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RESUMO

Nos individuos com obesidade, o excesso de tecido adiposo, exerce um
papel fundamental induzindo um estado inflamat6rio crénico e sistémico. A
obesidade mimetiza processos celulares semelhantes aos do envelhecimento tais
como a deterioracdo de tecidos e 6rgaos e diminuicdo na capacidade de reparo
dos danos induzidos ao DNA. Nesse contexto, as citocinas pro-inflamatérias
induzem atritos ao DNA que impactam, principalmente nas regides mais
susceptiveis dos cromossomos, o0s teldmeros. Os telbmeros, presentes nas
extremidades dos cromossomos, estdo associados a um complexo proteico
denominado complexo shelterin. O complexo shelterin & formado por 6 proteinas
(TRF1, TRF2, TIN2, POT1, TPP1 e RAP1), que junto com proteinas acessorias
como a disquerina (DKC1), participam da regulacdo do comprimento dos teldmeros
e protegem os cromossomos dede atividades indesejadas de erosdo enzimatica,
recombinacdo nao-homoéloga e fusédo das terminacdes cromossémicas.

Nos ultimos anos, foram estabelecidas relagbes positivas entre condicfes
patologicas clinicamente diferentes, como as moduladas por inflamacdo, e o
comprimento dos telébmeros. Recentemente, nosso grupo demonstrou teldmeros
encurtados em individuos portadores de obesidade mdrbida. Assim o objetivo do
presente trabalho foi explorar fatores adicionais associados ao metabolismo
telomérico, como a expressao génica das proteinas do complexo shelterin e
citocinas pro-inflamatérias, as quais podem contribuir para o0 encurtamento
acelerado de teldbmeros. Utilizamos amostras de células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) de individuos adultos saudaveis (n = 27) e individuos adultos
portadores de obesidade (n = 39). Quantificamos a expressdo génica por
transcricdo reversa e PCR quantitativa (RT-gPCR) de todos os genes do complexo
shelterin, DKC1, IL-18 e TNF-a. Nossos resultados demonstram um perfil de
expressao génica alterado quando comparada a expressdo génica das proteinas
analisadas nos dois grupos estudados, controles e portadores de obesidade. Os
individuos portadores de obesidade mostraram um perfil significativamente elevado
dos genes TRF1, POT1, RAP1 e DKC1 (P < 0,05). Nao observamos correlacao de
expressao génica entre os diferentes genes e o comprimento dos telébmeros nos
grupos estudados, mas sim com a DKC1l na obesidade. Entretanto, quando
analisamos as associacdes entre os genes de complexo shelterin observamos
mudancas significativas nas associacoes intra-grupo dependentes da condicdo de
obesidade. Nossos resultados salientam a complexa e intrincada rede de fatores
associados e desregulados durante o processo fisiopatolégico da obesidade.
Estudos adicionais serdo necessarios acrescentando novos fatores para tentar
dissecar a regulacéo coordenada do comprimento dos telédmeros na homeostase e
no processo patologico da obesidade.

Palavras chaves: Complexo Shelterin, Inflamagéo, Obesidade, DKC1, TRF1,
TRF2, TIN2, POT1, TPP1, RAP1, Teldomeros.



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-1B and TNF-a. 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, TINZ2,
POT1, TPP1, RAP1, telomeres.
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade é atualmente considerada um problema de saude publica mundial
com um gasto anual calculado em 147 bilhdes de dolares no tratamento de
comorbidades associadas a obesidade (Schmandt, Iglesias et al. 2011). Dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) afirmam que cerca de 300 milhdes de
individuos no mundo possuem obesidade “clinica e/ou severa” (IMC = 40 kg/m?)
(Calyniuk, Grochowska-Niedworok et al. 2016) e estima que aproximadamente 2,8
milhdes de mortes por ano estejam associadas a obesidade (Dalvand,

Koohpayehzadeh et al. 2015).

Fatores como o estilo de vida inapropriado associados a habitos dietéticos
pouco saudaveis, diminuicdo da atividade fisica e o padrdo de vida atribulado da
populacéo, parecem estar contribuindo com os crescentes dados apresentados na
literatura sobre a fisiopatologia da obesidade e a sua maior incidéncia (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 periodo (Gomez 2015).

O sobrepeso e a obesidade séo definidos pelo indice de massa corporal (IMC =
peso (kg) dividido pela altura (m?)). Individuos com escores entre 20,0 a 24,9 kg/m?
sdo classificados como eutrdficos, entre 25,0 a 29,9 kg/m? sdo classificados com

sobrepeso e individuos com escores iguais ou superiores a 30,0 kg/m? sdo



definidos como individuos com obesidade, salvo algumas excec¢bes (Tzanetakou IP
2012). Todavia, a obesidade severa ou grau Il e muito severa ou grau Il (mérbida),
definidas pelo IMC = 35,0 kg/m? e = 40,0 kg/m?, respectivamente, s&0 uma grave
condicdo cronica de saude, muitas vezes irreversivel, que, como dito

anteriormente, tem aumentado sua prevaléncia nas Ultimas décadas (Mattar 2008).

O sobrepeso e obesidade sao condi¢cdes que aumentam substancialmente o
risco para o desenvolvimento de uma série de doengas crénicas como hipertenséo
(Calyniuk, Grochowska-Niedworok et al. 2016), diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)
(Malin and Kashyap 2016), dislipidemias (Bogl, Kaye et al. 2016), doencas
coronarianas, infarto do miocardio (Figueroa, Takx et al. 2016), osteoartrite (Perry
and MacDonald 2016), apneia do sono, problemas respiratérios (Pleava, Gaita et
al. 2016), cancer de mama (Bandera, Maskarinec et al. 2015), prostata e célon
(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 inflamacéo

A inflamacdo aguda € um processo fisioldgico complexo com sintese e
secrecdo de mediadores inflamatérios, citocinas e quimiocinas, e recrutamento de
células do sistema imune com a finalidade de eliminar e limitar a invasdo por um

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

Em individuos com sobrepeso ou com obesidade, o excesso de tecido
adiposo € principalmente responsavel pela liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios, e ao contrario de resolver o insulto inflamatério agudo, sustenta um

estado inflamatoério crénico sistémico (Rao, Zhong et al. 2014).



1.3 Secrecdao alterada de mediadores inflamatérios na obesidade

A morte dos adipécitos no tecido adiposo por hipoxia induz a secrecao de
adipocinas como as interleucinas (IL) -1B, IL-6, o fator de necrose tumoral (TNF)-a
e a proteina quimiotética de mondcitos (MCP)-1 (Wang, Wood et al. 2007). Essas
adipocinas agem tanto em nivel autécrino, paracrino como enddécrino (sistémico) e
estimulam a ativacdo de células endoteliais. A alteracdo do fendtipo das células
endoteliais inclui a expressdo aumentada de moléculas de adesdo. Essas
modificacdes sdo responsaveis pelo recrutamento de mondcitos da corrente
sanguinea, 0s quais, guiados por um gradiente quimiotatico, migram para o tecido
adiposo no sitio de inflamacdo (Rausch, Weisberg et al. 2008; Oh, Morinaga et al.

2012).

Induzidos pelo ambiente pro-inflamatério no contexto da obesidade, os
mondcitos diferenciam-se em macréfagos associados a um perfil de expresséo
com predominancia de secrecdo de mediadores pro-inflamatérios como IL-183, IL-6
e IL-8 (Oh, Morinaga et al. 2012). Os adipécitos também produzem e secretam o
fator estimulante de colbnias de macrofagos (M-CSF ou CSF-1) o qual é um
regulador primario da sobrevivéncia e diferenciacdo de macrofagos (Weisberg,

McCann et al. 2003).

A morte celular dos adipécitos por necrose em determinados locais do tecido
adiposo em hipoxia induz um ciclo vicioso de diferenciacdo de células percursoras
em macrofagos, infiltracdo de mondcitos do sangue periférico e diferenciacdo em
macrofagos, com perfil pré-inflamatério. Esse ciclo patolégico induzido por estresse
inflamatorio crénico perpetua um fendtipo de inflamagéo, desregula a homeostase
celular do tecido e modula o fenétipo de secrecéo das células. Essa modulacéo do
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fendtipo compromete o destino final das células e promove o estado de

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

1.4 Senescéncia celular associada ao envelhecimento

A senescéncia celular em células proliferativas € definida in vitro como um
estado de parada irreversivel do ciclo celular em células metabolicamente ativas.
Este fendmeno foi descrito inicialmente in vitro em cultura de fibroblastos humanos.
Nesse sentido, Hayflick e Moorhead demonstraram que as células normais tém

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

Sabe-se hoje que a habilidade das células sométicas em se dividir declina a
cada divisdo celular e, do ponto de vista fisiolégico, estd associada ao
encurtamento progressivo das porg¢des terminais dos cromossomos, denominadas
de teldmeros (Bodnar, Ouellette et al. 1998). Nesse sentido, quando os teldmeros
atingem um tamanho minimo critico, a célula sinaliza e dispara sinais de parada de
ciclo celular, caracterizando o estado de senescéncia replicativa (Hayflick and
Moorhead 1961; Hayflick 1965; Harley, Futcher et al. 1990; Allsopp 1996; Bodnar,

Ouellette et al. 1998).

As condicdes associadas a senescéncia replicativa podem ser determinadas
por eventos internos ou externos, como a resposta a estresse celular em casos de
radiacdo ionizante, estresse oxidativo, ambiente pro-inflamatoério e a inducéo de

oncogenes (Serrano 1997).

