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RESUMO

Santos, BAC. Deleção da oligopeptidase thop1 regride quadro de esteatohepatite
severa em camundongos: possível interação entre peptídeos e microRNAs,
[Dissertação (Mestrado em Farmacologia)] - Instituto de Ciências Biomédicas,
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021.

A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) compreende um espectro de

doenças que vai desde a presença de esteatose hepática (acúmulo de gordura no

parênquima hepático sem inflamação) na ausência do consumo excessivo de álcool

até a esteatohepatite, caracterizada pela esteatose junto à hipertrofia do hepatócito

e inflamação lobular, podendo progredir, a longo prazo, para fibrose, cirrose e

carcinoma hepatocelular. Camundongos knockout para a enzima

thimet-oligopeptidase (THOP-/-) se mostram resistentes à indução da obesidade e

DHGNA por dieta hiperlipídica, e apresentam alteração na expressão de microRNAs

previamente associados à DHGNA. Com o intuito de clarificar como a deleção da

THOP1 protege o animal de desenvolver esteatohepatite e como esse mecanismo

pode estar associado aos microRNAS, utilizamos animais C57Bl/6 wild type e

THOP-/- alimentados com dieta controle ou deficiente em colina e hiperlipídica, que

mimetiza melhor a evolução da doença, por 8, 15 e 24 semanas. Após o tempo de

experimentação, os animais foram eutanasiados e o fígado foi recolhido para análise

da histologia hepática e das vias metabólicas através da expressão gênica por

qPCR. Os resultados obtidos indicam que, a longo prazo, o genótipo THOP-/-

promove um fenótipo resistente a obesidade, esteatohepatite e fibrose. Essa

melhora do fenótipo está relacionada à diminuição do miR-34a e das vias

metabólicas e inflamatórias que envolvem Pparg, Ucp2, Tnfa, IL-6, IL-10, IL-17,

Tgfb, a-sma, Col1a1 e Timp1. A diminuição dessas vias parece estar relacionada

com o acúmulo de VDPVNFK, ao longo do tempo, que pode modular a expressão do

miR-34a, assim inibindo a ação deste microRNA e permitindo que as vias de

sinalização funcionem para diminuir o acúmulo lipídico e suas consequências.
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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 São Paulo, São
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 C57Bl/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

qPCR. 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



1. Introdução

As mudanças no estilo de vida desenvolvidas no último século levaram ao

aumento do sedentarismo, propiciando um desbalanço na quantidade de calorias

ingeridas e calorias gastas (Younossi et al, 2019) que junto à fatores genéticos levou

a um aumento de sobrepeso (IMC entre 25 e 29,9 m2) e obesidade (IMC ≥ 30 m2) na

população mundial (Sivell, 2019). A obesidade é um fator de risco para síndrome

metabólica e comorbidades que incluem diabetes mellitus tipo 2, doença hepática

gordurosa não alcoólica, hipertensão, hiperlipidemia, doença renal crônica, doença

cardiovascular, apneia obstrutiva do sono e osteoartrite, elevando a mortalidade em

indivíduos obesos (Polyzos et al, 2018). De acordo com Chang et al (2016),

pacientes com sobrepeso obesos metabolicamente saudáveis, tem 2,15 e 3,55

vezes, respectivamente, mais chances de desenvolver DHGNA (doença hepática

gordurosa não alcoólica) do que pacientes com peso normal.

A DHGNA é a forma mais comum da doença hepática crônica ao redor do

mundo, impulsionada principalmente pela epidemia de obesidade (Younossi et al,

2019). Desde a década de 30 há indícios da relação entre a esteatose hepática e a

obesidade, no entanto apenas na década de 80 Ludwig junto ao seu grupo de

pesquisa conseguiu distinguir histologicamente a esteatohepatite alcoólica (EHA) da

não alcoólica (EHNA), e relacioná-la à obesidade (Sanyal, 2019).

A mortalidade causada pela DHGNA tem aumentado em contrapartida ao

decréscimo da mortalidade causada pelas hepatites virais por conta da introdução

de terapias virais de ação direta (Polyzos et al, 2018; Kim et al, 2018). Além disso,

atualmente a DHGNA é a segunda maior causa do transplante de fígado, ficando

atrás apenas da hepatite C crônica, e a tendência é que ela chegue ao primeiro

lugar (Younossi et al, 2019).

