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Resumo

Nos ultimos anos a prevaléncia das doengas hepaticas gordurosas nao alcéolicas (DHGNA)
tem aumentado no mundo. Esta condi¢cao € caracterizada pelo acumulo desequilibrado de
triglicerideos no interior dos hepatocitos, e sua progressao pode levar a esteato-hepatite ndo
alcodlica (EHNA), cirrose e até mesmo hepatocarcinoma. Diversas sédo as etiologias que
contribuem para o desenvolvimento da DHGNA, dentre elas a obesidade, o diabetes, a
genética e epigenética, agrotoxicos, virus entre outros, o que complica ainda mais o
desenvolvimento de terapias eficazes. Atualmente, o Unico tratamento para esta condicado se
baseia no estilo de vida e mudanga nos habitos alimentares dos individuos. Assim, buscar
entender detalhes mecanisticos que subsidiem ao desenvolvimento de novas drogas €
pertinente. Dessa maneira o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade funcional
do miRNA-1914-5p, baseado em estudos protedmicos e analises bioquimica, na biologia do
sistema de células hepaticas em condi¢cdes de pré-esteatose. As analises dos resultados
protedmicos apontaram mecanismos reguladores do ambiente pro-esteatotico, entre os quais,
0 processo epigenético que foi avaliado em ensaios bioquimicos e analises de expressao
génica (QPCR e western blotting). Estas analises evidenciaram que a presengca do miRNA-
1914-5p no processo de pré-esteatose levou a maior perturbagdo do equilibrio celular por
aumento das proteinas HSP e a presenca da proteina HSP5, sinalizadora de estresse do
reticulo endoplasmatico, além de possivel progressao da DHGNA com o aumento da
expressao génica de MAT2A e MAT2B. Contrariamente, a inibicdo do miRNA-1914-5p,
apresentou atenuar os processos de pro-esteatose por possivel aumentou das expressoes de
genes fundamentais da via do 1-carbono (1C) como AHCY, MTHFRD2 e MTR, além de
apresentar possivel consumo exacerbado de GSH, pertencente a via da transsulfuracao,
anexa a via do 1C, para a recuperacéao do equilibrio e homeostasia celular. Em conclusao, a
inibicdo do miRNA-1914-5p, apresentou atenuar a condi¢do de pré-esteatose no modelo de
co-cultura por possivel atuagao na via do 1C e facilitagdo do consumo exacerbado de GSH.
Entretanto mais investigagdes sao necessarias para melhor compreender de fato a atuagao
deste miRNA na via da do 1C e na via da transsulfuragao.

Palavras-chaves: analise funcional, doengas hepaticas, epigenética, miRNA-1914-5p,
modelo celular.



Abstract

In recent years, the prevalence of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has increased
worldwide. This condition is characterized by unbalanced accumulation of triglycerides within
hepatocytes, and its progression can lead to non-alcoholic steatohepatitis (NASH), cirrhosis
and even hepatocellular carcinoma. There are several etiologies that contribute to the
development of NAFLD, including obesity, diabetes, genetics and epigenetics, pesticides,
viruses, among others, which further complicates the development of effective therapies.
Currently, the only treatment for this condition is based on lifestyle and changing eating habits
of individuals. Thus, seeking to understand mechanistic details that support the development
of new drugs is pertinent. Thus, the present work aimed to evaluate the functional activity of
miRNA-1914-5p, based on proteomic studies and biochemical analysis, in the biology of the
liver cell system under conditions of pro-steatosis. The analyzes of the proteomic results
pointed regulatory mechanisms of the pro-steatotic environment, among which, the epigenetic
process that was evaluated in biochemical assays and analysis of gene expression (qQPCR and
western blotting). These analyzes showed that the presence of miRNA-1914-5p in the process
of pro-steatosis led to a greater disruption of cell balance due to an increase in HSP proteins
and the presence of the HSP5 protein, which signals endoplasmic reticulum stress, in addition
to the possible progression of NAFLD with increased gene expression of MAT2A and MAT2B.
In contrast, the inhibition of MiIRNA-1914-5p, attenuated pro-steatosis processes by possibly
increasing the expression of fundamental genes of the 1-carbon (1C) pathway, such as AHCY,
MTHFRD2 and MTR, in addition to presenting a possible exacerbated consumption of GSH,
belonging to the transsulfuration pathway, attaches to the 1C pathway, for the recovery of
cellular balance and homeostasis. In conclusion, the inhibition of mMiRNA-1914-5p, showed to
attenuate the condition of pro-steatosis in the co-culture model by possible action in the 1C
pathway and facilitation of the exacerbated consumption of GSH. However, further
investigations are needed to better understand the actual role of this miRNA in the 1C pathway
and in the transsulfuration pathway.

Keywords: functional analysis, hepatic diseases, epigenetics, miRNA-1914-5p, cell model.
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INTRODUGAO

1.1 Figado: o motor do metabolismo e modulador da homeostasia
O metabolismo sistémico é regulado por vias complexas que controlam o gasto de

energia e a absorcao de nutrientes (PRIEST, C.; TONTONOZ et al., 2019). Este processo &
realizado pela atividade funcional do figado que é considerado a maior glandula e o segundo
maior 6rgao do nosso organismo (JENSEN-CODY, S. O.; POTTHOFF, M. J, 2021). O figado
possui uma arquitetura em lobulos hexagonais que permite o desempenho de diversas
funcdes importantes no equilibrio celular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; RUI, 2014;
TARASENKO; MCGUIRE, 2017). Este 6rgao esta localizado na parte superior direita do
abddémen do corpo humano sendo formado por varios tipos de células (ILUZ-FREUNDLICH,
2020) tais como: as células nado parenquimatosas (NPCs), que sdao compostas pelos
fibroblastos e células de Kupffer, células endoteliais sinusoidais (CES), células estreladas
hepaticas (HSCs), e por células parenquimatosas como os hepatécitos parenquimatosos e
colanginécitos (Figura 1 A) (PANWAR; DAS; TAN, et al., 2021; SHU et al., 2022).

Figura 1. Representacéo histologica e estrutural do figado.