O impacto da senescéncia celular sobre o organismo tem mostrado
modificar o estado de saude geral dos individuos para piores progndésticos ao longo

da vida. De fato, as células senescentes induzem um microambiente nocivo para



os tecidos caracterizado por disfuncéo celular (Eren, Boe et al. 2014) e reducédo da
capacidade regenerativa dos tecidos (Krishnamurthy, Ramsey et al. 2006; Wu,

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

A frequéncia aumentada de células senescentes tem sido associada ao
desenvolvimento precoce de doencas presentes somente em idades mais
avancadas, como diabetes (Sone and Kagawa 2005), aterosclerose (Minamino and
Komuro 2007), ou inflamacéo (Franceschi, Capri et al. 2007). Somado a isso, a
eliminacdo 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 disfuncdo de

orgaos, tecidos e do organismo como um todo.

1.5 Envelhecimento associado a inflamacéo: inflammaging

O envelhecimento do individuo é caracterizado por varios fatores (Lopez-
Otin, Blasco et al. 2013). Dentre eles foi observado um estado inflamatério
sistémico cronico, hoje denominado “inflammaging (Franceschi, Capri et al. 2007)”.
O termo ‘inflammaging” foi cunhado por Franceschi e colaboradores em 2007 e
define um desbalanco entre processos inflamatérios e antiinflamatoérios associados
com o avanco da idade (Franceschi, Capri et al. 2007). Todavia, o perfil de
inflamacao de baixo grau persistente denominado “parainflamacgao”, também esta
presente em individuos com obesidade. Os efeitos adversos da inflamacédo como
secrec¢do de citocinas inflamatorias, diminuicdo dos mecanismos de reparo do DNA
(DDR resposta de danos ao DNA), encurtamento de telébmeros (Rode,
Nordestgaard et al. 2014) e diminuicdo de defesas antioxidantes (Razauvi,

Baghshani et al. 2013; Karaman, Aydin et al. 2015; Lubrano, Valacchi et al. 2015)



parecem estar potencializados em individuos com obesidade e sua presenca
aumenta o risco para o surgimento precoce de doencas associadas a idade (DCV,
DMT2, doencas autoimunes e cancer) (Ouchi 2011). Isso sugere que tanto o
envelhecimento como a obesidade sdo processos ou estados interconectados que

compartilham caracteristicas comuns.

1.6 Fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP)

Em nivel celular a caracteristica mais importante do fendmeno da
senescéncia ou envelhecimento celular é seu fendtipo secretor comumente
denominado SASP (do inglés senescence-associated secretory phenotype). O
fenétipo senescente ou SASP € caracterizado pelo aumento da secrecdo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias tais como IL-1, IL-6, IL-8 e CCL2, fatores
de crescimento como bFGF (do inglés basic fibroblast growth factor ) e HGF/SF (do
inglés hepatocyte growth factor/scatter factor), proteases tais como as
mieloperoxidases (MMPs) e espécies reativas de oxigénio (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 autdcrina, paracrina ou enddcrina (Costa,

Walker et al. 2013).

Dois trabalhos demonstraram a contribuicdo causal da inflamacgédo cronica
sistémica de baixo grau, como indutor de senescéncia celular e disfuncao
telomérica levando os individuos para um fendtipo de envelhecimento precoce
(Brandacher, Hoeller et al. 2007; Newsholme and de Bittencourt 2014). Aqui, a
frequéncia aumentada de células senescentes, caracteristica de envelhecimento
precoce, ainda foi associada ao desbalanco redox contido nos individuos com

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


https://en.wikipedia.org/wiki/Basic_fibroblast_growth_factor

A presenca de estresse oxidativo demonstrou estimular o desenvolvimento de
SASP nos tecidos, contribuindo substancialmente para o surgimento prematuro de
comorbidades associadas a obesidade, especialmente nos casos de obesidade
severa grau Il ou superior (Brandacher, Hoeller et al. 2007; Newsholme and de

Bittencourt 2014).

Assim, a senescéncia celular também contribui com a inflamacéo através do
SASP. Novamente, a senescéncia celular alimenta a um ciclo vicioso de inflamacé&o
cronica que pode aumentar eventos associados ao encurtamento ou erosao
telomérica e consequentemente, ao acumulo de células senescentes (Yeh and

Wang 2016).

1.7 Estilo de vida e comprimento de teldmeros

Diferentes condi¢cbes de saude como doencas cardiovasculares (Haycock,
Heydon et al. 2014), fumo (Alder, Guo et al. 2011), e severidade da asma (Kyoh,
Venkatesan et al. 2013) tem uma influéncia negativa no comprimento dos
teldbmeros e aceleram a taxa de encurtamento fisiolégico. Assim, o comprimento
dos teldmeros tem sido usado como reldgio biolégico de senescéncia celular e
envelhecimento biolégico capaz de predizer a capacidade replicativa das células
(Chen, Yeh et al. 2014).

Nesse sentido, 0 comprimento dos teldbmeros ou seu encurtamento precoce
estd sendo avaliado como um importante biomarcador biol6gico. Mais ainda, a
literatura sugere que 0s mecanismos envolvidos no processo de aceleracdo do
encurtamento de teldmeros talvez possam ajudar no desenvolvimento de novas
estratégias para promover saude e direcionar o diagnostico preventivo da

populacéo para varias doengas associadas ao envelhecimento (Stooker).



Ja esta bem estabelecido que os individuos com obesidade apresentam um
elevado perfil de citocinas pro-inflamatorias (Falkner, DeLoach et al. 2013) e
elevada concentracdo 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 inflamac&o crbnica somada ou separadamente ao estresse oxidativo,
resultam no desgaste acelerado dos teldmeros, tanto no tecido vascular como em
nivel sistémico (De Meyer, Rietzschel et al. 2011).

Uma revisao sisteméatica com metanalise recentemente publicada pelo nosso
grupo sugere que a obesidade é um dos fatores que induz aceleracdo da taxa de
atrito telomérico (Mundstock, Zatti et al. 2015). Entretanto, embora exista uma
tendéncia inversa a favor do encurtamento prematuro dos teléomeros em leucécitos
do sangue periférico de individuos obesos, as evidéncias presentes na literatura
nao permitiram estabelecer uma relacdo causal entre obesidade e encurtamento
telomérico devido a grande heterogeneidade dos estudos (Mundstock, Zatti et al.
2015).

Na mesma linha de investigacdo, nosso grupo demonstrou que individuos
com obesidade morbida apresentaram teldmeros mais curtos, quando comparados
com individuos eutréficos controles (mediana (intervalo de confianca 1IC95%); 0,43
(0,39-0,63) versus 1,06 (0,88-2,29); P = 0,026) associados a uma correlacéo
inversa significativa entre o comprimento dos telébmeros com o IMC (r = -0,4174; P

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

1.8 Telbmeros

Os telobmeros (do grego telos, final, e meros, parte) sdo estruturas
nucleoprotéicas altamente especializadas presentes nas extremidades dos

cromossomos lineares de eucariotos (Koliada, Krasnenkov et al. 2015). Em
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mamiferos, eles s&o formados por repeticdes de hexameros dos nucleotideos °

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

Karlseder 2010).
g Chromosome
e P — A—— -3
' 3*-AATCCC ATC-'S ;
i - > .
I 9-15 kb dsDNA repeats 50-300 nt 3’ G-overhang

5'-TTAGGG
3'-AATCCC

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figura 1. Esquema ilustrativo dos telomeros de humanos, complexo shelterin,
e formacado de loop T e D. Adaptado de Roderick J. O'Sullivan & Jan Karlseder,
2010.



Os telébmeros tém a funcdo de proteger a informac&o contida no genoma.
Assim, as sequéncias repetitivas dos teldbmeros, associadas a um complexo
proteico evitam a acdo de nucleases, previnem a fusdo cromossdmica, evitam o
rearranjo de quebras de fita de DNA e eventos inespecificos de fuséo

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

A enzima responsavel pela sintese dos teldomeros durante a replicacdo do
DNA é denominada de Telomerase (Greider 2010). A telomerase é uma enzima
com atividade de transcriptase reversa, ou seja, sintetiza a porcao telomérica final
dos cromossomos de DNA, utilizando como molde para a sintese, uma sequéncia
molde de RNA (Rubtsova, Vasilkova et al. 2012). A telomerase é composta por
duas subunidades. A subunidade com a atividade catalitica TERC e a subunidade
gue 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
somaticas a enzima telomerase € inativada no momento do nascimento (Zhou,
Zhou et al. 2014) e o encurtamento dos teldmeros torna-se um processo fisioldgico
nas células somaticas, que ocorre de forma natural a cada divisao celular (Figura 2)

(Zhang, Rane et al. 2016).
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Figura 2. Comprimento dos telémeros e sua dependéncia com o numero de
divisBes celulares em células de origem germinativa, tronco pluripotentes,

somaticas eucarioticas e transformadas. Adaptado de Cong, Yu-sheng; Wright,
Woodring e.; Shay, Jerry W 2002.

1.9 Complexo shelterin

A estrutura tridimensional dos telémeros demonstra uma protrusdo de DNA
fita simples associada a um conjunto de proteinas, denominadas de complexo
shelterin. As proteinas do complexo shelterin tém a funcéo de proteger fisicamente
os telébmeros contra respostas de dano ao DNA. Pela proximidade fisica, o
complexo shelterin também regula a atividade da enzima telomerase sobre os
teldbmeros (Turner, Vasu et al. 2014).

