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RESUMO

Santos, BAC. Delecado da oligopeptidase thop1 regride quadro de esteatohepatite
severa em camundongos: possivel interacdo entre peptideos e microRNAs,
[Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2021.

A doencga hepatica gordurosa nao alcoolica (DHGNA) compreende um espectro de
doengas que vai desde a presenga de esteatose hepatica (acumulo de gordura no
parénquima hepatico sem inflamagao) na auséncia do consumo excessivo de alcool
até a esteatohepatite, caracterizada pela esteatose junto a hipertrofia do hepatécito
e inflamacao lobular, podendo progredir, a longo prazo, para fibrose, cirrose e
carcinoma  hepatocelular. Camundongos  knockout para a  enzima
thimet-oligopeptidase (THOP”) se mostram resistentes a indugdo da obesidade e
DHGNA por dieta hiperlipidica, e apresentam alteracao na expressdo de microRNAs
previamente associados a DHGNA. Com o intuito de clarificar como a delecao da
THOP1 protege o animal de desenvolver esteatohepatite e como esse mecanismo
pode estar associado aos microRNAS, utilizamos animais C57BIl/6 wild type e
THOP alimentados com dieta controle ou deficiente em colina e hiperlipidica, que
mimetiza melhor a evolugdo da doenga, por 8, 15 e 24 semanas. Apos o tempo de
experimentacéo, os animais foram eutanasiados e o figado foi recolhido para analise
da histologia hepatica e das vias metabdlicas através da expressao génica por
gPCR. Os resultados obtidos indicam que, a longo prazo, o genétipo THOP™"
promove um fendtipo resistente a obesidade, esteatohepatite e fibrose. Essa
melhora do fendtipo esta relacionada a diminuicdo do miR-34a e das vias
metabdlicas e inflamatérias que envolvem Pparg, Ucp2, Tnfa, IL-6, IL-10, IL-17,
Tgfb, a-sma, Col1a1l e Timp1. A diminuicdo dessas vias parece estar relacionada
com o acumulo de VDPVNFK, ao longo do tempo, que pode modular a expressao do
miR-34a, assim inibindo a acdo deste microRNA e permitindo que as vias de

sinalizagao funcionem para diminuir o acumulo lipidico e suas consequéncias.

Palavras chave: thimet oligopeptidase; microRNA; peptideos intracelulares; DHGNA



ABSTRACT

Santos, BAC. Deletion of thop1 oligopeptidase regresses severe steatohepatitis in
mice: possible interaction between peptides and microRNAs. [dissertation (Master in
Pharmacology)] - Institute of Biomedical Sciences, University of Sado Paulo, Sao
Paulo, 2021.

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) comprises a spectrum of diseases ranging
from the presence of hepatic steatosis (accumulation of fat in the liver parenchyma
without inflammation) in the absence of excessive alcohol consumption to
steatohepatitis, characterized by steatosis along with hypertrophy of the hepatocyte
and lobular inflammation, which may progress, in the long term, to fibrosis, cirrhosis
and hepatocellular carcinoma. Mouse knockout for an enzyme thimet oligopeptidase
(THOP”) is resistant to the induction of obesity and NAFLD by a high-fat diet, and
shows changes in the expression of microRNAs previously associated with NAFLD.
In order to clarify how the THOP1 deletion protects the animal from developing
steatohepatitis and how this mechanism can be associated with microRNAS, we
used C57BI/6 wild type and THOP” animals fed a choline-deficient and hyperlipidic
diet, which better mimics the evolution of the disease, for 8, 15 and 24 weeks. After
the experimentation period, the animals were euthanized and the liver was collected
for analysis of liver histology and metabolic pathways through gene expression by
gPCR. The results obtained indicate that, in the long term, the THOP” genotype
promotes a phenotype resistant to obesity, steatohepatitis and fibrosis. This
improvement in the phenotype is related to the downregulation of miR-34a and the
metabolic and inflammatory pathways that involves Pparg, Ucp2, Tnfa, IL-6, IL-10,
IL-17, Tgfb, a-sma, Col1a1 and Timp1. The decrease in these pathways seems to be
related to the accumulation of VDPVNFK, over time, which can modulate the
expression of miR-34a, thus inhibiting the action of this microRNA and allowing the

signaling pathways to work to decrease lipid accumulation and its consequences.

Keywords: timet oligopeptidase; microRNA; intracellular peptides; NAFLD
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1. Introdugao

As mudangas no estilo de vida desenvolvidas no ultimo século levaram ao
aumento do sedentarismo, propiciando um desbalango na quantidade de calorias
ingeridas e calorias gastas (Younossi et al, 2019) que junto a fatores genéticos levou
a um aumento de sobrepeso (IMC entre 25 e 29,9 m?) e obesidade (IMC = 30 m?) na
populagcdo mundial (Sivell, 2019). A obesidade € um fator de risco para sindrome
metabdlica e comorbidades que incluem diabetes mellitus tipo 2, doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica, hipertensao, hiperlipidemia, doenga renal crénica, doenca
cardiovascular, apneia obstrutiva do sono e osteoartrite, elevando a mortalidade em
individuos obesos (Polyzos et al, 2018). De acordo com Chang et al (2016),
pacientes com sobrepeso obesos metabolicamente saudaveis, tem 2,15 e 3,55
vezes, respectivamente, mais chances de desenvolver DHGNA (doencga hepatica
gordurosa néo alcodlica) do que pacientes com peso normal.

A DHGNA ¢é a forma mais comum da doenca hepatica crénica ao redor do
mundo, impulsionada principalmente pela epidemia de obesidade (Younossi et al,
2019). Desde a década de 30 ha indicios da relagao entre a esteatose hepatica e a
obesidade, no entanto apenas na década de 80 Ludwig junto ao seu grupo de
pesquisa conseguiu distinguir histologicamente a esteatohepatite alcodlica (EHA) da
nao alcodlica (EHNA), e relaciona-la a obesidade (Sanyal, 2019).

A mortalidade causada pela DHGNA tem aumentado em contrapartida ao
decréscimo da mortalidade causada pelas hepatites virais por conta da introducéo
de terapias virais de agao direta (Polyzos et al, 2018; Kim et al, 2018). Além disso,
atualmente a DHGNA ¢é a segunda maior causa do transplante de figado, ficando
atras apenas da hepatite C crbnica, e a tendéncia é que ela chegue ao primeiro

lugar (Younossi et al, 2019).

1.1. Epidemiologia da DHGNA

Em 2018, estimou-se que 25% da populacdo mundial era afetada pela
DHGNA. Na América do Norte, a prevaléncia é de 24% e na América do Sul,
observou-se que a incidéncia era de 32% sobre a populagdo e que essa estava
intimamente ligada a prevaléncia da obesidade em cada continente. Na Europa a

incidéncia é estimada de 20 - 30%; essa variagao ocorre pelas diferengas, entre os
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paises, nos indices populacionais de obesidade e diabetes mellitus tipo 2. Na Asia a
prevaléncia varia entre 15 e 40% pelos mesmos motivos europeus. Na Africa os
numeros variam entre 5 e 30%, essa oscilagédo ocorre porque ha poucos estudos
epidemioldgicos de DHGNA na Africa (Younossi et. al., 2019).

Em 2011 Cotrim et al., realizaram um estudo multicéntrico no Brasil em
pacientes com DHGNA e observaram que 53,3% dos pacientes eram homens, 85%
eram assintomaticos, 44,7% eram obesos e 41,3% tinham desenvolvido sindrome
metabdlica. Além disso, o mesmo grupo também observou que nos casos em que foi
realizada bidpsia hepatica havia alto indice de esteatohepatite — 58%, e destes 27%
também apresentavam fibrose.

Andrade et al (2016), realizaram um estudo epidemiolégico com 62 pacientes
em Sao José do Rio Preto - Sao Paulo e observaram que 76% dos pacientes com
DHGNA eram mulheres, 71% eram assintomaticos, 39% tinham sobrepeso e 45%
eram obesos. Coelho (2019) realizou outro estudo no hospital geral de Fortaleza e
observou que dos 83 pacientes com DHGNA, 80,7% eram mulheres, 88%
apresentavam sobrepeso ou obesidade. Coelho ainda observou que dos 60
pacientes submetidos a elastografia hepatica, 65% exibiram pelo menos um grau de
fibrose e 10% apresentaram cirrose.

De acordo com Than et al (2015), a prevaléncia da DHGNA em pacientes com
peso normal sem a presenca de fatores de riscos metabdlicos € de 16%,
aumentando para 43-60% em pacientes com diabetes, 91% para pacientes obesos
submetidos a bariatrica e até 90% para pacientes com hiperlipidemia. Além disso, a
prevaléncia da DHGNA também aumenta com a idade de menos de 20% abaixo de
20 anos para mais de 40% com idade acima de 60 anos.

Apesar da alta incidéncia da DHGNA, apenas de 20% evoluem para casos de
EHNA, dos quais 25%, em decorréncia do acumulo de gordura no parénquima
hepatico com inflamacéao, progridem para fibrose, que, de acordo com o estagio,
pode avangar para cirrose, que de maneira progressiva causa carcinoma
hepatocelular. Os outros 75% nao obrigatoriamente evoluem para cirrose, se
permanecerem nos estagios de fibrose compensados (Than et al, 2015). Menos de
1% dos pacientes com esteatose ainda podem progredir para CHC (carcinoma
hepatocelular) nao cirrético (Buzzetti et al., 2016)

Indo de encontro ao descrito no paragrafo anterior, Cotrim et al. (2016),

realizaram uma pesquisa em 6 estados brasileiros com 110 pacientes com CHC
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derivado da DHGNA e mostraram que destes, 65,5% eram homens, 52,7% eram
obesos e 60% tinham sindrome metabdlica, além disso ela ainda demonstrou que
um numero elevado de pacientes (30,8%) desenvolveram CHC com esteatohepatite

sem cirrose.

1.2. Etiologia da DHGNA

A DHGNA integra um espectro de doengas que vai desde uma simples esteatose
até a EHNA que é o acumulo de gordura no parénquima hepatico com inflamagao,
fibrose, cirrose e podendo progredir para CHC a longo prazo. (Than et al, 2015;
Buzzeti et al, 2016).

A doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica € caracterizada pelo acumulo de
gordura no parénquima hepatico sem inflamagdo na auséncia do consumo
excessivo de alcool (< 20/dia para homens e 10g/dia para mulheres) ou do uso de
farmacos esteatogénicos de longo prazo, como amiodarona ou corticosteroides
(Than et al, 2015; Buzzeti et al, 2016; Sivell, 2019).

A relacgo da DHGNA com a sindrome metabdlica pode ser bidirecional,
principalmente quando relacionado a diabetes e hipertensdo, o0 que sugere que
assim como a sindrome metabdlica aumenta o risco de DHGNA, a DHGNA também
aumenta diversas caracteristicas e comorbidades da sindrome metabdlica. Logo, um
tratamento eficaz para DHGNA pode ter o beneficio adicional de melhorar as
caracteristicas da sindrome metabdlica (Friedman et al, 2018).

De interesse diferentes grupos étnicos tém propensdes dispares a doenca
avangada: individuos hispanicos sao mais suscetiveis que pacientes brancos,
enquanto pacientes negros tem menos suscetibilidade (Sanyal, 2019; Sivell, 2019;
Younossi et al, 2017). A menor incidéncia do espectro DHGNA em pacientes afro
americanos nos Estados Unidos é relativa as diferencas genéticas no metabolismo
lipidico, ou seja, esse grupo de pacientes tém niveis séricos de triglicérides menores
e maiores niveis de HDL (Lipoproteina de alta densidade) que pacientes hispanicos
ou brancos com DHGNA (Younossi et al, 2017). Além disso, fatores genéticos, como
o polimorfismo do gene PNPLAS3 (proteina 3 contendo o dominio fosfolipase do tipo
patatina), que regula a lipdlise das vesiculas de lipidios nos hepatdcitos; TM6SF2

(transmembrana 6 membro da superfamilia 2), CD14 e GCLC (Glutamate—cysteine
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ligase catalytic subunit) sdo relacionados a uma progressdo mais agressiva do
espectro DHGNA (Yilmaz, 2012; Younossi et al, 2017; Friedman et al, 2018).

O polimorfismo de PNPLA3 é um dos fatores genéticos mais relacionados a
EHNA (Younossi et al, 2017). Ocorre por polimorfismo de nucleotideo unico
rs738409 C>G que resulta em uma substituicdo de isoleucina por uma metionina na
posicao 148 (p.llel148Met) (Yilmaz, 2012), anulando a atividade de hidrélise de
triglicerideos de PNPLA3 (Kawaguchi et al, 2012). Esse polimorfismo foi relacionado
a presencga de necroinflamagao hepatica (Kawaguchi et al, 2012) , inflamacgao portal,
inflamacéo lobular e fibrose (Rotman et al, 2010; Yilmaz, 2012).

Todavia a predisposicdo genética deve ser inserida no contexto de fatores
ambientais, pois estes também possuem papel significativo no desenvolvimento da
doenga. Os principais fatores ndo genéticos sdo os habitos alimentares, o
sedentarismo e fatores socioeconbmicos (Younossi et al, 2017). Estudos
socioeconémicos mostram que a inseguranga alimentar pode ser um fator de risco
nao genético independente associado a DHGNA em familias de baixa renda
(Golovaty et al, 2019).

A inseguranca alimentar é definida como “disponibilidade limitada ou incerta de
alimentos nutricionalmente adequados e seguros ou capacidade limitada ou incerta
de adquirir alimentos aceitaveis de formas socialmente aceitaveis” (Frohme et al,
2020). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2020),
entre 2017 e 2018, dos 68,9 milhdes de lares brasileiros, 36,7% apresentaram algum
nivel de inseguranga alimentar. Segundo Golovaty et al. (2019), a inseguranca
alimentar pode provocar um ciclo complexo de ingestdo alimentar deficiente e
consumo excessivo compensatorio de alimentos de ma qualidade, causando um
risco metabdlico aumentado. Além disso, baixos niveis de atividade fisica estdo

associados ao desenvolvimento de DHGNA (Younossi et al, 2017).

