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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).
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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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2 OBJETIVO GERAL

Analisar a funcionalidade do miRNA-1914-5p no metabolismo pro-esteatético em co-
cultura de células hepaticas para o detalhamento mecanistico de vias moleculares visando

auxiliar no direcionamento do desenvolvimento de futura aplicacoes terapéuticas

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Elaborar uma revisdo bibliografica com contextos genéticos e epigenéticos no

desenvolvimento e progressdo da DHGNA.

e Validar analises protedmicas de co-cultivo de células hepaticas transfectadas com
miRNA mimético e/ou inibidor do miRNA-1914-5p.

o Validar rotas metabdlicas apontadas nos estudos protedmicos como processos
epigenéticos correlatos a metilagdo de DNA e acetilagdo de histonas quando na

presenca de moléculas miméticas e/ou inibidoras do miRNA-1914-5p.

e Investigar e validar o papel do miRNA na modulagédo direta de elementos das vias do

1-carbono
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CAPITULO 1. Non-alcoholic fatty liver disease establishment and progression: genetics
and epigenetics as relevant modulators of the pathology

As doengas hepaticas gordurosas nao alcodlicas (DHGNA) tem cada vez mais se
despontado como um sério problema de saude mundial, principalmente pelo aumento do
indice de obesidade. Entretanto, fatores genéticos e epigenéticos tem sido cada vez mais
associados como fortes moduladores no desenvolvimento da DHGNA. Nos ultimos anos, com
0s avancgos tecnolégicos, diversas variantes génicas foram descritas como atuante em vias
metabdlicas do figado, as quais apresentam associacdo no desenvolvimento desta doenca.
Essas variantes associadas aos processos epigenéticos, os quais sdo modulados pelos
fatores ambientais, principalmente alimentacdo e estilo de vida, podem aumentar a pré-
disposicao de cada individuo.

Atualmente, ndo ha medicamentos aprovados para o tratamento da DHGNA, apenas
a mudancga no comportamento e estilo de vida. Portanto o aprofundamento dos estudos das
variantes genéticas e da influéncia / impacto da epigenética no desenvolvimento da DHGNA
podem contribuir para maior elucidacdo dos mecanismos que levam ao desenvolvimento
desta doenca. Neste sentido, pode-se caracterizar elementos chaves para subsidiar o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Além disso, a estimativa € que nos anos
seguintes ocorra o aumento da prevaléncia desta doengca no mundo, elevando as
preocupagdes da rede de saude publica, pois a DHGNA, quando nao tratada pode progredir
para quadros graves, como cirrose e hepatocarcinoma. Diante desse contexto, no artigo a
seguir do capitulo |, aborda informagbes e estudos sobre variantes genéticas, processos
epigenéticos e miRNAs, para apontar potenciais biomarcadores como alvos terapéuticos para

o controle ou tratamento da DHGNA.
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ABSTRACT

Background: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) results from metabolic dysfunctions that affect
more than one-third of the world population. Over the last decades, scientific investigations have clari-
fied many details on the pathology establishment and development; however, effective therapeutics
approaches are still evasive. In addition, studies demonstrated that NAFLD establishment and progres-
sion are related to several etiologies. Recently, genetics and epigenetics backgrounds have emerged
as relevant elements to the pathology onset, and, hence, deserve deep investigation to clarify molecu-
lar details on NAFLD signaling, which may be correlated with population behavior. Thus, to minimize
the global problem, public health and public policies should take advantage of studies on NAFLD over
the next following decades.

Methods: In this context, we have performed a selective literature review focusing on biochemistry of
lipid metabolism, genetics, epigenetics, and the ethnicity as strong elements that drive NAFLD
establishment.

Results: Considering the etiological agents that acts on NAFLD development and progression, the gen-
etics and the epigenetics emerged as relevant factors. Genetics acts as a powerful element in the estab-
lishment and progression of the NAFLD. Over the last decades, details concerning genes and their
polymorphisms, as well as epigenetics, have been considered relevant elements in the systems biology
of diseases, and their effects on NAFLD should be considered in-depth, as well as the ethnicity, clarify-
ing whether people are susceptible to liver diseases. Moreover, the endemicity and social problems of
hepatic disfunction are far to be solved, which require a combined effort of various sectors of society.
Condusion: Hence, the elements presented and discussed in this short review demonstrated their
relevance to the physiological control of NAFLD, opening perspectives for research to develop new
strateqgy to treat fatty liver diseases.
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for several comorbidities or even death [3]. In its initial
stages, the pathology causes no symptoms in many people
[4]. However, NAFLD may progress to a more serious clinical
condition, such as non-alcoholic steatohepatitis (NASH), fibro-
sis/cirrhosis, or even hepatocarcinoma (HCC) in some
patients [5,6]. Over the last year, a considerable number of
studies have attempted to clarify mechanistic details that
support the development and progression of liver patholo-
gies [7,8], aiming at innovative approaches for the treatment
or control of the disease progression. Unfortunately, until
now, effective treatments are still scarce and fundamentally
based on diets and lifestyle changes [9].

Physiologically, NAFLDs are established when lipids accu-
mulate in percentages equal to or above 5% of the liver
weight [10,11], because of excessive amounts of free fatty
acids and cholesterol available in tissues. Persistent accumu-
lation of lipids in the liver can lead to organ dysfunction,
which may damage it and cause cell death because of an
exacerbated increase in oxidative stress. This situation con-
tributes to homeostasis disruption in the liver, favoring

Introduction

NAFLD affects many people in the world and has been
responsible for increased mortality and comorbidity rates.
Over the last decades, many efforts have been made to
improve treatments; however, the fine-tuning that controls
the molecular connectors in liver diseases must be elucidated.
More recently, ethnicity has been considered as a relevant fac-
tor in NAFLD establishment and progression, because of the
diverse genetic backgrounds and behaviors that are observed
in different communities. Thus, in this short review we high-
light relevant aspects of biochemistry, genetics, epigenetics,
and ethnicity to provide basic understand of those relevant
mechanisms on NAFLD establishment and progression.