1.1. Epidemiologia da DHGNA

Em 2018, estimou-se que 25% da população mundial era afetada pela

DHGNA. Na América do Norte, a prevalência é de 24% e na América do Sul,

observou-se que a incidência era de 32% sobre a população e que essa estava

intimamente ligada à prevalência da obesidade em cada continente. Na Europa a



incidência é estimada de 20 - 30%; essa variação ocorre pelas diferenças, entre os

países, nos índices populacionais de obesidade e diabetes mellitus tipo 2. Na Ásia a

prevalência varia entre 15 e 40% pelos mesmos motivos europeus. Na África os

números variam entre 5 e 30%, essa oscilação ocorre porque há poucos estudos

epidemiológicos de DHGNA na África (Younossi et. al., 2019).

Em 2011 Cotrim et al., realizaram um estudo multicêntrico no Brasil em

pacientes com DHGNA e observaram que 53,3% dos pacientes eram homens, 85%

eram assintomáticos, 44,7% eram obesos e 41,3% tinham desenvolvido síndrome

metabólica. Além disso, o mesmo grupo também observou que nos casos em que foi

realizada biópsia hepática havia alto índice de esteatohepatite – 58%, e destes 27%

também apresentavam fibrose.

Andrade et al (2016), realizaram um estudo epidemiológico com 62 pacientes

em São José do Rio Preto - São Paulo e observaram que 76% dos pacientes com

DHGNA eram mulheres, 71% eram assintomáticos, 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 à elastografia hepática, 65% exibiram pelo menos um grau de

fibrose e 10% apresentaram cirrose.

De acordo com Than et al (2015), a prevalência da DHGNA em pacientes com

peso normal sem a presença de fatores de riscos metabólicos é de 16%,

aumentando para 43-60% em pacientes com diabetes, 91% para pacientes obesos

submetidos a bariátrica e até 90% para pacientes com hiperlipidemia. Além disso, a

prevalência 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 incidência da DHGNA, apenas de 20% evoluem para casos de

EHNA, dos quais 25%, em decorrência do acúmulo de gordura no parênquima

hepático com inflamação, progridem para fibrose, que, de acordo com o estágio,

pode avançar para cirrose, que de maneira progressiva causa carcinoma

hepatocelular. Os outros 75% não obrigatoriamente evoluem para cirrose, se

permanecerem nos estágios de fibrose compensados (Than et al, 2015). Menos de



1% dos pacientes com esteatose ainda podem progredir para CHC (carcinoma

hepatocelular) não cirrótico (Buzzetti et al., 2016)

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

realizaram uma pesquisa em 6 estados brasileiros com 110 pacientes com CHC

derivado da DHGNA e mostraram que destes, 65,5% eram homens, 52,7% eram

obesos e 60% tinham síndrome metabólica, além disso ela ainda demonstrou que

um número elevado de pacientes (30,8%) desenvolveram CHC com esteatohepatite

sem cirrose.

1.2. Etiologia da DHGNA

A DHGNA integra um espectro de doenças que vai desde uma simples esteatose

até a EHNA que é o acúmulo de gordura no parênquima hepático com inflamação,

fibrose, cirrose e podendo progredir para CHC a longo prazo. (Than et al, 2015;

Buzzeti et al, 2016).

A doença hepática gordurosa não alcoólica é caracterizada pelo acúmulo de

gordura no parênquima hepático sem inflamação na ausência do consumo

excessivo de álcool (≤ 20/dia para homens e 10g/dia para mulheres) ou do uso de

fármacos esteatogênicos de longo prazo, como amiodarona ou corticosteróides

(Than et al, 2015; Buzzeti et al, 2016; Sivell, 2019).

A relação da DHGNA com a síndrome metabólica pode ser bidirecional,

principalmente quando relacionado à diabetes e hipertensão, o que sugere que

assim como a síndrome metabólica aumenta o risco de DHGNA, a DHGNA também

aumenta diversas características e comorbidades da síndrome metabólica. Logo, um

tratamento eficaz para DHGNA pode ter o benefício adicional de melhorar as

características da síndrome metabólica (Friedman et al, 2018).

