coppe, Patil et al. 2008; Ohanna, Giuliano et al. 2011; Malaquin, Vercamer et 

al. 2013). As quais podem agir de forma autócrina, parácrina ou endócrina (Costa, 

Walker et al. 2013). 

Dois trabalhos demonstraram a contribuição causal da inflamação crônica 

sistêmica de baixo grau, como indutor de senescência celular e disfunção 

telomérica levando os indivíduos para um fenótipo de envelhecimento precoce 

(Brandacher, Hoeller et al. 2007; Newsholme and de Bittencourt 2014). Aqui, a 

frequência aumentada de células senescentes, característica de envelhecimento 

precoce, ainda foi associada ao desbalanço redox contido nos indivíduos com 

obesidade (Brandacher, Hoeller et al. 2007; Newsholme and de Bittencourt 2014). 

https://en.wikipedia.org/wiki/Basic_fibroblast_growth_factor
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A presença de estresse oxidativo demonstrou estimular o desenvolvimento de 

SASP nos tecidos, contribuindo substancialmente para o surgimento prematuro de 

comorbidades associadas à obesidade, especialmente nos casos de obesidade 

severa grau II ou superior (Brandacher, Hoeller et al. 2007; Newsholme and de 

Bittencourt 2014). 

Assim, a senescência celular também contribui com a inflamação através do 

SASP. Novamente, a senescência celular alimenta a um ciclo vicioso de inflamação 

crônica que pode aumentar eventos associados ao encurtamento ou erosão 

telomérica e consequentemente, ao acumulo de células senescentes (Yeh and 

Wang 2016). 

1.7  Estilo de vida e comprimento de telômeros 

 

Diferentes condições de saúde como doenças cardiovasculares (Haycock, 

Heydon et al. 2014), fumo (Alder, Guo et al. 2011), e severidade da asma (Kyoh, 

Venkatesan et al. 2013) tem uma influência negativa no comprimento dos 

telômeros e aceleram a taxa de encurtamento fisiológico. Assim, o comprimento 

dos telômeros tem sido usado como relógio biológico de senescência celular e 

envelhecimento biológico capaz de predizer a capacidade replicativa das células 

(Chen, Yeh et al. 2014).  

Nesse sentido, o comprimento dos telômeros ou seu encurtamento precoce 

está sendo avaliado como um importante biomarcador biológico. Mais ainda, a 

literatura sugere que os mecanismos envolvidos no processo de aceleração do 

encurtamento de telômeros talvez possam ajudar no desenvolvimento de novas 

estratégias para promover saúde e direcionar o diagnóstico preventivo da 

população para várias doenças associadas ao envelhecimento (Stooker). 
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Já está bem estabelecido que os indivíduos com obesidade apresentam um 

elevado perfil de citocinas pró-inflamatórias (Falkner, DeLoach et al. 2013) e 

elevada concentração de espécies reativas (ER) (Razavi, Baghshani et al. 2013), 

as quais também aumentam a taxa de atrito telomérico (Jones, Prior et al. 2014). 

Assim, a inflamação crônica somada ou separadamente ao estresse oxidativo, 

resultam no desgaste acelerado dos telômeros, tanto no tecido vascular como em 

nível sistêmico (De Meyer, Rietzschel et al. 2011). 

Uma revisão sistemática com metanálise recentemente publicada pelo nosso 

grupo sugere que a obesidade é um dos fatores que induz aceleração da taxa de 

atrito telomérico  (Mundstock, Zatti et al. 2015). Entretanto, embora exista uma 

tendência inversa a favor do encurtamento prematuro dos telômeros em leucócitos 

do sangue periférico de indivíduos obesos, as evidências presentes na literatura 

não permitiram estabelecer uma relação causal entre obesidade e encurtamento 

telomérico devido a grande heterogeneidade dos estudos (Mundstock, Zatti et al. 

2015).  

Na mesma linha de investigação, nosso grupo demonstrou que indivíduos 

com obesidade mórbida apresentaram telômeros mais curtos, quando comparados 

com indivíduos eutróficos controles (mediana (intervalo de confiança IC95%); 0,43 

(0,39-0,63) versus 1,06 (0,88-2,29); P = 0,026) associados a uma correlação 

inversa significativa entre o comprimento dos telômeros com o IMC (r = -0,4174; P 

= 0,0005) (Grun & Barbé-Tuana, manuscrito em preparação). 

1.8 Telômeros 

 

Os telômeros (do grego telos, final, e meros, parte) são estruturas 

nucleoprotéicas altamente especializadas presentes nas extremidades dos 

cromossomos lineares de eucariotos (Koliada, Krasnenkov et al. 2015). Em 
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mamíferos, eles são formados por repetições de hexâmeros dos nucleotídeos 5’ 

TTAGGG 3’, com uma protrusão de fita simples 3’ (Figura 1) (O'Sullivan and 

Karlseder 2010). 

 

Figura 1. Esquema ilustrativo dos telômeros de humanos, complexo shelterin, 
e formação de loop T e D. Adaptado de Roderick J. O'Sullivan & Jan Karlseder, 
2010.  
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Os telômeros têm a função de proteger a informação contida no genoma. 

Assim, as sequências repetitivas dos telômeros, associadas a um complexo 

proteico evitam a ação de nucleases, previnem a fusão cromossômica, evitam o 

rearranjo de quebras de fita de DNA e eventos inespecíficos de fusão 

cromossômica (Armanios and Blackburn 2012; Rubtsova, Vasilkova et al. 2012). 

A enzima responsável pela síntese dos telômeros durante a replicação do 

DNA é denominada de Telomerase (Greider 2010). A telomerase é uma enzima 

com atividade de transcriptase reversa, ou seja, sintetiza a porção telomérica final 

dos cromossomos de DNA, utilizando como molde para a síntese, uma sequência 

molde de RNA (Rubtsova, Vasilkova et al. 2012). A telomerase é composta por 

duas subunidades. A subunidade com a atividade catalítica TERC e a subunidade 

que contempla o molde de RNA TERT (EC:2.7.7.49) (Greider 2010). 

Entretanto, a enzima telomerase somente encontra-se ativa em células de 

origem hematopoiética, tumorais e células da linhagem germinativa. Nas células 

somáticas a enzima telomerase é inativada no momento do nascimento (Zhou, 

Zhou et al. 2014) e o encurtamento dos telômeros torna-se um processo fisiológico 

nas células somáticas, que ocorre de forma natural a cada divisão celular (Figura 2) 

(Zhang, Rane et al. 2016).  
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Figura 2. Comprimento dos telômeros e sua dependência com o número de 
divisões celulares em células de origem germinativa, tronco pluripotentes, 
somáticas eucarióticas e transformadas. Adaptado de Cong, Yu-sheng; Wright, 
Woodring e.; Shay, Jerry W 2002. 

 

1.9  Complexo shelterin 

 

A estrutura tridimensional dos telômeros demonstra uma protrusão de DNA 

fita simples associada a um conjunto de proteínas, denominadas de complexo 

shelterin. As proteínas do complexo shelterin têm a função de proteger fisicamente 

os telômeros contra respostas de dano ao DNA. Pela proximidade física, o 

complexo shelterin também regula a atividade da enzima telomerase sobre os 

telômeros (Turner, Vasu et al. 2014).  

O complexo shelterin é formado por seis proteínas denominadas, TRF1 e 

TRF2 (fator de repetição telomérico 1 e 2 respectivamente), RAP1 

(repressor/ativador da proteína 1), TIN2 (proteína 2 de interação com TRF1), TPP1 

(complexo TINT1/PIP1/PTOP1) e POT1 (proteína 1 de proteção dos telômeros) 

(Figura 3) Adaptado de Armanios & Blackburn, 2012. 
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Figura 3. Estrutura dos telômeros humanos, complexo shelterin e interações 
com as subunidades da enzima telomerase. Adaptado de Armanios & 
Blackburn, 2012. 

 

Esse complexo proteico favorece a formação de uma estrutura 

tridimensional em forma de laço denominada “T-loop”. Assim, estas proteínas 

resguardam e protegem as extremidades de fita simples 3’ e evitam que as 

terminações dos cromossomos sejam reconhecidas como sítios de dano ao DNA 

de fita dupla e direcionadas para mecanismos de reparo (Turner, Vasu et al. 2014).  

Várias abordagens experimentais indicam que na ausência de uma ou mais 

proteínas do complexo shelterin, a estrutura do DNA telomérico torna-se frágil, 

momento no qual as proteínas de sinalização de dano ao DNA são ativadas e 

disparam cascatas de reparo de dano ao DNA (DDR) indesejáveis nessas 

sequências finais, as quais podem levar a célula a senescência celular ou morte 

(Jacobs 2013).  
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Um trabalho publicado recentemente indica que TRF1 e TRF2 são proteínas 

que atuam como homodímeros sobre o DNA telomérico de fita dupla através de 

seus domínios terminais homólogos MYB. Assim a proteína RAP1 é recrutada até 

os telômeros através de sua interação específica com TRF2. POT1 liga-se ao DNA 

telomérico de fita simples e forma um heterodímero com TPP1. Enquanto isso, 

TIN2 forma uma ponte entre as os dois homodímeros TRF1 e TRF2 e o 

heterodímero TPP1/POT1 estabilizando todo o complexo (Figura 3) (Bandaria, Qin 

et al. 2016). 