Basic overview of non-alcoholic fatty liver
progression and its modulators

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) affects more than a
third of the entire global population [1,2] and is responsible
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metabolic dysregulation and disease progression [12]. A
marker of NAFLD progression is the onset of the inflamma-
tory process, which characterizes NASH [12,13]. At this stage,
hepatic stellate cells are activated and produces increase
amount of extracellular matrix and collagen, which contrib-
utes to the development of liver fibrosis, cirrhosis, and, even-
tually, HCC [14,15].

Nowadays, it is well-known that liver diseases have several
etiologies, among them are metabolic dysfunctions [16],
unhealthy eating habits [17], insufficient physical activity
[18], the genetic background of individuals [2], and even
viruses and parasites infections [19] can be pointed as
NAFLD agents. However, obesity has been considered an
alarming element in the establishment of the NAFLD around
the world. This pathological condition may cause insulin
resistance and either the development of type 2 diabetes
mellitus (DM2) or metabolic syndromes, which collaborate
with disruption of the body’s homeostasis and establishment
of liver diseases [20,21]. Moreover, heredity can strongly
influence the predisposition of an individual to develop liver
diseases [2,18,22]. Studies focused on family aggregation and
similarities between twins in disease susceptibility have cor-
roborated the strong heritability effects on NAFLD establish-
ment [23], which is influenced by gene penetrance,
expressivity, and even, gene polymorphisms [24].
Furthermore, recent advances in technologies such as large-
scale gene sequencing, total exome investigation, proteo-
mics, and bioinformatics analysis, among other modern tools,
have collaborated to the identification and characterization
of many genes correlated with liver dysfunctions [2,25].
Particularly, genome-wide association studies (GWAS) have
become the gold standard methodology to determine geno-
type-phenotype correlations in individuals, and contributed
to the identification of millions of single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) in the human genome [2]. GWAS also corrobo-
rated previous information concerning particularly gene
functions in populations and its combined analyses with the
phenome-wide association studies (PheWAS), an unbiased
systematic investigation between genetic variants and phe-
notypes in large groups os individuals, reinforce the pleio-
tropic effects of several genes [2,26]. Thus, based in those
scientific information, functional activity of genes correlated
with the hepatic lipid metabolism and single nucleotide
polymorphisms, were addressed. Among the evaluated
genes, the protein 3 containing patatin-like phospholipase
domain (PNPLA3), transmembrane decoder 6 member of
superfamily 2 (TM65F2), hydroxysteroid 17p-dehydrogenase
(HSD17B13), and peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR) alpha, among others, have been explored in-depth
[24,27]. Moreover, multicenter case-control studies demon-
strated the functions of genetic variants of membrane-bound
O-acyltransferase domain-containing 7 (MBOAT?) [28], super-
oxide dismutase 2 (SOD2) and Kruppel-like factor 6 (KLF6) in
aspects of liver disease as insulin resistance, oxidative stress,
and hepatic fibrogenesis, respectively [29]. Other studies also
correlated genetic polymorphism with the evolution of
NAFLDs to more severe clinical conditions as HCC [30,31].

Besides genetic elements, the epigenetic mechanisms are
important in the establishment of liver dysfunctions [32].
Epigenetics affects gene expression without interfering in pri-
mary DNA sequence by changing chromatin structure, DNA
methylation, and expression of non-coding RNAs that can
modulate gene expression of relevant elements in NAFLD
control [33-35]. Furthermore, epigenetic processes are modu-
lated by environmental changes such as diet, disease, pollu-
tion, or lifestyle that allow organisms to adapt and survive
under negative stimuli. This process creates markers on DNA
and, in some cases, can be passed to the next generations,
which should be considered for the treatment of hep-
atic diseases.

Thus, considering the above information, the present
study aims to discuss NAFLD relevant factors in an integrated
and systematic way, to point out potential biomarkers as
therapeutic targets for its control or treatment.

Lipid metabolism as a relevant mechanism for
NAFLD establishment

The liver is a functional gland in body that plays relevant
role in controlling energy metabolism, fine-tunning lipid syn-
thesis and degradation [36]. In NAFLD, the energetic metab-
olism is disrupted [1,24], leading to an expressive
accumulation of triglycerides (TG), a characteristic finding in
the establishment of the pathology [37]. Thus, a considerable
number of studies described detailed aspects concerning the
mechanisms that support liver dysfunctions and lipid accu-
mulation [38-40]; however, many questions are still open for
the development of a safe and efficient therapeutic approach
to treat NAFLD and correlated hepatic dysfunctions.