De interesse diferentes grupos étnicos têm propensões díspares à doença

avançada: indivíduos hispânicos são mais suscetíveis que pacientes brancos,

enquanto pacientes negros tem menos suscetibilidade (Sanyal, 2019; Sivell, 2019;

Younossi et al, 2017). A menor incidência do espectro DHGNA em pacientes afro

americanos nos Estados Unidos é relativa às diferenças genéticas no metabolismo

lipídico, ou seja, esse grupo de pacientes têm níveis séricos de triglicérides menores

e maiores níveis de HDL (Lipoproteína de alta densidade) que pacientes hispânicos



ou brancos com DHGNA (Younossi et al, 2017). Além disso, fatores genéticos, como

o polimorfismo do gene PNPLA3 (proteína 3 contendo o domínio fosfolipase do tipo

patatina), que regula a lipólise das vesículas de lipídios nos hepatócitos; TM6SF2

(transmembrana 6 membro da superfamília 2), CD14 e GCLC (Glutamate—cysteine

ligase catalytic subunit) são relacionados a uma progressão 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 à

EHNA (Younossi et al, 2017). Ocorre por polimorfismo de nucleotídeo único

rs738409 C>G que resulta em uma substituição de isoleucina por uma metionina na

posição 148 (p.IleI148Met) (Yilmaz, 2012), anulando a atividade de hidrólise de

triglicerídeos de PNPLA3 (Kawaguchi et al, 2012). Esse polimorfismo foi relacionado

à presença de necroinflamação hepática (Kawaguchi et al, 2012) , inflamação portal,

inflamação lobular e fibrose (Rotman et al, 2010; Yilmaz, 2012).

Todavia a predisposição genética deve ser inserida no contexto de fatores

ambientais, pois estes também possuem papel significativo no desenvolvimento da

doença. Os principais fatores não genéticos são os hábitos alimentares, o

sedentarismo e fatores socioeconômicos (Younossi et al, 2017). Estudos

socioeconômicos mostram que a insegurança alimentar pode ser um fator de risco

não genético independente associado à DHGNA em famílias de baixa renda

(Golovaty et al, 2019).

A insegurança alimentar é definida como “disponibilidade limitada ou incerta de

alimentos nutricionalmente adequados e seguros ou capacidade limitada ou incerta

de adquirir alimentos aceitáveis   de formas socialmente aceitáveis” (Frohme et al,

2020). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2020),

entre 2017 e 2018, dos 68,9 milhões de lares brasileiros, 36,7% apresentaram algum

nível de insegurança alimentar. Segundo Golovaty et al. (2019), a insegurança

alimentar pode provocar um ciclo complexo de ingestão alimentar deficiente e

consumo excessivo compensatório de alimentos de má qualidade, causando um

risco metabólico aumentado. Além disso, baixos níveis de atividade física estão

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



1.3. Patogênese da DHGNA

Atualmente, o modelo mais aceito para desenvolvimento da EHNA é o da

teoria de múltiplos hits (Multiple-hits Hypothesis), na qual se propõe que vários hits

podem atuar em paralelo, finalmente resultando em inflamação do fígado. Nessa

teoria os hábitos alimentares, fatores genéticos, epigenéticos e ambientais podem

conduzir ao desenvolvimento de resistência à insulina, obesidade com proliferação

de adipócitos e mudanças 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 condição inicial para acúmulo de ácidos graxos

nos hepatócitos é a resistência à insulina, pois resulta em um aumento da de novo

lipogênese (DNL) hepática (isto é, conversão de carboidratos em lipídeos para

armazenamento), diminuição da oxidação de ácidos graxos livres (AGLs), prejudica

a lipólise do tecido adiposo, com consequente aumento do influxo de AGLs para o

fígado e diminuição da secreção hepática de VLDL (very low density

lipoprotein–triglyceride) (Tilg & Moschen, 2010; Buzzetti et. al., 2016; Friedman et al.,

2018).

A resistência à insulina também causa disfunção no tecido adiposo, levando a

uma alteração na produção e secreção de adipocinas e citocinas pró inflamatórias

(Tilg & Moschen, 2010; Buzzetti et. al., 2016; Friedman et al., 2018). A adiponectina

é uma citocina anti-inflamatória que sinaliza através dos receptores de adiponectina

adipor1 e adipor2. Ao se ligar ao adipor1 hepático, a adiponectina ativa a via

Ampk/Sirt1 que leva a inibição do acúmulo hepático de lipídeos. No entanto, a

obesidade provoca hipoadiponectinemia, inibindo esse mecanismo e contribuindo

para o acúmulo lipídico hepático (Tilg & Moschen, 2010; Buzzetti et. al., 2016). Em

pacientes obesos os níveis de leptina aumentam como consequência da resistência

à leptina e ela passa a ter um papel pró fibrinogênico (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 (proteína alvo da rapamicina em mamíferos) (Buzzetti

et. al., 2016).