1.3. Patogénese da DHGNA

Atualmente, o modelo mais aceito para desenvolvimento da EHNA é o da
teoria de multiplos hits (Multiple-hits Hypothesis), na qual se propde que varios hits
podem atuar em paralelo, finalmente resultando em inflamagao do figado. Nessa
teoria os habitos alimentares, fatores genéticos, epigenéticos e ambientais podem

conduzir ao desenvolvimento de resisténcia a insulina, obesidade com proliferacao
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de adipdcitos e mudangas na microbiota intestinal (Tilg & Moschen, 2010; Buzzetti
et. al., 2016; Friedman et al., 2018; Tilg, Adolph & Moschen, 2021) (Figura 1).

De acordo com essa teoria, a condi¢ao inicial para acumulo de acidos graxos
nos hepatocitos € a resisténcia a insulina, pois resulta em um aumento da de novo
lipogénese (DNL) hepatica (isto é, conversdo de carboidratos em lipideos para
armazenamento), diminuicdo da oxidagao de acidos graxos livres (AGLs), prejudica
a lipdlise do tecido adiposo, com consequente aumento do influxo de AGLs para o
figado e diminuicdo da secregdo hepatica de VLDL (very low density
lipoprotein—triglyceride) (Tilg & Moschen, 2010; Buzzetti et. al., 2016; Friedman et al.,
2018).

A resisténcia a insulina também causa disfuncao no tecido adiposo, levando a
uma alteracdo na producgao e secregao de adipocinas e citocinas proé inflamatorias
(Tilg & Moschen, 2010; Buzzetti et. al., 2016; Friedman et al., 2018). A adiponectina
€ uma citocina anti-inflamatéria que sinaliza através dos receptores de adiponectina
adipor1 e adipor2. Ao se ligar ao adipor1 hepatico, a adiponectina ativa a via
Ampk/Sirt1 que leva a inibicdo do acumulo hepatico de lipideos. No entanto, a
obesidade provoca hipoadiponectinemia, inibindo esse mecanismo e contribuindo
para o acumulo lipidico hepatico (Tilg & Moschen, 2010; Buzzetti et. al., 2016). Em
pacientes obesos os niveis de leptina aumentam como consequéncia da resisténcia
a leptina e ela passa a ter um papel pro fibrinogénico (Buzzetti et. al., 2016). A
leptina estimula as células de Kupffer a produzir Tgf-b1 (fator de crescimento
transformador beta 1) e posteriormente também ativa as células estreladas através
das vias hedgehog e mTOR (proteina alvo da rapamicina em mamiferos) (Buzzetti
et. al., 2016).

A disfuncdo no tecido adiposo ainda provoca o aumento da producao de
citocinas como II-6, Tnfa e Jnk pelo tecido adiposo, que ao serem liberadas para a
circulagao passam a favorecer a inflamacao hepatica ao ativar as células estreladas
quiescentes, assim promovendo a deposicdo de matriz fibrosa (Tilg et al, 2010;
Buzzetti et al, 2016).

A gordura se acumula no figado na forma de triglicerideos (TG), o que ocorre
contemporaneamente com aumento da lipotoxicidade gerada pelos AGLs, colesterol
livre e outros metabdlitos lipidicos. Os AGLs e o colesterol, principalmente quando

acumulados nas mitocondrias, sao tidos como os lipideos “agressivos” que levam ao
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dano hepatico mediado pelo fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a formagéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Tilg & Moschen, 2010).

Além disso, a alteracdo da microbiota intestinal causa a produgéo adicional de
AG no intestino, aumento da permeabilidade do intestino delgado e, portanto,
aumento da absorcdo de AG. Como consequéncia, a disfungdo mitocondrial com
estresse oxidativo e producdo de ROS e mecanismos associados ao estresse do
reticulo endoplasmatico sao ativados, sendo esses os principais fatores para o
desenvolvimento da inflamagéao, apoptose celular e fibrose (Buzzetti et al, 2016).

As mudangas na microbiota intestinal e aumento da permeabilidade do
intestino podem causar aumento circulante de lipopolissacarideo (LPS; endotoxina),
denominada endotoxemia (inflamacéo de baixo de grau), que exerce importante
papel nas respostas imunes inatas (Tilg & Morshen, 2010; Kirpich et al., 2015;
Ghetti et al., 2017). O LPS promove a produgéo de citocinas pro-inflamatorias nos
macrofagos hepaticos, resultando na inflamacao hepatocelular (Kirpich et al., 2015).

O LPS é reconhecido por receptores de reconhecimento de padrbes, dentre
eles os receptores toll-like (TLR), principalmente o TLR4 e TLR9 (Kirpich et al., 2015;
Ghetti et al., 2017). No figado saudavel as vias dos TLRs sdo quiescentes, no
entanto, com o aumento de LPS circulante que chega ao figado, essas vias séo
ativadas (Miura & Ohnishi, 2014). A estimulacdo de TLR4 em células de Kupffer
induz a producao de citocinas inflamatdrias, como TNFa, e ROS. A interacao entre
LPS e TLR4 também ativa receptores em células estreladas hepaticas, resultando
na fibrogénese hepatica (Ghetti et al., 2017). O aumento dos niveis de LPS ainda
pode causar lesdo hepatica através de um mecanismo mediado por inflamassoma
que inclui proeinas NLRP (Nucleotide-binding oligomerization domain), que por sua
vez manipulam a clivagem de interleucinas pro-inflamatoérias como as interleucinas
1 beta (IL-1B)e 18 (IL-18) (Kirpich et al., 2015; Ghetti et al., 2017).

Em individuos com predisposicado genética (Yilmaz, 2012; Younossi et al,
2017; Friedman et al, 2018) ou modificagdes epigenéticas (incluindo metilacdo do
DNA, modificagdo de histonas e alteragcado na expresséo de microRNAS) (Buzzetti et
al, 2016; Xu et al,2020) podem afetar o conteudo de gordura nos hepatdcitos e o
ambiente inflamatdrio no figado, e assim levando a um estado de inflamagéao crénica
por vias heterogéneas de danos hepatocelulares, com possivel progressao a morte
hepatocelular, ativacdo de células hepatica estrelada e deposicdo de matriz fibrosa
(Buzzetti et al, 2016).
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Apesar do conhecimento geral que esteatose precede a inflamagéo, ha
evidéncias de que a EHNA e a esteatose podem surgir como duas condigdes
similares independentes e a inflamagao pode preceder a esteatose (Tig & Moschen
2010): o momento em que se combinam os fatores genéticos, eventos externos e
intracelulares, em vez da soma simples de insultos hepaticos resultam em diferentes

vias que levam a esteatose ou a EHNA, respectivamente (Yilmaz et al, 2012).

Figura 1. Multiple Hit Hypothesis.
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Legenda: Hipotese de mudltiplos hits para o desenvolvimento da DHGNA. Fatores
alimentares e ambientais junto a obesidade elevam os niveis séricos de AGLs e colesterol,
desenvolvimento de resisténcia a insulina, incremento do tecido adiposo, alteragdes na
microbiota intestinal. A resisténcia a insulina induz a lipdlise do tecido adiposo e liberacéo de
adipocinas e citocinas pré-inflamatérias,como TNFa e IL-6. No figado a resisténcia a insulina
amplifica a lipogénese de novo. O aumento do influxo de AGLs para o figado deriva dos
processos acima e de uma atividade alterada da microbiota intestinal. A sintese e o acumulo
de TG, niveis toxicos de AGLs e colesterol causam disfungdo mitocondrial com estresse
oxidativo e producdo de ROS pelo reticulo endoplasmatico, levando a inflamacao hepatica.
Além disso, as alteracbes na microbiota intestinal causam a liberagado de LPS e citocinas
pré-inflamatorias que irdo contribuir para o agravamento da inflamagéo. Fatores genéticos e

modificagbes epigenéticas podem influenciar o risco de progressao para inflamagéo e
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fibrose (EHNA) ou a permanéncia em um estagio estavel da doenga (DHGNA) (Buzzetti et
al, 2016).

1.4. THOP1 e a DGHNA

A Thimet oligopeptidase (EC 3.4.24.15; EP 24.15; THOP1) é uma
oligopeptidase com 77 kDa que metaboliza peptideos na faixa ideal de 8-12
aminoacidos, pois seu sitio catalitico fica profundamente localizado no fundo de um
canal estreito (Brown, 2001; Ray, 2004; Gewehr et al, 2020). Esta oligopeptidase
pertence a familia M3 das metaloproteases, que por sua vez, possui outras oito
oligopeptidases que possuem sequéncia similar a THOP1, como por exemplo a
neurolisina (EP. 24.16) (Brown, 2001; Ray, 2004). Além da sequéncia similar, esta
familia de oligopeptidases também tem em comum o dominio: His-Glu-Xaa-Xaa-His
(HEXXH), que faz parte do sitio ativo de ligagao para o cofator de metal (Ray, 2004,
Ferro et al, 2020).

A THOP1 é amplamente distribuida nos tecidos dos mamiferos, com altos
niveis de expressdao no cérebro, glandula pituitaria, testiculos e figado (Ray et al,
2004; Gioli-Pereira et al, 2003). A THOP1 esta presente em diferentes localizagdes
subcelulares, conforme o tipo celular, ja tendo sido descrita em sua forma secretada
e citosolica, associada a membrana e ao nucleo, o que é consistente com uma
diversidade de papéis fisioldgicos (Ray, 2004; Icimoto et al, 2017, Gewehr et al,
2020). Ja foi descrito que a THOP1 esta presente principalmente nos hepatdcitos
peri centrolobulares (zona 3) , 0 que € de extrema relevancia visto que a maioria das
hepatotoxinas que induzem necrose, além da lesao isquémica, € predominante
nesta regido (Pereira, 2003).

A THOP1 hidrolisa variados peptideos do sistema nervoso central e de outros
tecidos, incluindo bradicinina, neurotensina, peptideos opiodides, angiotensina | e
GnRH (Rioli et al, 2003; Icimoto et al, 2017; Ferro et al, 2020). Estudos mostram que
a THOP1 tem um aumento de expresséao relacionado a interagdes epigenéticas em
adenocarcinoma de pulm&o de mau prognoéstico; e também esta associada a
apresentacao de antigeno MHC-I e a inativagdo de diversos neuropeptideos (Silva et
al., 1999; Rioli et al, 2003; Heimann et al, 2005). Além disso, a THOP1 também
demonstrou ter fungdo na sepse, no metabolismo periférico da bradicinina
relacionado a resposta inflamatéria a dor e em afetar o comportamento dos animais,

como depressao, atencédo e retencdo de memoria (Santos et al, 2019). A THOP1
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ainda foi relacionada ao Alzheimer e a retinopatia diabética precoce (Sundstrom et
al, 2018).

Ainda que a maior atividade da THOP1 seja considerada no sistema
neuroenddcrino, sua expressao é relativamente mais alta no figado (Nomoto et al,
2014). Nomoto et. al., 2014 e Shimizu et al, 2017, observaram que no carcinoma
hepatocelular humano, a expressao da THOP1 se correlaciona positivamente com a
evolugdo do carcinoma hepatocelular, o que sugere que a THOP1 possa ser um
bom biomarcador preditivo para a evolugdo do carcinoma. Em um modelo primata
de obesidade materna a THOP1 estava diminuida no figado dos fetos e sua
expressao era inversamente proporcional aos microRNA miR-130a-3p e miR-143-3p,
que por sua vez tem a THOP1 como alvo (Puppala et al, 2018).

Um estudo recentemente publicado pelo nosso grupo, demonstrou que
camundongos nocaute para THOP1 sédo protegidos da indu¢cdo de obesidade e
consequentemente de esteatose por dieta hiperlipidica, podendo ser esse um novo
tratamento para obesidade e suas comorbidades (Gewehr et al, 2020). De interesse,
os camundongos nocautes para THOP1 quando desafiados com dieta hiperlipidica
apresentam uma regulacdo diferente de microRNAs no figado encontrada nos
animais selvagens obesos (Gewehr et al, 2020). Deste modo, surge a hipotese de

que peptideos possam interagir com microRNAs ou regular sua expresséo.

1.5. Relagao entre a THOP1, microRNAs e a DHGNA

Os microRNAs (miRNAs; miRs) sdo pequenos RNAs nao codificadores que
possuem de 19-22 nucleotideos de tamanho. Eles se localizam em regides
intergénicas ou em introns de outros genes e estdo geralmente envolvidos na
regulagcdo péds-transcricional da expressdo génica atuando por repressao
translacional, promovendo a degradacdo do RNAm, através do pareamento parcial
de bases na regidao 3'UTR dos RNAms alvos (Ambros et. al., 2004; Bartel et. al.,
2004).

A biogénese candnica dos microRNAs tem inicio no nucleo da célula, a partir
da transcricdo do pri-miRNA a partir da RNA polimerase Il, que por sua vez é clivado
pelo complexo DROSHA+DGCRS originando o pré-miRNA. A exportina-5 transporta
o pré-microRNA para o citoplasma, onde mais uma vez ele é clivado pelo complexo

Dicer, que separa a dupla fita, assim gerando o microRNA maduro. O microRNA



31

maduro é carregado para o seu alvo pelo conjunto de proteinas RISC e AGO2.
Quando interage com seus alvos, as a¢des do microRNA podem causar a repressao
do RNAm ou inibir a tradugao proteica (Bartel, 2004; Szabo et. al. 2013; Baffy, 2015).

Estudos recentes mostram que microRNAs circulantes podem atuar como
biomarcadores da DHGNA e sua progressao (Figura 2) (Szabo et. al., 2013; Pirola
et. al., 2014; Baffy, 2015; Becker et. al. 2015; Liu et. al., 2018). Um dos microRNAs
mais responsivos a lipideos € o miR-34a, que é altamente expresso no figado e no
soro de camundongos mantidos em dieta rica em gordura e em humanos seus
niveis se correlacionam positivamente com a gravidade da EHNA (Castro et al,
2012; Baffy, 2015; ). Um dos principais alvos do miR-34a é a SIRT-1, que tem papel
fundamental na homeostase energética ao ativar fatores de transcrigdo como o
PPARa (receptor ativado por proliferador de peroxissoma alfa), LXR (receptor x do
figado) e p53 (proteina tumoral 53) (Pogribny et al., 2010; Rottiers & Naar, 2012;
Baffy, 2015).