O complexo shelterin € formado por seis proteinas denominadas, TRF1 e
TRF2 (fator de repeticAo telomérico 1 e 2 respectivamente), RAP1
(repressor/ativador da proteina 1), TIN2 (proteina 2 de interacdo com TRF1), TPP1
(complexo TINT1/PIP1/PTOP1) e POT1 (proteina 1 de protecdo dos teldbmeros)

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

Esse complexo proteico favorece a formagcdo de wuma estrutura
tridimensional em forma de lagco denominada “T-loop”. Assim, estas proteinas
resguardam e protegem as extremidades de fita simples 3’ e evitam que as
terminacfes dos cromossomos sejam reconhecidas como sitios de dano ao DNA
de fita dupla e direcionadas para mecanismos de reparo (Turner, Vasu et al. 2014).

Vérias abordagens experimentais indicam que na auséncia de uma ou mais
proteinas do complexo shelterin, a estrutura do DNA telomérico torna-se fragil,
momento no qual as proteinas de sinalizacdo de dano ao DNA sédo ativadas e
disparam cascatas de reparo de dano ao DNA (DDR) indesejaveis nessas
sequéncias finais, as quais podem levar a célula a senescéncia celular ou morte

(Jacobs 2013).
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Um trabalho publicado recentemente indica que TRF1 e TRF2 s&o proteinas
gue atuam como homodimeros sobre o DNA telomérico de fita dupla através de
seus dominios terminais homélogos MYB. Assim a proteina RAP1 é recrutada até
os teldmeros através de sua interacdo especifica com TRF2. POT1 liga-se ao DNA
telomérico de fita simples e forma um heterodimero com TPP1. Enquanto isso,
TIN2 forma uma ponte entre as os dois homodimeros TRF1 e TRF2 e o
heterodimero TPP1/POTL1 estabilizando todo o complexo (Figura 3) (Bandaria, Qin
et al. 2016).

A proteina TRF1 tem sido citada como componente principal em teldmeros
humanos pois parece ser a proteina chave para a atracdo e formacdo das outras
proteinas 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 cancer (Zimmermann, Kibe et al.
2014)

A delecdo de TRF1 em células de mamiferos € 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 delecdo de TRF1 esta
associada a uma maior ativacdo da via de sinalizacédo de reparo ao DNA ATM/ATR
(do inglés Ataxia Telangiectasia Mutated e Ataxia Telangiectasia and Rad3-related
Protein) e seus alvos posteriores (Martinez, Thanasoula et al. 2009). Todavia, a
delecéo de TRF1 leva a alteragbes nos cromossomos como, fuséo de telomeros de
cromossomos irmaos e fusdo extremidade-extremidade dos cromossomos
(Martinez, Thanasoula et al. 2009).

A delecdo de TRF2 também leva a ativacdo da via de ATM/ATR e inducdo

de focos de dano ao DNA telomérico, os quais também resultam em fusao
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extremidade-extremidade teloméricas por recombinacdo ndo homologa. Dessa
forma muitas vezes as células entram em senescéncia ou disparam cascatas de
sinalizacdo que eventualmente culminam em eventos de apoptose (Choi, Farrell et
al. 2011; Konishi, Izumi et al. 2016). TRF2 parece ser uma das principais proteinas
do complexo shelterin a impedir que os teldomeros sejam reconhecidos como

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

A terceira proteina que compde o complexo shelterin é a proteina TIN2. TIN2
mostra-se essencial para manter o complexo shelterin interligado sobre a porcéo
telomérica. Além disso, a deplecao de TIN2, a qual estaesta fortemente associada
a TPP1, mostra reduzir os niveis de telomerase associada aos telémeros
dependente de TPP1. Assim, TIN2 possui um efeito indireto no recrutamento da
telomerase nos telémeros, pois ancora a proteina TPP1 na regido telomérica
(Walne, Vulliamy et al. 2008). Mutagdes no gene de TIN2 tém sido associadas a
patologias teloméricas como a doenca Disceratose Congénita (DC) (Walne,

Vulliamy et al. 2008).

Experimentos in vitro mostram que a superexpressao de TIN2 inibe a
atividade da telomerase mesmo em células que expressam a telomerase (Chiang,
Kim et al. 2004). Todavia, a coesdo das proteinas do complexo shelterin
ocasionada por TIN2 favorece a protecdo dos teléomeros contra ativagdo da via de
resposta de dano ao DNA ATM/ATR. A importancia de TIN2 tem sido mostrada em
experimentos onde a delecdo de TIN2 leva a letalidade embrionaria

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

Em mamiferos, POT1a (do inglés protection of telomeres protein 1) associa-

se com RPA (do inglés replication protein A) prevenindo a sinalizacdo da via ATR e
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POT1b é requerida para formacéao tridimensional da estrutura telomérica (Frescas
and de Lange 2014). Em humanos, a proteina POT1 possui um dominio Gnico de
ligacdo ao DNA de fita simples localizado na sua porcédo N-terminal, o qual permite
gue a proteina POT1 se ligue a sequéncia 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 alocacdo sobre os telémeros e evita a interagdo com

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

Ainda, estudos apontam que POT1 forma um heterodimero com TPP1.
Entretanto, TPP1 possui na sua por¢cdo N-terminal um dominio OB (do inglés
oligonucleotide/oligossaccharide-binding) chamado de porcdo TEL que se mostra
importante para a ativagao da telomerase, principalmente por prover uma interface
de recrutamento para telomerase para os teldmeros 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 proteina que forma uma ponte entre
o DNA de fita simples e DNA de fita dupla telomérico, além de ajustar POT1 sobre
os telébmeros provavelmente pela formacédo do heterodimero TPP1/POT1 o qual
prove maior estabilidade a POT1 sobre o DNA telomérico (Rajavel, Orban et al.

2016).

A proteina TPP1 é um componente chave para a manutencéo da organizada
conformacdo do complexo shelterin, estabilizando TRF1, TRF2, TIN2 e POT1

sobre os teldmeros (Qiang, Wu et al. 2014).
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Por fim, acredita-se que RAP1 seja responsavel por atrair TRF2 para os
telomeros. RAP1 parece ser dispensavel para o capeamento dos telémeros.
Entretanto, na sua auséncia ha um aumento do numero de recombinacdes
teloméricas com consequente piora da fragilidade dos teldmeros, tornando-a
importante para estabilidade gendmica (Martinez, Thanasoula et al. 2010). Assim
sendo, RAP1 é essencial para reprimir os mecanismos de reparacdo homadloga e
ndo homologa do DNA (HDR e NEJH, do inglés homology-directed repair e non-
homologous end-joining) indesejaveis nas regides teloméricas (Sfeir, Kabir et al.

2010).

Além de RAP1 interagir com TRF2, a proteina RAP1 também possui sitios
de ligacdo independentes da regido telomérica e subtelomérica. Esse achado
sugere um importante papel na regulacdo da expressdo de genes adicionais,
principalmente os envolvidos no metabolismo energético (Martinez, Gomez-Lopez
et al. 2016). Dessa forma, essa proteina poderia ser considerada um fator
importante como mediador entre a biologia dos teldomeros e o metabolismo geral

celular.

Contudo, a expressdo alterada de proteinas do complexo shelterin tem
impacto significativo na capacidade proliferativa das células. A disfuncéo
telomérica, induzida por perda da estabilidade do complexo shelterin, denominada
descapeamento dos teldmeros (do inglés, telomeres uncapping) induz a ativagao
de DDR, a qual pode culminar em indugéo de senescéncia ou apoptose das células

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

Mutacdes ou inativacdes de diferentes componentes do complexo shelterin e

inclusive presentes na proteina acessoria disquerina (DKC1) ja foram descritos e
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tem sido associadas a importantes doencas crbnicas severas como anemia
aplastica e DC (Walne, Vulliamy et al. 2008; Savage and Alter 2009; Savage, Dokal
et al. 2009). Modelos em animais experimentais salientam a importancia das
proteinas do complexo shelterin na rapida inducdo de declinio da capacidade
regenerativa de tecidos e envelhecimento acelerado, mesmo na presenca de
teldomeros com comprimento normal (Martinez, Thanasoula et al. 2010). Entretanto,
ndo ha estudos que descrevam o perfil de expressao génica do complexo shelterin

e proteinas acessorias em individuos portadores de obesidade.
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2. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento da obesidade possui intima relacdo com o surgimento de
varias doencas, as chamadas comorbidades, presentes em individuos idosos. Os
individuos portadores de obesidade apresentam um perfil oxidativo e inflamatoério
cronico sistémico aumentado. Por fim, os individuos portadores de obesidade
apresentam um declinio das funcBes celulares e vulnerabilidade aumentada
associada a um fenotipo de senescéncia celular precoce evidenciado por teldomeros

mais curtos.

Entretanto, até o momento ndo ha estudos na literatura que relacionem o
encurtamento dos teldbmeros com a expressao génica de fatores regulatérios da
homeostase telomérica, como as proteinas do complexo shelterin, em células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) no contexto da obesidade.

Por tal motivo, esse trabalho visa descrever a expressdo génica dos
componentes do complexo shelterin e sua associacdo com citocinas inflamatorias e
comprimento de teldbmeros. A hip6tese desse nosso trabalho é que individuos
portadores de obesidade com teldmeros encurtados apresentam um perfil génico
do complexo shelterin desregulado acompanhado por um perfil pro-inflamatorio

aumentado.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Determinar se existe uma associacao entre o encurtamento dos telémeros e
o perfil molecular de genes do complexo shelterin e citocinas pro- inflamatérias, em
células mononucleares de sangue periférico de individuos portadores de obesidade

(IMC 2 35,0 kg/m?) quando comparados com individuos sadios n&o obesos.