A B

Veia intralobular

Canaliculo
biliar

Ramo da veia porta

(A) Localizagao estrutural dos compartimentos e das células do figado (Adaptada do site Smart Servicer
Medical Art - Disponivel em: https://smart.servier.com/); (B) Organizagédo histolégica do figado
(Adaptada de ROEHLEN; CROUCHET; BAUMERT, 2020 e Smart Servicer Medical Art).

As células de Kupffer sdo os macréfagos que residem no espago sinusoidal do 6rgao
em proximidade com as células endoteliais. Essas células possuem como fungéo a fagocitose
de particulas como bactérias, secrecdo de moléculas reguladoras do sistema imune e
remocao de células senescentes (GIBERT-RAMOS et al., 2021). As células de Kupffer
quando ativadas, podem secretar citocinas e espécies reativas de oxigénio (ERO),
desencadeando assim uma resposta inflamatéria no tecido do figado (KMIEC, 2001; SLEVIN

et al., 2021). Ja as células endoteliais sinusoidais, contribuem para a formacao das paredes
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dos sinusoides hepaticos, moldando o sistema vascular endotelial no érgao e formando uma
interface entre o fluxo sanguineo e os outros tecidos que se distingue pela fenestragdo dos
poros que é separada dos hepatdcitos pelo espago subendotelial de Disse (POISSON et al.,
2017) (Figura 1B). Este espaco contém uma matriz semelhante a uma membrana basal de
baixa densidade que ¢é essencial para manter a fungcdo diferenciada de células
parenquimatosas e suficientemente poroso para permitir a troca metabdlica entre a corrente
sanguinea e os hepatocitos (BINATTI et al., 2022). No espago Disse sdo encontradas as
células estreladas hepaticas (CEHSs), que ficam entre os hepatdcitos e as células endoteliais
sinusoidais. As CEHs, em estados fisioldgicos saudavel armazenam goticulas de lipideos
ricas em retinol no seu citoplasma (SILVA et al., 2020) e contribuem para a produgao de matriz
extracelular no figado secretando diversos tipos de colagenos. Atualmente, as CEH séo
consideradas as principais células envolvidas no processo de fibrose hepatica (CAl et al.,
2020). Em condigbes de homeostase, apresentam uma forma quiescente, entretanto, em
condicbes de estresse, estas células podem se tornar ativadas, passando de um estado
quiescente para o estado ativado (HIGASHI; FRIEDMAN; HOSHIDA, 2017), perdendo seu
armazenamento de retindides e adquirindo uma morfologia semelhante a miofibroblastos, o
que desempenha um papel importante na resposta inflamatéria (FRIEDMAN, 2008). Ja os
hepatdcitos, estes constituem >80% das células do figado e representam o principal atuante
dos processos metabdlicos do corpo (TRIVEDI; WANG; FRIEDMAN, 2021). Justamente por
esta capacidade, os hepatdcitos sao ricos em organelas, como reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi, que participam ativamente no metabolismo de lipideos, carboidratos e
proteinas (OZOUGWU, 2017).

S0 esses varios tipos de células e estruturas de tecidos que sao afetados a medida
que o DHGNA se desenvolve e estdo envolvidos na progressao da doenca em diferentes
estagios (BESSONE; RAZORI; ROMA, 2019). Dentre as diversas fungdes metabdlicas do
figado, estdo a metabolizagédo de carboidratos, aminoacidos e gorduras, a oxidagéo de acidos
graxos, o controle dos niveis de colesterol, a ureagénese, desintoxicacdo de residuos
enddgenos e xenobidticos, sintetizagdo de proteinas e produgao de enzimas digestivas (ILUZ-
FREUNDLICH et al., 2020). Além disso, este 6rgéo regula a homeostase sistémica da glicose
por meio da produgdo hepatica de glicose e armazenamento de glicogénio (RODEN,;
BERNROIDER, 2003). O figado também fornece cetonas da oxidagao de lipidios e lipidios
aos tecidos periféricos por meio da producio de lipoproteinas de densidade muito baixa
(VLDL). Essa regulagao da produgéo, utilizagao e armazenamento de energia pelo figado &
essencial para manter a homeostase energética fisiologica. Todos esses processos que
resultam em fungdes metabdlicas sao regulados por mecanismos alostéricos, transcricionais

e poés-transcricionais mediados por horménios, fatores de transcricdo e metabdlitos celulares
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(AGUILERA-MENDEZ et al., 2013). A desregulacdo de qualquer uma das varias vias
metabdlicas do figado podem resultar em disfungado e contribuir para o desenvolvimento da
doenca hepatica, principalmente as doencgas hepaticas gordurosas nao alcéolicas (JENSEN-
CODY; POTTHOFF, 2021).

1.2 Agentes etiolégicos da DHGNA
Dentre as condigbes patoldgicas do figado, as doengas hepaticas gordurosas nao

alcodlicas (DHGNA), também conhecida como esteatose hepatica, se encontra com
significativa prevaléncia no mundo. Estima-se que 1,5 bilhdo de pessoas sejam afetadas por
doengas crbnicas do figado que eventualmente progridem para fibrose e cirrose (MOON;
SINGAL; TAPPER, 2020). Nas condi¢cdes mais graves da doencga, o transplante de figado é o
Unico tratamento eficaz que melhora radicalmente o desfecho da insuficiéncia hepatica
(BRUNO et al., 2021). Atualmente, a nivel global, 25% dos adultos (RAMOS et al., 2022) e de
1 a 3% das criangas e adolescentes desenvolvem DHGNA, e a estimativa é de que no futuro
essa estatistica aumentara para 31% em adultos até 2030 (ESTES et al., 2018; LE GARF et
al., 2021; LAZARUS et al., 2022) elevando as preocupag¢des da rede publica de salude com
relacdo a esta doenga.