Lipid molecules act on cellular integrity by their functional
activity in the maintenance of biological membranes and cel-
lular signaling [41-43]. However, under some physiological
situations, such as weight gain, diabetes, or metabolic syn-
dromes, for example, the adipose tissue expands, causing its
dysfunction and even death of the adipocytes [44] that
results in impaired lipid storage, favoring free fatty acids
(FFA) release into the circulation. These molecules can be
captured by the hepatocytes through the fatty acid transport
proteins (FATPs) or by the fatty acids translocases as CD36
protein. Accumulation of FFA in the hepatocytes favors an
excessive TG synthesis, which contributes to the establish-
ment of steatosis [45-47]. Under high-calorie fat (HDF) diets,
the body changes its metabolism to minimize TG accumula-
tion, favoring fatty acid oxidation within the mitochondria
[48,49]. To support such metabolic pathways, AMP-activated
catalytic protein kinase (AMPK) is activated, followed by
induction of the peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma coactivator (PGC)-1-alpha, which activates peroxi-
some receptor (PPAR) and proliferator proteins [50]. Next,
PPAR activates enzymes involved in fatty acid (FA) metabol-
ism, including carnitine palmitoyltransferase-1 (CPT-1) and
acyl-CoA dehydrogenases, which facilitates FFA translocation
into the mitochondria, allowing B-oxidation and energy pro-
duction [51]. However, when FFA overloads a cell, acetyl-CoA
is generated in excess and cause lipotoxicity. Such toxicity
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increases the malonyl-CoA production, which inhibits CPT1
and decreases f-oxidation rates, accumulating even more TG
and secreting very-low-density lipoprotein (VLDL) [45-47].
This lipid accumulation inside hepatocytes increases the pro-
duction of reactive oxygen species (ROS) [51], which are
deleterious to the tissue and disrupt the homeostasis of the
liver, leading to insulin resistance and metabolic syndromes,
as well as NAFLD establishment and progression [52-54].

Mechanistically, oxidative stress and lipid peroxidation
activate nuclear factor Kappa B (NF-kB) subunit 1 and the
production of pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1b, II-6,
and IL-8), causing apoptosis and necrosis in hepatocytes [55].
Furthermore, a reduced level of catalase enzymes has also
been observed, which compromises detoxification and favors
mitochondrial damage in hepatocytes [56]. These processes
can result in liver cell damage and the release of molecules
known as mitochondria-derived damage-associated molecu-
lar patterns (DAMPs) [57]. DAMP molecules activate the
nucleotide oligomerization domain (NOD) and the NLR family
pyrine domain containing 3 (NLRP3), which, in turn, activate
the inflammasome pathway [51,57]. Those molecules also
interact with hepatic stellate cells and Kupffer cells, which
stimulate innate and fibrogenic immune responses, favoring
the NAFLD-to-NASH progression [43,57] (Figure 1) and a
toxic environment [58] that favors the biochemical processes
correlated with the manifestation of liver metabolic
syndrome.
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The genetic influence on NAFLD

Over the last decade, genetics and the environment effects
on gene expression have been highlighted in NAFLD estab-
lishment and progression [2,59]. Moreover, epidemiological
studies revealed that NAFLD progression to more deleterious
conditions correlate with the heritability of relevant genes in
liver homeostasis [2,24]. Comparative studies between
groups of monozygotic and dizygotic twins, correlated aspar-
tate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase
(ALT) activities with fat liver content, which demonstrate
strong influence of heritability on NAFLD among the mono-
zygotic siblings [23,60,61]. Heritability indexes and NAFLD
establishment have also been investigated in groups of fami-
lies with or without the pathology by magnetic resonance
imaging (MR-PDFF) analyses [61-63]. In addition to these
studies, subsequent in vitro and in vivo analyses have eval-
uated and validated the functionality of genes and their
polymorphisms in NAFLD hepatic metabolism [2,27].

Genetic polymorphism is present in all over genome and
plays effects in hepatic metabolism and diseases. Among the
investigated genes, changes in the sequence of the insulin
receptor substrate 1 (IRS-1) gene at 972Arg reduces serine-
threonine protein kinase (AKT) activation [64]. This protein is
central to cellular homeostasis because plays major effects in
inducing insulin resistance signaling pathways, widely
observed in obese patients with NAFLD [65,66]. Other studies
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Figure 1. Schematic representation of NAFLD establishment and progression. The illustration presents relevant etiological agents.
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demonstrated the correlation of the GCKR C>T polymorph-
ism (rs780094) with triglyceride levels increased and facili-
tated the hepatic fibrosis establishment [67]. This
polymorphic variant may favor organ fibrogenesis establish-
ment by affecting the expression of nearby genes and, spe-
cifically, triggering a low-grade chronic inflammation due to
the high level of expression of C-reactive protein (CRP) [68].

Another investigated genetic polymorphism is found in
the membrane bound O-acyltransferase domain containing 7
(MBOAT?) gene that synthesizes lysophospholipid acyltrans-
ferase 7, a member of the membrane-bound O-acyltransfer-
ase (MBOAT) superfamily, characterized as a multispanning
transmembrane protein that transfers acyl groups in a cell,
which metabolizes lysophosphatidylinositol (LPI) into phos-
phatidylinosital (Pl) [69,70] in the Lands cycle. In this meta-
bolic route, the arachidonoyl-CoA (20:4) is added to the LPI,
resulting sn-1-stearoyl-sn-2-arachidonoyl Pl species [69,70].
MBOAT? plays relevant roles in the body and among the
functions it collaborates with the liver homeostasis. In
humans, mutations in MBOAT7 or genetics polymorphism
was implicated in several diseases [71]. Particularly, in indi-
viduals carrying the most common MBOAT7 genetic variant
(rs641738 C>T), present reduced level of the its protein,
which remodel the liver content inside the hepatocytes, facil-
itating LPI accumulation, NAFLD establishment and even the
NAFLD-NASH progression [70] In addition, other studies also
demonstrated that the MBOAT7 gene deletion induces the
synthesis of SREBP1c increasing the de novo lipogenesis [71]
and the functional inactivation of the protein, which
increases LPl. Those biochemical changes in liver favor liver
necroinflammation and organ fibrosis; however, mechanistic
details are still not clear understood [72]. Aiming at a better
clear understanding about MBOAT7 function investigations
using cell culture, animal models and even human samples
have been largely developed using modern scientific tools
[71,73], which in a near future would be useful in clin-
ical trials.