A ativagdo de p53 aumenta a expressao do miR-34a, que por sua vez induz
apoptose e parada do ciclo celular na fase G1 (Tarasov et al., 2007; Rottiers & Naar,
2012). Ainda foi observado que a estimulagcdo do receptor de endocanabindide 1 (
CB1) favorece a expressao do miR-34a via ativagdo de p53 que agrava a injuria
hepatica pela via PPARa/SIRT1.

Figura 2. Implicagdo de microRNAs nas principais transigbes da patogénese da

DHGNA.
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Legenda: miRNAs que apresentam ter um impacto na progressao da DHGNA. (Baffy, 2015)

Estudos recentes tém demonstrado que a interacdo dos microRNAs com

proteinas vai além da participacdo destas em sua biogénese. Pai et. al. (2016)
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demonstraram, in vitro, que os peptideos LKKLLKLLKKWLKLKG e
LKKLLKLLKKLWKLKG inibiram a maturagdao do miR-155 catalisado pela Dicer e
aumentaram a expressao dos genes alvos do miR-155. Pai et. al., utilizando
modelagem molecular, sugere que um inibidor peptidico se liga preferencialmente a
regido apical do pré-miR-155, desta forma suprimindo o processamento do miR-155
pela Dicer. De forma similar ao estudo anterior, Shortridge et. al. (2017)
demonstraram que o peptideo L50 se liga ao pré-miR-21 em uma regidao que se
sobrepbde ao local de clivagem da Dicer, assim inibindo o processamento do
pré-miR-21. Usando modelagem molecular, Gewehr et al. (2020) observaram que os
peptideos May1 (AQGGVLPNIQAVLLPK) e May7 (SQTFPNADFAEITKL) interagem
com pré-miR-143 e pré-miR-222 murino na regidao correspondente ao microRNA
maduro, assim sugerindo que os que os peptideos intracelulares poderiam regular
as fungbes do microRNA interferindo em seu processamento e/ou estabilidade
endogena.

Diante do exposto, a hipotese deste trabalho € que a delegdo da THOP
promove o0 acumulo de oligopeptideos que vao interferir, de forma direta e/ou
indireta, no processamento de microRNAs, causando assim a melhora do quadro

esteatodtico e fibroético.
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2. Justificativa

A EHNA faz parte de um espectro de doengas relativas a sindrome
metabdlica que afeta, aproximadamente, 24% da populacdo mundial, o que
corresponde a mais de 1,8 milhdes de pessoas, visto que a maior parte das pessoas
afetadas apresentam sobrepeso ou obesidade associado a um estilo de vida
sedentario e com dieta rica em carboidratos e lipideos (Younossi et al, 2017;
Younossi et al, 2019).

Dado a alta incidéncia da EHNA e a falta de farmacos especificos para o seu
tratamento, se faz necessaria a busca por novos alvos terapéuticos para enfrentar
essa pandemia. O silenciamento da THOP1 é eficaz para proteger os animais da
indugao da esteatose por dieta hiperlipidica, no entanto, ainda ndo esta elucidado o
mecanismo pelo qual essa protecdo ocorre e nem qual o papel dos microRNAs
neste processo.

Neste tudo, hipotetizamos que os animais nocautes para THOP1 (THOP™)
alimentados com dieta deficiente em colina sdo resistentes ou possuem o fenétipo
mais brando de EHNA. Com o intuito de elucidar como os microRNAs estéo
relacionados aos peptideos processados pela THOP1, associamos o fendtipo dos
animais a expressao hepatica dos microRNAs e seus alvos. Além disso, avaliamos
também o peptidoma do figado dos animais THOP” ao longo do tempo para
entender qual a modulacéo dos peptideos apods delecdo da THOP1.

A partir dos resultados obtidos nesse projeto, sugerimos que peptideos
acumulados por consequéncia da delecado da THOP1 podem regular a expressao de
microRNAs envolvidos com a etiopatogenia da DHGNA. Nossos resultados podem

contribuir na busca de novos alvos terapéuticos para o tratamento da EHNA.
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3. Objetivo
3.1. Objetivo geral

Investigar a modulagao dos peptideos intracelulares processados pela THOP1
e a sua correlacdo com a regulacdo de microRNAs em um modelo de
esteatohepatite.

3.2. Objetivos especificos

i. Caracterizar o modelo THOP” alimentado com dieta hiperlipidica
deficiente em colina através da avaliagdo de mudancas fenotipicas e
metabdlicas.

ii. Evidenciar as alteragbes morfolégicas hepaticas decorrentes do
consumo da dieta hiperlipidica deficiente em colina.

iii. Examinar a expressao dos genes envolvidos no metabolismo lipidico
hepatico.

iv.  Avaliar diferengcas na expressdo de microRNAs, relacionados a
DHGNA, entre o animal THOP' e wild type alimentados com dieta
hiperlipidica deficiente em colina.

v. Avaliar diferengas no conteudo peptidico hepatico entre o animal
THOP” e wild type alimentados com dieta hiperlipidica deficiente em

colina.
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4. Metodologia
4.1. Animais

Foi utilizada a linhagem de camundongos C57BL/6 selvagem (WT) ou
knockout para THOP1 (KO ou THOP™). Os animais foram mantidos em sala com
ciclo claro-escuro de 12-12 horas e temperatura de 23+2° C, com ragao Nuvlab e
agua ad libitum até o inicio dos tratamentos (8 semanas de idade). Todos os
procedimentos deste estudo seguiram os principios éticos de experimentos animal e
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de

Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (138/2015).

4.2. Protocolo experimental e terapéutico

Animais machos WT e KO com 8 semanas de idade foram alimentados com
dieta hiperlipidica deficiente em colina (DC) (31.5% gordura, 14.0%Kcal proteina e
54.5% carboidrato - Rhoster RH19576, Brasil - Tiburcio et al., 2017) ou alimentados
com dieta padrdo de biotérios (C) (76%kcal carboidratos, 9% kcal gordura, 15% kcal
proteinas, Nuvlab CR1), a qual tem colina e metionina e L-aminoacidos definidos. Os
animais foram alimentados com essas dietas por 8, 15 e 24 semanas para
acompanhar a progresséo da doenca.

A DC foi baseada no estudo de Matsumoto et al (2013) que mostrou que a
dieta mimetiza melhor o quadro de esteatohepatite em humanos, além disso néo
induz caquexia como a dieta deficiente em colina e metionina. A colina € um
componente da fosfatidilcolina (PC) e a PC € o principal constituinte dos VLDLs, se
fazendo necessario para a secregao e exportagdo de gordura do figado (Zeizel et al,
2018). Logo, uma dieta com deficiéncia em colina € habil em induzir esteatose
porque dificulta a saida da gordura do figado.

Foram formados 4 grupos: 1) WT-C, 2) WT-DC, 3) KO-C, 4) KO-DC. Apos 8,
15 e 24 semanas de dieta, os animais foram eutanasiados e coletou-se amostras de
sangue, figado e tecidos adiposos. O soro foi separado e utilizado para dosagens
bioquimicas. O figado foi utilizado para analises histopatoldgicas, quantificacdo da
expressdo de microRNAs e RNAm por transcricdo reversa seguida de PCR
quantitativo (RT-qPCR) e peptidoma.
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4.3. Analise de composicao corporal

A gordura corporal total, massa magra e fluido corporal livre foram
mensurados por ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo (TD-NMR, do
inglés time-domain nuclear magnetic resonance) usando o analisador de
composi¢cao corporal de camundongos minispec LF50 (Bruker, Germany). Esta
analise foi realizada antes do inicio da dieta para indugao de esteatose e no final do

periodo de cada protocolo.

4.4. Ingestao alimentar, ganho de peso e massa de gordura

O peso e a ingestdao alimentar foram acompanhados ao longo dos
tratamentos. Ao final foi mensurado o peso do depdsito da gordura epididimal,

retroperitoneal e mesentérica para calculo do indice de adiposidade.

4.5. Avaliacao da responsividade a insulina

A responsividade a insulina foi avaliada pela determinagdo da glicemia em
jejum, teste de tolerancia a glicose (GTT) e teste de tolerancia a insulina (ITT). Para
o ensaio de GTT, os animais em jejum prévio de 6 horas receberam uma dose de
glicose (2 g/kg p.c.) por injegdo intraperitoneal. A glicemia foi mensurada e
monitorada por um glicosimetro por coleta de sangue caudal nos seguintes tempos:
0 (pré-injecao), 30, 45, 60 e 90 minutos apds a administragao de glicose.

Para o ensaio de ITT, os animais em jejum de 6h receberam 0,5Ul/kg p.c. de
insulina regular (Novolin R). A glicemia foi entdo mensurada e monitorada a cada
4min através do glicosimetro por coleta de sangue capilar caudal, nos seguintes
tempos: 0 (pré-injecao), 4, 8, 12, 16, 20 minutos apds a administragao de insulina. A
constante de decaimento de glicose do plasma (K,;7) foi calculada a partir da curva

glicémica obtida do ITT entre os intervalos de 4-16min.

4.6. Analise histopatolégica do figado

Uma secgdo de aproximadamente 5 mm? do lobo médio do figado dos animais
foi separada para histologia. As seg¢des foram divididas ao meio e uma parte foi

fixada em solugdo tamponada de formol a 10%. Apds fixagdo, procedeu-se a
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lavagem em alcool 70G°L para desidratagdo em série alcodlica crescente,
diafanizacdo em série de xildis, inclusdo em parafina, microtomia de 5 ym e
coloracao pela técnica de Hematoxilina-eosina (HE) e Tricrémico de Masson. Foram
analisados e fotomicrografados 3 cortes de cada figado em microscépio optico.

As laminas coradas em HE foram utilizadas para avaliagdo do score NAFLD,
o qual estabelece uma escala de 0 a 3 para cada um dos parametros avaliados, isto
é: esteatose macrovesicular, esteatose microvesicular, hipertrofia e inflamagao. Ao
final, formou-se o score de esteatose (0-9) e o de inflamagéao (0-3). Ling et al, propde
que se o score de esteatose for 0 e o de inflamacao for 0-3, ndo ha DHGNA,; se o
score de esteatose for 0-9 e o de inflamacéo for 0, ha DHGNA; e por fim, se o score
de esteatose for 0-9 e o de inflamacéao for 1-3, ha EHNA (Figura 1) (Liang et al.,
2014).

Figura 3. Diagrama de diagnostico para DHGNA de roedores.
Steatosis (0-9): Inflammation (0-3): Diagnosis:
Macrovesicular steatosis (0, 1, 2, 3) (0,1,2,3)
Microvesicular steatosis (0, 1, 2, 3)

Hypertrophy (0, 1, 2, 3)

0 > 0,1,2,3 > No NAFLD
1-9 > 0 > NAFLD

Legenda: As duas caracteristicas principais da EHNA, esteatose (0-9) e inflamacgao (0-3),

foram usadas no sistema de pontuagao proposto para roedores (Liang et al., 2014).

As laminas coradas com tricromico de masson foram utilizadas para avaliagao
de tecido conjuntivo (fibrose) no parénquima hepatico através do critério de Brunt, o
qual gradua a fibrose de 0 a 4 da seguinte forma: 0 (ausente), 1 (fibrose

perisinusoidal/pericelular), 2 (fibrose periportal), 3 (fibrose em ponte) e 4 (cirrose). (Brunt
et al, 1999; Santiago-Rolon et al, 2015)
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4.7. Extracao de RNA

O RNA total do figado foi extraido utilizando o reagente TRIzol (Thermo Fisher
Scientific), de acordo com as instrugdes do fabricante. A concentragdo e a pureza do
RNA total foram medidas usando um espectrofotdmetro BioDrop uLITE (BioDrop,
Cambridge, UK).

4.8. Expressao de microRNA por qPCR

A quantificagao relativa dos microRNAs miR-149, miR-212, miR-127, miR-182
e miR- 34a foi realizada por RT seguido de gPCR pelo sistema de detec¢gao Tagman.
Inicialmente a reacdo de transcricao reversa de microRNA foi realizada a partir de
10ng de RNA total utilizando o kit sintese de cDNA miRNA TagMan advanced
(Thermo Fisher). O cDNA obtido foi diluido (1/10) em agua livre de nucleases e
armazenado a —20°C. Para a PCR, os iniciadores necessarios para cada miRNA
foram adquiridos da Applied Biosystems (Tabela 1). A expressdao dos miRNAs foi
realizada por qPCR com deteccdo por Tagman®, utilizando o equipamento
QuantiStudio3, seguindo o protocolo universal de amplificagdo: 95°C 10 min seguido
de 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C 1min, seguido de curva de dissociag¢ao. Para a
quantificacdo da expressdo génica utilizou-se o método de quantificagao relativa,

utilizando-se o0 miR451a-5p como constitutivo.

Tabela 1. Primers utilizados para quantificar expressao de microRNAs

Primer ID
mmu-miR-451a-5p mmu482766_mir

mmu-miR-127-3p
mmu-miR-149-5p
mmu-miR-182-5p
mmu-miR-212-3p
mmu-miR-34a-5p

mmu480910_mir
mmu480946_mir
mmu480960_mir
mmu478318_mir
mmu481304_mir

4.9. Expressao de RNAm por qPCR

A expressdo do RNAm dos genes relacionados ao metabolismo lipidico,
inflamacéao e fibrose foi quantificada por reagdo de transcrigdo reversa seguida de

amplificacdo por qPCR (RT-gPCR). A sintese de cDNA foi realizada utilizando-se o
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kit High Capacity (Life Technologies) a partir de 1000 ng de RNA total do figado. A
quantificacdo do RNAm dos genes alvos foi realizada por PCR em tempo real no
equipamento QuantiStudio 3, utilizando os iniciadores descritos na Tabela 2. Para
normalizacdo da expresséo utilizou-se a média entre os genes constitutivos Gapdh e
36b4.