O termo “doencga hepatica gordurosa nao alcodlica” foi introduzido pela primeira vez
por Schaffner e Thaler em 1986 para descrever doencga do figado gorduroso (DFG) que ocorre
na auséncia de consumo significativo de alcool (KANG ET al.,, 2021). Esta doenga se
caracteriza quando lipidios, mais comumente triglicerideos, sao acumulados de forma
desequilibrada no interior dos hepatdcitos (CAl; ZHANG; LI, 2018). Atualmente a DHGNA é
considerada uma doenga multifatorial, ou seja, possui fisiopatologia complexa e, embora os
estudos de sua compreensdo tenham avangado, esta patologia ainda ndo é completamente
compreendida (VACHHER et al., 2022). O desenvolvimento da DHGNA foi inicialmente
explicado usando uma “hipétese de dois alvos/ estimulos”, no inglés “two hits”, onde o
“primeiro alvo” € o acumulo de lipidios nos hepatécitos, o que aumenta a vulnerabilidade do
figado ao “segundo estimulo”, que inclui uma variedade de fatores prejudiciais, como estresse
oxidativo, polimorfismos genéticos, modificacbes epigenéticas, apoptose, vias inflamatérias,
secrecao desregulada de adipocinas e estimulagdo de células estreladas hepaticas (DAY;
JAMES, 1998; TILG; EFFENBERGER et al., 2020). Entretanto, a primeira teoria evoluiu para
a “teoria de multiplos alvos paralelos” da progressao da DHGNA (TILG; MOSCHEN, 2010;
WANG et al., 2022), que fornece uma explicagdo mais precisa da patogénese desta doenca.
Esta teoria inclui multiplos processos interligados que se baseiam na resisténcia a insulina,
lipotoxicidade, ativagao imune inata, microbioma, genética, bem como dieta (gordura saturada
e frutose) e estilo de vida sedentario sdo os multiplos fatores que se interligam e levam a

progressdo da DHGNA (PASCHOS; PALETAS, 2009; ZARGHAMRAVANBAKHSH,;
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FRENKEL; PORETSKY, 2021). Entretanto, sabe-se que as disfungbes metabdlicas sao
acometidas a partir de diversas etiologias (KANG et al., 2021) dentre elas a obesidade e
diabetes, que muitas vezes esta atrelada a habitos alimentares pouco saudaveis (PIROLA,;
SOOKOIAN, 2022) ou condicbes genéticas dos individuos (ESLAM; GEORGE, 2020),
farmacos (ARCONZO; PICCININ; MASCHETTA, 2021), agrotéxicos (NAGARAJU et al., 2020)
e até infecgdes por virus e parasitas (BOECKMANS et al., 2021) que podem ser apontadas

como agentes da NAFLD.

1.2.1 Obesidade e diabetes no desenvolvimento de DHGNA
A maioria dos modelos matematicos de previsdo de DHGNA/NASH sao baseados na

prevaléncia de obesidade e diabetes (ESTES et al., 2018). Em 2016 o total de 1,9 bilhdes de
pessoas no mundo estavam acima do peso, sendo que 13% eram obesas (WHO, 2016). Em
2020 a OMS divulgou que 39 milhdes de criangas de 5 anos estavam em condi¢des de
sobrepeso ou obesas no ano de 2016, e que a populagéo entre a faixa etaria de 5 a 19 anos,
alcangcavam o 340 milhdes acometidos pelas mesmas condicdes (AMORIN; BARBOSA,;
SOBRAL, 2022). E conhecido que desde 1975, a obesidade mundial quase triplicou (WHO,
2016) e segundo o Atlas da obesidade publicado pela Federagcao Mundial da Obesidade em
2022, a previsao é de que um bilhdo de pessoas em todo o mundo (1 em cada 5 mulheres e
1 em cada 7 homens), estardo com obesidade até 2030 (WOA, 2022). Ja, a prevaléncia global
de diabetes se encontra estimada em 536,6 milhdes de pessoas na faixa etaria de 20 a 79
anos, com uma expectativa para 783,2 milhdes em 2045 (SUN et al., 2022). Esses dados
reforcam a preocupagdo com relacdo ao aumento de pessoas que poderdo vir a ser
acometidas pela DHGNA e os impactos que essa possivel epidemia vira a trazer no futuro
para a rede de saude publica.

Em condi¢des de sobrepeso e de aumento do consumo de uma dieta rica em gordura,
leva ao aumento de acidos graxos (AG) na corrente sanguinea, os quais séo captados pelo
figado tanto por difusdo passiva quanto por transporte ativo. Neste processo, diferentes
proteinas participam desta captagao, incluindo a translocase de AG CD36, as proteinas de
transporte de AG (FATPs) e as proteinas de ligagéo de AG (FABPs) (SHEEDFAR et al., 2014;
STENERBERG et al., 2015; NASSIR, 2022). O aumento da captagao de acidos graxos
acarreta o acumulo de AGs no interior dos hepatécitos e como consequéncia leva ao disturbio
das vias metabdlicas e resisténcia a insulina (RI). A Rl na obesidade, aumenta a lipdlise do
tecido adiposo e a liberagao de AGs na circulagao, aumentando a captacao dessas moléculas
nas células hepaticas, promovendo lipogénese de novo (LDN) por meio do aumento da
atividade da glicoquinase e da ativagao prejudicada do glicogénio sintase. Este desequilibrio
leva a captura de AGs em excesso, que pode causar lipotoxicidade e a progressao da doenca,

a partir do aumento de espécies reativas de oxigénio (EROS) (WANG et al., 2020). Por sua
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vez a producao de EROs, promove a peroxidagao lipidica, resultando em lesdo de organelas
e da membrana celular, e como consequéncia promove a apoptose. Todo esse processo em
paralelo contribui para a progressdao da DHGNA para NASH (RADA et al., 2020). As vias
metabdlicas, assim como os genes atuantes no desenvolvimento da DHGNA, serao discutidas
e mais detalhadas no capitulo | desta tese no item: Lipid metabolismo as a relevant

mechanism for NAFLD stablishment.