3.2 Objetivos Especificos

a) Determinar o perfil de expressdo génica de componentes do complexo
shelterin;

b) Determinar a expressao génica de citocinas pro-inflamatérias;

c) Determinar se existe uma associacdo entre o perfil de expressao génica
do complexo shelterin, DKC1, citocinas pro-inflamatérias e o encurtamento
telomérico, nos individuos portadores de obesidade mérbida, quando comparados

aos seus controles.
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PARTE I
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4. METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo

Estudo transversal.

4.2  Populacao do estudo

O projeto atual utilizou sangue periférico de individuos previamente
recrutados para o projeto “Determinagdo do comprimento de telbmeros em
diferentes populag¢des celulares de obesos morbidos”, 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 Voluntérios alocados ao grupo casos

Os individuos desse estudo sdo pacientes com obesidade (IMC = 35,0
kg/m?), que recentemente se juntaram ao Centro de Obesidade e Sindrome
Metabolica do Hospital Sdo Lucas (HSL) da Pontificia Universidade Catodlica do Rio
Grande do Sul (PUCRS). Foram incluidos nesse estudo adultos com idades entre
18 a 65 anos. Os participantes foram avaliados pelos médicos colaboradores deste

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

4.2.2 Voluntarios alocados ao grupo controles

Individuos adultos (idades entre 18 a 65 anos) eutroficos (IMC entre 18,5 a
24,9 kg/m?), sem comorbidades, ndo fumantes nem consumidores de alcool ou

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

O estudo foi baseado em uma variavel de reposta continua (IMC), com
grupo controle e de casos, independentes. Para a realizacdo desse estudo, o
namero minimo recrutado foi de 54 individuos, 27 individuos do grupo caso
pareados com o grupo controle (27 individuos). O tamanho amostral foi suficiente
para elucidar uma relacdo entre tamanho de teldmeros, obesidade, e sua
associacdo com o nivel de expressdo dos genes do complexo shelterin, bem como
sua relacdo com niveis de expressao de citocinas pro-inflamatorias assumindo um

poder estatistico de 80% e um nivel de significancia de 5%.

4.4  Coleta de material biolégico

De cada individuo 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 reconstituido com o mesmo volume de solucdo salina
tamponada (D-PBS, Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, Invitrogen, Califérnia,
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, aliquotas de PBMC foram separadas para
purificacdo de DNA gendmico (gDNA) ou foi adicionado 750 pl de TRIzol
(Invitrogen) para posterior extragdo de RNA total. As amostras foram estocadas em

freezer a -80°C até a realizacdo dos experimentos.

4.5 Tecnicas de biologia molecular

4.5.1 Extracdo de RNA total
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O RNA total foi extraido com TRIzol (Invitrogen). Quando no momento da
extracdo, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente por 5 minutos,
foi adicionado 200 pl de cloroférmio (Nuclear, Brasil) as 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 4°C, por 15
minutos. Posteriormente, a fase aquosa foi transferida para novo tubo de
microcentrifuga e foram adicionados 500 pl de alcool isopropilico (Nuclear) para
cada 750 pl de TRIzol. Em seguida as amostras foram suavemente misturadas por
inversdo e incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. Depois da
incubacao, as amostras foram centrifugadas a 12.000xg por 10 minutos a 4°C, e o
sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 1 mL de etanol (75% v/v) diluido
em H,O tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC, Sigma). Por fim, as amostras
foram centrifugadas a 7.500xg por 5 minutos a 4°C, 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 pl de H,O-DEPC e estocado a -80 °C

até o momento da sintese do DNA complementar (CDNA).

4.5.2 Sintese de cDNA e reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (RT- qPCR)

Prévia a sintese de cDNA, as amostras foram quantificadas em

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

A sintese do cDNA foi realizada com o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcripition Kit (Applied Biosystems,Maryland, EUA). Resumidamente, foram
adicionados 2,0 pl de 10XRT Buffer, 0,8 pl de dNTP Mix (100 mM), 2,0 pl de

10XRT Random Primers, 1,0 ul de MultiScribe Reverse Transcriptase, 1,0 pl de
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inibidor de RNAse, e 3,2 ul de H,O. Em seguida, a reacao foi completada com 10 pl

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

Foi utilizado o termociclador Verity (Applied Biosystems) seguindo as
especificacoes de corrida sugeridas pelo fabricante: uma primeira incubacao das
amostras por 10 minutos a 25°C, seguido de 120 minutos a 37°C, e uma ultima
incubacédo a 85°C por 5 minutos. Para as rea¢gfes de PCR o cDNA total foi diluido

1:20 em agua de injecao.

4.5.3 Desenho de oligonucleotideos iniciadores (primers)

Foi verificada a nomenclatura correta de cada gene-alvo escolhido no Hugo
Gene Nomenclature Committee (HGNC) (http://www.genenames.org/) e sua
sequéncia em bancos de dados disponiveis com livre acesso

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

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

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

oligonucleotideos iniciadores escolhidos para realizar os experimentos de

expressao génica estao listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Lista de primers utilizados e condi¢des dos experimentos.

Gene Alvo Nome Sequéncia de primers Pb TA  Primer Primer
direto  reverso

NM_017489.2 TRF1 5'GCCCTGATGATTTGGGGTTC 3’ 106 pb 58° 62,5nM 1250 nM

NM_003218.3 5TGCCATTTTCCATACAAACAGC

NM_005652.4 TERF2 5GTGTCTGTCGCGGATTGAAGS’ 142 pb 59° 62,5nM  31,25nM

5’GGATTCGACCACTGCTTCTG3

NM_018975.3 RAP1 5’ATGATCCACCCACACCTGAG3’ 165 pb 60° 100 nM 100 nM
5GGAAGGCCTGTGTAACTGTTGS’

NM_000391.3 TPP1 5TGTTCCCACGGCCTTCATACS’ 155 pb 59,5° 62,5 nM 15,62 nM
5’CTGACCACCCAGTAGCCATC3

NM_001042594.1 POT1 5’ CGGAGAACAAGCGACTATGC3 102 pb 59° 62,5 nM 125 nM
NM_015450.2 5TAGGAAGAGTTTAGGCGGGC3’

NM_001288747.1 DKC1 5 CTGCTATGGGGCCAAGATTAZ 106 pb 57° 75 nM 75 nM
NM_001363.4 5’GCAGATTGCTTCTCCTTTGGS

NM_001142463.2
NM_000576.2 IL18 5TGGCCCTAAACAGATGAAGTGY 199bp 57° 100 nM 100 nM
5’GAAGGTGCTCAGGTCATTCTC3’

NM_000594.3 TNF-a 5TCTCTCTAATCAGCCCTCTGG3 94pb 60° 100 nM 100 nM
5GCTTGAGGGTTTGCTACAACS

NM_006098 GNB2L1* 5GAGTGTGGCCTTCTCCTCTGS 224pb 60° 100 nM 100 Nm
5’GCTTGCAGTTAGCCAGGTTC3’

Abreviaturas: IL-1B: Interleucina 1 beta; TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; TRF1: Fator de repeticdo telomérico 1; TRF2:
Fator de repeticdo telomérico 2; RAP1: Repressor/ativador da proteina 1; POT1: Proteina 1 de protecdo dos teldmeros;
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. *Gene constitutivo (Ishii, Wallace et al. 2006).

4.5.4 Matriz de oligonucleotideos iniciadores

Ainda, para padronizar as concentracdes a serem usadas de cada par de
oligonucleotideos iniciadores foi desenhada uma matriz para cada primer. Assim foi

escolhida a concentracao de oligonucleotideos iniciadores direto e reverso otima.
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Sucintamente, para a realizacdo da matriz de oligbmeros, foi feita uma
diluicdo seriada de ambos os primers, direto e reverso, desde 250 nM
respectivamente até 15,6 nM. Para cada reacdo da matriz original, ou seja, cada
combinacdo de concentracdo de primers direto e reverso, foi incluido um controle

negativo onde foi substituido o0 mesmo volume de DNA molde a ser amplificado por

H,O.

1 2 3 4 5 () 7 8 9 11 12

R >

F F250 F250 F250 F250 F250 " " ™ ™ "

A R250 R125 R625 |R312 | R156

F125 F125 F125 F125 F125 Negaty Negativo | Megath Negativo | N
B R250 R125 R625 |R31L2 | R1S6

Fe2,5 Fo2,5 Faz,5 Fo2,5 Fo2,5 N [ [ [ [
C R250 R125 R625 |R31L2 | R1S6

RE2,5

F31,2 F31,2 F31,2 F31,2 F31,2 Negati Hegsli Hegsli Hegsli R
D R250 R125 R625 |R312 | R1S6

F15,6 F15,6 F15,6 F15,6 F15,6 [ ¥ N i N i 2 i [
E R250 R125 R625 |R31L2 | R1S6

Figura 4. Esquema mostrando desenho de matriz de primers. Placa de 96
pocos mostrando diluicdo seriada dos oligonucleotideos iniciadores direto (F) e
reverso (R). As setas continuas e pontilhadas, respectivamente, indicam o sentido
da diluicdo seriada dos oligdmeros direto (do inglés forward) e reverso (do inglés
reverse). Nos pocos Ala ES5 foi incluido o DNA molde a ser amplificado. Nos pocos
A7 a E12 foi adicionado H,O (controles negativos).