Further studies addressing functional activities of different
genes, described genetic variants of elements that regulate
lipid metabolism in the liver, which may contribute to the
steatosis establishment. Several genes were pointedand
among them, the hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 13
(HSD17B13) was found to be associated with NAFLD progres-
sion. This gene drives the synthesis of one of the most abun-
dant hepatic proteins, associated with lipid droplet synthesis
[74] and several NAFLD-associated polymorphic variants were
described [75]. Considering the variant rs6834314, this is
associated with increased serum alanine transaminase (ALT)
levels and metabolic syndromes establishment [76]. Two
others HSD17B13 variants (rs72613567 and rs62305723) were
also associated with NAFLD progression [77]. Furthermore,
HSD17B13 overexpression in mice caused increased lipogen-
esis and FA contents in their livers. Combined, these findings,
reinforce the relevance of the HSD17B13 in the liver homeo-
stasis and this relevant functional activity.

In addition, other relevant gene correlated with the estab-
lishment of NAFLDs, PNPLA3, also known as adiponectin
(ADPN), should be considered. This gene transcribes a

multifunctional protein in lipid metabolism and presents
polymorphic variations [2,24]. The variant rs738409 C>G,
p.1148M results in amino acid replacement from isoleucine to
methionine within the protein sequence. Such nuclectide
variation causes TG accumulation due to an enzymatic lipo-
lytic activity reduction, which increases the risk of liver dis-
eases and mortality in NAFLD patients [78,79]. More recent
findings demonstrated that the 1148M variant presents ele-
vated IL6/STAT3 activity which contributes to the risk of
NAFLD [80]. The 1148M alteration in the PNPLA3 sequence is
also associated with changes in the activity of hepatic stel-
late cells (HSCs) that once activated by the deleterious envir-
onment, contributes to the organ fibrosing and NAFLD-to-
NASH progression [1,24]. Particularly, PNPLA3 gene and pro-
tein expression increases in activated HSCs and during the
progression of liver fibrosis from patients with NASH] [81]. In
those cells, studies demonstrated that the PNPLA3 expres-
sion is regulated by the availability of retinol esters and cor-
related molecules; high retinol contents activate the enzyme
which promotes the extracellular release of this class of lipid,
remodeling the lipid droplets in the stellate cells [82,83].
Moreover, studies demonstrate that the increased expression
o PNPL3 protects the HSC from the production and release
of proteins that stimulates fibrogenesis as metalloproteinases
and tissue inhibitors of metalloproteinase as protective effect
against organ fibrosis and liver disease progression [83], In
the [148M variant there is an impairment of the retinol
release from primary HSCs, which lose their functionality to
control pro-fibrosing elements expression, both in vitro and
in vivo [82,83]. Combined those findings demonstrated the
relevance of the PNPLA3 to the homeostasis of liver function.

Ancther important gene in NAFLD manifestation is
TM65F2, which encodes a lipid transporter protein highly
expressed in the liver and small intestine [84,85]. The
TM6SF2 protein has transmembrane domains located in the
endoplasmic reticulum and the ER-Golgi intermediate com-
partment of human liver cells. The balanced activity of
TM6SF2 maintains normal levels of VLDL secretion and
changes in the protein activity contributes to the develop-
ment or progression of NAFLD [85]. Several studies demon-
strated that the TM65F2s protein inhibition increased cellular
TG concentration and lipid droplet contents, while TM6SF2
overexpression reduced steatosis [86]. In addition, consider-
ing the TM65F2 polymorphism, the variant rs58542926
(E167K) is able to increase fat content in the hepatocytes, as
it decreases apolipoprotein B (APOB) secretion, due to
increased degradation rates of APOB. These data are consist-
ent with the observation that decreased FA transfer as nas-
cent VLDL contributes to intrahepatic fat accumulation in
TM6SF2 E167K carriers [87].

Moreover, considering the apolipoproteins and their func-
tional activities in liver, the APOE is a protein that plays rele-
vant function in lipid metabolism and its transport in the
body [88]. APQOE is a core component of plasma lipoprotein
and associates with different lipid sizes from chylomicrons to
high-density lipoproteins (HDL) helping the clearance of
those fat molecules in plasma and its function is relevant to
liver homeostasis [88]. There are three commons APOE alleles
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(APOE2, APOE3, APOE4) originated from slight differences in
DNA sequences, considering their polymorphism. The rele-
vance of this protein was demonstrated in different studies.
In Niu et al. [89], plasma proteome profiling of 48 random-
ized patients (with and without cirrhosis or NAFLD) pre-
sented significant modulation in proteins, and a global
correlation map of clinical and proteomic data strongly asso-
ciated genes as dipeptidyl peptidase 4 (DPP4), aminopepti-
dase N (ANPEP), transforming growth factor-beta-induced
protein ig-H3 (TGFBI), polymeric immunoglobulin receptor
(PIGR), and APOE. Moreover, studies with knockout mice
APOE™ demonstrated a delayed lipoprotein clearance
favoring dysfunction in the organ [90]. Also, other GWA stud-
ies in different population correlated the APOE (s429358)
with fatty diseases even from different etiologies as excessive
alcohol intake [91]. Combined, the investigations reinforce
the relevance of APOE in fatty liver diseases.