A proteína TRF1 tem sido citada como componente principal em telômeros 

humanos pois parece ser a proteína chave para a atração e formação das outras 

proteínas do complexo shelterin (Garcia-Beccaria, Martinez et al. 2015). Se 

comporta como um regulador negativo da atividade da telomerase e tem se 

mostrado um alvo potencial para o tratamento do câncer (Zimmermann, Kibe et al. 

2014) 

 A deleção de TRF1 em células de mamíferos é acompanhada pelo 

surgimento de danos ao DNA telomérico de fita dupla presentes em todo o DNA 

(Martinez, Thanasoula et al. 2009). Da mesma forma, a deleção de TRF1 está 

associada a uma maior ativação da via de sinalização de reparo ao DNA ATM/ATR 

(do inglês Ataxia Telangiectasia Mutated e Ataxia Telangiectasia and Rad3-related 

Protein) e seus alvos posteriores (Martinez, Thanasoula et al. 2009). Todavia, a 

deleção de TRF1 leva a alterações nos cromossomos como, fusão de telômeros de 

cromossomos irmãos e fusão extremidade-extremidade dos cromossomos 

(Martinez, Thanasoula et al. 2009). 

A deleção de TRF2 também leva a ativação da via de ATM/ATR e indução 

de focos de dano ao DNA telomérico, os quais também resultam em fusão 
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extremidade-extremidade teloméricas por recombinação não homologa. Dessa 

forma muitas vezes as células entram em senescência ou disparam cascatas de 

sinalização que eventualmente culminam em eventos de apoptose (Choi, Farrell et 

al. 2011; Konishi, Izumi et al. 2016). TRF2 parece ser uma das principais proteínas 

do complexo shelterin a impedir que os telômeros sejam reconhecidos como 

quebras de DNA de fita dupla (Choi, Farrell et al. 2011). 

A terceira proteína que compõe o complexo shelterin é a proteína TIN2. TIN2 

mostra-se essencial para manter o complexo shelterin interligado sobre a porção 

telomérica. Além disso, a depleção de TIN2, a qual estáestá fortemente associada 

a TPP1, mostra reduzir os níveis de telomerase associada aos telômeros 

dependente de TPP1. Assim, TIN2 possui um efeito indireto no recrutamento da 

telomerase nos telômeros, pois ancora a proteína TPP1 na região telomérica 

(Walne, Vulliamy et al. 2008). Mutações no gene de TIN2 têm sido associadas a 

patologias teloméricas como a doença Disceratose Congênita (DC) (Walne, 

Vulliamy et al. 2008). 

Experimentos in vitro mostram que a superexpressão de TIN2 inibe a 

atividade da telomerase mesmo em células que expressam a telomerase (Chiang, 

Kim et al. 2004). Todavia, a coesão das proteínas do complexo shelterin 

ocasionada por TIN2 favorece a proteção dos telômeros contra ativação da via de 

resposta de dano ao DNA ATM/ATR. A importância de TIN2 tem sido mostrada em 

experimentos onde a deleção de TIN2 leva a letalidade embrionária 

independentemente de ativação da telomerase (Chiang, Kim et al. 2004).  

Em mamíferos, POT1a (do inglês protection of telomeres protein 1) associa-

se com RPA (do inglês replication protein A) prevenindo a sinalização da via ATR e 
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POT1b é requerida para formação tridimensional da estrutura telomérica (Frescas 

and de Lange 2014). Em humanos, a proteína POT1 possui um domínio único de 

ligação ao DNA de fita simples localizado na sua porção N-terminal, o qual permite 

que a proteína POT1 se ligue a sequência telomérica TTAGGG com elevada 

especificidade (Baumann and Cech 2001; Loayza, Parsons et al. 2004). POT1 

parece ser um regulador negativo da atividade da enzima telomerase, a qual 

potencialmente inibe sua alocação sobre os telômeros e evita a interação com 

outras proteínas (Takai, Jenkinson et al. 2016).  

Ainda, estudos apontam que POT1 forma um heterodímero com TPP1. 

Entretanto, TPP1 possui na sua porção N-terminal um domínio OB (do inglês 

oligonucleotide/oligossaccharide-binding) chamado de porção TEL que se mostra 

importante para a ativação da telomerase, principalmente por prover uma interface 

de recrutamento para telomerase para os telômeros e ainda melhorar sua 

processividade (Abreu, Aritonovska et al. 2010; Nandakumar, Bell et al. 2012; 

Zhong, Batista et al. 2012; Frescas and de Lange 2014; Dalby, Hofr et al. 2015).  

 TPP1 também tem sido citada com uma proteína que forma uma ponte entre 

o DNA de fita simples e DNA de fita dupla telomérico, além de ajustar POT1 sobre 

os telômeros provavelmente pela formação do heterodímero TPP1/POT1 o qual 

prove maior estabilidade a POT1 sobre o DNA telomérico (Rajavel, Orban et al. 

2016).  

 A proteína TPP1 é um componente chave para a manutenção da organizada 

conformação do complexo shelterin, estabilizando TRF1, TRF2, TIN2 e POT1 

sobre os telômeros (Qiang, Wu et al. 2014).  
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 Por fim, acredita-se que RAP1 seja responsável por atrair TRF2 para os 

telômeros. RAP1 parece ser dispensável para o capeamento dos telômeros. 

Entretanto, na sua ausência há um aumento do número de recombinações 

teloméricas com consequente piora da fragilidade dos telômeros, tornando-a 

importante para estabilidade genômica (Martinez, Thanasoula et al. 2010). Assim 

sendo, RAP1 é essencial para reprimir os mecanismos de reparação homóloga e 

não homóloga do DNA (HDR e NEJH, do inglês homology-directed repair e non-

homologous end-joining) indesejáveis nas regiões teloméricas (Sfeir, Kabir et al. 

2010). 

 Além de RAP1 interagir com TRF2, a proteína RAP1 também possui sítios 

de ligação independentes da região telomérica e subtelomérica. Esse achado 

sugere um importante papel na regulação da expressão de genes adicionais, 

principalmente os envolvidos no metabolismo energético (Martinez, Gomez-Lopez 

et al. 2016). Dessa forma, essa proteína poderia ser considerada um fator 

importante como mediador entre a biologia dos telômeros e o metabolismo geral 

celular. 

 Contudo, a expressão alterada de proteínas do complexo shelterin tem 

impacto significativo na capacidade proliferativa das células. A disfunção 

telomérica, induzida por perda da estabilidade do complexo shelterin, denominada 

descapeamento dos telômeros (do inglês, telomeres uncapping) induz a ativação 

de DDR, a qual pode culminar em indução de senescência ou apoptose das células 

comprometidas (Hockemeyer, Palm et al. 2008; Palm and de Lange 2008). 

Mutações ou inativações de diferentes componentes do complexo shelterin e 

inclusive presentes na proteína acessória disquerina (DKC1) já foram descritos e 
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tem sido associadas a importantes doenças crônicas severas como anemia 

aplástica e DC (Walne, Vulliamy et al. 2008; Savage and Alter 2009; Savage, Dokal 

et al. 2009). Modelos em animais experimentais salientam a importância das 

proteínas do complexo shelterin na rápida indução de declínio da capacidade 

regenerativa de tecidos e envelhecimento acelerado, mesmo na presença de 

telômeros com comprimento normal (Martinez, Thanasoula et al. 2010). Entretanto, 

não há estudos que descrevam o perfil de expressão gênica do complexo shelterin 

e proteínas acessórias em indivíduos portadores de obesidade.   
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2. JUSTIFICATIVA 

 

O desenvolvimento da obesidade possui íntima relação com o surgimento de 

várias doenças, as chamadas comorbidades, presentes em indivíduos idosos. Os 

indivíduos portadores de obesidade apresentam um perfil oxidativo e inflamatório 

crônico sistêmico aumentado. Por fim, os indivíduos portadores de obesidade 

apresentam um declínio das funções celulares e vulnerabilidade aumentada 

associada a um fenótipo de senescência celular precoce evidenciado por telômeros 

mais curtos.  

Entretanto, até o momento não há estudos na literatura que relacionem o 

encurtamento dos telômeros com a expressão gênica de fatores regulatórios da 

homeostase telomérica, como as proteínas do complexo shelterin, em células 

mononucleares de sangue periférico (PBMC) no contexto da obesidade.  

Por tal motivo, esse trabalho visa descrever a expressão gênica dos 

componentes do complexo shelterin e sua associação com citocinas inflamatórias e 

comprimento de telômeros. A hipótese desse nosso trabalho é que indivíduos 

portadores de obesidade com telômeros encurtados apresentam um perfil gênico 

do complexo shelterin desregulado acompanhado por um perfil pró-inflamatório 

aumentado. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivos Gerais 

 

Determinar se existe uma associação entre o encurtamento dos telômeros e 

o perfil molecular de genes do complexo shelterin e citocinas pró- inflamatórias, em 

células mononucleares de sangue periférico de indivíduos portadores de obesidade 

(IMC ≥ 35,0 kg/m2) quando comparados com indivíduos sadios não obesos. 