1.2.2 Genética e epigenética na DHGNA
Embora a obesidade seja a maior causa da DHGNA no mundo, estudos tem

evidenciado que aproximadamente 20% dos individuos com DHGNA, n&o tem sobrepeso ou
obesidade (VILARINHO et al., 2021). A “DHGNA magra”, como ela tem sido chamada, foi
relatada pela primeira vez na populagao asiatica e tem sido evidenciada como uma das
principais causas de doenga hepatica que ndo se conhece sua definitiva origem (VOS et al.,
2011; MAIER et al., 2021). YUN et al., 2019, tem associado a microbiota intestinal como um
forte agente da DHGNA magra, por observar diferengas consideraveis nos perfis da
microbiota entre individuos obesos e magros com a DHGNA estabelecida (YUN et al., 2019).
Ja, YE et al., 2020 em seu estudo de meta analise, observou que o grupo ndo obeso com
DHGNA era mais propenso a ser resistente a insulina, ter concentragbes plasmaticas de
triglicerideos elevadas e, quando nao diabético, ter um meio metabdlico semelhante ao de
pacientes obesos com DHGNA. Esses dados evidenciam que além da microbiota, a influéncia
genética pode ter forte correlagdo com ao desenvolvimento desta doenga nos individuos
magros (DONGIOVANNI; VALENTI, 2016; ESLAM; GEROGE, 2020; MERONI et al., 2020).
A hereditariedade genética tem sido associada no desenvolvimento de doengas hepaticas,
tanto pela penetrancia génica, expressividade e até polimorfismos génicos (CHOUDHARY;
DUSEJA, 2021; PANSA; MOLICA; MORAES, 2022). Alguns estudos anteriores
demonstraram e relataram a influéncia de variantes genéticas no desenvolvimento de DHGNA
e progressao para NASH (NIU et al., 2019; YUAN et al., 2022). Portanto, a genética pode
entrar neste contexto como uma forte candidata para explicar a NAFLD magra, uma vez que,
estudos com base em um inquérito prévio sobre consumo alimentar, identificaram que
individuos nao obesos com DHGNA tiveram colesterol substancialmente mais alto e menor
ingestdo de acidos graxos poliinsaturados do que os individuos obesos com DHGNA
(YASUTAKE et al., 2009). Além disso, ha também evidéncias de variagbes étnicas que
também podem contribuir para uma pré-disposi¢ao no desenvolvimento desta doenca (ZHOU
et al.,, 2019; HUANG et al., 2021; PANSA; MOLICA; MORAES, 2022). Esses fatores citados,
devem ser considerados nos estudos sobre o desenvolvimento e progressao da DHGNA.
Conjuntamente com os fatores genéticos, as condigdes ambientais, como o estilo de

vida sedentario e dieta rica em calorias/carboidratos agem como uma forga motora para o
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desenvolvimento e progressdo de doencas hepaticas gordurosas e disturbio metabdlicos
PANSA et al.,, 2022). Esses fatores ambientais modulam os processos chamados de
epigenéticos, os quais sado caracterizados por alteragbes hereditarias e/ou reversiveis na
expressao génica (CHOI et al., 2010; FERNANDES; ERIKA; COUTINHO, 2020). Nos ultimos
anos, a epigenética tem se despontado como um elemento controlador da expressao dos
genes e como consequéncia modulador da homeostasia celular (ESLAM, 2021; PANSA,;
MOLICA; MORAES, 2022). Basicamente, a epigenética atua em um organismo pela
intermediacao de trés mecanismos basicos de atuacdo: modificagbes no padrao de metilagédo
de moléculas de DNA, modificagdes no padrdo de empacotamento dos cromossomos pelas
modificagdes pos-traducionais de histonas (metilagdo e acetilagéo) e atuagdo de RNAs néo
decodificadores (miRNAs e RNAs longos e nao decodificaros, InRNAs) (ZHAOU et al., 2018;
PANSA; MOLICA; MORAES, 2022).

Considerando o processo de metilacao, este é diretamente envolvido com a via do um
carbono (1C), que é composto por associagao a trés vias complementares: via do folato,
metionina e transsulfuragao (LAl et al., 2019) (Figura 2). A via do 1C sintetiza a molécula S-
adenosiltransferase (SAM também conhecida como AdoMet), principal doador de metil para
o processo de metilacdo. Para se chegar a SAM, uma série de reagbes moleculares entre as
trés vias acontecem. Iniciando pelo acido félico, este obtido através da alimentacao é reduzido
a dihidrofolato (DHF) pela DHF redutase (DHFR) e em seguida é reduzido para a forma
biologicamente ativa, tetrahidrofolato (THF), a qual da inicio de fato ao do ciclo do folato
(DUCKER, RABINOWITZ, 2017). O THF sofre diversas conversbes pela atuacdao das
enzimas: serina hidroxi metiltransferase (SHMT), que é dependente de B6 e depois pela
enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) dependente de B2, que originam a
molécula 5-mTHF. A desmetilagao do 5-mTHF completa o ciclo do folato a medida que o0 1C
€ doado para a remetilagdo da homocisteina (HCY) em metionina (MENTCH; LOCASALE,
2016), pela atuacao da enzima metionina sintase (MTR) também dependente de B12. Esta
ultima enzima atua em paralelo interligando o ciclo do folato ao ciclo do 1C. No ciclo do 1C, a
metionina também pode ser obtida através da dieta e inicia o ciclo do 1C por sua adenilacao
pela metionina adenosiltransferase (MAT), que transforma a metionina em SAM (ROJE,
2006). Por sua vez, a SAM sofre a transferéncia/doagao de metil (-CH3) para o DNA pela
atuacao das DNA metiltransferase (DNMT), e neste processo a SAM é convertida em S-
adenosilhomocisteina (SAH) (ULREY ET AL., 2005), que em seguida € hidrolisada para HCY
através de uma reacéo reversivel catalisada pela S-adenosilhomocisteina hidrolase (AHCY)
para completar o ciclo da metionina (CAUDILL et al.,, 2001). Neste momento, ocorre
novamente o encontro da HCY com o ciclo do folato através da atuacdo da MTR. Entretanto,

quando os niveis de metionina e folato sdo suficientes, altos niveis de SAM sintetizado
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induzem a degradacéao de HCY, e esta atividade é por meio da via da transsulfuracao, anexa
a via do 1C. SAM age como inibidor do MTHFR, inibindo também o ciclo do folato e ativando
cistationina B-sintase (CBS), atuante da via da transsulfuragdo transformando HCY em
cistationina. Em seguida, cistationina y-liase produz cisteina, um precursor da glutationina
(GSH), que é o principal sistema de regulagao redox nas células (MENTCH; LOCASALE,
2016; CLARE, 2019). Trata-se de uma via complexa e dependente da dieta alimentar, o que

evidencia que o estilo de vida e o ambiente podem modular suas atividades.