Thus, based on the above contextualization about genetic
effectors on NAFLD, research have been conducted to
explore potential positive effectors that modulates fatty liver
diseases and NAFLD. In Mancina et al. [92], for example, a
large-scale and robust study with large number of patients,
demontrated important functional activity to the locus
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poduces a functional protein that decreases the susceptibility
of fatty liver disease or even its progression to more deleteri-
ous stage. This protein, also known as EFA6R belongs to a
family of protein characterized as guanine nucleotide
exchange activity, which plays relevant function in endoso-
mal trafficking and cytoskeleton. The relevant function in
controlling hepatic lipid metabolism demonstrated by the
authors, even in in vitro or in in vivo assays, might be con-
sider as a potential tool for future therapeutic option to treat
fatty liver, and reinforces the relevance of new technologies
in finding strategies for better quality of life.

Considering all the the discussions, Table 1 summarizes the
above contextualized genetic elements that modulates NAFLD.

At physiological level and based on the current scientific
knowledge on NAFLD, genetics is a strong element that
influence liver diseases establishment. After the genome
sequence at the earliest 2000’, and the advances of technol-
ogy and molecular sciences so far have been contributed
with the clarification of molecular mechanisms that explain
the onset of NAFLD. However, new agents on the pathology
establishment and progression must be consider as the
environmental effects. Over the last two decades, epigenetics
has been pointed as a master switch element for gene

Table 1. Relevant genes polymorphism and their fucntional activity in liver diseases.

Gene Metabolic function Variants Variant's role in NAFLD Phenotype Experiment Reference
APOE Lipid transport rs429358 Increases ATL levels NAFLD Plasma proteome profiling of [891
patients with and without
cirrhosis or NAFLD
GCKR Regulating de novo rs780094 Loss the function and disturbed NAFLD, Meta-analysis with [67]
lipogenesis in the regulation of de nove fibrosis patients data
lipogenesis
GPAM Catalyzes the initial 152792751 Increases ATL levels NAFLD Exome-wide level in participants 011
step of TG synthesis from the UK Biobank
HSD17813  Lipid remodeling; 156834314 Increases ALT and NAFLD Genoma-wide with [75]
lipid synthesis metabolic syndrome patients data
IRS-1 Cellular homeostasis 972Arg Insulin resistance NAFLD Obsese patients with NAFLD [65,66]
MBOAT7 Conversion of LPI o PI rs641738 Increases the accumulation of NAFLD, NASH, Mice experiment, analysis of [70,71]
in the liver; LPI inside the cells; LPIs fibrosis human biopsy of patients
Lipid remodeling become exogenous and with the rs641738C > T gene
activate inflammatory with liver inflammation and
processes in CHS; Activates fibrosis in NAFLD patients;
SREBP-1 and increases Hepatocyte-specific MBOAT7
DNL level knockout mice to investigate
the function of in vivo
mboat? and MBOAT?
depleted in cultured human
liver cells using CRISPR-Cas9
or siRNA systems
PNPLA3 Lipase enzyme, on lipid 15738409 Reduces lipolytic activity and NAFLD, fibrosis, Analysis with individuals in a [79,81,82]
droplets, remodel increases the level of TG; NASH hospital in Italy diagnosed
phosphalipids, Palmitate esterase activity is with NAFLD; HSCs from
triglycerides, and reduced and leads to an primary human cells and in
releases increase in lipids within HSC a human cohort of
retinyl esters cells, which activates individuals with nonalcoholic
fibrogenic conditions in fatty liver disease
the cells.
PSD3 Regulates endosomal 1571519934  Reduction of genes involved in Protects the liver  Analysis with individuals with a [92]
traffic and cholesterol synthesis and from NAFLD measurement of hepatic
cytoskeleton TG synthesis triglyceride
remodeling
TM65F2 Lipid transport and s58542926  Increases fat content in NAFLD, NASH 3D spheroids from primary [87]
balance of hepatocytes as it decreases human hepatocytes from
VLDL levels apolipoprotein B (APOB) five different donors

secretion due to increased
APOB degradation rates
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chromatin can modulate gene expression at the transcrip-
tional level in response to unbalanced diet, predisposing the
individual to NAFLD [94,95]. However, epigenetic mecha-
nisms and their correlations with NAFLD establishment and
progression still needs further investigation.

Epigenetics in NAFLD

Over the last two decades, epigenetics and epigenomics
have emerged as gene expression and cellular homeostasis
controllers, assuming a relevant position in biomedical
research [96]. Experimental and clinical studies suggested
that epigenetics can potentially affect the development and
progression of metabolic disorders, such as NAFLD [22,35,96].
In addition, the epigenetics is characterized by heritable and/
or reversible changes in gene expression [93] in response to
environmental conditions as unhealthy lifestyle. However,
such changes in gene expression correlates to modifications
in chromatin ultrastructure and transcription without interre-
ferences in the DNA sequence [22,33,93,96]. Canonically, epi-
genetic mechanisms are divided into three categories: (1)
changes in the packaging pattern of chromosomes by post-
translational histone modifications (methylation and acetyl-
ation), (2) DNA methylation, and (3) modulatory effects of
non-coding RNAs [95,96].

Since epigenetics is reversible in most situations, under-
standing its patterns and mechanisms in diseases will con-
tributes to the development of new therapeutic approaches
and diagnosis for NAFLD treatment avoiding its progression
to more deleterious condition [93]. However, studies are still
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limited and their contributions to NAFLD metabolism regula-
tion are scarce [2].

Histones and their modulators in NAFLD

Histones are proteins widely expressed in the genome
because their relevance to the chromatin structure and gene
expression [97]. Histones can be post-translationally modified
at their amino acid residues in response to physiological and
pathological conditions, or by environmental stimuli.
Considering histone modifications, the following alterations
are frequently found: (1) lysine acetylation/deacetylation; (2)
phosphorylation of serine, threonine, and tyrosine; (3) methy-
lation of lysine and arginine; (4) other mechanisms including
deamination, ADP ribosylation, ubiquitination, sumoylation,
proline isomerization and addition of N-acetylglucosamine
[22,97]. All these changes in histones contributes to the chro-
matin remodeling and gene expression changes.