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados para quantificar a expressao de RNAm.

Gene Empresa Forward primer 5' - 3' Reverse primer 3' - 5'
36B4 (RPLPO) EXXTEND  TAAAGACTGGAGACAAGGTG GTGTACTCAGTCTCCACAGA
ACC EXXTEND CCAGCAGATTGCCAACATC ACTTCGGTACCTCTGCACCA
APOA5 SIGMA GAGTCGAGTGCTGCACCATA TCGCCTTACGTGTGAGTTTG
APOB EXXTEND GTCTACTTCCACCCACAGTCCC TGCTTTTTAGGGAGCCTAGCA
ASMA EXXTEND  CAGGGAGTAATGGTTGGAAT TCTCAAACATAATCTGGGTCA
ATGL (PNPLA2) EXXTEND  GGTCCTCTGCATCCCTCCTT AGACATTGGCCTGGATGAGC
CD206 SIGMA AACAAGAATGGTGGGCAGTC TTTGCAAAGTTGGGTTCTCC
CD36 EXXTEND  TGGAGCTGTTATTGGTGCAG TGGGTTTTGCACATCAAAGA
CD86 SIGMA GACCGTTGTGTGTGTTCTGG GATGAGCAGCATCACAAGGA
COL1A1 EXXTEND  CGATGGATTCCCGTTCGAGT GAGGCCTCGGTGGACATTAG
CPT1A EXXTEND  GGCCACAAATTATGTGAGTGA GAGCATCTCCATGGCGTAGT
DICER EXXTEND  ACCAAGTGATCCGTTTACGC CAACCGTACACTGTCCATCG
FGF-21 EXXTEND  CTGCTGGGGGTCTACCAAG CTGCGCCTACCACTGTTCC
IL-10 SIGMA ACTGCTATGCTGCCTGCTCT TCATTTCCGATAAGGCTTGG
IL-1B SIGMA CAGGC AGGCAGTATCACTCA AGCTCATATGGGTCCGACAG
IL-6 EXXTEND  TGATGCACTTGCAGAAAACA ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC
IRS1 EXXTEND  CCCTCTCAACAGCAGTCCCT TTACGCTATTGACGATCCTC
NCOR1 EXXTEND  CTGCTCCGCATCAAGTGATAA CCAGGAGTTCCCTGTGAGATA
NF-KB IDT  CGTTTTACTCTTTATCTCGCTTTCG GGCTATATGGCCTAAGGCATGG
PGC1A EXXTEND CACCAAACCCACAGAAAACAG GGGTCAGAGGAAGAGATAAAGTTG
PPARA EXXTEND  TCGAATATGTGGGGACAAGG TCTTGCAGCTCCGATCACAC
PPARB EXXTEND GGATTCTGCGGAGCCTGC AGATGGACTGCCTTTACCGTG
PPARG EXXTEND CAAACCTGATGGCATTGTGAG ATCTTAACTGCCGGATCCAC
RORG SIGMA TGCAAGACTCATCGACAAGG GGGGATTCAACATCAGTGCT
TGFB1 EXXTEND GTGGAAATCAACGGGATCAG ACTTCCAACCCAGGTCCTTC
TIMP1 EXXTEND  GTAAGGCCTGTAGCTGTGCC AGGTGGTCTCGTTGATTTCT
TNFA EXXTEND CCACCACGCTCTTCTGTCTAC AGGGTCTGGGCCATAGAACT
TRAF6 SIGMA GCCCAGGCTTGTTCATAATGT AGCTCGCCCACGTACATACT
ucp2 EXXTEND CTGCGGTCCGGACACAATA CCCGATCCCCTCGATTTTC
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4.10. Extracao de proteinas

O tecido hepatico (0,1-0,3g) foi homogeneizado com o tampéao cell disruption
buffer do kit miRVana (600ul). O homogenato foi incubado no gelo e depois
centrifugado a 12.000 rpm durante 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi retirado e a
concentragao protéica foi determinada utilizando o ensaio de Bradford (Bio-Rad,

Hercules, Califérnia).

4.11. Quantificagao de citocinas inflamatérias

A avaliagdo quantitativa de IL-6, IL-10, IL-1b e IL-17 foram realizadas por
ensaio imunoenzimatico (ELISA) para camundongos, de acordo com as fabricagdes
do fabricantes (DuoSet ELISA, R&D Systems, Minneapolis, MN)

4.12. Extracao de peptideos

Os peptideos foram extraidos a partir de ~50 mg de figado macerado
congelado em Nitrogénio liquido. Adicionou-se ~3,5 ml de agua deionizada ultrapura
a 80°.C e incubou-se as amostras em banho-maria a 80°C por 20 minutos e em
seguida foram deixadas em gelo 30 minutos. As amostras foram acidificadas com
HCI para um concentragao final de 10 mM e entdo foram centrifugadas a 3000 rpm
por 50 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e foi transferido para filtros de
exclusdo molecular de 10 kDa (MCWO 10000, Amicon UltraTM, MILLIPORE, St.
Louis, MO, EUA), os quais foram centrifugados a 3000 rpm por 45 minutos a 4°C. O
volume que passou pelo filtro de exclusao foi entao transferido para a coluna OASIS
do tipo C18 (WATERS, Milford, MA, EUA). Depois de passar pela coluna, as
amostras foram liofilizadas e entdo ressuspensas com 100 uL de agua ultrapura e
quantificadas no nanodrop a 214 nM. O peptideo 5A (LTLRTKL), de composicao e
concentracdo conhecidas, foi usado como referéncia padrao para determinar a

concentracao de peptideo.
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4.13. Marcagao isotopica de peptideos por dimetilagao com formaldeidos
modificados P03

Este método de marcacgéao isotopica baseia-se na dimetilagdo de grupamentos
amina com formaldeido (forma leve) e formaldeido deuterado (forma pesada), na
presenca de cianoborohidreto ou cianoborohidreto deuterado. O produto final das
reacdes de acordo com as combinagcdes entre tipos de formaldeido e de
cianoborohidreto adiciona 28, 30, 32 ou 36 Da a massa final de cada peptideo em
cada sitio de marcagao disponivel (lisina ou N-terminal). Por exemplo, a combinagao
de formaldeido Leve +Cianoborohidreto normal adiciona 28 Da, formaldeido Leve +
Cianoborohidreto Deuterado adiciona 30 Da, formaldeido Pesado +
Cianoborohidreto normal adiciona 34 Da, formaldeido Pesado + Cianoborohidreto
Deuterado adiciona 36 Da. Essas reagdes produzem uma diferenca de massa de 2
ou 4 Da dos peptideos marcados de acordo com a combinacao realizada e essa

diferenca pode ser observada no espectro de massas.

Assim, 20 ug de extrato peptidico foram reconstituidas em 100 mM de
brometo de tetraetilaménio (TEAB) e o pH ajustado para ficar entre 5 e 6, com
volume final de 100 uL. Adicionou-se formaldeido leve ou pesado para concentragcao
final de 0,16% e cianoborohidreto normal ou deuterado para concentragao final de
24 mM gerando um marcador para cada amostra, uma de cada grupo de acordo
com as combinagdes citadas acima. Entdo, as amostras foram incubadas por 16
horas na capela protegidas da luz. Apds a incubagdo, adicionou-se 16 pL de
bicarbonato de aménio 1% e 8 pL de acido formico 5%, o pH foi ajustado para 5-6, e
as amostras foram combinadas, conforme a tabela 3, sendo uma de cada grupo
experimental por tubo, e purificadas em coluna OASIS, foram, por fim, liofilizadas e
submetidas a espectrometria de massas. A adicdo de uma amostra de cada grupo
por tubo garante que cada corrida no espectrobmetro de massas contemple todos os
grupos e possibilita, assim, a comparacédo relativa dos niveis de peptideos de

animais controles com os dos demais grupos experimentais.



Tabela 3. Combinacado das amostras para espectrometria de massas.

Marcador
Corrida 28 30 32 36
1 WT 8S 1 KO 8S 1 WTDC8s1 | KODC 8s 1
2 WT 8S 2 KO 8S 2 WTDC8s2 [ KODC 8s 2
3 WT 8S 3 KO 8S 3 WTDC8s3 [ KODC 8s 3
4 WT 8S 4 KO 8S 4 WTDC8s4 | KODC8s4
5 WT 16S 1 KO16S1 [WTDC 16s1 | KO DC 16s 1
6 WT 16S 2 KO16S2 |WTDC 16s2 | KO DC 16s 2
7 WT 16S 3 KO16S3 [WTDC 16s 3 | KO DC 16s 3
8 WT 16S 4 KO16S4 |WTDC 16s4 [ KO DC 16s 4
9 WT 24S 1 KO24S1 [WTDC24s1 | KO DC 24s 1
10 WT 24S 2 KO24S2 |WTDC24s2 KO DC 24s 2
11 WT 24S 3 KO24S3 ([(WTDC 24s3 | KO DC 24s 3
12 WT 24S 4 KO24S4 |WTDC24s4 KO DC 24s 4
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4.14. Espectrometria de massa e analise de dados

Os peptideos foram ressuspendidos em 50 uyL de H20 0,01% de acido
férmico. Foram injetados na coluna 1 ug total de peptideos. Estes foram submetidos
a um sistema de cromatografia liquida acoplada a um espectrometro de massas de
alta resolugdo Synapt G2-Si (Waters Corp.) (LC-MS). Foi empregada uma coluna
C18 de fase reversa HSS-T3, 300A, 300um x 150mm (Waters Co.), passando por
um gradiente linear de 120 minutos onde iniciou-se com 3% de solucédo B
(Acetonitrila e 0.01% de &cido férmico) e 97% de solucdo A (Agua e 0.01% de acido
férmico) chegando a 40% de B em 95 minutos e elevado a 85% de B por 5 minutos
e retornando para 3% de solugcao B para re-equilibrar a coluna. Os peptideos eluidos
foram analisados em modo dependente de dados (DDA) em modo positivo, tendo
sido utilizado uma faixa de MS de 50 a 2500 Da, scan time de 1s, threshold de 1000,

tendo sido selecionado para MS/MS os 12 ions mais intensos por ciclo de aquisicao,
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com um scan time de 0.5s por MS/MS. Somente foram selecionados ions com carga
+2,+3 e +4 e excluidos os ions adquiridos apds 20s de aquisicdo, utilizando para a
fragmentagdao uma rampa de energia de colisdo indo de 65V a 75V.

Os arquivos de dados brutos foram convertidos em um formato de lista de
pico (mgf) pelo Mascot Distiller verséo 2.7.1 (Matrix Science Ltd., Londres, Reino
Unido) e analisados usando o mecanismo de busca MASCOT versao 2.6. 2 (Matrix
Science Ltd., London, UK) e Peaks para identificar peptideos. Os bancos de dados
usados para a pesquisa incluiram SwissProt (555.100 sequéncias; 198.754.198
residuos) e a taxonomia Mus musculus (16.916 sequéncias). Nenhum local de
clivagem foi especificado e uma tolerancia de massa de 0,5 Da foi aplicada aos ions
MS e MS / MS. As modificagdes variaveis incluidas foram acetilacdo de proteina
N-terminal, oxidacdo de metionina e também os marcadores Me redutores: Dimetil
(K), Dimetil (N-term), Dimetil: 2H (2) (N-term), Dimetil: 2H (2 ) (K), Dimetil: 2H (4) (K),
Dimetil: 2H (4) (N-term), Dimetil: 2H (6) 13C (2) (K), e Dimetil: 2H (6) 13C ( 2) (termo
N).

Todos os resultados da pesquisa foram interpretados manualmente para
eliminar falsos positivos. Em resumo, os critérios incluiram (1) massa observada
dentro de 40 ppm da massa tedrica; (2) o numero de marcadores Me observados
que correspondem ao numero de aminas livres disponiveis (isto é, residuo de Lys e
terminal N se n&o acetilado); (3) o (s) estado (s) de carga observado (s) do peptideo
eram consistentes com o numero esperado de cargas positivas; e, (4) 280% dos
fragmentos principais que foram observados em ions b ou y compativeis com MS /
MS, com um minimo de cinco correspondéncias. Quantificacdo relativa de cada
peptideo presente em WT e THOP-’- de camundongos alimentados com dieta
controle ou deficiente em colina, rotulados como “Light 17, “Light 27, “Intermediate”

ou isotopos “Pesados”, foram executados automaticamente durante o uso do

software Mascot (http: // www. matrixscience.com ), versao 2.6.2 (Matrix Science
Ltd., Londres, Reino Unido). Os peptideos que mostraram diferengas entre os
tratamentos na quantificagdo automatica foram confirmados manualmente durante o
uso de multiplas varreduras dos espectros de MS. A quantificacdo manual foi
realizada determinando a intensidade relativa de cada pico isotépico, considerando
tanto o pico monoisotdpico quanto o pico contendo um atomo de 13C e, em seguida,
subtraindo a linha de base devido a sobreposicédo de picos de massa inferior. A

intensidade de cada peptideo (marcado com uma das formas isotdpicas) foi
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comparada com o mesmo peptideo que foi marcado com outra forma isotdpica
(espectrometria de massa, informacdo de suporte). Nessas analises, apenas 0s
peptideos que apareceram nos trés tempos de protocolo (8, 15 e 24 semanas) foram
selecionados. Foi considerado significativamente diferente peptideos que
aumentaram mais de 100% (duas vezes) ou diminuiram mais de 50% (0,5 vezes) em
comparagao com os respectivos camundongos WT de controle, alimentados com
DC.