Figura 2. Via do 1 Carbono (1C)
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Figura elaborada pela autora, 2023, utilizando como base o artigo de CLARE et al., 2018. Ciclo do
folato, metionina e um carbono (1C)

Um estudo com roedores submetidos a uma dieta rica em gordura e que
desenvolveram DHGNA, apresentaram o metabolismo de um carbono interrompido, o que
levou a diminuicdo da concentragdo de SAM, aumento do nivel de homocisteina e a
hipometilagéo (auséncia de metilagao) do DNA global no figado (WANG, ZHANG, e ZHOU,
2014; BAKIR et al., 2019). Outros estudos onde camundongos foram alimentados com dieta
livre de doadores de grupamento metil (metionina, colina, acido félico e betaina),
desenvolveram DHGNA, e como consequéncia levou a diminuicdo da metilagdo global do
DNA (TRYNDYAK, HAN e MUSKHELISHVILI, 2011; PAGE et al., 2016). Esses resultados

evidenciam que a metilagao do DNA pode modular o desenvolvimento de DHGNA, ativando
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a transcricdo génica por hipometilagdo ou silenciando por hipermetilacdo (aumento da
metilacado) (LEE et al., 2017; LAl et al., 2019).

Um outro processo epigenético atuante no metabolismo hepatico é a acetilagdo de
histona. A acetilacdo é um processo no qual o grupo acetil da acetil coenzima A (Ac-CoA) é
transferido para um local especifico da histona (DRAZIC et al., 2016), através da atividade
das acetiltransferases (HATs) que ao adicionar o grupo acetil ativam a transcricdo génica,
enquanto a histonas desacetilases (HDACs) responsavel pela deacetilagao, ou seja, retirada
do grupo acetila da histona leva a inibicdo dos processos de transcrigao (PANSA; RAMOS e
MORAES 2022). Este processo compete com processos metabdlicos, como a biossintese de
acidos graxos, uma vez que sado dependentes da molécula de acetil-CoA (GALDIERI e
VANCURA, 2012). Em mamiferos, o acetil-CoA pode ser produzido a partir de nutrientes como
carboidratos, gorduras e proteinas, os quais sdo reduzidos a partir da atividade de
dinucledtido de nicotinamida e adenina (NAD+) (MENZIES Et al., 2016). Uma restricéo
caldrica, assim como uma dieta rica em gorduras afetam a acetilagdo das histonas por afetar
a disponibilidade de NAD + e como consequéncia interferir nos processos de acetilagao
(CHENG et al., 2009; BRAIDY et al., 2011; SU, WELLEN e RABINOWITZ, 2015). Um estudo
com camundongos diabéticos induzidos por dieta hiperlipidica apresentaram a diminui¢cao da
atividade enzimatica da nicotinamida fosforibosiltransferase (NAMPT), essencial na sintese
de NAD +. Portanto, a dieta esta intimamente ligada a este processo epigenético. Todos esses
dados, até o momento, evidenciam a relacdo dos processos epigenéticos com a modulacao
de doencas hepaticas, entretanto, embora muito se tenha aprendido com essas modificagdes,
suas contribuicbes na regulacdo do metabolismo ainda necessitam de maior elucidagao
(RAMOS et al., 2020; STEVANOVIC et al., 2020; PANSA; MOLICA; MORAES, 2022).

1.2.2.1 miRNA na epigenética: miRNA-1914-5p
Dentro do contexto epigenético, os miRNAs tem importante atuagao, essas pequenas

moléculas de RNA nao codificantes de cerca de 22 nucleotideos estdo envolvidos na
maquinaria de interferéncia de RNA (RNAI) ligando-se as regides nao traduzidas (UTRs) do
mRNA para suprimir a tradugao de proteinas ou decair o mRNA (FAN et al., 2013; SUN et
al., 2016; LIU et al., 2017). Essa regulagdo pode acontecer por clivagem de endonuclease,
promovendo a repressao da tradugao ou acelerando a desadenilagdo e decapagem do mRNA
(Figura 4) (CHEN et al., 2009; SALMENA et al., 2011; SEBASTIAN-DELACRUZ et al., 2021).
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Figura 4. Mecanismos de silenciamento génico mediado por microRNA
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Elaborada pela autora da tese, 2023.

Os miRNA moléculas podem atuar como moduladores epigenéticos, visando enzimas-
chave responsaveis por reagdes epigenéticas, como DNA metiltransferases (DNMTSs),
histonas desacetilases (HDACs) e histonas metiltransferases (SATO et al., 2016; KWA,;
JACKSON; 2018, LI et al., 2018) Além disso, a expressdo de miRNAs também é regulada
pela maquinaria epigenética, como a metilagao do DNA, modificagdo do RNA e modificagéo
das histonas. Esses fatores tornam a relagdo entre miRNAs e a epigenética reciproca, uma
vez que a epigenética regula sua expressao e os miRNAs podem regular os processos
epigenéticos (YAO, CHEN, ZHOU, 2019). Neste contexto, o miRNA-1914-5p, quando filtrado

no banco de dados Target Scan Human (TargetscanHuman 8.0: predicted miRNA targets of

miR-1914-5p), foi identificado possuir diversos sitios de ligagdo com os mRNA de genes
atuantes na via do 1 carbono e nos processos de acetilagao, tais como: MTHFR, MTHFDL1,
SET, ACHYL, BHMT1 e SHMT1 (via do 1 carbono), Sirtuina 3 (SIRT3) e HDAC2. O miRNA-
1914-5p, também ja foi observado no ambiente hepatico modulando processos de fibrose em
células estreladas hepaticas (DE OLIVEIRA et al., 2018). Portanto, apostar em um
aprofundamento detalhado desses mecanismos nas patogenias hepaticas torna-se promissor
no sentido de se caracterizar elementos chaves que possam subsidiar o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas. No capitulo 1 desta Tese sdo apresentados aspectos
detalhados do assunto: genética e os processos epigenéticos na DHGNA no artigo publicado
intitulado: Non-alcoholic fatty liver disease establishment and progression: genetic and
epigenetics as relevant modulataor of the pathology (Scandinavian Journal, DOI:
https://doi.org/10.1080/00365521.2022.2148835)
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1.2.3 Agentes xenobiontes no desenvolvimento de DHGNA
Dentre os fatores ambientais que modulam e levam ao desenvolvimento da DHGNA,