Todavia, para a escolha da concentracdo mais adequada, foi analisado o
pico de intensidade de fluorescéncia obtido pela curva de dissociacdo (curva de

melting).
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4.5.5. Expressao génica

O cDNA sintetizado foi utilizado como molde nas reacdes de gPCR para a
deteccdo da expressdo génica 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 0s genes analisados 0s que menos variam no experimento para serem

utilizados como genes de referéncia.

O estado inflamatério dos participantes foi avaliado pela quantificacdo da

expressao de citocinas pré-inflamatérias IL-18 e TNF-a.

Todas as reagdes consistiram em um volume final de 20 pL contendo 2ul de
tampéo 10X (200 mM Tris-HCI pH 8,0 e 500 mM KCI, Invitrogen), 1,2 ul de MgCl,
(50 mM, Invitrogen), 0,2 ul de dNTP (10 mM, Ludwig Biotec, RS, Brasil), 2 ul de
SYBR® Green | 1X (Sigma-Aldrich) e 0,05 ul de Taq Polimerase (5U/ul, Invitrogen).

As concentragfes dos oligdbmeros escolhidas estdo descritas na Tabela 1.

Todas as corridas foram realizadas no aparelho StepOnePlus (Applied
Biosystems) com o programa StepOne™ versdo 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 confirmacdo do produto especifico

Gnico incluimos na corrida a analise da curva de dissociacdo (curva de melting).
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4.6 Analise e documentacdo 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 coloracdo com SYBRsafe (Invitrogen) e documentados apds digitalizacéo
(Geliance 600 Imaging System, PerkinElmer, Connecticut, EUA) apdés iluminagéo

com luz ultravioleta.

4.7 Analise comparativa da expressao relativa pelo método AACT

A analise foi realizada pelo método comparativo AACT (Livak and
Schmittgen 2001). Na fase inicial da analise, foi excluida toda triplicata com
diferenca = 0,5 ciclos, as quais foram repetidas em outra placa (média das trés
triplicatas). A diferenca entre a média das triplicatas (gene alvo — gene de
referéncia) foi calculada gerando o ACT. Posteriormente, foi subtraido o valor de
ACT de cada amostra do valor médio (ACT,,) de todas as amostras gerando o valor
de AACT. Por fim foi calculada a expressdo média do gene de cada amostra pelo
calculo 2™*2°T Ainda, para confirmar a variabilidade inter-placa entre as diferentes
corridas do mesmo gene, foi incluida em cada placa uma amostra de referéncia
(escolhida aleatoriamente) cuja variagdo também foi menor de 0,5 ciclos entre as
diferentes placas. As placas dos mesmos genes foram analisadas com o mesmo

nivel de deteccéo de fluorescéncia (threshold) para todas as corridas.

4.8 Testes estatisticos

O teste de Kolmogorov—Smirnov foi realizado a fim de verificar se havia
normalidade na distribuicdo das amostras para cada variavel. Utilizamos teste T

de Student ou teste U de Mann-Whitney, para a comparacgéo entre os dois grupos,
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dependendo da distribuicdo dos dados. Para a comparacdo entre trés ou mais
grupos, foi utilizada a analise de variancia ANOVA para os dados que seguiram a
distribuicdo normal ou Kruskal-Wallis quando a distribuicdo de ao menos um dos
grupos em comparacdo nao foi normal. Todas as analises de correlacdo foram
realizadas através do teste de correlacdo paramétrico de Spearman e
apresentadas com o programa Tableau. A diferenga estatistica foi considerada
significativa quando o valor P foi < 0,05. As analises foram realizadas com o
programa GraphPad Prism versdo 5.0 e as figuras montadas com o programa

Corel DRAW Home and Student X6 (2012).

49 Descarte de residuos

ApOs o uso, 0s materiais plasticos descartaveis em contato com as amostras
biolégicas foram inativados por imersdo em solucdo contendo 10% de hipoclorito
(HCIO) por 15 minutos e acondicionados em sacos plasticos, autoclavados e
descartados em sacos especificos para o descarte de material biolégico. O
recolhimento dos residuos biolégicos e plasticos foi realizado pelo servigo

especifico da empresa Aborgama POA contratada pela UFRGS.

Os residuos quimicos foram identificados, separados e armazenados
adequadamente em sala destinada para este fim e posteriormente recolhidos pela

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

4.9.1 Etica

Todos o0s procedimentos metodolégicos previstos foram realizados em

consonancia com as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa
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envolvendo seres humanos (Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude)
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 Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (CAAE: 26793114.0.0000.5347, Anexo 1), sob o protocolo n°
640.817; onde a Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul colabora na
gualidade de centro coparticipante (CAAE: 29576014.4.1001.5336, Anexo 2).
Todos os voluntarios assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) contendo a informacédo de que suas amostras seriam usadas para outros
projetos além do projeto original inicial.

Essa dissertacdo foi feita com amostras previamente estocadas, sem a

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

5.1 Dados demograficos

Nossa amostra consistiu de individuos portadores de obesidade (n = 39)
provenientes do COM do HSL e controles eutréficos (n = 27). Os dados referentes
as caracteristicas demogréaficas estdo descritas na Tabela 2. Como esperado,
observamos diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05) entre os grupos
guando comprados com respeito ao IMC e as diferentes comorbidades (sindrome
metabdlica, DMT2, HAS, dislipidemias e esteatose hepatica). Como o grupo dos
individuos portadores de obesidade apresentou idade significativamente maior que
0 grupo dos individuos controles (P = 0,0006), quando necessario, as analises

foram ajustadas pela idade.

Tabela 2. Caracteristicas demograficas dos individuos de estudo*.

Variaveis 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 (%)

Sindrome metabdlica 0/27 (0) 21/39 (53,8) <0,0001
Diabetes mellitus tipo 2 0/27 (0) 11/39 (28,2) 0,0019

Hipertenséo arterial sistémica 0/27 (0) 21/39 (53,8) <0,0001
Dislipidemia 0/27 (0) 24/39 (61,5) < 0,0001
Esteatose hepatica 0/27 (0) 19/39 (48,7) <0,0001

1Q = intervalo interquartil. Resultados expressos em numero (percentagem) ou mediana (intervalo interquartil 25-75%). Os
resultados em negrito indicam diferenca significativa entre os grupos (nivel de significancia de 95%). Abreviaturas: IMC:
indice de massa corporal. *Esses dados foram previamente apresentados na dissertacdo de mestrado de Lucas K. Grun
(https://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/126844/000973447.pdf?sequence=1).
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5.2 Expressédo génica das proteinas do complexo shelterin e disquerina

Estudos apontam que a proteina TRF1 regula a localizacédo telomérica dos
outros componentes do complexo shelterin, mantendo a estrutura tridimensional
dos teldbmeros com capacidade funcional, além de regular negativamente a
manutencdo dos teldmeros dependente de telomerase (Okamoto, Iwano et al.

2008).

Nossa analise estatistica do nivel de expressdo do mRNA de TRF1 mostrou
diferenca estatistica entre os grupos (Figura 5, P = 0,023). Assim, em nosso
estudo, individuos obesos apresentaram maiores niveis de expressado génica de

TRF1 quando comparados com seus pares eutroficos.
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Figura 5. Avaliacdo da expressao génica relativa de TRF1 em individuos
portadores de obesidade. Houve diferenca estatistica entre os grupos analisados
com maior grau de expressao verificada nos individuos portadores de obesidade (P
= 0,023; teste estatistico de Mann-Whitney). Barras: Mediana (intervalo interquartil,
25-75%).
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Entre as proteinas do complexo shelterin, TRF2 tem mostrado ser um fator
chave para a protecao dos teldmeros, ja que TRF2 expressa um dominio capaz de
inibir a ativacdo da via ATM. Além disso, TRF2 parece reprimir recombinacdes néo
homologas nas regifes teloméricas (Picco, Coste et al. 2016). Nossos resultados
nao demonstraram diferencas significativas na expressao génica de TRF2 entre os
individuos controles eutroficos e os individuos obesos (Figura 6, P = 0,785).
Quando comparadas com a expressao dos outros genes, a expressao de TRF2 foi

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

~ 1.5-

2

©

S q0d ©

T -

E'E 0.4

¥ g

- o o

{y+]

®  0.21

Q

-

Q.

x

W o0 5g§§5:
CONTROLES

Figura 6. Expresséo génica relativa similar de TRF2 em individuos obesos e
controles eutréficos. (P > 0,05; teste estatistico de Mann-Whitney). Barras:
Mediana (intervalo interquartil, 25-75%).