4.15. Analise Estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA de uma ou duas vias seguido pelo
pos-teste de Tukey e foram apresentados como meédia + erro padrdo da média
(EPM) ou média + desvio padrao (DP), conforme o caso. O nivel de significancia foi

estabelecido como p<0,05.
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5. Resultados

5.1. Dieta deficiente em colina gera alteragcbes metabodlicas de forma

dependente do genétipo

Antes do inicio do protocolo experimental, os animais apresentavam peso
corporal similar e apés 8 semanas nao houve diferenga de peso entre os grupos
(Figura 4). Ao final de 15 e 24 semanas os animais WTDC apresentaram aumento
do peso corpdreo de aproximadamente 40% em relagéo aos outros grupos (Figura

4).

Figura 4. Efeito da dieta DC no peso corpéreo de animais WT e KO THOP” (Ganho

de peso e delta peso).

Ganho de Peso Ganho de Peso Ganho de Peso
10 B semanas 50 15 semanas 50 24 semanas
- WTC

= B EX] = WTDC
825 H . kS 1 + KOG
_2- -; ‘; -+ KODC
8 S S 20
o 20 = o
H g g
e 210 210

1: T T 1 T T T T T 0 T T 17 1T L L L L T a 1

1 2 3 4 5 6 7 8 N R DDA D D,0 00 E 30
Semanas Semanas Semanas
Delta Peso Delta Peso Delta Peso
8 semanas 15 semanas 24 semanas
104 20+ 254
. * e C
B g B B 20 ~
2 8 a 2 151 :zo a DC
e e e
5 64 5 5 154 "
g— g 10 # %
O 4 O O 104
=] =3 L=
g 2 5 ﬁ g
o 2 o o 5
0 T T 0 T T 0 T T
WT KO WwWT KO wT KO

Legenda: (A) Peso corporeo semanal; (B) Delta peso de camundongos WT e KO alimentados com
dieta controle ou deficiente em colina durante 8, 15 ou 24 semanas. Resultados apresentados como
média. *p<0,05 analisado por ANOVA de duas para efeito de gendtipo (G), dieta (D) ou interagdo
GxD. Quando houve interagéo foi realizado o pds-teste de Tukey e as diferencas significativas estao

representadas por *#& p<0,05: *vs WTC; # vs WTDC; & vs KOC. (n £ 6 animais)
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O aumento de peso nao foi relacionado a hiperfagia visto que o consumo de
ragao dos grupos que foram alimentados com a dieta deficiente em colina foi menor
nos protocolos de 8 e 24 semanas (Figura 5). Entretanto, devido a maior proporgao
de lipidios e densidade calorica, o consumo de calorias foi maior nos grupos que

receberam dieta deficiente em colina.

Figura 5. Consumo alimentar ao longo do periodo experimental.
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Legenda: (A) Consumo de racdo em gramas (g); (B) Consumo de ragdo em calorias (Kcal) de
camundongos WT e KO alimentados com dieta controle ou deficiente em colina durante 8, 15 ou 24
semanas. Resultados apresentados como média. *p<0,05 analisado por ANOVA de duas para efeito
de gendtipo (G), dieta (D) ou interagdo GxD. Quando houve interagao foi realizado o pds-teste de
Tukey e as diferencas significativas estdo representadas por *#& p<0,05: *vs WTC; # vs WTDC; & vs
KOC. (n = 6 animais)

O ganho de peso dos animais WTDC dos protocolos de 15 e 24 semanas foi
associado ao aumento das gorduras viscerais (retroperitoneal, perirenal e
epididimal), subcutédnea (inguinal) e marrom (Tabela 4). Os animais WTDC, ao final
de 15 e 24 semanas, apresentaram ~24% e 30% mais gordura do que O grupo

KODC, respectivamente. Em relagcdo a massa muscular, o peso do séleo foi similar



47

entre os grupos em todos os tempos. Ao final de 24 semanas, o gastrocnémio o
peso do gastrocnémio foi menor nos animais THOP”. No entanto, na andlise de
composi¢cao corporal a massa magra, assim como o fluido livre corporal,
permaneceu de forma similar aos outros grupos. (Figura 6).

Na Tabela 4 descreve-se os dados metabdlicos dos animais. Ao final de 8
semanas, a glicemia de jejum estava menor nos animais que receberam a dieta
deficiente em colina em relacdo aos animais que foram alimentados com a dieta
controle. No entanto, ao final de 15 semanas, a glicemia de jejum se mostrou maior
nos animais nocaute e ao fim de 24 semanas n&o houve diferenga entre os grupos.
Os grupos nao apresentaram intolerancia a glicose, visto que as curvas de
decaimento do GTT e areas sob a curva (AUC) do GTT sao similares. Por outro
lado, ao final de 8 e 15 semanas, os animais THOP™ que foram alimentados com a
dieta deficiente em colina, mostraram maior sensibilidade a insulina do que os
grupos WTDC e KOC, refletindo em um maior K nesses grupos. E ao final de 24
semanas essa diferenca se preservou apenas entre os grupos KOC e KODC
(Tabela 4).

Figura 6. Efeito da dieta DC sobre a composigdo corporal de animais WT e THOP".

Composigdo corporal Composigdo corporal Composigdo corporal
8 semanas 15 semanas 24 semanas
100 100 100
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[ . w =
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E“ 40 g— 25 a4 }
20 2 58 20 B Fluido corporal livre
o ] o b et
L85 F ®a 5
e 4 z ° 5 8
L 2o : o 4
L $E ) 3
o o o 2
o e 8% 2
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WTC WTDC KOC KODC WTC WTDC KOC KODC WTC WIDC KOC KODC

Legenda: Composicao corporal em porcentagem de camundongos WT e KO alimentados com dieta
controle ou deficiente em colina durante 8, 15 ou 24 semanas. Resultados apresentados como média.

(n £ 6 animais)



Tabela 4. Caracteristicas da obesidade de animais WT e THOP alimentados com

DC.

Tecido adiposo

. 0,275+0,02 |0473+0,12 0,222 +0,05|0,370 0,08 |*
Inguinal (g)
Tecido adiposo |, 55 4 002 | 0,158 + 0,08 |0,044 + 0,010,103 + 0,03 |*
retroperitoneal (g)
Tecido adiposo |y 450 4 002 | 0,675+ 0.21 0,297 + 0,04 | 0,452 + 0,07 |*
epididimal (g)
Tecido adiposo |, 4114 001 | 0,174 £ 0,11 |0,188 +0,04| 0,113 + 0,06
mesentérico (g)
Tecido adiposo
8 semanas|  marrom (g) 0,064 + 0,01 | 0,068 +0,01 {0,061 +0,01| 0,66 + 0,11
Tecido adiposo |, 174 001 | 0,056 + 0,02 |0,048 + 0,010,064 + 0,01
perirenal (g)
Gastrocnémio (g) | 0,124+ 0,01 | 0,128 + 0,01 |0,136 + 0,020,136 + 0,02
Soleo (g) 0,010+ 0,00 | 0,011 + 0,00 [0,008 + 0,00 | 0,018 + 0,02
Glicemia de jejum 116 + 21 97+22 |108+1243| 82+16 |*
(mg/dl)
Kt (%glicose/min) 47+1,0 6,4+1,0 50£0,5 58+15 |*
GTT (AUC) 1150 + 176 | 1295+ 262 | 1237 +287 | 972 + 236
— "
Tecido adiposo |,y 4 .15 | 1,384 0,22* | 0,20+ 0,06 | 317 2008
inguinal (g) #
—— "
Tecidoadiposo | 164005 |0,50+0,09*| 008003 | V116003
retroperitoneal (g) #
' ' + +
Tecild-oladlposo 0,471 £ 0,09 1,726 £ 0,17 0,341 £ 0,11 0,474+ 0,13 |,
epididimal (g) * #
' i + +
Tecido z’ad_lposo 0,164 £ 0,07 0,447 £ 0,16 0,135 £ 0,02 0,164 £ 0,06 |,
mesentérico (g) * #
i i + +
15 Tecido adiposo 0,066 £ 0,01 0,133*_ 0,03 0,060 £ 0,01 0,056#_ 0,01 |,
semanas el (g)
Tecido adiposo 0,246 £ 0,03 0,043 £ 0,055+ 0,01 |,
perirenal (g) 0,074 £0,02 * 0,002 #
Gastrocnémio (g) | 0,151+ 0,01 | 0,154 + 0,01 |0,140 + 0,010,157 + 0,01
Soleo (g) 0,011 +0,00 | 0,014 0,00 [0,010 + 0,000,006 + 0,00
Clicsipialy S 165 + 17 157 12,27 | 174 + 16,15 | 199 + 24 58
(mg/dL)
Kirr (%glicose/min)| 3,7 0,1 44+09 | 5606 |82%1,0#& |
GTT (AUC) 1603 +1,12 | 1838+0,32 | 1789 + 0,19 | 1460 + 0,42
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. - " .
TeC|do. adiposo 0,358 + 0.13 2,134 £ 0,36 0,308 + 0,06 0,514 £ 0,06
Inguinal (g) * #
i i + +
TeC|do.ad|poso 0,154 0,08 0,655 * 0,08 0,086 + 0,02 0,258 * 0,05
retroperitoneal (g) * #
i i + +
Tegld-o .adlposo 0,601 £ 0.19 2,033+0,14 0,430 £ 0,02 0,729 £ 0,14
epididimal (g) * #&
Tecido adiposo - 4564 0,03 | 0,165+ 0,08 0,045 + 0,02 0,064 + 0,03
mesentérico (g)
i i + +
Tecido adiposo 0,071 0.01 0,161 £ 0,05 0,073 £ 0.01 0,084 = 0,02
marrom (g) * #
i i + +
TeC|d_o adiposo 0,087 £ 0,03 0,316 £ 0,08 0,046 £ 0,03 0,086 % 0,01
perirenal (g) * #
Gastrocnémio (g) 0,159+0,01 | 0,164 £0,01 (0,144 +0,01[{0,145+0,01 | [*
24 Séleo (g) 0,010+ 0,00 | 0,017 £0,01 |0,007 £ 0,00 | 0,028 + 0,04
semanas G — do o
icemia @8 JEIUM 1 450 + 11 14713 | 15011 | 136+ 11
(mg/dL)
Kirr (%glicose/min) 25+1,3 2,0+0,1 1,3+0,9 | 28%19&
GTT (AUC) 1479 + 197 1558 + 266 | 1758 £ 735 | 1567 + 203

Legenda: Camundongos WT e KO alimentados com dieta controle ou deficiente em colina durante 8,
15 ou 24 semanas. Resultados apresentados como média £ DP . *p<0,05 analisado por ANOVA de
duas para efeito de genétipo (G), dieta (D) ou interacdo GxD. Quando houve interagéo foi realizado o
pos-teste de Tukey e as diferencgas significativas estao representadas por *#& p<0,05: *vs WTC; # vs
WTDC; & vs KOC. (n £ 6 animais) GTT: teste de tolerancia a glicose; AUC: area sob a curva; ITT:

teste de tolerancia a insulina.

5.2. ADC causa hepatomegalia de forma dependente do genétipo

Ao final de 15 e 24 semanas, o consumo da dieta deficiente em colina
provocou uma hepatomegalia nos animais WTDC enquanto os animais KODC
permaneceram com tamanho similar aos animais que receberam dieta controle
(Figura 7A). Apos 15 e 24 semanas observamos que o figado dos animais WT
alimentados com dieta deficeiente em colina estava 38% e 47%, respectivamente,
maior que os animais THOP” alimentados com a mesma dieta (Figura 7B).

O aumento do tamanho e consequentemente do peso do figado dos animais
WT em relagdo aos THOP”, em concordancia com o subcapitulo anterior, indica um

maior aporte de gordura para o figado devido ao aumento dos tecidos adiposos.
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Figura 7. Efeito macroscopico do gendtipo no figado de animais alimentados com
DC.

A
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Legenda: (A) Fotografia do figado apds eutanasia; (B) Peso relativo do camundongos WT e KO
alimentados com dieta controle ou deficiente em colina durante 8, 15 ou 24 semanas. Resultados
apresentados como média. *p<0,05 analisado por ANOVA de duas para efeito de genétipo (G), dieta
(D) ou interagdao GxD. Quando houve interagdo foi realizado o pds-teste de Tukey e as diferengas
significativas estao representadas por *#& p<0,05: *vs WTC; # vs WTDC; & vs KOC. (n + 6 animais)

5.3. Efeito da dele¢do da THOP’ na inducido da esteatohepatite por dieta

deficiente em colina.

Sabendo que o aumento de peso hepatico esta relacionado a injuria
provocada pela dieta hiperlipidica deficiente em colina, realizamos uma analise
histopatoldgica da atividade da DHGNA, como proposto por Liang et al em 2014.
Observamos que em um primeiro momento 0s animais desenvolvem a

esteatohepatite de forma independente do gendtipo. No entanto, apdés 15 e 24
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semanas, os animais THOP” apresentaram uma forma mais branda do espectro
DHGNA frente ao grupo WT alimentando com a DC (Figura 8).

Figura 8. Efeito do gendtipo na histologia de animais WT e THOP- alimentados com
DCeC.

8 semanas 15 semanas 24 semanas

KoC

Legenda: Fotomicrografias representativas do figado apds coloracdao de H&E. Figado de animais
WT e KO alimentados com dieta controle ou deficiente em colina durante 8, 15 ou 24 semanas.
Resultados apresentados como média. (n + 6 animais)

Ao observar a frequéncia dos fendmenos que provocam a DHGNA,
observou-se que nas 8 primeiras semanas de dieta, os vacuolos lipidicos macro e
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microvesicular foram as principais caracteristicas da esteatose em ambos genétipos
que receberam a DC. No entanto, ao fim de 15 e 24 semanas, essas caracteristicas
se mostraram mais frequentes nos animais WT que foram alimentados com a DC,
assim como a hipertrofia do hepatdécito e inflamacao (Figura 9, Tabela 5).

A dieta deficiente em colina age reduzindo a secre¢cado de triglicérides como
VLDL do figado e portanto causando acumulo de gordura nos hepatécitos
(Raubenheimer et al., 2006). O animal THOP”, ao longo do tempo, apresenta uma
regressao da EHNA causada pela dieta deficiente em colina, assim indicando que o

gendtipo THOP” tem efeito hepatoprotetor na indugédo da EHNA.