A disfunção no tecido adiposo ainda provoca o aumento da produção de

citocinas como Il-6, Tnfa e Jnk pelo tecido adiposo, que ao serem liberadas para a



circulação passam a favorecer a inflamação hepática ao ativar as células estreladas

quiescentes, assim promovendo a deposição de matriz fibrosa (Tilg et al, 2010;

Buzzetti et al, 2016).

A gordura se acumula no fígado na forma de triglicerídeos (TG), o que ocorre

contemporaneamente com aumento da lipotoxicidade gerada pelos AGLs, colesterol

livre e outros metabólitos lipídicos. Os AGLs e o colesterol, principalmente quando

acumulados nas mitocôndrias, são tidos como os lipídeos “agressivos” que levam ao

dano hepático mediado pelo fator de necrose tumoral alfa (TNFα) e a formação de

espécies reativas de oxigênio (ROS) (Tilg & Moschen, 2010).

Além disso, a alteração da microbiota intestinal causa a produção adicional de

AG no intestino, aumento da permeabilidade do intestino delgado e, portanto,

aumento da absorção de AG. Como consequência, a disfunção mitocondrial com

estresse oxidativo e produção de ROS e mecanismos associados ao estresse do

retículo endoplasmático são ativados, sendo esses os principais fatores para o

desenvolvimento da inflamação, apoptose celular e fibrose (Buzzetti et al, 2016).

As mudanças na microbiota intestinal e aumento da permeabilidade do

intestino podem causar aumento circulante de lipopolissacarídeo (LPS; endotoxina),

denominada endotoxemia (inflamação 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 produção de citocinas pró-inflamatórias nos

macrófagos hepáticos, resultando na inflamação hepatocelular (Kirpich et al., 2015).

O LPS é reconhecido por receptores de reconhecimento de padrões, dentre

eles os receptores toll-like (TLR), principalmente o TLR4 e TLR9 (Kirpich et al., 2015;

Ghetti et al., 2017). No fígado saudável as vias dos TLRs são quiescentes, no

entanto, com o aumento de LPS circulante que chega ao fígado, essas vias são

ativadas (Miura & Ohnishi, 2014). A estimulação de TLR4 em células de Kupffer

induz a produção de citocinas inflamatórias, como TNFα, e ROS. A interação entre

LPS e TLR4 também ativa receptores em células estreladas hepáticas, resultando

na fibrogênese hepática (Ghetti et al., 2017). O aumento dos níveis de LPS ainda

pode causar lesão hepática através de um mecanismo mediado por inflamassoma

que inclui proeínas NLRP (Nucleotide-binding oligomerization domain), que por sua



vez manipulam a clivagem de interleucinas pró-inflamatórias como as interleucinas

1 beta (IL-1β)e 18 (IL-18) (Kirpich et al., 2015; Ghetti et al., 2017).

Em indivíduos com predisposição genética (Yilmaz, 2012; Younossi et al,

2017; Friedman et al, 2018) ou modificações epigenéticas (incluindo metilação do

DNA, modificação de histonas e alteração na expressão de microRNAS) (Buzzetti et

al, 2016; Xu et al,2020) podem afetar o conteúdo de gordura nos hepatócitos e o

ambiente inflamatório no fígado, e assim levando a um estado de inflamação crônica

por vias heterogêneas de danos hepatocelulares, com possível progressão a morte

hepatocelular, ativação de células hepática estrelada e deposição de matriz fibrosa

(Buzzetti et al, 2016).

Apesar do conhecimento geral que esteatose precede a inflamação, há

evidências de que a EHNA e a esteatose podem surgir como duas condições

similares independentes e a inflamação 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 hepáticos resultam em diferentes

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

Figura 1. Multiple Hit Hypothesis.