 

 3.2 Objetivos Específicos 

 

a) Determinar o perfil de expressão gênica de componentes do complexo 

shelterin; 

b) Determinar a expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias; 

c) Determinar se existe uma associação entre o perfil de expressão gênica 

do complexo shelterin, DKC1, citocinas pró-inflamatórias e o encurtamento 

telomérico, nos indivíduos portadores de obesidade mórbida, quando comparados 

aos seus controles. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Delineamento do estudo 

 

Estudo transversal. 

4.2 População do estudo 

 

O projeto atual utilizou sangue periférico de indivíduos previamente 

recrutados para o projeto “Determinação do comprimento de telômeros em 

diferentes populações celulares de obesos mórbidos ”, em andamento desde 2014, 

previamente aprovado pelo CEP da UFRGS e da PUCRS, sob os protocolos 

760.537 e 640.817, respectivamente (Anexos 1 e 2).  

4.2.1 Voluntários alocados ao grupo casos 

 

Os indivíduos desse estudo são pacientes com obesidade (IMC ≥ 35,0 

kg/m2), que recentemente se juntaram ao Centro de Obesidade e Síndrome 

Metabólica do Hospital São Lucas (HSL) da Pontifícia Universidade Católica do Rio 

Grande do Sul (PUCRS). Foram incluídos nesse estudo adultos com idades entre 

18 a 65 anos. Os participantes foram avaliados pelos médicos colaboradores deste 

projeto (Dr. Cláudio C. Mottin e Dr. Alexandre V. Padoin). 

4.2.2 Voluntários alocados ao grupo controles 

 

Indivíduos adultos (idades entre 18 a 65 anos) eutróficos (IMC entre 18,5 a 

24,9 kg/m2), sem comorbidades, não fumantes nem consumidores de álcool ou 

outras drogas, que concordaram em participar do projeto. 
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4.3 Cálculo amostral 

 

 O estudo foi baseado em uma variável de reposta contínua (IMC), com 

grupo controle e de casos, independentes. Para a realização desse estudo, o 

número mínimo recrutado foi de 54 indivíduos, 27 indivíduos do grupo caso 

pareados com o grupo controle (27 indivíduos). O tamanho amostral foi suficiente 

para elucidar uma relação entre tamanho de telômeros, obesidade, e sua 

associação com o nível de expressão dos genes do complexo shelterin, bem como 

sua relação com níveis de expressão de citocinas pró-inflamatórias assumindo um 

poder estatístico de 80% e um nível de significância de 5%. 

4.4 Coleta de material biológico 

 

De cada indivíduo participante foram coletadas duas amostras de 5 mL de 

sangue venoso periférico (total 10 mL), em tubo suplementado com anticoagulante 

(EDTA, Emogard). O sangue recebido foi centrifugado, o plasma foi separado e o 

sangue periférico foi reconstituído com o mesmo volume de solução salina 

tamponada (D-PBS, Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, Invitrogen, Califórnia, 

Estados Unidos). Posteriormente as células mononucleares de sangue periférico 

(PBMC) foram separadas em gradiente de densidade (Histopaque 1,077 g/mL, 

Sigma, Missouri, EUA). Finalmente, alíquotas de PBMC foram separadas para 

purificação de DNA genômico (gDNA) ou foi adicionado 750 µl de TRIzol 

(Invitrogen) para posterior extração de RNA total. As amostras foram estocadas em 

freezer a -80oC até a realização dos experimentos. 

4.5 Técnicas de biologia molecular 

 

4.5.1  Extração de RNA total  
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O RNA total foi extraído com TRIzol (Invitrogen). Quando no momento da 

extração, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente por 5 minutos, 

foi adicionado 200 µl de clorofórmio (Nuclear, Brasil) às amostras e as misturadas 

vigorosamente por 15 segundos. Seguidamente as amostras foram incubadas por 

15 minutos a temperatura ambiente, e centrifugadas a 12.000xg a 4oC, por 15 

minutos. Posteriormente, a fase aquosa foi transferida para novo tubo de 

microcentrífuga e foram adicionados 500 µl de álcool isopropílico (Nuclear) para 

cada 750 µl de TRIzol. Em seguida as amostras foram suavemente misturadas por 

inversão e incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. Depois da 

incubação, as amostras foram centrifugadas a 12.000xg por 10 minutos a 4oC, e o 

sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 1 mL de etanol (75% v/v) diluído 

em H2O tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC, Sigma). Por fim, as amostras 

foram centrifugadas a 7.500xg por 5 minutos a 4oC, em finalmente foi descartado o 

sobrenadante. O precipitado foi seco por 5 a 10 minutos a temperatura ambiente. 

Finalmente o RNA foi ressuspendido em 13 µl de H2O-DEPC e estocado a -80 oC 

até o momento da síntese do DNA complementar (cDNA). 

4.5.2 Síntese de cDNA e reação em cadeia da polimerase quantitativa (RT- qPCR) 

 

Prévia a síntese de cDNA, as amostras foram quantificadas em 

espectrofotômetro (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a 260nm. 

 A síntese do cDNA foi realizada com o kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcripition Kit (Applied Biosystems,Maryland, EUA). Resumidamente, foram 

adicionados 2,0 µl de 10XRT Buffer, 0,8 µl de dNTP Mix (100 mM), 2,0 µl de 

10XRT Random Primers, 1,0 µl de MultiScribe Reverse Transcriptase, 1,0 µl de 

https://www.google.com.br/search?rlz=1C1PQHB_enBR630BR630&q=applied+biosystems&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwijpOi1qb_PAhUHE5AKHdBEAAYQvwUIGygA
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inibidor de RNAse, e 3,2 µl de H2O. Em seguida, a reação foi completada com 10 µl 

de RNA total (30 ng/µl) de cada respectiva amostra. 

Foi utilizado o termociclador Verity (Applied Biosystems) seguindo as 

especificações de corrida sugeridas pelo fabricante: uma primeira incubação das 

amostras por 10 minutos a 25°C, seguido de 120 minutos a 37°C, e uma última 

incubação a 85°C por 5 minutos. Para as reações de PCR o cDNA total foi diluído 

1:20 em água de injeção. 

4.5.3 Desenho de oligonucleotídeos iniciadores (primers) 

 

Foi verificada a nomenclatura correta de cada gene-alvo escolhido no Hugo 

Gene Nomenclature Committee (HGNC) (http://www.genenames.org/) e sua 

sequência em bancos de dados disponíveis com livre acesso 

(http://www.ensembl.org/index.html).  

O desenho dos pares de oligonucleotídeos iniciadores (primers) foi realizado 

como o programa Primer3 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Os 

oligonucleotídeos iniciadores escolhidos para realizar os experimentos de 

expressão gênica estão listados na Tabela 1.  

  

http://www.ensembl.org/index.html)
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
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Tabela 1. Lista de primers utilizados e condições dos experimentos. 

Gene Alvo Nome Sequência de primers  Pb TA Primer
direto 

Primer 
reverso 

NM_017489.2 
NM_003218.3 

TRF1 5’GCCCTGATGATTTGGGGTTC 3’ 
5’TGCCATTTTCCATACAAACAGC 

 

106 pb 58° 62,5 nM 125,0 nM 

NM_005652.4 
 

TERF2  5’GTGTCTGTCGCGGATTGAAG3’ 
5’GGATTCGACCACTGCTTCTG3’ 

142 pb 59° 62,5 nM 31,25 nM 

NM_018975.3 RAP1 5’ATGATCCACCCACACCTGAG3’ 
5’GGAAGGCCTGTGTAACTGTTG3’ 

165 pb 60° 100 nM 100 nM 

NM_000391.3 TPP1 5’TGTTCCCACGGCCTTCATAC3’ 
5’CTGACCACCCAGTAGCCATC3’ 

155 pb 59,5° 62,5 nM 15,62 nM 

NM_001042594.1 
NM_015450.2 

POT1 5’CGGAGAACAAGCGACTATGC3’ 
5’TAGGAAGAGTTTAGGCGGGC3’ 

102 pb 59° 62,5 nM 125 nM 

NM_001288747.1 
NM_001363.4 

NM_001142463.2 

DKC1 5’CTGCTATGGGGCCAAGATTA3’ 
5’GCAGATTGCTTCTCCTTTGG3’ 

 

106 pb 57° 75 nM 75 nM 

NM_000576.2 IL1β 5’TGGCCCTAAACAGATGAAGTG3’ 
5’GAAGGTGCTCAGGTCATTCTC3’ 

199bp 57° 100 nM 100 nM 

NM_000594.3 TNF-α 5’TCTCTCTAATCAGCCCTCTGG3’ 
5’GCTTGAGGGTTTGCTACAAC3’ 

94pb 
 

60° 100 nM 100 nM 

NM_006098 GNB2L1
a
 5’GAGTGTGGCCTTCTCCTCTG3’ 

5’GCTTGCAGTTAGCCAGGTTC3’ 
224pb 60° 100 nM 100 Nm 

Abreviaturas: IL-1β: Interleucina 1 beta; TNF-α: Fator de necrose tumoral alfa; TRF1: Fator de repetição telomérico 1; TRF2: 
Fator de repetição telomérico 2; RAP1: Repressor/ativador da proteína 1; POT1: Proteína 1 de proteção dos telômeros; 
TPP1: Complexo TINT1/PIP1/PTOP1; DKC1: Disquerina 1; GNB2L1:  Guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 
polypeptide 2-like 1; TA: Temperatura de anelamento; Pb: pares de bases.

 a
Gene constitutivo (Ishii, Wallace et al. 2006). 