Figura 9. Distribuicdo das caracteristicas histologicas da DHGNA em animais WT e
THOP- .
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Legenda: Distribuicdo dos fendmenos que induzem a DHGNA. Figado de animais WT e KO
alimentados com dieta controle ou deficiente em colina durante 8, 15 ou 24 semanas. Resultados

apresentados como média. (n £ 6 animais)
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Tabela 5. Faixa obtida do score de NAFLD de camundongos WT e THOP™,

Grau de
Protocolo Grupo Esteatose Microvesicular |Macrovesicular |Hipertrofia | Inflamacao
WTC |0 0 0 0 0
WT DC|5 |==6 2 |=—=3 3 0 3
8 semanas
KOC |0 0 0 0 0
KO DC |2 |=6 0 =3 2 |==3 0 1 | 2
WTC |0 0 0 0 0
WT DC|9 3 3 3 3
15 semanas
KOC |0 0 0 0 O |==3
KO DC |1 |==3 0 =1 1 |2 0 0 |=3
WTC |0 0 0 0 O w1
WT DC|9 3 3 3 2 |=—3
24 semanas
KOC |0 0 0 0 0 |=1
KO DC |2 |==5 1 | 2 1 |2 0 =1 1 |=3

Legenda: Score NAFLD do figado de animais WT e KO alimentados com dieta controle ou deficiente
em colina durante 8, 15 ou 24 semanas. O grau de esteatose (0-9) € a soma dos scores

microvesicular, macrovesicular e hipertrofia. (n + 6 animais).

5.4. Efeito da delegao da THOP1 na progressao da esteatohepatite em animais

alimentados com DC

Sabendo que a fibrose é o estagio seguinte da esteatohepatite no espectro da
DHGNA, realizamos a analise histopatoldgica de acordo com o Critério de Brunt em
ldminas coradas com tricrbmico de Masson. Observamos que a partir de 15
semanas o grupo WTDC apresenta grau 1 de fibrose, que consiste em septos
perisinusoidais e pericelulares (Figura 10, Tabela 6). E ao final de 24 semanas, esse
mesmo grupo, apresentou grau 2 de fibrose, que consiste em fibrose periportal junto
as caracteristicas do grau 1 (Figura 10, Tabela 6). Nos animais THOP”- o inicio da
fiborose foi observado com 24 semanas apenas regides de fibrose pericelular,
portanto a delecdo de THOP retarda o aparecimento da fibrose (Figura 10, Tabela
6).
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Figura 10. Efeito da dieta deficiente em colina na indugcdo de fibrose em
camundongos WT e THOP™.

Legenda: Fotomicrografias representativas do figado apods coloragdo de tricromico de Masson. Figado de
animais WT e THOP™ (KO) alimentados com dieta controle (C) ou deficiente em colina (DC) durante 8, 15 ou 24

semanas. (n + 6 animais)

Tabela 6. Faixa obtida do escore de fibrose de camundongos WT e THOP- .

Grunt Criteria
Tempo Grupo Fibrose
WT C 0
WT DC 0-2
KO C 0
KO DC
WT C
WT DC 1-2
KOC
KO DC
WT C
WT DC
KOC
KO DC 1

Legenda: Escore do critério de Brunt que vai de 0 a 4 (sendo 0 ausente. 1 fibrose perisinusoidal/pericelular na

8 semanas

15 semanas

24 semanas

O N O O O

zona 3; 2 fibrose perisinusoidal/pericelular na zona 3 com fibrose periportal; 3 fibrose perisinusoidal/pericelular
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na zona 3 com fibrose periportal e formagdes de pontes fibréticas ;e 4 cirrose) do figado de animais WT e
THOP™ (KO) alimentados com dieta controle (C) ou deficiente em colina (DC) durante 8, 15 ou 24 semanas (n

6 animais).

A seguir, avaliamos a expressao de genes envolvidos na ativagéo de células
estreladas hepaticas como Tgfb (TGFB), Acta2 (a-SMA), Col1a1 e Timp1. Conforme
observado na analise histopatoldgica, observamos que apds 8 semanas a expressao
de Tgfb, Acta2, Col1a1 e Timp1 aumenta com a dieta deficiente em colina de forma
independente do gendtipo. No entanto, ao final de 15 e 24 semanas esses mesmos
genes continuam com expressao aumentada apenas nos animais WTDC em relagao
ao seu controle e ja no grupo KODC a expressao € reduzida em relagado ao WTDC
(Figura 11).

Este bloco de resultados mostra que a dele¢do da THOP1 atenua a ativagao
das células estreladas hepaticas e portanto a deposicdo de colageno, assim

diminuindo o grau de fibrose em relagdo ao animal wild type.

Figura 11. Expressao de genes relacionados a fibrose no figado de animais WT e
THOP alimentados com DC.
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Legenda: Expressdao de RNAm de genes relacionados a fibrose de camundongos WT e KO alimentados com
dieta controle (C) ou deficiente em colina (DC) durante 8, 15 ou 24 semanas. Os genes Gapdh e Rpl0O foram
utilizados como normalizadores. Resultados estdo expressos relativos ao WTC de cada tempo. *p<0,05
analisado por ANOVA de duas para efeito de gendtipo (G), dieta (D) ou interagdo GxD. Quando houve interagéo
foi realizado o pos-teste de Tukey e as diferengas significativas estao representadas por *#& p<0,05: *vs WTC; #
vs WTDC; & vs KOC. (n = 6 animais).
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5.5. Efeito do genétipo na inflamagcdo hepatica de animais WT e THOP”

alimentados com DC

Com o intuito de investigar como a lipotoxicidade provocou as vias
inflamatérias no desenvolvimento da esteatohepatite, avaliamos a expressao de
RNAmM e o conteudo hepatico das interleucinas Tnfa, |I-6, 1I-10, II-1b, IL-17 e
expressao de genes relacionados a inflamacgao (Cd86, NfkB e Traf-6).

Apods 8 e 15 semanas de protocolo, a expressao génica de Tnfa foi maior nos
grupos que foram alimentados com a dieta deficiente em colina e ao final de 24
semanas sua expressao estava elevada no grupo WTDC frente ao grupo WTC. Ao
final de 8 e 24 semanas, /I-6 teve sua expressao génica modulada pelo genétipo, se
mostrando mais elevada nos animais nocaute; no entanto, ao fim de 15 semanas, a
expressdo de [//6 foi modulada pela dieta, se mostrando maior nos animais
alimentados com dieta deficiente em colina. Ja /10 se apresentou mais expressa
nos animais que receberam a dieta deficiente em colina nos tempos de 8 e 15
semanas; e ao final de 24 semanas ela se apresentou mais expressa no grupo KOC
frente ao grupo WTC. Em um primeiro momento, //18 se mostrou mais expressa no
grupo KODC frente ao grupo WTDC, no entanto ao final de 15 semanas sua
expressao foi maior nos animais alimentados com DC de forma independente do
gendtipo; e ao final de 24 semanas a expressao de //18 foi menor no grupo KODC

comparado ao grupo WTDC (Figura 12).

Figura 12. Efeito da delegdo da THOP1 sobre a expressao de génica de citocinas

envolvidas na inflamacgao hepatica de camundongos alimentados com DC.
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Legenda: Expressao relativa de RNAm de citocinas relacionadas a inflamagéo hepatica de camundongos WT e
KO alimentados com dieta controle ou deficiente em colina durante 8, 15 ou 24 semanas. A expressao de Gapd
e Rpl foi utilizada para normalizar os dados. Resultados apresentados como média. *p<0,05 analisado por
ANOVA de duas para efeito de gendtipo (G), dieta (D) ou interagdo GxD. Quando houve interagéo foi realizado o
pos-teste de Tukey e as diferengas significativas estdo representadas por *#& p<0,05: *vs WTC; # vs WTDC; &

vs KOC. (n = 6 animais).

Quando olhamos para o conteudo hepatico de citocinas, vemos que a
concentracao de IL-6, ao final de 24 semanas no figado de animais WTDC aumenta
em relacdo ao WT controle (Figura 13). Ao final de 15 semanas, a concentragéo
hepatica de IL-10 € menor nos animais nocautes alimentados com a dieta deficiente
em colina comparado ao grupo WT alimentado com a mesma dieta, e apos 24
semanas a concentracado de IL-10 € maior no grupo WTDC frente ao seu controle
(Figura 13). Ao final de 15 semanas a concentragdo hepatica de II-15 € menor no
grupo KODC frente ao seu controle (Figura 13). E por fim, a concentragdo de IL-17
aumenta no KODC em relagao ao grupo WTDC, no entanto, apds 15 semanas essa

relacao é invertida (Figura 13).

Figura 13. Efeito da delecdo da THOP1 sobre o conteudo de citocinas no figado de

camundongos alimentados com dieta C e DC.
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Legenda: Conteldo de citocinas relacionadas a inflamagao hepatica de camundongos WT e KO alimentados
com dieta controle (C) ou deficiente em colina (DC) durante 8, 15 ou 24 semanas. Resultados apresentados
como média. *p<0,05 analisado por ANOVA de duas para efeito de gendtipo (G), dieta (D) ou interagdo GxD.
Quando houve interacéo foi realizado o pds-teste de Tukey e as diferengas significativas estéo representadas por

*#& p<0,05: *vs WTC; # vs WTDC; & vs KOC. (n £ 6 animais).
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A menor expressao de Tnfa e lI-1b apds 15 e 24 semanas nos animais KODC
e a menor quantidade de IL17, ll-1b, € condizente com a menor fibrose no figado
desses animais. Essas citocinas pro-inflamatorias juntamente com Tgfb facilitam a
producdo de matriz extracelular pelo fibroblasto em resposta a Tgfb (Henderson et
al., 2020; Van Herck et al., 2019 ).

Observamos que, ao final de 8 e 15 semanas, a expressao de Cd86 foi maior
nos grupos que receberam a dieta deficiente em colina de forma independente do
gendtipo. Ao de 8 semanas a expressao de Traf6 foi mais alta no grupo KODC frente
ao grupo KOC; e ao fim de 24 semanas sua expressao foi modulada pelo genétipo,
se mostrando menor nos animais nocaute. Apesar dessas interagcdes, o Nfkb nao
apresentou diferenca de expressao entre os grupos em nenhum dos tempos (Figura
14).

Figura 14. Efeito da delecdo da THOP1 sobre a expressao de genes envolvidos na

inflamagéao hepatica de camundongos alimentados com DC.
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Legenda: Expressao relativa de RNAm genes relacionados a inflamagao hepatica de camundongos WT e KO
alimentados com dieta controle ou deficiente em colina durante 8, 15 ou 24 semanas. A expresséo de Gapd e
Rpl foi utilizada para normalizar os dados. Resultados apresentados como média. *p<0,05 analisado por
ANOVA de duas para efeito de gendtipo (G), dieta (D) ou interagdo GxD. Quando houve interagéo foi realizado o
pos-teste de Tukey e as diferengas significativas estdo representadas por *#& p<0,05: *vs WTC; # vs WTDC; &
vs KOC. (n = 6 animais)
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5.6. Expressao de RNAm de genes relacionados ao metabolismo lipidico

hepatico de animais WT e THOP”- alimentados com DC

Para melhor elucidar o acumulo ectdpico de gordura no parénquima hepatico
avaliamos a expressao de genes relacionados as vias metabdlicas dos lipideos:
captacédo de acidos graxos (Cd36), sintese de acidos graxos (Pparg, Pparb, Acc e
Fasn), lipolise (Atgl ou Pnpla2), oxidacdo de acidos graxos (Pgc1a, Ppara, Sirt-1,
Ucp2, Cptla, Fgf-21), formagao de HDL (Apoa) e VLDL (Apob). Também avaliamos
RORg, um fator de transcricdo que pode agir promovendo a expressdo de genes
relacionados a lipogénese, como Cd36, Pparg e Fasn. Ainda avaliamos a expressao
de Ncor1, um co-repressor de RORg.

Ao final de 15 e 24 semanas, a expressdo de Cd36 e Pparg se mostrou
elevada nos animais WT alimentados com DC frente aos animais
THOP”alimentados com a mesma dieta, indicando um menor aporte de acidos
graxos e menor lipogénese hepatica nos animais nocaute (Figura 15).

ApoOs 8 semanas, a expressado de Pparb estava elevada no grupo KODC
frente ao grupo WTDC, no entanto essa relagdo se perde nos outros tempos de
protocolo. Apds 8 semanas, RORg se mostrou menor nos animais alimentados com
a DC, no entanto, ao final de 24 semanas, sua expressao foi menor nos animais
THOP™ de forma independente da dieta. A expressdo de Ncor1 foi maior nos grupos
KODC frente ao grupo KOC ao final de 8 e 15 semanas, no entanto, ao final de 24
semanas nao houve diferengca de expressao. A expressao de Acc se apresentou
maior no grupo WTDC comparada ao grupo KODC ao final de 15 semanas, no
entanto o mesmo nao se repetiu ao final de 24 semanas. Nas 8 primeiras semanas,
a expressao de Fasn foi menor nos animais alimentados com a DC, contudo, ao final
de 15 e 24 semanas, ndo houve alteracéo de sua expressao (Figura 15).

Esses dados indicam um menor aporte de acidos graxos e menor lipogénese
hepatica nos animais nocaute, e, aparentemente, o aumento dos depodsitos de
gordura nos hepatdécitos parece estar relacionado com a via da lipogénese de novo
também.

Atgl, uma lipase responsavel pela primeira reag¢ao da lipolise, nao apresentou
diferenga de expressao entre os grupos (Figura 16). Apos 8 semanas de protocolo a
expressao de Pgc1a foi maior no grupo KODC frente ao grupo KOC, no entanto, ao

final de 24 semanas, sua expressdo génica foi maior nos animais THOP™ de forma
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independente da dieta. A expressdo de Ppara se apresentou menor nos animais
THOP' ao final de 15 e 24 semanas. A expressado de Sirt-1 foi similar entre os
grupos em todos os tempos. Apds 8 e 15 semanas, Ucp2 teve sua expressao
aumentada nos animais que foram alimentados com a DC; contudo, ao final de 24
semanas a expressdao da UcpZ2 estava menor no grupo KODC frente ao grupo
WTDC. Apd6s 8 semanas, Cptfa teve sua expressdo aumentada pela DC em ambos
0s genodtipos. A expressao génica de Fgf-21 foi maior nos animais alimentados com

a DC em todos os tempos (Figura 17).