0s xenobidticos ou produtos quimicos, que sao extrinsecos ao metabolismo normal de um
organismo, incluindo carcinégenos, drogas, aditivos alimentares, bifenilos policlorados
(PCBs), hidrocarbonetos e pesticidas, estdo sendo cada vez mais reconhecidos como
contribuintes para o desenvolvimento de doencas hepaticas (AL-ERYANI et al., 2015; RAJAK
et al., 2022). Dentre estes compostos, os pesticidas tém se destacado como causador de uma
variedade de problemas de saude, como desregulacdo metabdlica, obesidade e diabetes
(KAHN et al., 2020; NAGARAJU et al., 2020).

O rapido aumento da populagao global trouxe como consequéncia maior demanda do
fornecimento de alimentos, produtos agricolas e seus recursos associados. Na busca para
superar e atender a esses requisitos, os agricultores optaram por aplicar pesticidas
(inseticidas, herbicidas, fungicidas etc.) as plantas agricolas (LIU et al., 2019). Além disso,
esses pesticidas também sao continuamente usados na industria, fazendas de gado e
instalagbes humanas para controlar e erradicar pragas e insetos (BEN-ZUR et al., 2011;
DIAUUDIN et al., 2019; LIU et al., 2019). E notdrio que os pesticidas desempenham um papel
crucial nas técnicas agricolas modernas. Entretanto, a quantidade de constituintes perigosos
liberados em corpos d'agua e outros nichos ecoldgicos tém crescido vertiginosamente devido
a frequente atividade humana (BILAL; IQBAL; BARCELO, 2019; FANG et al., 2020).
Recentemente um estudo relatou que paises de alta renda como Estados Unidos e
emergentes como o Brasil exibem alta dependéncia do uso de pesticida com um uso anual
de 408 e 383 mil toneladas, respectivamente, desses agentes quimicos na agricultura
(WYCKHUYS et al., 2022). Estes constituintes quimicos sao persistentes no meio ambiente e
ecossistemas, e gradualmente entram nas cadeias alimentares. O contato com esses
quimicos, por seres humanos, pode levar a problemas de saude graves, dentre os quais
incluem tipos de cancer, doengas neurodegenerativas, problemas reprodutivos,
neurotoxicidade, perturbacdes do sistema enddcrino, danos ao figado e alteragdes fisicas e
de desenvolvimento dos sistemas biolégicos (UMAPATHI et al., 2022). Os trabalhadores
agricolas como os agricultores, pulverizadores, misturadores, carregadores, formuladores e
pessoas que residem perto das terras onde os pesticidas sdo frequentemente pulverizados,
sofrem de exposicao direta. Enquanto as demais pessoas sao indiretamente afetadas pela
ingestéo de frutas, vegetais, alimentos e agua contaminados com pesticidas. A absor¢éo de
residuos de pesticidas toxicos ocorre principalmente através da pele, sistema gastrointestinal
e trato respiratério. Devido a esses perigos, a poluigdo por esses agentes tornou-se um dos
desafios globais mais alarmantes (BILAL; IQBAL; BARCELO, 2019; FARKHONDEH et al.,
2020)
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Recentemente, a exposicdo a pesticidas foi reconhecida como um dos principais
contribuintes para o acumulo de gordura no figado (JIANG et al., 2022). Estudos tem mostrado
uma forte correlagao entre os niveis séricos de inseticidas organoclorados, incluindo dieldrin,
e os metabdlitos de clordano, heptacloro epdxido e trans-nonacloro, com a elevagao de
alanina aminotransferase (ALT) em pacientes com suspeita de DHGNA (WAHLANG et al.,
2020; YANG et al., 2018). Mecanisticamente, os inseticidas podem induzir peroxidagao
lipidica e estresse oxidativo nos hepatdcitos e interromper o metabolismo lipidico e da glicose
(PEYRE et al., 2012; RAJAK et al., 2022). Além disso, foi comprovada a inibi¢cdo da atividade
de amida hidrolase de acidos graxos, responsavel pela degradagao de N-acil taurinas (NATSs)
que sao derivadas de acidos graxos 6mega-3 hipotrigliceridémicos, da N-acil etanolaminas
(NAEs), que incluem atividade sob diversas moléculas biologicamente ativas (GREVENGOED
et al., 2021). Também foi observada a inibigdo da carboxilesterase hepatica, que
desempenham um papel fundamental na biotransformagao de drogas, substratos endégenos
e produtos quimicos contendo ésteres, amidas, carbamatos ou tioésteres (LIU et al., 2022),
além da colinesterase circulante, que atua na clivagem de moléculas maiores, dentre as quais
incluem a clivagem de ligagdes éster em lipidios (ABOUGHAZALA; ANAN, 2020). Outros
estudos também observaram que os pesticidas aumentaram a expressdo hepatica em
camundongos obesos da enzima PEPCK, atuante na gliconeogénese promovendo seu
aumento (KONDAKALA et al., 2017; HOWELL et al., 2018; YAN et al., 2020). Portanto, esses
estudos evidenciam que a exposicdo crbnica a inseticidas pode contribuir para o
desenvolvimento da DHGNA (RAJAK et al., 2022), e estudos no sentido de compreender as
vias perturbadas por esses agentes quimicos, assim como o nivel de danos que estes
pesticidas causam, podem contribuir para a conscientizagéo e mitigacdo do seu uso.

Contudo, os dados evidenciados no item 1.2, oferecem evidéncias de que podem ser
diversos os fatores que desequilibram as vias do metabolismo hepatico e que contribuem para
o desenvolvimento da DHGNA e sua progressdo para NASH. Portanto, para minimizar o
avango desta doenca, € necessario medidas de progndsticos e o desenvolvimento de
medicamento e/ou terapias para atenuar os impactos futuros que a DHGNA podera trazer a

rede de saude publica.