 

 

4.5.4 Matriz de oligonucleotídeos iniciadores 

 

Ainda, para padronizar as concentrações a serem usadas de cada par de 

oligonucleotídeos iniciadores foi desenhada uma matriz para cada primer. Assim foi 

escolhida a concentração de oligonucleotídeos iniciadores direto e reverso ótima.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=189409141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=189409139
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=429535831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=294979143
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=118582287
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=110671313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=98991775
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=570700850
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=570700849
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=570700848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=27894305
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=395132451
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Sucintamente, para a realização da matriz de oligômeros, foi feita uma 

diluição seriada de ambos os primers, direto e reverso, desde 250 nM 

respectivamente até 15,6 nM. Para cada reação da matriz original, ou seja, cada 

combinação de concentração de primers direto e reverso, foi incluído um controle 

negativo onde foi substituído o mesmo volume de DNA molde a ser amplificado por 

H2O. 

 

Figura 4. Esquema mostrando desenho de matriz de primers.  Placa de 96 
poços mostrando diluição seriada dos oligonucleotídeos iniciadores direto (F) e 
reverso (R). As setas contínuas e pontilhadas, respectivamente, indicam o sentido 
da diluição seriada dos oligômeros direto (do inglês forward) e reverso (do inglês 
reverse). Nos poços A1a E5 foi incluído o DNA molde a ser amplificado. Nos poços 
A7 a E12 foi adicionado H2O (controles negativos). 

 

Todavia, para a escolha da concentração mais adequada, foi analisado o 

pico de intensidade de fluorescência obtido pela curva de dissociação (curva de 

melting).  
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4.5.5. Expressão gênica 

 

O cDNA sintetizado foi utilizado como molde nas reações de qPCR para a 

detecção da expressão gênica do complexo shelterin TRF1, TRF2, TIN2, POT1, 

TPP1 e RAP1, além de, DKC1. GNB2L1 foi utilizado como gene constitutivo. O 

gene constitutivo foi escolhido pelo programa geNorm v3.0, o qual calcula entre 

todos os genes analisados os que menos variam no experimento para serem 

utilizados como genes de referência. 

O estado inflamatório dos participantes foi avaliado pela quantificação da 

expressão de citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α.  

Todas as reações consistiram em um volume final de 20 µL contendo 2µl de 

tampão 10X (200 mM Tris-HCl pH 8,0 e 500 mM KCl, Invitrogen), 1,2 µl de MgCl2 

(50 mM, Invitrogen), 0,2 µl de dNTP (10 mM, Ludwig Biotec, RS, Brasil), 2 µl de 

SYBR® Green I 1X (Sigma-Aldrich) e 0,05 µl de Taq Polimerase (5U/µl, Invitrogen). 

As concentrações dos oligômeros escolhidas estão descritas na Tabela 1. 

 Todas as corridas foram realizadas no aparelho StepOnePlus (Applied 

Biosystems) com o programa StepOneTM versão 2.2.2 (Applied Biosystems). As 

corridas foram realizadas em 3 etapas a diferentes temperaturas. Na primeira, as 

amostras foram incubadas por 2 min a 50°C, seguidas de 2 minutos a 95°C, e 

finalmente foram realizados 40 ciclos da seguinte maneira: 95°C por 15 segundos e 

60°C por 30 segundos. Como etapa final para a confirmação do produto específico 

único incluímos na corrida a análise da curva de dissociação (curva de melting). 

 



 

28 
 

4.6 Análise e documentação em géis de agarose 

 

Foi confirmado o tamanho dos fragmentos esperados por corrida 

eletroforética em gel de agarose ao 3%. Os produtos da PCR foram evidenciados 

pela coloração com SYBRsafe (Invitrogen) e documentados após digitalização 

(Geliance 600 Imaging System, PerkinElmer, Connecticut, EUA) após iluminação 

com luz ultravioleta. 

4.7 Análise comparativa da expressão relativa pelo método ∆∆CT 

 

A análise foi realizada pelo método comparativo ΔΔCT (Livak and 

Schmittgen 2001). Na fase inicial da análise, foi excluída toda triplicata com 

diferença ≥ 0,5 ciclos, as quais foram repetidas em outra placa (média das três 

triplicatas). A diferença entre a média das triplicatas (gene alvo – gene de 

referência) foi calculada gerando o ∆CT. Posteriormente, foi subtraído o valor de 

∆CT de cada amostra do valor médio (∆CTm) de todas as amostras gerando o valor 

de ∆∆CT. Por fim foi calculada a expressão média do gene de cada amostra pelo 

cálculo 2^-∆∆CT. Ainda, para confirmar a variabilidade inter-placa entre as diferentes 

corridas do mesmo gene, foi incluída em cada placa uma amostra de referência 

(escolhida aleatoriamente) cuja variação também foi menor de 0,5 ciclos entre as 

diferentes placas. As placas dos mesmos genes foram analisadas com o mesmo 

nível de detecção de fluorescência (threshold) para todas as corridas.  

4.8 Testes estatísticos 

 

O teste de Kolmogorov–Smirnov foi realizado a fim de verificar se havia 

normalidade na distribuição das amostras para cada variável. Utilizamos teste T 

de Student ou teste U de Mann-Whitney, para a comparação entre os dois grupos, 
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dependendo da distribuição dos dados. Para a comparação entre três ou mais 

grupos, foi utilizada a análise de variância ANOVA para os dados que seguiram a 

distribuição normal ou Kruskal-Wallis quando a distribuição de ao menos um dos 

grupos em comparação não foi normal. Todas as análises de correlação foram 

realizadas através do teste de correlação paramétrico de Spearman e 

apresentadas com o programa Tableau. A diferença estatística foi considerada 

significativa quando o valor P foi ˂ 0,05. As análises foram realizadas com o 

programa GraphPad Prism versão 5.0 e as figuras montadas com o programa 

Corel DRAW Home and Student X6 (2012). 

 

4.9 Descarte de resíduos 

 

 Após o uso, os materiais plásticos descartáveis em contato com as amostras 

biológicas foram inativados por imersão em solução contendo 10% de hipoclorito 

(HClO) por 15 minutos e acondicionados em sacos plásticos, autoclavados e 

descartados em sacos específicos para o descarte de material biológico. O 

recolhimento dos resíduos biológicos e plásticos foi realizado pelo serviço 

específico da empresa Aborgama POA contratada pela UFRGS. 

 Os resíduos químicos foram identificados, separados e armazenados 

adequadamente em sala destinada para este fim e posteriormente recolhidos pela 

central de gerenciamento e tratamento de rejeitos químicos (CGTRQ) da UFRGS. 

4.9.1 Ética 

 

Todos os procedimentos metodológicos previstos foram realizados em 

consonância com as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa 
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envolvendo seres humanos (Resolução 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde) 

e as diretrizes éticas internacionais para pesquisas biomédicas envolvendo seres 

humanos (CIOMS 2002; HTTP://www.cioms.ch/). 

Para esse estudo foram utilizadas amostras previamente coletadas (projeto 

previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul (CAAE: 26793114.0.0000.5347, Anexo 1), sob o protocolo nº 

640.817; onde a Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul colabora na 

qualidade de centro coparticipante (CAAE: 29576014.4.1001.5336, Anexo 2). 

Todos os voluntários assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido 

(TCLE) contendo a informação de que suas amostras seriam usadas para outros 

projetos além do projeto original inicial.  

Essa dissertação foi feita com amostras previamente estocadas, sem a 

necessidade de coleta de novas amostras ou a inclusão de novos participantes.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Dados demográficos  

 

Nossa amostra consistiu de indivíduos portadores de obesidade (n = 39) 

provenientes do COM do HSL e controles eutróficos (n = 27). Os dados referentes 

as características demográficas estão descritas na Tabela 2. Como esperado, 

observamos diferenças estatisticamente significativas (P < 0,05) entre os grupos 

quando comprados com respeito ao IMC e as diferentes comorbidades (síndrome 

metabólica, DMT2, HAS, dislipidemias e esteatose hepática). Como o grupo dos 

indivíduos portadores de obesidade apresentou idade significativamente maior que 

o grupo dos indivíduos controles (P = 0,0006), quando necessário, as análises 

foram ajustadas pela idade. 

Tabela 2. Características demográficas dos indivíduos de estudo*. 