Figura 15. Efeito da delecdo da THOP1 no metabolismo lipidico de camundongos

alimentados com DC.
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Legenda: Expressao de RNAm relacionados a lipogénese de camundongos WT e KO alimentados com dieta
controle (C) ou deficiente em colina (DC) durante 8, 15 ou 24 semanas. Os genes Gapd e Rpl foram utilizados
como normalizadores. Resultados s&o relativos ao controle WT de cada tempo. *p<0,05 analisado por ANOVA de

duas para efeito de gendtipo (G), dieta (D) ou interagdo GxD. Quando houve interagéo foi realizado o pos-teste
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de Tukey e as diferengas significativas estdo representadas por *#& p<0,05: *vs WTC; # vs WTDC; & vs KOC. (n

+ 6 animais)

Em 2020 Gewehr et al. observaram que alguns dos peptideos (May3, May5 e
May®6) alterados no tecido adiposo inguinal em animais THOP” alimentados com
dieta hiperlipidica podem ter papel antiobesidade e eram derivados da
apolipoproteina A, portanto decidimos observar se sua expressdo também estava
alterada nos nossos protocolos. Observamos que a expressao de Apoa se mostrou
menor nos animais THOP™ frente aos animais WT ao fim de 8 e 24 semanas (figura
18).

A apolipoproteina B (Apob), um precursor de VLDL, se mostrou maior nos
animais THOP alimentados com a DC comparada aos animais WT alimentados
com a mesma dieta ao fim de 15 semanas. Indicando maior produgao de Apob no
figado destes animais, mas sdo necessarios mais experimentos para indicar se ha
maior formacéao e secregao de VLDL (figura 18).

Diante dos resultados obtidos sugere-se que esteja ocorrendo nos animais
THOP” um menor aporte de acidos graxos para o figado e uma melhora da
oxidagdo de acidos graxos mitocondrial, visto que Pgcfa, um marcador da
biogénese mitocondrial aumenta e Ucp2 diminui, possivelmente restaurando os

niveis celulares de ATP (Simdes et al, 2018).

Figura 16. Efeito da delecdo da THOP1 sobre a expressao de Afgl hepatica de

camundongos alimentados com DC.
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duas para efeito de gendtipo (G), dieta (D) ou interagdo GxD. Quando houve interagéo foi realizado o pos-teste
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de Tukey e as diferengas significativas estdo representadas por *#& p<0,05: *vs WTC; # vs WTDC; & vs KOC. (n

+ 6 animais)

Figura 17. Efeito da delegdo da THOP1 sobre a expressédo de genes envolvidos na

beta-oxidagao hepatica de camundongos alimentados com DC.
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Legenda: Expresséo relativa de RNAm relacionados a beta oxidagdo de camundongos WT e THoOP™ (KO)

alimentados com dieta controle (C) ou deficiente em colina (DC) durante 8, 15 ou 24 semanas. Os genes Gapd e

Rpl foram utilizados como normalizadores. Resultados apresentados como média. *p<0,05 analisado por ANOVA

de duas para efeito de gendtipo (G), dieta (D) ou interacdo GxD. Quando houve interagdo foi realizado o

pos-teste de Tukey e as diferengas significativas estdo representadas por *#& p<0,05: *vs WTC; # vs WTDC; &

vs KOC. (n = 6 animais)
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Figura 18. Efeito da delecdo da THOP1 sobre a expressao de genes envolvidos no

fluxo de HDL e VLDL hepatico de camundongos alimentados com DC.
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Legenda: Expresséo relativa de RNAm relacionado ao fluxo hepatico de HDL e VLDL de camundongos WT e KO
alimentados com dieta controle ou deficiente em colina durante 8, 15 ou 24 semanas. A expresséo de Gapd e
Rpl foi utilizada para normalizar os dados. Resultados apresentados como média. *p<0,05 analisado por
ANOVA de duas para efeito de gendtipo (G), dieta (D) ou interagdo GxD. Quando houve interacao foi realizado o
pos-teste de Tukey e as diferengas significativas estdo representadas por *#& p<0,05: *vs WTC; # vs WTDC; &

vs KOC. (n + 6 animais)

5.7. Efeito da delecao da THOP1 na expressao hepatica de microRNAs em

camundongos alimentados com DC

Em estudo anterior do grupo, realizamos uma analise de microarray de
microRNAs no figado de animais selvagens alimentados com dieta colina ou
controle por 8 semanas (projeto FAPESP 2015/24789-8). Selecionamos o0s
microRNAs diferencialmente expressos (Figura 19) no figado de animais com EHNA
em comparagdo a seu controle, conservados em humanos (miR-149, miR-34,
miR-212, miR-127 e miR-182), para avaliarmos em nossas amostras e entender se o
efeito protetor temporal da delecdo de THOP1 esta associado a expressao desses
microRNAs.
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Figura 19. Heatmap dos microRNAs diferencialmente expressos no figado de
animais selvagens alimentados com dieta deficiente em colina ou controle por 8

semanas.
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Conforme esperado, apés 8 semanas, os microRNAs miR-149, miR-34 e
miR-212 tiveram expressdao aumentada e os microRNAs miR-182 e miR-127
expressao diminuida no figado de animais WT alimentados com dieta deficiente em

colina, validando os dados de expressao global (Figura 20).

Em relagdo a expressdo dos microRNAs no figado de animais THOP1
induzidos a EHNA observamos que o miR-149 teve sua expressao elevada pela
dieta deficiente em colina em todos os tempos. O miR-212 teve sua expressao
aumentada no figado dos animais que receberam a dieta deficiente em colina apoés 8
semanas, no entanto apdés 15 semanas sua expressao retornou a valores
semelhantes ao controle, independente do gendtipo. De maneira muito interessante,
a partir de 15 semanas, a expressdo do miR-34a reduz nos animais KODC em
relagao aos animais WTDC, revelando que a melhora da progressao da EHNA em
relagdo aos animais WT esta associado a menor expressdo do miR-34 ao longo do

tempo. Os microRNAs miR-182 e miR-127 tiveram sua expressao diminuida nos
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animais alimentados com a dieta deficiente em colina em todos os tempos de forma

independente do gendtipo. (Figura 20)

Figura 20. Efeito da delecdo da THOP1 sobre a expressao hepatica de microRNAs

de camundongos alimentados com DC.
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Legenda: Expresséo relativa de microRNA no figado de camundongos WT e KO alimentados com
dieta controle ou deficiente em colina durante 8, 15 ou 24 semanas. A expressao do miR-451a foi
utilizada para normalizar os dados. Resultados relativos ao WT controle 8S. *p<0,05 analisado por
ANOVA de duas para efeito de gendétipo (G), dieta (D) ou interagdo GxD. Quando houve interagao foi
realizado o pés-teste de Tukey e as diferencgas significativas estdo representadas por *#& p<0,05: *vs
WTC; # vs WTDC; & vs KOC. (n £ 6 animais)

Visto que a partir de 15 semanas a expressao do miR-34a reduz nos animais
KODC em relagéo aos animais WTDC, sugerindo que a melhora da progressao da
EHNA em relagcéo aos animais WT esta associado a menor expressao do miR-34 ao

longo do tempo. A seguir, avaliamos a expressao do pri-miR-34 para entender se a
regulacéo do miR é transcricional.
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Observamos que com 8 semanas a expressao do pri-miR-34a é maior no
grupo KODC comparado ao seu controle e ao grupo WTDC. No entanto, ao final de
24 semanas, a expressao do pri-miR-34a ¢ menor no grupo KODC comparado ao
grupo WTDC. Também avaliamos a express&o da Dicer. Em um primeiro momento a
expressao da dicer aumenta com a dieta, no entanto, ao fim de 15 e 24 semanas
nao ha diferenga de expresséao entre os grupos (Figura 21).

Esses dados mostram que ha uma regulagao transcricional do pri-miR-34a e
mais importante, na falta da THOP1, possivelmente ocorra acumulo de peptideos

processados por ela e que atuam regulando a expressédo do microRNA-34a.

Figura 21. Efeito da delecdo da THOP1 sobre a expressao hepatica de pri-miR-34a

e dicer.
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Legenda: Expressao relativa de pri-mir34 e dicer hepatica de camundongos WT e KO alimentados com dieta
controle ou deficiente em colina durante 8, 15 ou 24 semanas. Os genes Gapdh e Rpl foram utilizados como
normalizadores Resultados apresentados como média. *p<0,05 analisado por ANOVA de duas para efeito de
genodtipo (G), dieta (D) ou interagdo GxD. Quando houve interagdo foi realizado o pds-teste de Tukey e as

diferengas significativas estdo representadas por *#& p<0,05: *vs WTC; # vs WTDC; & vs KOC. (n + 6 animais)
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5.8. Efeito da delecdo da THOP1 sobre a expressao hepatica de peptideos

intracelulares de camundongos alimentados com DC.

Com o intuito de descobrir quais peptideos intracelulares possivelmente
estavam alterados no figado dos animais nocaute THOP1 em relagdo aos animais
wild type, realizamos um peptidoma. Para a analise selecionamos apenas o0s
peptideos que foram detectados em todos os tempos de tratamento e pelo menos
em 3 amostras (Tabela 7). A seguir, analisamos para cada tempo a razao dos
peptideos nos grupos WTDC e KODC em relagao ao grupo WTC (Figura 22) e para
ficar mais evidente o efeito da dieta no KO, analisamos a razdo KODC/WTDC
(Figura 23). Na figura 22, observamos que no WT o peptideo tem 3 vezes mais
quantidade no DC em relagcéo ao C e néao varia ao longo do tempo. Ja nos animais
KO a relacdo aumenta cerca de 13 vezes apds 24 semanas de alimentacdo com DC
(WT: 3,6+2,7 vs KO: 12,7+5,7; p<0,05). Ao analisar os peptideos pela razéo
KODC/WTDC durante o tempo, observamos que o peptideo VDPVNFK tem sua
expressao aumentada no grupo de 24 semanas em relagdo aos grupos de 8 e 15
semanas (Figuras 23 e 24), indicando assim um acumulo desse peptideo ao longo

do tempo.

Tabela 7. Peptideos intracelulares e proteinas precursoras semiquantitativamente

identificados no figado de animais WT e THOP”- alimentados com DC.

Proteina Precursora Sequéncia do Peptideo
Subunidade alfa da hemoglobina AGHLDDLPGALSA
peptidil prolil cis / trans isomerase DITADDEPLGRVSF

Proteina de ligagao de Acil-CoA GDVNTDRPGLLD
Proteina de ligagao de Acil-CoA GDVNTDRPGLLDL
subunidade 5a do citocromo c oxidase GISTPEELGLDKV
Subunidade alfa da hemoglobina SVSTVLTSKYR
Proteina de ligagao de Acil-CoA TVGDVNTDRPGLLDL
Subunidade alfa da hemoglobina VDPVNFK
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Figura 22. Heatmap da razéo de variagdo dos peptideos intracelulares no figado de
animais WT e THOP " alimentados com DC com relagdo ao WT alimentado com

dieta controle.
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Legenda: Heatmap da razéo de variagédo de peptideos intracelulares no figado de animais WTDC e
KODC com relagdo aos WT alimentados com dieta controle por 8, 15 e 24 semanas. Foi considerado
significativamente diferente os peptideos que aumentaram mais de 100% (duas vezes) ou diminuiram
mais de 50% (0,5 vezes).

Figura 23. Heatmap da razéo de variacdo de peptideos intracelulares no figado de

animais THOP” alimentados com DC com relagdo aos WT.
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Legenda: Heatmap da razdo de variacdo de peptideos intracelulares no figado de animais THOP-/-

com relagdo aos WT alimentados com DC por 8, 15 e 24 semanas. Foi considerado
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significativamente diferente os peptideos que aumentaram mais de 100% (duas vezes) ou diminuiram

mais de 50% (0,5 vezes).

Figura 24. Variagdo da razdo de peptideos intracelulares semiquantitativamente

identificados no figado de animais WT e THOP- alimentados com DC.

Razio de variagao

Razio de variagao

KODC/WTDC

KODC/WTDC

AGHLDDLPGALSA

8 15 24
Tempo (semanas)

GISTPEELGLDKYV

DITADDEPLGRVSF

2.5+

g 201 T
=0
;E 1.5 -
>
>3
Q
29 1.0+
Igz
€ 0.5
0.0-
8 15 24

Tempo (semanas)

SVSTVLTSKYR

4

w
1

KODCAWTDC
Y

Razdo de variagao

-
1

GDVNTDRPGLLD
2.5

= N
in =
1 1

>

KODC/WTDC
5
1

Razédo de variacdo

=
in
1

0.0-
8 15 24

Tempo (semanas)

TVGDVNTDRPGLLDL

6 -

KODC/WTDC
'S
1
.