33



A proteina TPP1 fornece um reforco a ligacdo de POT1 sobre o DNA
telomérico de fita simples. TPP1 parece ser a chave para o recrutamento da
enzima telomerase de até a regido telomérica (Rajavel, Orban et al. 2016). Em
nosso trabalho, também ndo observamos diferencas na expressao génica de TPP1

entre individuos obesos e eutrdficos (Figura 7, P = 0,965).
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Figura 7. Expresséo génica relativa similar de TPP1 entre individuos obesos e
controles eutréficos. (P > 0,05; teste estatistico de Mann-Whitney). Barras:
Mediana (intervalo interquartil, 25-75%).
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Por outro lado, a proteina POT1 liga-se sobre os teldbmeros na regiéo de fita
simples telomérica e tem mostrado suprimir a ativacdo de respostas de reparo ao
DNA telomérico as quais sao indesejaveis nestas regides. Nossas analises
demonstraram que POTL1 foi significativamente expressa em individuos portadores

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

0,026).
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Figura 8. Avaliacdo da expressao génica relativa da proteina POT1 em
individuos obesos e controles eutréficos. Houve diferenca estatistica entre os
grupos analisados com o maior grau de expressao verificada nos individuos obesos
(P = 0,026; teste estatistico de Mann-Whitney). Barras: Mediana (intervalo
interquartil, 25-75%).
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Seguindo a mesma tendéncia, a expressdo génica de RAP1 mostrou-se
significativamente elevada em individuos portadores de obesidade quando

comparados com seus pares eutroficos (Figura 9, P = 0,0017).
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Figura 9. Expressdo génica relativa aumentada de RAP1 em individuos
portadores de obesidade. Houve diferenca estatistica entre os grupos analisados
com o maior grau de expressédo verificada nos individuos obesos (P = 0,0017;
Teste estatistico de Mann-Whitney). Barras: Mediana (intervalo interquartil, 25-
75%).

Por fim, avaliamos a expressdo génica de TIN2, cuja proteina TINZ2,
assegura a integridade do complexo shelterin sobre os telébmeros interagindo
diretamente com TRF1, TRF2 e TPP1. Entretanto, embora tenhamos desenhado 2
vezes oligonucleotideos especificos, ndo conseguimos obter dados de PCR

confiaveis.
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Finalmente, a DKC1 é uma proteina conservada no processo de evolucao.
Embora ndo faca parte do complexo telomérico, participa da regulacdo da
holoenzima telomerase (Angrisani, Vicidomini et al. 2014) e parece estar associada

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

Em nosso trabalho a expressdo de DKC1 foi significativamente maior nos
individuos portadores de obesidade quando comparados aos seus controles

eutréficos (Figura 10, P = 0,0217).
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Figura 10. Expressdo génica relativa aumentada de DCK1 em individuos
obesos e controles eutréficos. Houve diferenca estatistica entre os grupos
analisados (P = 0,0217; teste estatistico de Mann-Whitney). Barras: Mediana
(intervalo interquartil, 25-75%).

5.3 Perfil de expresséo génica de citocinas pro-inflamatorias

IL-18 é uma citocina pro-inflamatéria secretada pelas PBMC e tem a

particularidade de orquestrar fortemente o sistema imunologico em resposta a
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insultos infecciosos e condi¢cdes de inflamacdo estéril (Case, Shin et al. 2009;

Ratner, Orning et al. 2017).

A andlise de expressdo génica nas PBMC de nossos pacientes portadores
de obesidade mostrou elevada expresséo de IL-1p (Figura 11, P < 0,001). Como

esperado, a expressao de IL-18 em nosso grupo controle foi detectavel em poucas

amostras.
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Figura 11. Expressdo génica relativa de IL-1B aumentada em individuos
portadores de obesidade. (P < 0,001; teste estatistico de Mann-Whitney). Barras:
Mediana (intervalo interquartil, 25-75%).

Similar a IL-1B, durante processos inflamatérios a citocina pré-inflamatéria
TNF-a € uma molécula chave para regular processos associados com a imunidade
(Jorge, Andrade et al. 2016). TNF-a € 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-a € uma proteina expressa
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na fase aguda da inflamacéo. Por tal motivo, nossos resultados demonstraram a
expressdo génica de TNF-a em poucas amostras sem diferenca entre 0s grupos

(Figura 12, P = 0,0848).
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Figura 12. Avaliacdo da expressdo génica relativa da proteina TNF-a em
individuos obesos e controles eutréficos. (P > 0,05; teste estatistico de Mann-
Whitney). Barras: Mediana (intervalo interquartil, 25-75%).

5.4 Correlagdo entre genes do complexo shelterin, DKC1, comprimento de
teldmeros e citocinas inflamatorias

Com o intuito de verificar associacbes entre os diferentes genes do
complexo shelterin, a expressao de citocinas pro-inflamatérias e a razdo T/S como
medida de comprimento de teldmeros, analisamos as relacdes mediante analises
de correlacdo de Spearman (Figura 13) nos individuos do grupo controle e nos

individuos do grupo portadores de obesidade, por separado.
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Figura 13. Andlise de correlacdo de Spearman entre as proteinas do
complexo shelterin no grupo controle e no grupo obesos. As correlacbes
significativas (P < 0,05) estao indicadas por quadrados vermelhos.
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Os niveis de expressdo génica em individuos controles entre TRF1 e TPP1
(r*= 0,755, P = < 0,0001), TRF1 e RAP1 (r* = 0,484; P = 0,002); TRF2 e TPP1 (* =
0,444; P = 0,035) e TPP1 e RAP1 (¥ = 0,512; P < 0,002); apresentaram

associac0Oes significativamente positivas (Figura 13, painel superior).

Quando observadas as mesmas associagcdfes no contexto da obesidade,
observamos uma mudanca no perfil de correlacbes. Observamos correlacdes
positivas entre POT1 com TRF1 (r* = 0,325; P = 0,01) e com TPP1 (r* = 0,283; P =
0,027) e TPP1 e RAP1 (r* = 0,573; P < 0,0001). As demais correlacdes entre os
componentes do complexo shelterin ndo foram significativas no grupo obesos

(Figura 13, painel inferior).
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Figura 14. Analise de correlacdo de Spearman entre as proteinas do
complexo shelterin, DKC1 e razdo T/S no grupo controle e no grupo obesos.
As correlagdes significativas (P < 0,05) estéo indicadas por quadrados vermelhos.
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Outra proteina que regula a atividade da enzima telomerase e participa do
complexo holoenzima telomerase é a DKC1l. DKC1 mostrou uma associacao
positiva com TRF1 e POT1 (¥ = 0,316; P = 0,045 e r* = 0,630; P = 0,018,
respectivamente) no grupo controle. Somado a isso, a forte associacdo entre DKC1
e TPP1 (* = 0,765; P = 0,0004) presente no grupo dos individuos controle foi
perdida no grupo dos portadores da obesidade bem como as outras correlacbes de

DKC1 vista no grupo controle (Figura 14).

Quando correlacionamos o comprimento dos telomeros (razdo T/S) com a
expressao génica dos componentes do complexo shelterin, nenhuma correlacao foi

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

N&o obstante, no grupo dos portadores de obesidade, a DKC1 apresentou
uma associacgéo positiva com a razdo T/S (r*= 0,306; P = 0,040). O encurtamento
dos teldmeros observado nos individuos com obesidade mostrou uma forte

associacdo com POT1 (r* = 0,247; P < 0,035) (Figura 14, painel inferior).

A IL-1B foi positivamente correlacionada com a expressdo génica de TRF1(r?
= 0,315; P < 0,002) e TPP1 (r2 = 0,194; P < 0,0028). Essas correlagdes se
perderam no grupo dos individuos portadores de obesidade. Devido ao limitado
namero de amostras com expressao de TNF-a ndo conseguimos fazer analises de
correlacdo com outros parametros. Entretanto, dentro do grupo dos individuos
portadores de obesidade com expressdo de TNF-a (n = 8), houve uma forte

associacéo entre IL-18 e TNF-a (r* = 0,694; P = 0,010, dados n&o apresentados).
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6. DISCUSSAO

Individuos portadores de obesidade apresentam, de forma prematura,
caracteristicas previamente descritas e associadas com o0 envelhecimento
fisioldgico, como a capacidade reduzida de lidar com diferentes insultos (agentes
biologicos, fisicos e quimicos) e um estado pro-inflamatério crénico sistémico
aumentado. Nesse sentido, o estado de parainflamacéo nao resolvido, promove um
estado de senescéncia celular em adipécitos 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 hipétese de senescéncia de células adiposas ressalta que nos individuos
portadores de doencas metabdlicas como a obesidade, a resolucdo da inflamacéo
esta atenuada, e a parainflamacdo, age como mecanismo de sustentacdo do
processo inflamatorio (Newsholme and de Bittencourt 2014). Associado a esse
estado pré-inflamatério ha um acimulo de células senescentes que modificam seu

fendtipo para o perfil SASP.

Em nosso trabalho, utilizamos PBMC de uma coorte formada por 39
individuos portadores de obesidade grau Il e grau Ill, 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 hepatica, HAS ou SM). Por outro lado, nesse mesmo trabalho, Grun e
colaboradores demonstraram nas PBMC teldmeros encurtados com uma
correlacdo negativa quando associadas com idade e IMC (manuscrito em

preparacao).
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Como dito anteriormente o comprimento dos telémeros tem sido associado
com a idade bioldgica dos individuos saudaveis (Blasco 2007). Por outro lado, seu
encurtamento acelerado, tem sido observado em diversas doencas cronicas,
associado a estilos de vida pouco saudaveis e associado a eventos precoces de
senescéncia celular. Da mesma forma, a frequéncia aumentada de células no
estado senescente tem sido observada em individuos idosos ou associada com
doencas cronicas (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 telébmeros

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

A disfuncdo telomérica limita a capacidade proliferativa das células
somaticas e induz eventos de senescéncia celular ou de apoptose. A disfuncéo
telomérica pode ser consequéncia de falhas ou mutacdes presentes na enzima
telomerase, como as relatadas nas telomeropatias anemia aplastica (AA) ou
Disceratose congénita (DC) (Townsley, Dumitriu et al. 2014; Stella, Balestro et al.