Variáveis Controles (n = 27) Obesos (n = 39) P 

Sexo (masculino), n/total (%) 11/27 (40,7) 9/39 (23,1) 0,1742 

Idade, mediana  28,0 (26,0-33,0) 36,0 (32,7-41,2) 0,0006 

IMC, mediana  22,1 (20,7-23,2) 45,0 (41,4-50,2) < 0,0001 

Comorbidades, n/total (%)    

    Síndrome metabólica 0/27 (0) 21/39 (53,8) < 0,0001 

    Diabetes mellitus tipo 2 0/27 (0) 11/39 (28,2) 0,0019 

    Hipertensão arterial sistêmica 0/27 (0) 21/39 (53,8)  < 0,0001 

    Dislipidemia 0/27 (0) 24/39 (61,5) < 0,0001 

    Esteatose hepática 0/27 (0) 19/39 (48,7) < 0,0001 

IQ = intervalo interquartil. Resultados expressos em número (percentagem) ou mediana (intervalo interquartil 25-75%). Os 
resultados em negrito indicam diferença significativa entre os grupos (nível de significância de 95%). Abreviaturas: IMC: 
índice de massa corporal. *Esses dados foram previamente apresentados na dissertação de mestrado de Lucas K. Grun  
(https://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/126844/000973447.pdf?sequence=1). 

https://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/126844/000973447.pdf?sequence=1
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5.2 Expressão gênica das proteínas do complexo shelterin e disquerina 

 

Estudos apontam que a proteína TRF1 regula a localização telomérica dos 

outros componentes do complexo shelterin, mantendo a estrutura tridimensional 

dos telômeros com capacidade funcional, além de regular negativamente a 

manutenção dos telômeros dependente de telomerase (Okamoto, Iwano et al. 

2008).  

 Nossa análise estatística do nível de expressão do mRNA de TRF1 mostrou 

diferença estatística entre os grupos (Figura 5, P = 0,023). Assim, em nosso 

estudo, indivíduos obesos apresentaram maiores níveis de expressão gênica de 

TRF1 quando comparados com seus pares eutróficos. 

 

Figura 5. Avaliação da expressão gênica relativa de TRF1 em indivíduos 

portadores de obesidade. Houve diferença estatística entre os grupos analisados 

com maior grau de expressão verificada nos indivíduos portadores de obesidade (P 

= 0,023; teste estatístico de Mann-Whitney). Barras: Mediana (intervalo interquartil, 

25-75%). 
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Entre as proteínas do complexo shelterin, TRF2 tem mostrado ser um fator 

chave para a proteção dos telômeros, já que TRF2 expressa um domínio capaz de 

inibir a ativação da via ATM. Além disso, TRF2 parece reprimir recombinações não 

homologas nas regiões teloméricas (Picco, Coste et al. 2016). Nossos resultados 

não demonstraram diferenças significativas na expressão gênica de TRF2 entre os 

indivíduos controles eutróficos e os indivíduos obesos (Figura 6, P = 0,785). 

Quando comparadas com a expressão dos outros genes, a expressão de TRF2 foi 

significativamente menor nos dois grupos (P < 0,005). 

 

Figura 6. Expressão gênica relativa similar de TRF2 em indivíduos obesos e 
controles eutróficos. (P > 0,05; teste estatístico de Mann-Whitney). Barras: 
Mediana (intervalo interquartil, 25-75%). 
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A proteína TPP1 fornece um reforço a ligação de POT1 sobre o DNA 

telomérico de fita simples. TPP1 parece ser a chave para o recrutamento da 

enzima telomerase de até a região telomérica (Rajavel, Orban et al. 2016). Em 

nosso trabalho, também não observamos diferenças na expressão gênica de TPP1 

entre indivíduos obesos e eutróficos (Figura 7, P = 0,965). 

 

 

Figura 7. Expressão gênica relativa similar de TPP1 entre indivíduos obesos e 
controles eutróficos. (P > 0,05; teste estatístico de Mann-Whitney). Barras: 
Mediana (intervalo interquartil, 25-75%). 
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Por outro lado, a proteína POT1 liga-se sobre os telômeros na região de fita 

simples telomérica e tem mostrado suprimir a ativação de respostas de reparo ao 

DNA telomérico as quais são indesejáveis nestas regiões. Nossas análises 

demonstraram que POT1 foi significativamente expressa em indivíduos portadores 

de obesidade, quando comparados com seus pares eutróficos (Figura 8, P = 

0,026). 

 

 

Figura 8. Avaliação da expressão gênica relativa da proteína POT1 em 
indivíduos obesos e controles eutróficos. Houve diferença estatística entre os 
grupos analisados com o maior grau de expressão verificada nos indivíduos obesos 
(P = 0,026; teste estatístico de Mann-Whitney). Barras: Mediana (intervalo 
interquartil, 25-75%). 
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Seguindo a mesma tendência, a expressão gênica de RAP1 mostrou-se 

significativamente elevada em indivíduos portadores de obesidade quando 

comparados com seus pares eutróficos (Figura 9, P = 0,0017). 

 

Figura 9. Expressão gênica relativa aumentada de RAP1 em indivíduos 
portadores de obesidade. Houve diferença estatística entre os grupos analisados 
com o maior grau de expressão verificada nos indivíduos obesos (P = 0,0017; 
Teste estatístico de Mann-Whitney). Barras: Mediana (intervalo interquartil, 25-
75%).  

  

Por fim, avaliamos a expressão gênica de TIN2, cuja proteína TIN2, 

assegura a integridade do complexo shelterin sobre os telômeros interagindo 

diretamente com TRF1, TRF2 e TPP1. Entretanto, embora tenhamos desenhado 2 

vezes oligonucleotídeos específicos, não conseguimos obter dados de PCR 

confiáveis. 
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Finalmente, a DKC1 é uma proteína conservada no processo de evolução. 

Embora não faça parte do complexo telomérico, participa da regulação da 

holoenzima telomerase (Angrisani, Vicidomini et al. 2014) e parece estar associada 

(ligada) a vários complexos proteicos independente dos processos nucleares.  

 Em nosso trabalho a expressão de DKC1 foi significativamente maior nos 

indivíduos portadores de obesidade quando comparados aos seus controles 

eutróficos (Figura 10, P = 0,0217). 

 

Figura 10. Expressão gênica relativa aumentada de DCK1 em indivíduos 
obesos e controles eutróficos. Houve diferença estatística entre os grupos 
analisados (P = 0,0217; teste estatístico de Mann-Whitney). Barras: Mediana 
(intervalo interquartil, 25-75%). 

 

5.3  Perfil de expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias 

 

 IL-1β é uma citocina pró-inflamatória secretada pelas PBMC e tem a 

particularidade de orquestrar fortemente o sistema imunológico em resposta a 
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insultos infecciosos e condições de inflamação estéril (Case, Shin et al. 2009; 

Ratner, Orning et al. 2017).  

 A análise de expressão gênica nas PBMC de nossos pacientes portadores 

de obesidade mostrou elevada expressão de IL-1β (Figura 11, P ˂ 0,001). Como 

esperado, a expressão de IL-1β em nosso grupo controle foi detectável em poucas 

amostras.  

 

Figura 11. Expressão gênica relativa de IL-1β aumentada em indivíduos 
portadores de obesidade. (P ˂ 0,001; teste estatístico de Mann-Whitney). Barras: 
Mediana (intervalo interquartil, 25-75%). 

 

Similar a IL-1β, durante processos inflamatórios a citocina pró-inflamatória 

TNF-α é uma molécula chave para regular processos associados com a imunidade 

(Jorge, Andrade et al. 2016). TNF-α é comumente produzida e secretado por 

células endoteliais e células do sistema imune, bem como, células do tecido 

adiposo (Jorge, Andrade et al. 2016).  Entretanto, TNF-α é uma proteína expressa 
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na fase aguda da inflamação. Por tal motivo, nossos resultados demonstraram a 

expressão gênica de TNF-α em poucas amostras sem diferença entre os grupos 

(Figura 12, P = 0,0848).  

 

Figura 12. Avaliação da expressão gênica relativa da proteína TNF-α em 
indivíduos obesos e controles eutróficos. (P > 0,05; teste estatístico de Mann-
Whitney). Barras: Mediana (intervalo interquartil, 25-75%). 

 

5.4  Correlação entre genes do complexo shelterin, DKC1, comprimento de 

telômeros e citocinas inflamatórias 

 

  Com o intuito de verificar associações entre os diferentes genes do 

complexo shelterin, a expressão de citocinas pró-inflamatórias e a razão T/S como 

medida de comprimento de telômeros, analisamos as relações mediante análises 

de correlação de Spearman (Figura 13) nos indivíduos do grupo controle e nos 

indivíduos do grupo portadores de obesidade, por separado. 
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Figura 13. Análise de correlação de Spearman entre as proteínas do 

complexo shelterin no grupo controle e no grupo obesos. As correlações 

significativas (P < 0,05) estão indicadas por quadrados vermelhos.  
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Os níveis de expressão gênica em indivíduos controles entre TRF1 e TPP1 

(r2 = 0,755, P = < 0,0001), TRF1 e RAP1 (r2 = 0,484; P = 0,002); TRF2 e TPP1 (r2 = 

0,444; P = 0,035) e TPP1 e RAP1 (r2 = 0,512; P < 0,002); apresentaram 

associações significativamente positivas (Figura 13, painel superior). 