Considering the histone acetylation, this is a mechanistic
process catalyzed by histone acetyltransferases (HAT) and
facilitates gene transcription, while histones deacetylation is
catalyzed by histone deacetylase (HDAC) and induce gene
silencing [97] (Figure 2). Histone acetylation depends on the
conversion of glucose-derived citrate to acetyl-CoA. Thus,
nutrient metabolism is linked to the control of this epigen-
etic mechanism [33,98]. HATs are classified according to their
subcellular location. Type A HATs are mainly localized in the
nucleus as GCN5-related N-acetyltransferases — (GNATSs),
p300/CBP, and TAFII250, whereas type B HATs act predomin-
antly in the cytoplasm as HAT4 (N-alpha-acetyltransferase 60
NAAB0) [99,100]. In turn, HDACsremove acetyl groups from
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Figure 2. Epigenetics and NAFLD. Schematic illustration of epigenetic mechanisms that contribute to NAFLD establishment are represented. Canonically, epigenetic
mechanisms are divided into three categories: (A) post-translational modifications of histones and chromosome packing, (B) changes in the DNA methylation pat-
tern, (C) action of ncRMAs microRNAs. In the Figure, relevant elements are pointed. Histone acetyltransferase (HATs), histone deacetylase (HDAC), methyltransferases

(DNMTs), SET nuclear proto-oncogene (SET), microRNAs (miRNAs) are represented.
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g-N-acetyl-lysine residues of histones, and they are subdi-
vided into four classes according to their structure, enzyme
function, and subcellular location [101]. HDACs deacetylate
histone or non-histone proteins, mediating responses to
metabolic stress, insulin secretion control and adipogenesis
[102]. Seven type Il HDACs have been identified in humans
(SIRT 1 to 7), with different subcellular locations, some in the
nucleus and others in the cytoplasm (SIRT1, 2) and mito-
chondrial (SIRT 3, 4, 5) [103]. Thus, the proper orchestration
between HAT and HDAC enzyme levels influences histone
acetylation status and expression of genes that lead
to pathology.

Among HATs, the transcriptional coactivator p300 its acti-
vated by glucose levels and induces hyperacetylation of
ChREBP, stimulating its transcriptional activity and contribu-
ting to NAFLD development, by the activation of lipogenic
and glycolytic genes [33,104]. Together, these findings sug-
gest that the inhibition of hepatic p300 may be beneficial for
the treatment of fatty liver and type 2 diabetes [92].
Moreover, Charideumo et al. [105] investigating murine hep-
atocytes demonstrated a direct correlation among the func-
tional activity of N-alpha-acetyltransferase 40 (NAA40) and
lipid metabolism. When reduced the activity of NAA4Q, lipid
synthesis is stimulated by an indirect effect of the protein on
insulin metabolism.

Considering the HADACS, several studies demonstrate
relevant activities of HADCs on NAFLD. Among the studies
and investigated moleculares, sirtuin (SIRT) activities were
explored [106,107]. In mammals, studies have focused on
SIRT1 and demonstrate that it regulates gluconeogenesis by
activating forkhead O1 (FOXO1). Moreover, SIRT1 decreases
glycolysis via PCG1a and contributes to fatty acid oxidation
by activating PPARa and inhibiting DNL by the degradation
of SREBP1c [108]. Another molecular target of SIRT1 is
macroH2A1, a version of histone H2A, present in two iso-
forms, macroH2A1.1 and macroH2A1.2, implicated in lipid
metabolism in hepatocytes. Both isoforms were down-
expressed in HCC, while macroH2A1.2 was strictly over-
expressed in steatosis [109]. Increased expression of the
SIRT1 binding metabolite macroH2A1.1 protects hepatocytes
from lipid accumulation [93]. Moreover, Sun et al. [110] dem-
onstrated that SIRT1 improves the insulin response under
insulin resistance (IR) by inhibiting the functionality of the
protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B). In addition, rele-
vant functions of SIRTT in metabolic changes induced by a
high-fat diet has been previously reported [34].

Another SIRT family member, SIRT3 has also been identi-
fied as relevant element in maintaining mitochondrial integ-
rity and metabolism during oxidative stress [111]. In mouse
models fed on a high-fat diet, Hirschey et al. [112] observed
negative regulation of SIRT3 and exacerbated obesity, insulin
resistance, hyperlipidemia, and steatohepatitis. Those find-
ings were corroborated by the SIRT3 knockout study in mice
in which accelerated obesity, development of IR and NASH
in response to HFD diet were demonstrated. Accordingly, a
study with patients carrying the rs11246020 (V208l) variant
in the SIRT3 gene showed higher susceptibility to develop
the metabolic syndrome [112]. Therefore, both SIRT1 and
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SIRT3 are significant in homeostatic balance, redox potential,
epigenetic alteration, and lipid metabolism in hepatocytes,
reinforcing the results of the studies that demonstrated the
role of deacetylases in NAFLD [34,112].

Combined, the above studies and the extensive review
detailed somewhere have demonstrated relevant functions
for histones modifications in liver lipid metabolism, even
studies that connected the activities of those proteins to the
circadian clock [113] suggesting that those molecules can be
further investigated to be used as a therapeutic target
for NAFLD.