2016).

Por outro lado, a disfuncao telomérica em humanos pode ser consequéncia
de deficiéncias presentes nas proteinas do complexo shelterin (Palm and de Lange
2008). Nesse sentido, trabalhos realizados em modelos experimentais de perda de
funcdo dos componentes do complexo shelterin tem demonstrado o declinio
acentuado da capacidade regenerativa dos tecidos ou seu envelhecimento

acelerado (Martinez, Thanasoula et al. 2010).
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A utilizacdo dos modelos experimentais em animais geneticamente
modificados tem sido fundamental para o estabelecimento de um papel causal
entre o encurtamento dos telébmeros e o envelhecimento (Blasco, Lee et al. 1997,
Armanios 2009; Armanios, Alder et al. 2009) ou a reativacdo da acdo da enzima
telomerase e a sobrevida aumentada (Jaskelioff, Muller et al. 2011). As proteinas
do complexo shelterin e a enzima telomerase colaboram para o alcance de um
tamanho telomérico determinado durante os eventos de proliferacdo celular. A
coordenacdo entre as proteinas do complexo shelterin, seu recrutamento e a
regulacdo da telomerase, variam nos diferentes tipos celulares ou em diferentes

contextos patofisiolégicos como exemplificado na figura 2.

Entretanto, ndo ha dados na literatura que apresentem uma descricao
completa dos componentes do complexo shelterin em PBMC, suas quantidades
estequiométricas e sua inter-relacdo em contextos patoldgicos, presentes na

obesidade.

Nossos dados demonstram uma expressdo alterada e significativamente
aumentada dos genes TRF1, POT1 e RAP1 do complexo shelterin e do gene
DKC1 em PBMC de individuos portadores de obesidade, quando comparados com

seus pares eutroficos.

Dados da literatura sugerem que as proteinas do complexo shelterin TRF1,
TRF2, TIN2 e POT1 participam de um mecanismo regulatério de retroalimentagéo
negativa. TRF1 e TRF2 através de seus dominios tipo Myb associam-se com a
porcdo telomérica de fita dupla e detectam as repeticbes de hexanucleotideos
(Chen, Yang et al. 2008). A superexpressdao de TRF1 resulta na gradual e

progressiva perda das repeticdes teloméricas mesmo em linhagens imortalizadas.

47



Entretanto, um mutante disfuncional de TRF1 permite a elongacdo dos telomeros,
confirmando que TRF1 age como um regulador negativo (van Steensel and de
Lange 1997). A superexpressao de TRF1 ou de TRF2 ndo afeta a expressao da
enzima telomerase. Os autores tém proposto que tanto TRF1 como TRF2 impedem
a acao da telomerase por serem as principais proteinas a favorecer a formacéo da
estrutura tridimensional telomérica de T-loop que restringe a aproximacgdo da

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

A elevada expressdo de TRF1 nas PBMC de individuos com obesidade da
nossa coorte é consistente com as funcdes biologicas de TRF1 e as evidéncias
publicadas na literatura. Entretanto, sua expressdo nao mostrou correlagdo com o
encurtamento telomérico (P = 0,324). A falta de correlacdo poderia ser explicada
pelo mecanismo de acdo da TRF1. Neste sentido, alguns autores salientam a
existéncia de um fino controle de diversos fatores que participam na homeostase
do comprimento dos teldbmeros 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 cenério, a expressdo génica aumentada de TRF1 em PBMC
associada com teldmeros encurtados nos individuos portadores de obesidade esta
de acordo com os dados de (Smogorzewska, van Steensel et al. 2000), e
consistente com a ideia da proteina TRF1 ter um papel como regulador negativo,
aumentado em situacbes com teldmeros encurtados como o observado na
obesidade. Em linhagens celulares, células com telémeros longos recrutam grande
guantidade de TRF1 sobre a regido telomérica, o que favoreceria a formagéo da

estrutura do T-loop restringindo a acdo da telomerase. A inibicAo da acédo da
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telomerase levaria ao encurtamento progressivo dos teldbmeros com expressao

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 padrao similar ao visto em nosso trabalho com elevacdo de TRF1

guando os teldmeros estavam encurtados.

Embora as evidéncias sugiram que tanto TRF1 como TRF2 compartilham
uma mesma funcao regulatoria negativa (Chen, Yang et al. 2008) nossos dados
demonstram que TRF2 esta significativamente reduzida nos dois grupos
estudados, quando comparadas com o perfil génico dos outros genes do mesmo
grupo, controle ou portadores de obesidade, mas ndo entre os diferentes grupos.
Esse resultado sugere que TRF2 deve ter um mecanismo de controle diferente que
o presente em TRF1. A expressao diminuida de TRF2 ja foi demonstrada em
pacientes com desordens hematolégicas como gamopatia monoclonal de
significado indeterminado (MGUS) ou mieloma multiplo (MM) (Panero, Arbelbide et
al. 2010). Estudos adicionais serdo necessarios para determinar a real contribuicdo

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

Nossos resultados também demonstraram POT1 aumentada nas PBMC do
grupo dos individuos portadores de obesidade e acompanhou o perfil apresentado
por TRF1. POT1 demonstrou uma associacdo positiva com TRF1 e TPP1 (r* =
0,325; P < 0,0,01 e r? = 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 teldmeros sem interagcdo com a atividade da enzima telomerase.
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Similar ao mecanismo proposto para TRF1 e TRF2, POT1 potencialmente inibiria a
alocacdo da telomerase sobre os teldbmeros e evitaria sua interacdo com outras

proteinas e com os telémeros (Takai, Jenkinson et al. 2016).

O promotor de POT1 apresenta um elemento de unido para o NF-kB.
Portanto, POT1 também pode ser regulada pela ativacdo do NF-kB, 0 que sugere
uma funcdo associada com a inflamacdo. Em linhagem de macréfagos de
roedores, POT1 mostrou-se presente tanto na porgéo telomérica quanto no citosol,
demonstrando funcdes celulares extra-teloméricas. No citosol destas células, a
variante de roedores POT1b parece associar-se com a proteina Rab5 e inibir
parcialmente o mecanismo de endocitose de bactérias assim como também
diminuir a expressdo da enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) com
concomitante diminuicdo da producdo de oxido nitrico, molécula essencial para
funcéo bactericida destas células (Hagiwara, Komatsu et al. 2013). Neste sentido, a
elevacao génica de POT1 presente em PBMC vista nos individuos portadores de
obesidade também poderia comprometer fun¢des do sistema imune e contribuir
com a aumentada suscetibilidade a infecgbes bacterianas, como observado em
individuos 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 expresséo génica diminuida similar a RAP1, em linhagens
celulares de teldmeros curtos, ou seja, a quantidade de TRF1 e RAP1 na célula
reflete um menor comprimento dos teldmeros (McEachern and Blackburn 1995;
van Steensel and de Lange 1997; Smogorzewska, van Steensel et al. 2000). Como
consequéncia os teldbmeros de determinada linhagem celular eventualmente

convergirdo a um comprimento telomérico médio. Assim, 0s autores salientam que

50



um teldmero em homeostase possui TRF1 o suficiente para permitir um
comprimento apropriado dos teldmeros 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 expressédo de RAP1 sem
associacao significativa (P = 0,592) com o encurtamento prematuro dos teldmeros
no grupo obesos. A proteina RAP1 associa-se aos teldmeros através de uma
interacdo com TRF2. Entretanto, nossos resultados demonstraram uma expresséo
de TRF2 diminuida e aumento de RAP1 nas mesmas amostras, sugerindo que
RAP1 poderia exercer fungdes adicionais as observadas na homeostase
telomérica. Nesse sentido, Hsiangling Teo e colaboradores identificaram funcdes
telomeros-independentes e combinadas com a sinalizacdo do fator de transcricdo
nuclear NF-kB (Teo, Ghosh et al. 2010). A interacdo no citoplasma de RAP1 com o
complexo inibidor quinase lkappaB (IKK1/2 ou NEMO) demonstrou ser um passo
essencial na ativacdo do NF-kB com subsequente ativacdo dos genes alvos de

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

A regido promotora de RAP1 apresenta sitios de ligacdo a subunidade p65
do NF-kB (Teo, Ghosh et al. 2010). Em células HEK293 os autores relataram um
mecanismo de retroalimentacdo positiva. Assim, apds um estimulo pré-inflamatério,
h& ativacdo de NF-kB com translocagéo ao nucleo e ligacdo de p65 no promotor de
RAP1 estimulando sua expressdo e por conseguinte aumentando os niveis de
RAP1, os quais associados ao complexo IKK1/2-NF-kB alimentam a propagacéo
do estimulo inflamatorio (Teo, Ghosh et al. 2010). A inibicdo de RAP1 por RNA de
interferéncia em linhagem de macrofago murino mostrou a reducédo de IL-13, IL-8,

IL-6 e MCP1 e aumento de fatores reguladores como IL-10 e IkBa, dependentes de
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p65 (Cai, Sukhova et al. 2015). Um aumento de RAP1 também foi descrito em
individuos com doenca inflamatéria crénica de origem autoimune como o lUpus

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

Como esperado, nossos resultados detectaram expressdo aumentada da
interleucina pré-inflamatoéria IL-1p nas PBMC do grupo dos individuos portadores
de obesidade. Desta forma, a elevada expressdo de RAP1 e IL-1B, alvos de
controle do NF-kB, poderia estar sendo sustentada por um mecanismo de
retroalimentacdo positiva, presente a nivel sistémico e local em individuos
portadores de obesos. Todo este processo poderia ser decorrente do desbalanco
pré-inflamatério associado ao tecido adiposo. A proteina RAP1 aumentada em
obesos, poderia representar um mecanismo molecular chave, adicional, de
conexdo entre o envelhecimento precoce observado nos individuos portadores de
obesidade e o SASP. Assim, RAP1 aumentada contribuiria para 0 menor
comprimento telomérico, alteracdo do perfil de expresséo de proteinas teloméricas

e secrec¢do de citocinas proé-inflamatérias via sinalizacdo de NF-kB.