Quando observadas as mesmas associações no contexto da obesidade, 

observamos uma mudança no perfil de correlações. Observamos correlações 

positivas entre POT1 com TRF1 (r2 = 0,325; P = 0,01) e com TPP1 (r2 = 0,283; P = 

0,027) e TPP1 e RAP1 (r2 = 0,573; P < 0,0001). As demais correlações entre os 

componentes do complexo shelterin não foram significativas no grupo obesos 

(Figura 13, painel inferior). 
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Figura 14. Análise de correlação de Spearman entre as proteínas do 

complexo shelterin, DKC1 e razão T/S no grupo controle e no grupo obesos. 

As correlações significativas (P < 0,05) estão indicadas por quadrados vermelhos. 
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Outra proteína que regula a atividade da enzima telomerase e participa do 

complexo holoenzima telomerase é a DKC1. DKC1 mostrou uma associação 

positiva com TRF1 e POT1 (r2 = 0,316; P = 0,045 e r2 = 0,630; P = 0,018, 

respectivamente) no grupo controle. Somado a isso, a forte associação entre DKC1 

e TPP1 (r2 = 0,765; P = 0,0004) presente no grupo dos indivíduos controle foi 

perdida no grupo dos portadores da obesidade bem como as outras correlações de 

DKC1 vista no grupo controle (Figura 14).  

Quando correlacionamos o comprimento dos telômeros (razão T/S) com a 

expressão gênica dos componentes do complexo shelterin, nenhuma correlação foi 

significativa no grupo controle (Figura 14, painel superior, P > 0,05).  

Não obstante, no grupo dos portadores de obesidade, a DKC1 apresentou 

uma associação positiva com a razão T/S (r2 = 0,306; P = 0,040). O encurtamento 

dos telômeros observado nos indivíduos com obesidade mostrou uma forte 

associação com POT1 (r2 = 0,247; P ˂ 0,035) (Figura 14, painel inferior).  

A IL-1β foi positivamente correlacionada com a expressão gênica de TRF1(r2 

= 0,315; P ˂ 0,002) e TPP1 (r2 = 0,194; P ˂ 0,0028). Essas correlações se 

perderam no grupo dos indivíduos portadores de obesidade. Devido ao limitado 

número de amostras com expressão de TNF-α não conseguimos fazer análises de 

correlação com outros parâmetros. Entretanto, dentro do grupo dos indivíduos 

portadores de obesidade com expressão de TNF-α (n = 8), houve uma forte 

associação entre IL-1β e TNF-α (r2 = 0,694; P = 0,010, dados não apresentados). 
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6. DISCUSSÃO 

 

 Indivíduos portadores de obesidade apresentam, de forma prematura, 

características previamente descritas e associadas com o envelhecimento 

fisiológico, como a capacidade reduzida de lidar com diferentes insultos (agentes 

biológicos, físicos e químicos) e um estado pró-inflamatório crônico sistêmico 

aumentado. Nesse sentido, o estado de parainflamação não resolvido, promove um 

estado de senescência celular em adipócitos que pode impactar no funcionamento 

de diversos tecidos e pode comprometer a qualidade de vida e a expectativa de 

vida do organismo em geral.  

A hipótese de senescência de células adiposas ressalta que nos indivíduos 

portadores de doenças metabólicas como a obesidade, a resolução da inflamação 

está atenuada, e a parainflamação, age como mecanismo de sustentação do 

processo inflamatório (Newsholme and de Bittencourt 2014). Associado a esse 

estado pró-inflamatório há um acúmulo de células senescentes que modificam seu 

fenótipo para o perfil SASP.  

 Em nosso trabalho, utilizamos PBMC de uma coorte formada por 39 

indivíduos portadores de obesidade grau II e grau III, previamente descrita 

(https://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/126844/000973447.pdf?sequen

ce=1). Dentro dos 39 participantes do grupo de portadores de obesidade, todos os 

participantes apresentam ao menos uma comorbidade (dislipidemia, DMT2, 

esteatose hepática, HAS ou SM). Por outro lado, nesse mesmo trabalho, Grun e 

colaboradores demonstraram nas PBMC telômeros encurtados com uma 

correlação negativa quando associadas com idade e IMC (manuscrito em 

preparação). 

https://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/126844/000973447.pdf?sequence=1
https://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/126844/000973447.pdf?sequence=1
https://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/126844/000973447.pdf?sequence=1
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Como dito anteriormente o comprimento dos telômeros tem sido associado 

com a idade biológica dos indivíduos saudáveis (Blasco 2007). Por outro lado, seu 

encurtamento acelerado, tem sido observado em diversas doenças crônicas, 

associado a estilos de vida pouco saudáveis e associado a eventos precoces de 

senescência celular. Da mesma forma, a frequência aumentada de células no 

estado senescente tem sido observada em indivíduos idosos ou associada com 

doenças crônicas (Alder, Guo et al. 2011; Kyoh, Venkatesan et al. 2013; Haycock, 

Heydon et al. 2014). 

A literatura descreve 9 marcadores possivelmente associados com o 

envelhecimento dos organismos, dentro deles o encurtamento dos telômeros 

(Lopez-Otin, Blasco et al. 2013). 

A disfunção telomérica limita a capacidade proliferativa das células 

somáticas e induz eventos de senescência celular ou de apoptose. A disfunção 

telomérica pode ser consequência de falhas ou mutações presentes na enzima 

telomerase, como as relatadas nas telomeropatias anemia aplástica (AA) ou 

Disceratose congénita (DC) (Townsley, Dumitriu et al. 2014; Stella, Balestro et al. 

2016). 

Por outro lado, a disfunção telomérica em humanos pode ser consequência 

de deficiências presentes nas proteínas do complexo shelterin (Palm and de Lange 

2008). Nesse sentido, trabalhos realizados em modelos experimentais de perda de 

função dos componentes do complexo shelterin tem demonstrado o declínio 

acentuado da capacidade regenerativa dos tecidos ou seu envelhecimento 

acelerado (Martinez, Thanasoula et al. 2010).  
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A utilização dos modelos experimentais em animais geneticamente 

modificados tem sido fundamental para o estabelecimento de um papel causal 

entre o encurtamento dos telômeros e o envelhecimento (Blasco, Lee et al. 1997; 

Armanios 2009; Armanios, Alder et al. 2009) ou a reativação da ação da enzima 

telomerase e a sobrevida aumentada (Jaskelioff, Muller et al. 2011). As proteínas 

do complexo shelterin e a enzima telomerase colaboram para o alcance de um 

tamanho telomérico determinado durante os eventos de proliferação celular. A 

coordenação entre as proteínas do complexo shelterin, seu recrutamento e a 

regulação da telomerase, variam nos diferentes tipos celulares ou em diferentes 

contextos patofisiológicos como exemplificado na figura 2. 

Entretanto, não há dados na literatura que apresentem uma descrição 

completa dos componentes do complexo shelterin em PBMC, suas quantidades 

estequiométricas e sua inter-relação em contextos patológicos, presentes na 

obesidade.  

Nossos dados demonstram uma expressão alterada e significativamente 

aumentada dos genes TRF1, POT1 e RAP1 do complexo shelterin e do gene 

DKC1 em PBMC de indivíduos portadores de obesidade, quando comparados com 

seus pares eutróficos.  

Dados da literatura sugerem que as proteínas do complexo shelterin TRF1, 

TRF2, TIN2 e POT1 participam de um mecanismo regulatório de retroalimentação 

negativa. TRF1 e TRF2 através de seus domínios tipo Myb associam-se com a 

porção telomérica de fita dupla e detectam as repetições de hexanucleotídeos 

(Chen, Yang et al. 2008). A superexpressão de TRF1 resulta na gradual e 

progressiva perda das repetições teloméricas mesmo em linhagens imortalizadas. 
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Entretanto, um mutante disfuncional de TRF1 permite a elongação dos telômeros, 

confirmando que TRF1 age como um regulador negativo (van Steensel and de 

Lange 1997). A superexpressão de TRF1 ou de TRF2 não afeta a expressão da 

enzima telomerase. Os autores têm proposto que tanto TRF1 como TRF2 impedem 

a ação da telomerase por serem as principais proteínas a favorecer a formação da 

estrutura tridimensional telomérica de T-loop que restringe a aproximação da 

enzima na porção telomérica (Smogorzewska, van Steensel et al. 2000). 

 A elevada expressão de TRF1 nas PBMC de indivíduos com obesidade da 

nossa coorte é consistente com as funções biológicas de TRF1 e as evidências 

publicadas na literatura. Entretanto, sua expressão não mostrou correlação com o 

encurtamento telomérico (P = 0,324). A falta de correlação poderia ser explicada 

pelo mecanismo de ação da TRF1. Neste sentido, alguns autores salientam a 

existência de um fino controle de diversos fatores que participam na homeostase 

do comprimento dos telômeros gerenciados principalmente pela atividade da 

telomerase como um regulador positivo e TRF1 e TRF2 como reguladores 

negativos (Smogorzewska, van Steensel et al. 2000).  