Dna methylation and beyond in NAFLD

DNA methylation is a biological mechanism that covalent
adds methyl groups (-CH3) to DNA at position C5 of cyto-
sines | producing C5 (5mC). Specially, DNA sequences rich in
C and guanines (G), known as CpG islands, which are fre-
quently found in the promoter region of genes, are the main
target of the methylation processes [34]. Those reactions are
catalyzed by DNA methyltransferases (DNMTs) [93], which
obtain the -CH3 from the donor S-adenosyl-L methionine
(SAM) synthetized in the one-carbon metabolism pathway
(1Q) [114]. Hypermethylation of CpG islands is associated
with gene expression inactivation or silencing, while their
hypomethylation stimulates transcriptional activity [93]
(Figure 2). Such mechanisms are extremely relevant for gene
expression control and are modulated by both environmen-
tal stimuli and body’s physiology. To corroborate this infor-
mation, folate, methionine, betaine, and choline obtained
through a diet are substrates for the synthesis of -CH3
groups in the 1C metabolic pathway. Studies in mice dem-
onstrated that diets deficient in those elements reduced
DNA methylation and, thus, NAFLD progression [115,116].
Other studies also demonstrated that animal models fed
with a diet lacking vitamin B12 and folate developed micro-
vesicular steatosis, due to high TG levels and impaired mito-
chondrial FA pB-oxidation [117].

In NAFLD, the genetic profiling of advanced liver disease
patients revealed that genes correlated to the 1C metabol-
ism reduced expression levels such of glycine N-methyltrans-
ferase (GNMT), betaine-homocysteine S methyltransferase
(BHMT), cystathionine synthetase (CBS) and methionine
adenosyltransferase (MATTA) [118,119]. Moreover, other stud-
ies described that adenosylhomocysteinase (AHCY), MATIA
and methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (MTHFDZ2)
genes were hypermethylated, reducing SAM and changing
global DNA methylation patterns and physiological problems
[120]. To support those observations, methylome studies and
transcriptome analysis correlated global hepatic DNA methy-
lation with the progression of NAFLDs to more complex
pathological conditions [93]. However, further studies are
required to better understand the fine-tuning of DNA methy-
lation and NAFLDs. In this context, the mechanistic character-
ization of elements that direct control epigenetic pracesses
in NAFLD may be beneficial to developing innovative strat-
egies in the treatment for hepatic steatosis treatment or
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even be used as a molecular marker in disease diagnos-
tics [93,121].

Mirnas as an important class of ncRNA in NAFLD

Non-coding RNAs (ncRNAs) are transcripts that are not trans-
lated into proteins [34]. Currently, several studies pointed
out that those molecules have relevant functions in control-
ling of gene expression and homeostasis in biological proc-
esses [34,122]. The ncRNAs are categorized according to their
functionality as transfer RNAs (tRNAs), ribosomal RNAs
(rRNAs), microRNAs (miRNAs), small nuclear RNAs (snRNAs),
small nucleolar RNAs (snoRNAs), extracellular RNAs (exRNAs),
long ncRNAs (IncRNAs), Y RNAs, Vault RNA among others
[122,123]. Those molecules collaborate with cellular balance
and among them miRNAs have been used as biomarkers in
various diseases including liver dysfunctions and NAFLDs
[27,124-126], which is relevant for the development of
innovative procedures for diagnosis.

MicroRNAs (miRNAs) are a class non-coding RNA molecule
presenting ~ 22nt. Those molecules contribute to gene
expression regulation at the post-transcriptional level, whose
mechanisms are reviewed elsewhere. Produced by canonical
or non-canonical pathways, those small molecules are largely
distributed in the genome, and mostly interact with the 3’
UTR of target mRNAs, suppressing mRNA transcription or
blocking translation [122,125] (Figure 2). Moreover, the inter-
action of miRNAs with the mRNA regions also happens at
the 5 UTR, mRNA coding sequences, and the gene promoter
regions [127]. In canonical pathways, miRNAs are transcribed
by the RNA polymerase II/lll in the cell nucleus as primary-
miRNAs (pri-miRNAs) that may be found as long transcripts
clusters, Such molecules are processed into precursor RNAs
{pre-miRNAs) by the microprocessor complex, which consists
of RNA binding protein DiGeorge Syndrome Critical Region 8
(DGCR8) and the ribonuclease lll enzyme (Drosha) [125].
Those molecules are transported to the cytoplasm and proc-
essed into mature miRNAs [24]. On the other hand, some
non-canonical miRNAs are produced in a DGCR8/Drosha-
independent or Dicer-independent pathway, which are also
involved in many human diseases [125,127], adding more
layers to the complexity of the epigenetics in gene expres-
sion regulation.

A single miRNA can regulate the expression of different
mRNA targets, depending on the physiological or patho-
logical state of the cells. Some miRNAs have more than 200
potential target sequences [122,123] therefore, they can
regulate a large fraction of protein-coding genes [128,129]
and a wide spectrum of biological processes such as inflam-
mation, proliferation, apoptosis, necrosis, among others,
which are frequently found in NAFLD, NASH, and HCC [130].
MiRNAs were described as important molecule in NAFLD,
and, among them, the miR-34a and miR-122 demonstrated
relevant mechanisms. Hepatic miR-34a expression is known
to be induced under metabolic stress and is reported to be
strongly correlated with dysregulation of lipid metabolism
associated with NAFLD [120,131]. Xu et al. [131], reported
that, mechanistically, miR-34a in hepatocyte promotes