1.3 DHGNA: consideragoes terapéuticas
A DHGNA ¢é uma doencga hepatica cada vez mais presente na populacdo e de

crescente morbidade, com estimativa de impactos na saude publica e na economia, o que tem
despertado grande interesse pela busca de tratamentos eficazes (WANG et al., 2022).
Embora existam ensaios clinicos de farmacos em andamento, nenhum método ainda foi
aprovado (PELECHA et al., 2022). Atualmente, o tratamento se baseia na modificacdo do

estilo de vida (PELECHA et al., 2022) com abordagens que visam principalmente controlar o
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peso corporal e os disturbios metabdlicos (RAZA et al., 2021). Entretanto, vale ressaltar que
nem todos os pacientes com DHGNA estdo associados a obesidade, e apenas uma propor¢ao
de pacientes obesos podem perder peso com sucesso, portanto, esta terapia apresenta
limitagcbes (WANG et al., 2022). Contudo, é urgente encontrar medicamentos ou métodos
terapéuticos seguros e eficazes para tratar a NAFLD.

Para o desenvolvimento de medicamentos, a etiopatogenia multidimensional da
DHGNA deve ser considerada (THIAGARAJAN; AITHAL, 2019), uma vez que os tratamentos
se concentram no controle das diferentes vias implicadas na progressao desta doenga, como
inflamacgao crbnica, resisténcia a insulina e fibrogénese (XU et al., 2022). Portanto, o
aprofundamento no conhecimento dos diferentes mecanismos moleculares que levam a
DHGNA se faz necessario para contribuir com estudos da fisiopatologia da doenca e identificar
novos alvos terapéuticos (RAMOS-LOPEZ et al., 2022). Atualmente, os medicamentos em
fase de testes sdo moléculas que tem como alvo varios aspectos da disfuncdo metabdlica,
incluindo lipotoxicidade, estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial e fibrose (NASSIR 2022).
Alguns destes sédo agonista de mRNAs, como do receptor farneséide X, acido obeticdlico
(OCA), o agonista do receptor de horménio tireoidiano THRB (Resmetirom) e o Aramchol
(acido biliar e conjugado de FA, acido colico-acido araquidico), sdo drogas atualmente em
fase 3 de ensaios clinicos randomizados para o tratamento de DHGNA e NASH n&o cirrética
(ALKHOURI et al., 2021; NASSIR, 2022).

Nos ultimos anos, estudos tem sugerido a utilizagdo dos microRNAs como possiveis
alvos terapéuticos no tratamento da DHGNA (FANG; DOU; WANG, 2021; RUSU et al., 2022),
principalmente por sua atuagdo na regulacdao da tradugdo génica. Além disso, tem sido
relatada que cada miRNA tem como alvo centenas de mRNAs (SELBACH et al., 2008).
Acredita-se que mais de 30% dos genes humanos sejam alvo de miRNAs, o que significa que
os mMiRNAs tém um impacto global nos transcriptomas e proteomas de eucariotos
(VASUDEVAN et al., 2007; ORANG et al., 2014). Sao diversos os miRNAs descritos e

caracterizados em bancos de dado, como na plataforma miRbase (http://www.mirbase.org),

que contém aproximadamente 2000 miRNAs em seu banco de dados que sdo classificados
com diferentes processos metabdlicos e o metabolismo lipidios (CAI; LIN; YU, 2019). Vérios
estudos apontam a atuagdo dessas pequenas moléculas na lipogénese de novo, na
modulagdo da oxidacéo lipidica e mesmo na captagao/exportacao de tais metabdlitos pelo
figado. Na Figura 5 resume varias das atuagdes metabdlicas de diversos miRNAs no
metabolismo hepatico e relacionados ao desenvolvimento de DHGNA (HAN; KAUFMAN,
2016; GJORGJIEVA et al., 2019).
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Figura 5. MiRNAs ja identificados e atuantes nas vias metabdlicas da patogénese da doenga hepatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA) e da esteatohepatite ndo alcodlica (NASH).

Circulating Adipose
bloog issue

miR-190b miR-206 miR-497 miR-499-5p

Insulin e
. Dietary factors
Resistance |‘_ Obesity

miR-21 miR-27a == > - e
miR-29a miR-34a
miR-122 miR-125b
miR-132 miR-155
miR-T’Z miR-378

| miR-15b miR-26a miR-30b miR-152 |

miR-125b miR-192-5p
miR-194 miR-223
miR-378 miR-451

' o”d's' i — miR-21 miR-29a

’ - e R.21 miR.24 miR-122 miR-130a-3p
£ § R 2 : :

| A : miR-146a-5p miR-214

| miR-26a miR-27a "‘""3‘_‘; "2‘;';'223 miR-221-3p

\ miR-96-5p plise

\ miR-136 miR-421

Imagem por FAKIG; LOU; WANG, 2021.

Ja o miRNA-1914-5p, embora ndo apresentado na imagem, este se mostrou
importante na modulagdo de enzimas chaves no metabolismo lipidico como malonil-CoA
descarboxilase (MLYCD), acetil-CoA sintetase de cadeia longa 4 (ACSL4) e lipina (LPIN1),
contribuindo para a reversdo do fendtipo ativado para o fendtipo quiescente (normal) da
linhagem LX-2 (DE OLIVEIRA et al., 2018). Essas evidéncias reforcam a importancia dos
miRNAs e a relevancia dessas pequenas moléculas na homeostase hepatica, mostrando que
o desbalango nitidamente pode se correlacionar com o aparecimento de anomalias como as
DHGNA (HAN; KAUFMAN, 2016; GJORGJIEVA et al., 2019).