Em nosso cenário, a expressão gênica aumentada de TRF1 em PBMC 

associada com telômeros encurtados nos indivíduos portadores de obesidade está 

de acordo com os dados de (Smogorzewska, van Steensel et al. 2000), e 

consistente com a ideia da proteína TRF1 ter um papel como regulador negativo, 

aumentado em situações com telômeros encurtados como o observado na 

obesidade. Em linhagens celulares, células com telômeros longos recrutam grande 

quantidade de TRF1 sobre a região telomérica, o que favoreceria a formação da 

estrutura do T-loop restringindo a ação da telomerase. A inibição da ação da 
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telomerase levaria ao encurtamento progressivo dos telômeros com expressão 

elevada de TRF1 (McEachern and Blackburn 1995). 

 Estudos em humanos indicam que células linfoides tumorais (células com 

alto potencial proliferativo como as PBMC) (Panero, Alves-Paiva et al. 2016) e 

amostras de tecido humano de tumor de cérebro (Butler, Hines et al. 2012) também 

apresentaram padrão similar ao visto em nosso trabalho com elevação de TRF1 

quando os telômeros estavam encurtados. 

Embora as evidências sugiram que tanto TRF1 como TRF2 compartilham 

uma mesma função regulatória negativa (Chen, Yang et al. 2008) nossos dados 

demonstram que TRF2 está significativamente reduzida nos dois grupos 

estudados, quando comparadas com o perfil gênico dos outros genes do mesmo 

grupo, controle ou portadores de obesidade, mas não entre os diferentes grupos. 

Esse resultado sugere que TRF2 deve ter um mecanismo de controle diferente que 

o presente em TRF1. A expressão diminuída de TRF2 já foi demonstrada em 

pacientes com desordens hematológicas como gamopatia monoclonal de 

significado indeterminado (MGUS) ou mieloma múltiplo (MM) (Panero, Arbelbide et 

al. 2010). Estudos adicionais serão necessários para determinar a real contribuição 

da proteína TRF2 na homeostasia telomérica ou no contexto de obesidade. 

Nossos resultados também demonstraram POT1 aumentada nas PBMC do 

grupo dos indivíduos portadores de obesidade e acompanhou o perfil apresentado 

por TRF1. POT1 demonstrou uma associação positiva com TRF1 e TPP1 (r2 = 

0,325; P < 0,0,01 e r2 = 0,283 P < 0,027, respectivamente). Ao igual que TRF1 e 

TRF2, a literatura descreve um papel regulador negativo de POT1 sobre o 

alongamento dos telômeros sem interação com a atividade da enzima telomerase. 
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Similar ao mecanismo proposto para TRF1 e TRF2, POT1 potencialmente inibiria a 

alocação da telomerase sobre os telômeros e evitaria sua interação com outras 

proteínas e com os telômeros (Takai, Jenkinson et al. 2016). 

O promotor de POT1 apresenta um elemento de união para o NF-ᴋB. 

Portanto, POT1 também pode ser regulada pela ativação do NF-ᴋB, o que sugere 

uma função associada com a inflamação. Em linhagem de macrófagos de 

roedores, POT1 mostrou-se presente tanto na porção telomérica quanto no citosol, 

demonstrando funções celulares extra-teloméricas. No citosol destas células, a 

variante de roedores POT1b parece associar-se com a proteína Rab5 e inibir 

parcialmente o mecanismo de endocitose de bactérias assim como também 

diminuir a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) com 

concomitante diminuição da produção de oxido nítrico, molécula essencial para 

função bactericida destas células (Hagiwara, Komatsu et al. 2013). Neste sentido, a 

elevação gênica de POT1 presente em PBMC vista nos indivíduos portadores de 

obesidade também poderia comprometer funções do sistema imune e contribuir 

com a aumentada suscetibilidade a infecções bacterianas, como observado em 

indivíduos portadores de obesidade (Hagiwara, Komatsu et al. 2013; Sohrab, 

Kamal et al. 2017). 

Ainda, corroborando com nossos resultados, estudos demonstram que TRF1 

apresenta um perfil de expressão gênica diminuída similar a RAP1, em linhagens 

celulares de telômeros curtos, ou seja, a quantidade de TRF1 e RAP1 na célula 

reflete um menor comprimento dos telômeros  (McEachern and Blackburn 1995; 

van Steensel and de Lange 1997; Smogorzewska, van Steensel et al. 2000). Como 

consequência os telômeros de determinada linhagem celular eventualmente 

convergirão a um comprimento telomérico médio. Assim, os autores salientam que 



 

51 
 

um telômero em homeostase possui TRF1 o suficiente para permitir um 

comprimento apropriado dos telômeros mantido pela telomerase (McEachern and 

Blackburn 1995; van Steensel and de Lange 1997; Smogorzewska, van Steensel et 

al. 2000). 

Em nosso trabalho, observamos uma elevada expressão de RAP1 sem 

associação significativa (P = 0,592) com o encurtamento prematuro dos telômeros 

no grupo obesos. A proteína RAP1 associa-se aos telômeros através de uma 

interação com TRF2. Entretanto, nossos resultados demonstraram uma expressão 

de TRF2 diminuída e aumento de RAP1 nas mesmas amostras, sugerindo que 

RAP1 poderia exercer funções adicionais as observadas na homeostase 

telomérica. Nesse sentido, Hsiangling Teo e colaboradores identificaram funções 

telômeros-independentes e combinadas com a sinalização do fator de transcrição 

nuclear NF-ᴋB (Teo, Ghosh et al. 2010). A interação no citoplasma de RAP1 com o 

complexo inibidor quinase IkappaB (IKK1/2 ou NEMO) demonstrou ser um passo 

essencial na ativação do NF-ᴋB com subsequente ativação dos genes alvos de 

controle do NF-ᴋB (Teo, Ghosh et al. 2010). 

 A região promotora de RAP1 apresenta sítios de ligação a subunidade p65 

do NF-ᴋB (Teo, Ghosh et al. 2010). Em células HEK293 os autores relataram um 

mecanismo de retroalimentação positiva. Assim, após um estímulo pró-inflamatório, 

há ativação de NF-ᴋB com translocação ao núcleo e ligação de p65 no promotor de 

RAP1 estimulando sua expressão e por conseguinte aumentando os níveis de 

RAP1, os quais associados ao complexo IKK1/2-NF-ᴋB alimentam a propagação 

do estímulo inflamatório (Teo, Ghosh et al. 2010). A inibição de RAP1 por RNA de 

interferência em linhagem de macrófago murino mostrou a redução de IL-1β, IL-8, 

IL-6 e MCP1 e aumento de fatores reguladores como IL-10 e IkBα, dependentes de 
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p65 (Cai, Sukhova et al. 2015). Um aumento de RAP1 também foi descrito em 

indivíduos com doença inflamatória crônica de origem autoimune como o lúpus 

eritematoso sistêmico (LES) (Zhou, Qing et al. 2011). 

 Como esperado, nossos resultados detectaram expressão aumentada da 

interleucina pró-inflamatória IL-1 nas PBMC do grupo dos indivíduos portadores 

de obesidade. Desta forma, a elevada expressão de RAP1 e IL-1β, alvos de 

controle do NF-ᴋB, poderia estar sendo sustentada por um mecanismo de 

retroalimentação positiva, presente a nível sistêmico e local em indivíduos 

portadores de obesos. Todo este processo poderia ser decorrente do desbalanço 

pró-inflamatório associado ao tecido adiposo. A proteína RAP1 aumentada em 

obesos, poderia representar um mecanismo molecular chave, adicional, de 

conexão entre o envelhecimento precoce observado nos indivíduos portadores de 

obesidade e o SASP. Assim, RAP1 aumentada contribuiria para o menor 

comprimento telomérico, alteração do perfil de expressão de proteínas teloméricas 

e secreção de citocinas pró-inflamatórias via sinalização de NF-ᴋB.  

Nesse sentido, resultados ainda não publicados de nosso grupo demonstram 

a secreção aumentada de citocinas pró-inflamatórias reguladas por NF-ᴋB (IL-1β, 

IL-6 e IL-8) em cultura de PBMC dos indivíduos portadores de obesidade, as quais 

poderiam potencializar o ciclo de parainflamação alimentado também por RAP1 

(Parisi, MM., manuscrito submetido). 

Linhagens de câncer de mama tratadas com ativadores clássicos de NF-ᴋB 

aumentaram a expressão de TRF1, TIN2 e POT1 em cerca de 4 a 6,5 vezes 

(Butler, Hines et al. 2012). Assim, a parainflamação presente nos indivíduos com 

obesidade oriunda do tecido adiposo poderia ser responsável pela ativação do NF-



 

53 
 

ᴋB, o qual levaria a expressão aumentada de RAP1. A elevação crônica de RAP1 

via NF-ᴋB amplificaria o ciclo de elevada expressão de RAP1, TRF1 e POT1 como 

os verificados no nosso trabalho. 