Nesse sentido, resultados ainda néo publicados de nosso grupo demonstram
a secrecdo aumentada de citocinas pro-inflamatorias reguladas por NF-kB (IL-1B,
IL-6 e IL-8) em cultura de PBMC dos individuos portadores de obesidade, as quais
poderiam potencializar o ciclo de parainflamacao alimentado também por RAP1

(Parisi, MM., manuscrito submetido).

Linhagens de cancer de mama tratadas com ativadores classicos de NF-kB
aumentaram a expressao de TRF1, TIN2 e POT1 em cerca de 4 a 6,5 vezes
(Butler, Hines et al. 2012). Assim, a parainflamacdo presente nos individuos com

obesidade oriunda do tecido adiposo poderia ser responsavel pela ativacdo do NF-
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kB, o qual levaria a expressdo aumentada de RAPL. A elevacado crbnica de RAP1
via NF-kB amplificaria o ciclo de elevada expressdo de RAP1, TRF1 e POT1 como

os verificados no nosso trabalho.

Além da associagdo de RAP1 com a inflamacdo via NF-kB, Martinez e
Blasco também demonstraram elementos de unido para RAP1 presente nos
promotores de fatores de transcricdo chaves no metabolismo de lipideos como o
receptor ativado por proliferador de peroxissomo a (PPARa) e o coativador do
receptor ativado por proliferadores de peroxissoma al (PGC-1a) (Martinez, Gomez-
Lopez et al. 2013). Entretanto, contrdrio aos nossos resultados, camundongos
nocautes para RAP1 (RAP17) apresentaram desenvolvimento prematuro da

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

PPARs possuem varios papeis em processos patofisiolégicos incluindo
diferenciacdo celular, tumorogenese e metabolismo de lipidios, proteinas e
carboidrato. Entretanto, em cada tipo celular eles parecem favorecer processos
diferentes celulares diferentes, além disso, ligantes de PPARs incluem acidos

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

PGC-1a é um alvo de PPARs e ainda, sua expressao regula atividade de
PPARs. Somado a isso, recentemente o conjunto de genes mais fortemente
induzidos por PGC-1a foram os de células mieléides (Rowe, Raghuram et al. 2014)
25009290. Desta forma, RAP1 aumentada ainda poderia estar envolvida na

regulacdo desta via nas células analisadas neste trabalho.

Por tanto, para explicar nossos resultados observados nos individuos
portadores de obesidade seria interessante quantificar a expressao proteica de

RAPL1 e dos fatores associados ao catabolismo de lipideos PPARa e PGC-1a.
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Embora a DKC1 ndo faca parte do complexo shelterin, também participa da
regulacdo da homeostase e do comprimento dos teldmeros mediante a
estabilizacdo da telomerase. A DKC1 estad 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 inglés human telomerase reverse transcriptase)
sdo constitutivamente expressas, entretanto, a atividade da enzima telomerase é
dependente da subunidade hTERT (do inglés human telomerase RNA
complement), a qual tem a expressao 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 expressdo génica de DKC1 no
grupo dos portadores de obesidade e seus niveis de expressdo génica de DKC1
foram positivamente correlacionados com teldmeros maiores (r* = 0,305; P =
0,040). DKC1 também mostrou uma associacdo positiva com TRF1 e POT1 (r =
0,316; P = 0,04 e r’= 0,630; P = 0,01, respectivamente) somente no grupo controle.
Tanto TRF1 como POT1 tém sido descritos como reguladores negativos do
comprimento de teldmeros. Ao passo que o perfil de expressdo das proteinas
teloméricas parece sofrer desregulacao no contexto da obesidade, salientamos que
a associacao 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 regulacdo coordenada
presente na expressao génica de TRF1 e POT1 é diferente da que regula a

expressao de DKC1 no contexto da obesidade.

Niveis elevados de DKC1 também foram relatados em células neoplasicas

independentemente da atividade da telomerase ou da expressao 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 biogénese ribossomal e apresenta forte
correlacdo com a taxa de proliferacdo celular. Embora em nosso estudo nao
tenhamos quantificado proliferacdo celular, a literatura sustenta a existéncia de
uma proliferacdo de precursores da medula O0ssea e ativacdo das células da
linhagem hematopoiética aumentada, presente a nivel periférico nas PBMC de

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

Mutacbes presentes no gene da DKC1, como na doenca DC ligada ao X,
salientam o papel fundamental da DKC1 na regulagdo do controle da atividade da
telomerase e sugerem que o0 encurtamento dos teldmeros observados nos
pacientes com DC poderia ser a consequéncia da associacdo diminuida entre o

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

Nosso estudo ndo permitiu fazer analises de correlacdo entre variaveis
clinicas como DMT2, esteatose hepética, HAS e SM e comprimento de teldmeros
(razdo T/S), devido ao numero reduzido de participantes no grupo de individuos

portadores de obesidade presentes em cada subgrupo.

Em resumo, nossos achados demonstram a importancia do complexo
shelterin e de proteinas acessorias como DKC1, no contexto da manutencdo da
regulacdo telomérica. Nossos resultados salientam a complexa e intrincada rede de
fatores associados e desregulados durante os processos fisiopatologicos do
envelhecimento como o0s presentes na obesidade. Estudos adicionais serao
necessarios acrescentando novos fatores para determinar a complexa regulacéo
gue determina o comprimento dos teldmeros no estado fisiopatologico da

obesidade.
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PARTE IV
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7. CONCLUSOES

1. Nossos achados demonstram uma expressao génica aumentada dos
componentes do complexo shelterin (TRF1, POT1 e RAP1) e disquerina, em
individuos portadores da obesidade;

2. Nossos resultados também demonstraram expressdo aumentada da
IL-18, mas ndo do TNF-a em individuos portadores da obesidade;

3. Em individuos eutréficos TPP1 apresentou correlacdo positiva com 0s
demais genes analisados (TRF1, TRF2, POT1 e RAP1).

4. Em individuos eutroficos DKC1 apresentou forte correlacdo positiva
com TRF1, TPP1 e POT1. Porém, no contexto da obesidade DKC1 perdeu todas
as correlacdes com as proteinas teloméricas;

5. Somente a expressdo g¢génica de DKC1 foi positivamente
correlacionada com o comprimento dos teldmeros em individuos portadores de
obesidade, mas ndo no grupo controle;

6. A expressao génica do complexo shelterin per se ndo foi capaz de
explicar o desfecho observado de teldmeros encurtados em individuos portadores
de obesidade, sugerindo que fatores adicionais devem estar envolvidos na

regulacédo do comprimento dos telémeros.
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8. PERSPECTIVAS

1.

2.

3.

Determinar a expressao génica da telomerase subunidade hTERT;
Determinar a expressao génica de TINZ2;

Determinar o imunocontetudo de RAP1 (nuclear e citoplasméatica em PBMC);
Determinar a localizacdo de RAP1 nos cromossomos;

Determinar a expressao de outros componentes envolvidos na homeostase
telomérica como genes associados com o0 processo de replicacdo (RPAL) e
vias de reparo (MRE11-RAD50-NBS1) que também possam ser importantes
e participar e regular a homeostase telomérica,

Identificar via andlises de bioinformatica genes adicionais envolvidos com a

homeostase telomérica e construir uma rede de interacdo génica.
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Amplification Plot

Figura S1. Graficos representativos das amplificacdes dos diferentes
genes realizadas na qPCR utilizando o fluor6foro SYBRgreen como
molécula de deteccdo. 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-1B, H) TNF-a e I) GBN2L1. (StepOne Plus versao 2.3,
AppliedBiosystems).
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Figura S2. Figuras representativas das curvas de dissociacdo de
temperatura (curvas de meltings) de cada gene amplificado. A) TRF1, B)
TRF2, C) TPP1, D) POT1, E) RAP1, F) DCK1, G) IL-18, H) TNF-a e I) GBN2L1.
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Figura S3. Confirmagcdo dos produtos de PCR. Amostras representativas
foram separadas em gel de agarose (3%) e coradas com SYBRsafe
(Invitrogen) para confirmagdo de banda Unica do tamanho esperado,
corroborando a especificidade observada nas curvas de dissociacdo de
temperatura (curvas de melting). M: Marcador de peso molecular (100pb), C:
Amostra de Controle, OB: Amostra de Obeso. A) Produto de amplificacdo de
PCR de RAP1 (165 pb), TRF1 (116 pb), POT1 (102 pb), TPP1 (152 pb) e TRF2
155 pb. B) A) Produto de amplificacdo de PCR de DKC1 (106 pb) e IL-18 (199
pb).
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Figura S4. Comparacdo da expressdo génica dos genes analisados no
grupo controle (painel superior) e no grupo portadores de obesidade
(painel inferior). Os gréaficos representam mediana (linhas horizontais
vermelhas) e intervalo interquartil (25-75%) (linhas horizontais pretas) para
cada um dos genes analisados.
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