(]
1

Razdo de variagio

GDVNTDRPGLLDL
B_

S
1

Razao de variacao
KODC/WTDC
s

u_
8 15 24
Tempo (semanas)

VDPVNFK

5 ab
A

Razao de variacao
KODC/WTDC

Q-

o-

8 15

24

8 15

24

8 15

24

8 15

24

Tempo (semanas)

Tempo (semanas)

Tempo (semanas)

Tempo (semanas)

Legenda: Razado de variagdo hepatica de peptideos intracelulares no knockout THOP pelo WT

alimentado com dieta deficiente em colina (KODC/WTDC)) por 8, 15 ou 24 semanas. Resultados

apresentados como média. *p<0,05 analisado por ANOVA de uma via para efeito de tempo. Quando

foi p<0,05 realizou-se o pos-teste de Tukey e as diferengas significativas estao representadas por a,b

p<0,05: a vs 8s; b vs 15s.
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6. Discussao

A DHGNA é uma enfermidade que acomete 25% da populagdo mundial
(Younossi et al.,2019). Estudos recentes demonstram o potencial da ablacéo da
THOP1 na inducdo de esteatose associada a obesidade (Gewehr et al, 2020). No
entanto, os mecanismos pelo qual a delecdo de THOP1 confere protecdo da
esteatose e possivelmente da sua progressao a esteatohepatite ainda nao foi
elucidado e nem qual o papel dos microRNAs neste processo. Neste trabalho
demonstramos que a ingestdo da dieta deficiente em colina é capaz de induzir
esteatohepatite em ambos os gendtipos estudados a curto prazo e regular a
expressao dos microRNAs miR-149, miR-212, miR-34a, miR-127 e miR-182. No
entanto, a longo prazo, a delecdo da THOP1 melhora o quadro esteatohepatite
protegendo o animal de fibrose, por um mecanismo que parece envolver o peptideo
VDPVNFK, o miR-34a, a ativacado de células estreladas hepaticas e melhora da

funcado mitocondrial.

Um dos eventos cruciais envolvidos na progressdo da DHGNA é a
lipotoxicidade decorrente de um influxo imoderado de acidos graxos livres para os
hepatdcitos. A lipotoxicidade hepatica acontece quando a capacidade do hepatécito
de gerenciar e exportar AGLs como triglicerideos esta sobrecarregada. O receptor
Cd36, uma glicoproteina de superficie, tem dentre suas fungdes agir como uma
translocase de acidos graxos, e na DHGNA sua expressao elevada se correlaciona
positivamente com o grau histolégico de esteatose hepatica (Maréchal, et al., 2018;
Rada et al, 2020). Em 2016, Wilson et al demonstraram que animais nocaute de
Cd36 especifico em hepatécitos tiveram menor acumulo lipidico em esteatose
induzido por dieta hiperlipidica. A diminuicdo de Cd36 que observamos no animal
THOP™ parece estar relacionada ao menor aporte lipidico que o figado recebe por
ser um animal resistente a indugdo da obesidade e n&do desenvolve resisténcia a
insulina. De acordo com Gewehr et al. (2020), o animal THOP™, ao ser desafiado
com dieta hiperlipidica apresenta um metabolismo energético acelerado. No entanto,

a diminuicdo de Cd36 também pode estar relacionada a menor expressao de Pparg.
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PPARg age como um regulador do metabolismo lipidico, aumentando a
expressdo de genes envolvidos na lipogénese de novo, como Fasn e Acc; e na
importacdo de acidos graxos livres, como Fabp4 e Cd36, possuindo assim um papel
esteatogénico (Skat- rerdam et al., 2019; Rada et al, 2020). A deleg¢ao de Pparg no
hepatocito de camundongos é protetora contra a indugao da esteatose diminuindo a
expressao génica adipogénica e o armazenamento de lipideos no figado (Liss et al,
2016). Em 2011, Moran-Salvador et al. observaram que a delegcado especifica de
Pparg nos hepatdcitos e macréfagos, em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica, resultou em diminuicdo significativa de vacuolos lipidicos hepaticos,
assim como a diminuigdo significativa de genes relacionados a lipogénese (Scd1,
Srebp-1 e Acc), transporte lipidico (Cd36, L-fabp e Mtp) e a beta-oxidacédo (Ppara e
Aco). Corroborando com Gewehr et al. (2020) ao desafiar o animal THOP” com a
dieta deficiente em colina, observamos entdo que a expressdo de Pparg e Acc

decai, 0 que representa uma diminui¢gao das vias lipogénicas nesse animal.

Curiosamente observamos que o animal THOP™, independente da dieta,
apresenta menores niveis de Ppara, um dos principais ativadores da beta oxidacao
de acidos graxos no figado, musculo esquelético, coragao, rim e tecido adiposo
marrom (Maréchal, et al., 2018; Francque, et al., 2020). Estudos recentes apontam
que Ppara é negativamente regulado pelo miR-34a (Baffy, 2015; Yu et al., 2019). O
miR-34a também tem como alvo a Sirt1 e diminui sua fungdo metabdlica, que € inibir
o acumulo de lipideos no hepatdcito através da ativagdo da via Ampk (Yu et al.,

2019). No entanto, Sirt1 nao foi modulado nos nossos resultados.

A curto prazo, o acumulo de lipidios no figado induzido pela dieta deficiente
em colina aumenta a oxidagao fosforilativa, no entanto, apés 16 semanas de dieta
ocorre disfungao mitocondrial (Teodoro et al., 2008). Os autores relataram um
aumento no consumo de oxigénio apods inibicdo com oligomicina, sugerindo um
aumento no vazamento de prétons através da membrana mitocondrial interna para a
matriz ndo mediada pela ATP sintase. Ademais, quando AGLs e colesterol se
acumulam na mitocdndria, s&o considerados lipideos agressivos que levam ao dano
hepatico mediado pelo fator de necrose tumoral alfa (Tnfa) e a formagao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Mari et al, 2006; Feldstein et al, 2009). Esses lipidios
podem atuar como acertos inflamatoérios iniciais em um figado nao esteatético,

levando a todo o espectro de patologias da DHGNA (Tilg & Moschen, 2010).



72

De modo interessante, nds observamos que TNFa e Ucp2 tem expressao
aumentada apos 24 semanas de dieta nos animais WT, o que corrobora com o
aumento da permeabilidade de prétons na matriz sem produzir ATP, gerando um
acoplamento ineficiente. Nos animais THOP” a expressdo de Ucp2 é menor em
relacdo ao WTDC, assim é possivel supor que ocorre uma melhora da disfuncao
mitocondrial, no entanto outros experimentos sao necessarios para comprovar essa

hipbtese.

A presenga de inflamagdo com esteatose marca a progressédo a
esteatohepatite. Aqui observamos que além da expresséo reduzida de Tnfa, as
citocinas 1-17, 1l-1b estdo menos expressas no figado dos animais THOP™"
desafiados com a dieta deficiente em colina. Essas citocinas pré-inflamatérias
juntamente com Tgfb facilitam a produgédo de matriz extracelular pelo fibroblasto em
resposta a TGF (Henderson et al., 2020; Van Herck et al., 2019).

A lipotoxicidade causada pela disfungdo nos mecanismos acima descritos
leva o hepatdcito a exaustdo e acarreta a apoptose. Esse mecanismo gera a
ativacao das células estreladas hepaticas, assim como de macrofagos e fibroblastos.
A ativagdo dessas células em conjunto leva a reparagcdo tecidual através da
deposigdo de colageno, gerando assim a fibrose (Bataller et al., 2005). Ja foi
observado que em células hepaticas estreladas, o silenciamento do miR-34a leva ao
aumento da expressao de acyl-CoA sintase1 e diminuigdo de alpha-sma e Col1a1
(Yan et al., 2015). Interessantemente, notamos que de forma similar a diminuigdo do
miR-34a também ha diminuicdo da expressdo hepatica de Col1al nos animais
THOP” a partir de 15 semanas, sugerindo assim que a atenuagdo da fibrose
hepatica € devido a uma menor deposigdo de colageno pelas células estreladas

hepaticas.

Timp-1 regula a remodelagdo da matriz extracelular no figado pelas
metaloproteinases de matriz (Thiele et al., 2017). Em resposta a lesdo hepatica,
Timp-1 €& expresso como uma consequéncia da interacdo entre miofibroblastos
ativados e macrofagos hepaticos, importantes componentes do ambiente cirrético.
Ademais, Timp-1 hepatico é regulado positivamente durante a fibrogénese e o CHC,;
e sua expressao correlaciona-se diretamente com o estagio da fibrose (Thiele et al.,
2017; Ghoshal-Gupta et al., 2018). No entanto, estudos mostram que animais

nocaute para Timp-1 n&do foram protegidos da fibrose hepatica induzida por BDL



73

(ligadura do ducto biliar) ou CCl4 (tetracloreto de carbono), mostrando assim que
Timp-1, apesar de ter um papel importante, ndo é essencial para a fibrogénese e

carcinogénese hepatica em camundongos (Thiele et al., 2017).

Do cluster de microRNAs encontrados no microarray, o microRNA miR-34a
aparenta ser 0 mais promissor para a nossa hipétese. Além do dito anteriormente,
sabe-se que o miR-34a é um marcador da progressdo da DHGNA (Baffy, 2015;
Pogribny et al., 2010). Estudos mostram que Pparg € um alvo direto dos miR-34a e
miR-34c em células estreladas hepaticas (Li et al., 2014; Jiang et al., 2017; Portius
et al., 2017). Em hepatdcitos o0 miR-34a também tem como alvo caspase 2, que por
sua vez ativa a via de apoptose mitocondrial, resultando por fim em apoptose celular
(Jiang et al., 2017). A p53, que € um dos ativadores transcricionais de miR-34a, esta
associada a ativagao da apoptose via mitocondrial (Castro et al., 2013). A via de
sinalizagdo miR-34/Sirt1/p53 forma um feedback positivo em que p53 induz miR-34a
e miR-34a ativa p53 através da inibicao de Sirt1, desempenhando assim um
importante papel na proliferagdo celular e apoptose em hepatécitos (Castro et al.,
2013; Tian et al., 2016). Qin et al., (2020) ainda observaram que o miR-34a tem
como alvo Cdk6, e que em um meio com alta oferta de acidos graxos essa via

promove a senescéncia do hepatdcito.

Estudos recentes demonstram que peptideos podem interagir com
pré-micro-RNA suprimindo o seu processamento pela Dicer (Pai et al., 2016;
Shortridge et al., 2017) ou ainda impedindo que a AGO2 se ligue ao microRNA
(Danner et al.,, 2016). De acordo com Gewehr et al. (2020), os mecanismos
moleculares pelos quais a delegdo de THOP1 protege da indugéo da obesidade e da
esteatose parecem estar relacionados com peptideos intracelulares derivados de
histonas, que podem interagir diretamente com os microRNAs favorecendo ou
bloqueando a ligagdo dos microRNAs a regido 3'UTR de seus RNAm alvos. Nossos
dados indicam que a expressao do pri-miR-34a foi modulada da mesma forma que o
miR-34a maduro, insinuando que o downregulation do miR-34a nos animais THOP™"
ocorre a nivel transcricional. Hipotetizamos aqui que esse mecanismo ocorre pela
interacdo do peptideo VDPVNFK que deixa de ser processado pela THOP1 e

interage entdo, de forma direta ou indireta, com o miR-34a.

Em 1999, Counterman & Clemmer, definiram VDPVNFK como um hepato

peptideo derivado da cadeia alfa da hemoglobina humana e que sua localizag&o
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estaria entre as restricdes secundarias e terciarias da hemoglobina. No entanto, em
2010, Toennes et al, encontraram que a expressao de VDPVNFK estava diminuida
em amostras de sangue humano de pacientes que nao consumiam alcool
comparado ao de pacientes que consumiam alcool frequentemente. Cerqueira
(2018) também encontrou VDPVNFK no sangue de pacientes saudaveis. Deste
modo, o peptideo VDPVNFK, produzido no figado parece ser secretado.

O peptideo VDPVNFK tém sequéncia semelhante a hemopressina
(PVNFKFLSH), um peptideo também derivado da cadeia alfa da hemoglobina. A
hemopressina age como um agonista inverso de CB1 e os cinco aminoacidos
aminoterminais (PVNFK) sdo necessarios para sua acédo em CB1 (Heimann et al,
2007). Dados ainda nao publicados do nosso grupo, sugerem que a regiao NFK do
peptideo VDPVNFK se liga a CB1 e CB2.

Em 2008 Osei-Hyiaman et al, observaram que a ativagdo endocanabindide do
CB1 hepatico contribui para a esteatose induzida pela dieta hiperlipidica e alteragdes
hormonais e metabdlicas associadas, mas n&o para o aumento da adiposidade. De
acordo com Azar et al. (2020), a estimulacdo de CB1 promove a expressdo do
miR-34a via ativagdo de p53 que por consequéncia agrava a lesao hepatica via
Ppara/Sirt1. Além disso, a inibicdo periférica de CB1 pode inibir a ativagcao das
células estreladas hepaticas, além de induzir sua apoptose (Higashi et al., 2017).
Giuliano et al (2009) e Hong et al (2013), observaram que o agonismo do
canabinoide sintético Win (WIN 55,212-2), em células hepaticas HepG2 e BEL-7402,
promove apoptose celular e é mediado por Pparg. Esses autores relatam que a
administracdo de Win aumenta os niveis de Ppag e que a administragdo
concomitante de Win junto a antagonistas de Pparg reduz significativamente os
efeitos de Win. Ademais, Swefy e colaboradores (2016) observaram que a
administragao combinada de curcuma com hemopressina atenua a fibrose hepatica

de ratos induzida por colestase através do antagonismo de CB1.
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7. Conclusao

Diante do exposto e dos dados obtidos nesse projeto, sugerimos que a
atenuacao do quadro geral da DHGNA nos animais THOP™ ao longo do tempo seja
pelo acumulo do peptideo VDPVNFK, que se liga ao CB1 inibindo a sua agao e
consequentemente diminuindo a expressdo do miR-34a,e de Pparg, que participam
das vias de acumulo de lipideos e fibrose hepatica, por ativacdo das células

estreladas (Figura 25).

Figura 25. Mecanismo proposto para os efeitos da delegdo da THOP1 na DHGNA.
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Legenda: Mecanismo proposto para os efeitos da delecdo da THOP1 na DHGNA. A auséncia da
THOP1 provoca o acumulo do peptideo VDPVNFK no figado. VDPVNFK ¢é secretado e age inibindo o
receptor CB1, o que ira provocar uma diminuigdo de p53 e consequente diminui¢ao da transcricdo do
miR-34a e da ac&o de Pparg. Esse mecanismo provoca aumento da b-oxidacdo de &cidos graxos e

diminuicdo da expressao de Cd36, das vias inflamatdrias e fibréticas.
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