Embora esses dados representem uma base importante para novas estratégias
terapéuticas, sua relevancia em relagao a DHGNA deve ser considerada com cautela, pois os
mecanismos regulatérios para miRNAs podem ser altamente especificos do tecido
(GJORGUJIEVA, 2022). Além disso, as particularidades mecanistico-funcionais de atuagao dos
microRNAs, dentro do contexto da biologia dos sistemas, ainda necessitam ser melhor
investigadas antes de suas aplicacdes terapéuticas e analises clinicas (BAFFY, 2015). Sendo
assim, o estudo e caracterizagao de novos miRNA e seus mecanismos de acao no tecido
hepatico e no controle do metabolismo de lipidios, pode avancgar para futuramente subsidiar

o desenvolvimento dessa nova estratégia terapéutica.
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1.4 Modelo de estudo de condi¢gbes pro-esteatéticas: a co-cultura de células hepaticas
A necessidade de tratamentos seguros e eficazes instigou o desenvolvimento de

modelos in vivo e in vitro que subsidiam a elucidagao de detalhes celulares e moleculares que
sustentama DHGNA, identificar alvos potenciais e avaliar o potencial terapéutico de drogas
antes de transferi-las para testes clinicos (FRIEDMAN et al., 2018; PELECHA et al., 2022).
Neste sentido, os modelos celulares tém sido amplamente utilizados (ANSTEE; GOLDIN,
2006; BHATTACHARJEE et al., 2014; WANG et al., 2022), principalmente pela minimizagéao
do uso de animais na pesquisa. Nas ultimas duas décadas, foi alcangado progresso
significativo na criagdo de modelos celulares humanos de DHGNA (WANG et al., 2022). Esses
modelos se baseiam no cultivo de células hepaticas em monocamadas, hepatécitos humanos
primarios (HHP), co-culturas de diferentes células hepaticas e plataformas de figado
manipuladas, como sistemas de perfusao (OSEINI et al., 2018). O uso de células em co-
cultura que mimetizam o parénquima hepatico endégeno celular e células nao
parenquimatosas (NPCs) e indutores de acumulo de lipidios, do qual inclui nutrientes e
metabdlitos, tém sido empregados nos atuais estudos (CHO et al., 2010; MESSNER et al.,
2013; WARE et al., 2018). Uma vez que, a progressao da DHGNA envolve multiplas
interagdes de tipo celular e remodelacdo do ambiente tecidual, a interagdo de duas ou mais
células tem se tornado uma pratica viavel (WANG et al., 2022).

O uso experimental do modelo em co-cultura torna-se confiavel principalmente pela
interacao célula a célula na progressdao da DHGNA. Estudos com co-cultura, observaram que
uma ativagao das células de Kupffer por endotoxina pode desencadear a indugao de citocinas
inflamatorias em outros tipos de células no figado (por exemplo, hepatécitos), que
desempenham um papel vital na progressdo da doenga hepatica gordurosa n&o alcodlica
induzida por frutose (SPRUSS et al., 2011; KANURI et al., 2013). Ainda, a ativagdo de HSC
co-cultivada foi relacionada a regulagdo positiva do fator regulador nuclear antioxidante
relacionado ao eritroide 2 (NRF2) em hepatdcitos danificado pelo acumulo de lipidios. Esses
estudos evidenciaram a interacdo entre o acumulo de lipideos nos hepatdcitos e a ativacao
das HSC com um fendtipo fibronogénico em modelos de co-cultura de esteato hepatite (YU
et al., 2021).

Contudo, os dados apresentados indicam que as linhagens de células hepaticas
imortalizadas cultivadas em co-cultura, podem oferecer um potencial de estudos amplo e
confiavel para a DHGNA. Assim, como a combinagao de resultados de modelos in vitro bem
validados e novas abordagens como as émicas, podem resultar em ensaios mais preditivos.
Além de auxiliar na compreensdo de mecanismos pro-esteatdticos e sua progressao, bem
como, também serem Uteis no desenvolvimento de medicamentos. E embora no decorrer dos

anos, tenha se observado um claro progresso no esclarecimento da etiopatogenia da DHGNA
29



e na busca pelo desenvolvimento de tratamentos farmacolégicos, ainda ha muitos desafios
para elucidar os mecanismos implicados nessa doenga e sua progressao afim de encontrar
novas terapias (PELECHA et al., 2022). Portanto, a pesquisa pré-clinica basica se desponta
torna-se essencial para a continuidade evolutiva do conhecimento da fisiopatologia da
DHGNA.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O desenvolvimento das doencgas hepaticas gordurosas nao alcéolicas possui alta
complexidade, entretanto os esforcos cientificos para compreender de fato o seu
desenvolvimento podem fornecer esclarecimentos para sua definitiva compreensao. Em
nossos estudos observamos que as particularidades dos individuos, como a genética e etnia
podem ter forte influéncia no desenvolvimento e na progressao da DHGNA. Juntamente com
essas caracteristicas individuas, o estilo de vida tem se despontado como um forte promotor
e potencializador, principalmente por modular os processos epigenéticos.

Neste trabalho, foram também avaliados aspectos da atuagao funcional do miR-1914-
5p em modelo pro-esteatose, correlatos a via do 1 C e a processos epigenéticos, do qual foi
observado que a reducdo do miR-1914-5p, ou seja, a inibicdo desta molécula, apresentou
atenuar o desequilibrio ocasionado pela presencga do 6leo no modelo celular. Esses resultados
foram observados ao adicionar a molécula inibidora na condigao celular de pro-esteatose, do
qual apresentou aumento transcricional de genes atuantes na via do 1C que possivelmente
proporcionou continuidade e equilibrio as atividades metabdlicas da via e como consequéncia
equilibrio na produgao de SAM e nos processos de metilagdo. Ainda, a inibicdo do miR-1914-
5p, também apresentou facilitar/aumentar o consumo exacerbado da molécula de GSH, que
pode ter levado a um aumento do equilibrio redox da célula e contribuido para a homeostasia
da célula em condicdes de pro-esteatose. E importante salientar que a via da produgdo de
GSH, é uma via dependente da via do 1C, e, portanto, a inibicdo do miR-1914-5p, apresentou
modular vias chaves que podem ter proporcionado equilibrio as atividades metabdlicas das
células em condicbes de estresse proporcionado pela presenca dos acidos graxos.
Entretanto, é necessario aprofundamento da compreenséo e estudo desta interagéo, para se

elucidar de fato o papel do miRNA nestas vias, assim como no desenvolvimento da DHGNA.

94



	RESSALVA - texto parcial
	pansa_cc_dr_rcla_int.pdf