Legenda: Hipótese de múltiplos hits para o desenvolvimento da DHGNA. Fatores

alimentares e ambientais junto à obesidade elevam os níveis séricos de AGLs e colesterol,

desenvolvimento de resistência à insulina, incremento do tecido adiposo, alterações na

microbiota intestinal. A resistência à insulina induz a lipólise do tecido adiposo e liberação de

adipocinas e citocinas pró-inflamatórias,como TNFα e IL-6. No fígado a resistência à insulina

amplifica a lipogênese de novo. O aumento do influxo de AGLs para o fígado deriva dos

processos acima e de uma atividade alterada da microbiota intestinal. A síntese e o acúmulo

de TG, níveis tóxicos de AGLs e colesterol causam disfunção mitocondrial com estresse

oxidativo e produção de ROS pelo retículo endoplasmático, levando à inflamação hepática.

Além disso, as alterações na microbiota intestinal causam a liberação de LPS e citocinas

pró-inflamatórias que irão contribuir para o agravamento da inflamação. Fatores genéticos e

modificações epigenéticas podem influenciar o risco de progressão para inflamação e

fibrose (EHNA) ou a permanência em um estágio estável da doença (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 peptídeos na faixa ideal de 8-12

aminoácidos, pois seu sítio catalítico fica profundamente localizado no fundo de um

canal estreito (Brown, 2001; Ray, 2004; Gewehr et al, 2020). Esta oligopeptidase

pertence à família M3 das metaloproteases, que por sua vez, possui outras oito

oligopeptidases que possuem sequência similar a THOP1, como por exemplo a

neurolisina (EP. 24.16) (Brown, 2001; Ray, 2004). Além da sequência similar, esta

família de oligopeptidases também tem em comum o domínio: His-Glu-Xaa-Xaa-His

(HEXXH), que faz parte do sítio ativo de ligação para o cofator de metal (Ray, 2004,

Ferro et al, 2020).

A THOP1 é amplamente distribuída nos tecidos dos mamíferos, com altos

níveis de expressão no cérebro, glândula pituitária, testículos e fígado (Ray et al,

2004; Gioli-Pereira et al, 2003). A THOP1 está presente em diferentes localizações

subcelulares, conforme o tipo celular, já tendo sido descrita em sua forma secretada

e citosólica, associada a membrana e ao núcleo, o que é consistente com uma

diversidade de papéis fisiológicos (Ray, 2004; Icimoto et al, 2017, Gewehr et al,

2020). Já foi descrito que a THOP1 está presente principalmente nos hepatócitos



peri centrolobulares (zona 3) , o que é de extrema relevância visto que a maioria das

hepatotoxinas que induzem necrose, além da lesão isquêmica, é predominante

nesta região (Pereira, 2003).

A THOP1 hidrolisa variados peptídeos do sistema nervoso central e de outros

tecidos, incluindo bradicinina, neurotensina, peptídeos opióides, angiotensina I e

GnRH (Rioli et al, 2003; Icimoto et al, 2017; Ferro et al, 2020). Estudos mostram que

a THOP1 tem um aumento de expressão relacionado a interações epigenéticas em

adenocarcinoma de pulmão de mau prognóstico; e também está associada à

apresentação de antígeno MHC-I e à inativação de diversos neuropeptídeos (Silva et

al., 1999; Rioli et al, 2003; Heimann et al, 2005). Além disso, a THOP1 também

demonstrou ter função na sepse, no metabolismo periférico da bradicinina

relacionado à resposta inflamatória à dor e em afetar o comportamento dos animais,

como depressão, atenção e retenção de memória (Santos et al, 2019). A THOP1

ainda foi relacionada ao Alzheimer e à retinopatia diabética precoce (Sundstrom et

al, 2018).

Ainda que a maior atividade da THOP1 seja considerada no sistema

neuroendócrino, sua expressão é relativamente mais alta no fígado (Nomoto et al,

2014). Nomoto et. al., 2014 e Shimizu et al, 2017, observaram que no carcinoma

hepatocelular humano, a expressão da THOP1 se correlaciona positivamente com a

evolução do carcinoma hepatocelular, o que sugere que a THOP1 possa ser um

bom biomarcador preditivo para a evolução do carcinoma. Em um modelo primata

de obesidade materna a THOP1 estava diminuída no fígado dos fetos e sua

expressão 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 são protegidos da indução de obesidade e

consequentemente de esteatose por dieta hiperlipídica, 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 hiperlipídica

apresentam uma regulação diferente de microRNAs no fígado encontrada nos

animais selvagens obesos (Gewehr et al, 2020). Deste modo, surge a hipótese de

que peptídeos possam interagir com microRNAs ou regular sua expressão.