 Além da associação de RAP1 com a inflamação via NF-ᴋB, Martínez e 

Blasco também demonstraram elementos de união para RAP1 presente nos 

promotores de fatores de transcrição chaves no metabolismo de lipídeos como o 

receptor ativado por proliferador de peroxissomo α (PPARα) e o coativador do 

receptor ativado por proliferadores de peroxissoma α1 (PGC-1α) (Martinez, Gomez-

Lopez et al. 2013). Entretanto, contrário aos nossos resultados, camundongos 

nocautes para RAP1 (RAP1-/-) apresentaram desenvolvimento prematuro da 

obesidade e comorbidades associadas (Martinez, Gomez-Lopez et al. 2013).  

 PPARs possuem vários papeis em processos patofisiológicos incluindo 

diferenciação celular, tumorogenese e metabolismo de lipídios, proteínas e 

carboidrato. Entretanto, em cada tipo celular eles parecem favorecer processos 

diferentes celulares diferentes, além disso, ligantes de PPARs incluem ácidos 

graxos e seus derivados (Derosa, Sahebkar et al. 2017).  

 PGC-1α é um alvo de PPARs e ainda, sua expressão regula atividade de 

PPARs. Somado a isso, recentemente o conjunto de genes mais fortemente 

induzidos por PGC-1α foram os de células mielóides (Rowe, Raghuram et al. 2014) 

25009290. Desta forma, RAP1 aumentada ainda poderia estar envolvida na 

regulação desta via nas células analisadas neste trabalho. 

  Por tanto, para explicar nossos resultados observados nos indivíduos 

portadores de obesidade seria interessante quantificar a expressão proteica de 

RAP1 e dos fatores associados ao catabolismo de lipídeos PPARα e PGC-1α. 
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Embora a DKC1 não faça parte do complexo shelterin, também participa da 

regulação da homeostase e do comprimento dos telômeros mediante a 

estabilização da telomerase. A DKC1 está associada com a subunidade TERC 

(TR) que fornece o molde de RNA (Li, Wu et al. 2003; Cohen, Graham et al. 2007). 

Em humanos DKC1 e hTERC (do inglês human telomerase reverse transcriptase) 

são constitutivamente expressas, entretanto, a atividade da enzima telomerase é 

dependente da subunidade hTERT (do inglês human telomerase RNA 

complement), a qual tem a expressão altamente regulada durante o 

desenvolvimento dos tecidos humanos (Li, Wu et al. 2003; Cohen, Graham et al. 

2007; Penzo, Ludovini et al. 2015).  

 Nossos resultados demonstraram maior expressão gênica de DKC1 no 

grupo dos portadores de obesidade e seus níveis de expressão gênica de DKC1 

foram positivamente correlacionados com telômeros maiores (r2 = 0,305; P = 

0,040). DKC1 também mostrou uma associação positiva com TRF1 e POT1 (r2 = 

0,316; P = 0,04 e r2 = 0,630; P = 0,01, respectivamente) somente no grupo controle. 

Tanto TRF1 como POT1 têm sido descritos como reguladores negativos do 

comprimento de telômeros. Ao passo que o perfil de expressão das proteínas 

teloméricas parece sofrer desregulação no contexto da obesidade, salientamos que 

a associação de TRF1 e POT1 com DKC1 foram perdidas no grupo dos portadores 

de obesidade, podendo a DKC1 estar envolvida com um importante papel na 

homeostase telomérica. Esses resultados sugerem que, a regulação coordenada 

presente na expressão gênica de TRF1 e POT1 é diferente da que regula a 

expressão de DKC1 no contexto da obesidade. 

Níveis elevados de DKC1 também foram relatados em células neoplásicas 

independentemente da atividade da telomerase ou da expressão de hTERT (Alawi, 
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Lin et al. 2011; Liu, Zhang et al. 2012; Panero, Alves-Paiva et al. 2016). A DKC1 

desempenha um papel essencial na biogênese ribossomal e apresenta forte 

correlação com a taxa de proliferação celular. Embora em nosso estudo não 

tenhamos quantificado proliferação celular, a literatura sustenta a existência de 

uma proliferação de precursores da medula óssea e ativação das células da 

linhagem hematopoiética aumentada, presente a nível periférico nas PBMC de 

obesos (Bellows, Zhang et al. 2011; Sica, Erreni et al. 2015). 

 Mutações presentes no gene da DKC1, como na doença DC ligada ao X, 

salientam o papel fundamental da DKC1 na regulação do controle da atividade da 

telomerase e sugerem que o encurtamento dos telômeros observados nos 

pacientes com DC poderia ser a consequência da associação diminuída entre o 

componente de RNA TERC e a proteína DKC1 (Tamary and Alter 2007). 

 Nosso estudo não permitiu fazer análises de correlação entre variáveis 

clínicas como DMT2, esteatose hepática, HAS e SM e comprimento de telômeros 

(razão T/S), devido ao número reduzido de participantes no grupo de indivíduos 

portadores de obesidade presentes em cada subgrupo. 

Em resumo, nossos achados demonstram a importância do complexo 

shelterin e de proteínas acessórias como DKC1, no contexto da manutenção da 

regulação telomérica. Nossos resultados salientam a complexa e intrincada rede de 

fatores associados e desregulados durante os processos fisiopatológicos do 

envelhecimento como os presentes na obesidade. Estudos adicionais serão 

necessários acrescentando novos fatores para determinar a complexa regulação 

que determina o comprimento dos telômeros no estado fisiopatológico da 

obesidade.  
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7. CONCLUSÕES  

 

1. Nossos achados demonstram uma expressão gênica aumentada dos 

componentes do complexo shelterin (TRF1, POT1 e RAP1) e disquerina, em 

indivíduos portadores da obesidade; 

2. Nossos resultados também demonstraram expressão aumentada da 

IL-1β, mas não do TNF-α em indivíduos portadores da obesidade; 

3. Em indivíduos eutróficos TPP1 apresentou correlação positiva com os 

demais genes analisados (TRF1, TRF2, POT1 e RAP1).  

4. Em indivíduos eutróficos DKC1 apresentou forte correlação positiva 

com TRF1, TPP1 e POT1. Porém, no contexto da obesidade DKC1 perdeu todas 

as correlações com as proteínas teloméricas; 

5. Somente a expressão gênica de DKC1 foi positivamente 

correlacionada com o comprimento dos telômeros em indivíduos portadores de 

obesidade, mas não no grupo controle; 

6. A expressão gênica do complexo shelterin per se não foi capaz de 

explicar o desfecho observado de telômeros encurtados em indivíduos portadores 

de obesidade, sugerindo que fatores adicionais devem estar envolvidos na 

regulação do comprimento dos telômeros. 
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8. PERSPECTIVAS 

 

1. Determinar a expressão gênica da telomerase subunidade hTERT; 

2. Determinar a expressão gênica de TIN2; 

3. Determinar o imunoconteúdo de RAP1 (nuclear e citoplasmática em PBMC); 

4. Determinar a localização de RAP1 nos cromossomos; 

5. Determinar a expressão de outros componentes envolvidos na homeostase 

telomérica como genes associados com o processo de replicação (RPA1) e 

vias de reparo (MRE11-RAD50-NBS1) que também possam ser importantes 

e participar e regular a homeostase telomérica; 

6. Identificar via análises de bioinformática genes adicionais envolvidos com a 

homeostase telomérica e construir uma rede de interação gênica. 
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Figura S1. Gráficos representativos das amplificações dos diferentes 
genes realizadas na qPCR utilizando o fluoróforo SYBRgreen como 
molécula de detecção. A linha azul representa o limiar do ciclo (Ct = Cicle 
threshold utilizado para cada gene). A) TRF1, B) TRF2, C) TPP1, D) POT1, E) 
RAP1, F) DKC1, G) IL-1β, H) TNF-α e I) GBN2L1. (StepOne Plus versão 2.3, 
AppliedBiosystems).
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Figura S2. Figuras representativas das curvas de dissociação de 
temperatura (curvas de meltings) de cada gene amplificado. A) TRF1, B) 
TRF2, C) TPP1, D) POT1, E) RAP1, F) DCK1, G) IL-1β, H) TNF-α e I) GBN2L1. 
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Figura S3. Confirmação dos produtos de PCR. Amostras representativas 
foram separadas em gel de agarose (3%) e coradas com SYBRsafe 
(Invitrogen) para confirmação de banda única do tamanho esperado, 
corroborando a especificidade observada nas curvas de dissociação de 
temperatura (curvas de melting). M: Marcador de peso molecular (100pb), C: 
Amostra de Controle, OB: Amostra de Obeso. A)  Produto de amplificação de 
PCR de RAP1 (165 pb), TRF1 (116 pb), POT1 (102 pb), TPP1 (152 pb) e TRF2 
155 pb. B) A) Produto de amplificação de PCR de DKC1 (106 pb) e IL-1β (199 
pb). 
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Figura S4. Comparação da expressão gênica dos genes analisados no 
grupo controle (painel superior) e no grupo portadores de obesidade 
(painel inferior). Os gráficos representam mediana (linhas horizontais 
vermelhas) e intervalo interquartil (25-75%) (linhas horizontais pretas) para 
cada um dos genes analisados.  

 