1.5. Relação entre a THOP1, microRNAs e a DHGNA

Os microRNAs (miRNAs; miRs) são pequenos RNAs não codificadores que

possuem de 19-22 nucleotídeos de tamanho. Eles se localizam em regiões

intergênicas ou em íntrons de outros genes e estão geralmente envolvidos na

regulação pós-transcricional da expressão gênica atuando por repressão

translacional, promovendo a degradação do RNAm, através do pareamento parcial

de bases na região 3'UTR dos RNAms alvos (Ambros et. al., 2004; Bartel et. al.,

2004).

A biogênese canônica dos microRNAs tem início no núcleo da célula, a partir

da transcrição do pri-miRNA a partir da RNA polimerase II, que por sua vez é clivado

pelo complexo DROSHA+DGCR8 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

maduro é carregado para o seu alvo pelo conjunto de proteínas RISC e AGO2.

Quando interage com seus alvos, as ações do microRNA podem causar a repressão

do RNAm ou inibir a tradução proteica (Bartel, 2004; Szabo et. al. 2013; Baffy, 2015).

Estudos recentes mostram que microRNAs circulantes podem atuar como

biomarcadores da DHGNA e sua progressão (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 lipídeos é o miR-34a, que é altamente expresso no fígado e no

soro de camundongos mantidos em dieta rica em gordura e em humanos seus

níveis 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 transcrição como o

PPARα (receptor ativado por proliferador de peroxissoma alfa), LXR (receptor x do

fígado) e p53 (proteína tumoral 53) (Pogribny et al., 2010; Rottiers & Näär, 2012;

Baffy, 2015).

A ativação de p53 aumenta a expressão do miR-34a, que por sua vez induz

apoptose e parada do ciclo celular na fase G1 (Tarasov et al., 2007; Rottiers & Näär,

2012). Ainda foi observado que a estimulação do receptor de endocanabinóide 1 (



CB1) favorece a expressão do miR-34a via ativação de p53 que agrava a injúria

hepática pela via PPARα/SIRT1.

Figura 2. Implicação de microRNAs nas principais transições da patogênese da

DHGNA.

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

Estudos recentes têm demonstrado que a interação dos microRNAs com

proteínas vai além da participação destas em sua biogênese. Pai et. al. (2016)

demonstraram, in vitro, que os peptídeos LKKLLKLLKKWLKLKG e

LKKLLKLLKKLWKLKG inibiram a maturação do miR-155 catalisado pela Dicer e

aumentaram a expressão dos genes alvos do miR-155. Pai et. al., utilizando

modelagem molecular, sugere que um inibidor peptídico se liga preferencialmente à

região 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 peptídeo L50 se liga ao pré-miR-21 em uma região que se

sobrepõe ao local de clivagem da Dicer, assim inibindo o processamento do

pré-miR-21. Usando modelagem molecular, Gewehr et al. (2020) observaram que os

peptídeos May1 (AQGGVLPNIQAVLLPK) e May7 (SQTFPNADFAEITKL) interagem

com pré-miR-143 e pré-miR-222 murino na região correspondente ao microRNA

maduro, assim sugerindo que os que os peptídeos intracelulares poderiam regular

as funções do microRNA interferindo em seu processamento e/ou estabilidade

endógena.

Diante do exposto, a hipótese deste trabalho é que a deleção da THOP

promove o acúmulo de oligopeptídeos que vão interferir, de forma direta e/ou



indireta, no processamento de microRNAs, causando assim a melhora do quadro

esteatótico e fibrótico.

2. Conclusão

Diante do exposto e dos dados obtidos nesse projeto, sugerimos que a

atenuação do quadro geral da DHGNA nos animais THOP-/- ao longo do tempo seja

pelo acúmulo do peptídeo VDPVNFK, que se liga ao CB1 inibindo a sua ação e

consequentemente diminuindo a expressão do miR-34a,e de Pparg, que participam

das vias de acúmulo de lipídeos e fibrose hepática, por ativação das células

estreladas.
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