NAFLD, inducing lipid absorption and synthesis and inhibit-
ing fatty acid oxidation. MiR-34a also promotes the transition
of NAFLD to NASH by inducing inflammation, reactive oxy-
gen species (ROS) production, and apoptosis [128]. The main
target of miR-34a is Sirtuin 1 (SIRT1), which regulates energy
homeostasis through the activation of transcription factors
such as peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR)-a
and the liver X receptor (LXR) [120]. Therefore miR-34a
expression leads to decreased expression of SIRT1 affecting
diabetes-related proteins in the insulin signaling and glucose
metabolism pathway [132]. A study with miR-34a inhibition
alleviated steatosis and suppressed lipid accumulation in the
mouse model of NAFLD, specifically targeting hepatic PPARx
and SIRTT [133]. In addition, miR-122 has been largely
studied in hepatic diseases, considering its relevant function
in lipid metabolism [134,135]. This molecule is one of the
most abundant miRNAs in the human liver, accounting for
about 70% of all miRNAs expressed in the organ and impli-
cated in liver development and physiology [135-137]. miR-
122 is mostly found in the exosome-rich fraction of alcoholic
and non-alcoholic liver injury, whereas it predominates in
the protein-rich fraction of acetaminophen-induced liver tox-
icity [93]. Its overexpression increases alanine aminotransfer-
ase levels in the liver [138], while its Inhibition in HFD mice
reduces liver damage and hepatic steatosis [14]. In serum
from NAFLD patients, miR-122 levels are higher than in
healthy subjects, while in NASH patients its levels are even
more expressive, strengthening the proposal to use it as a
marker of NAFLD and its progression [125,135].

Furthermore, the literature extensively discussed the
physiological role of miRNAs in lipid metabolism and the
onset of liver diseases aiming at their potential clinical use as
non-invasive diagnostic biomarkers of NAFLD and its stratifi-
cation [139-141]. Moreover, other studies have been investi-
gating the use of miRNAs as molecular tools for therapeutic
strategy in the treatment of NAFLD [125,142,143]. Preliminary
studies using miRNA-based therapeutics included the use of
miRNA mimetics, anti-miRNA oligonucleotides, and exosomes
loaded with miRNA [132]; however, no clinical trials have
been performed [142], considering the challenges of drug
delivery of these small molecules [27]. On the other hand,
despite all the challenges related to the miRNA-therapeutics,
studies aiming at using those small molecules in a safe in
NAFLD treatment have been considered [27,144].

Ethnicity and NAFLD

Several elements are correlated with NAFLD heterogeneity,
among them, the ethnicity of a population has to be consid-
ered. All over the world, different group of people have
diversity in their genetic heritage and sociocultural behavior
such as diet, physical exercise, alcohol consumption, and
guality of life, for example. These factors may favor the onset
of NAFLD [145]. However, a scientific approach correlating
pathology evolution of liver diseases with environmental
effects in different ethnicities is still little explored [146,147].
Evaluating people from around the world, those from
Eastern, Central and Sub-Saharan Africa (SSA) presented high
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incidences of deaths caused by cirrhosis and chronic liver
diseases because of NAFLD progression [148]. For many
years, the etiology of such hepatic diseases was unknown,
until NAFLD was suggested as a potential factor [149].
Finally, studies demonstrated that in addition to poor dietary
habits and a sedentary lifestyle a substantial number of HIV-
infected individuals using antiretroviral therapy have a high
predisposition to liver diseases [150]. Also, in the Middle East
and North Africa, increased mortality rates were observed
considering the high number of people affected by liver dis-
eases. At the same time, in Asian continent, the number of
individuals affected by the fatty liver is increasing [148],
which may be correlated with genetic and environmental
factors, with a complex inheritance pattern [146).

Other studies also described the effects of the ethnicity
on NAFLD. GWAS correlations identified genes that influence
plasma ALT levels in Indians. In this study, the PNPLA3
rs738409 variant showed a high correlation with NAFLD
establishment in those populations [75]. The same PNPLA3
gene polymorphism also showed a strong association with
NAFLD among Japanese [151] and Chinese people [152].

In the United States, the number of NASH-affected indi-
viduals may increase by 55% till 2030, which may be a result
of genetic background and poor lifestyle habits. In addition,
there are high number of Latinos living in that country,
including Mexicans and their descendants, which have a
prevalence of 50% of NAFLD in their community [153], and a
higher incidence (54,9%) of the PNPLA3 variant rs738409
[154,155]. This genetic background, have been contributed
to an increase in the frequency of this polymorphic allele
liver diseases.

Other genes have also been correlated with the predis-
position of NAFLDs in different populations. Especially, in the
Europeans several genes were described as correlated with
NAFLD as TM6SF2 [26,84], HSD17B13 [26,75], GCKR, Zinc
Finger domain GATA content 2A (GATADZ2A), neurocan
(NCAN), protein phosphatase 1 regulatory subunit 1 3B
(PPP1R3B), tribbles pseudokinase 2 (TRIB2), carboxypeptidase
N (CPNT) and ER lipid raft associate 1 (ERLINT) [27]. However,
in these population low rates of prevalence and death from
cirrhosis and chronic diseases resulting from NAFLD are
observed. These findings may reflect the quality of life of
Europeans associated with the public policies adopted to
monitor the evolution and prevalence of these diseases in
the communities, as well as the support for scientific innova-
tions for their control. Among the scientific communities in
the European continent are the EASL (European Association
for the Study of the Liver), EASD (European Association for
the Study of Diabetes), EASO (European Association for the
Study of Obesity), respansible for elaborating guides and rec-
ommendations for controlling NAFLD in that popula-
tion [156].

Another factor that should be considered to influence the
number of cases of NAFLD in the world is the coronavirus
(COVID-19) infections. The pandemic caused by SARS-COV-2
started in 2019 and affected millions of people, and the sys-
temic nature of the infection may soon contribute to an
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increased incidence of NAFLD- and -NASH-affected people.
Studies described that COVID-19 caused liver problems, espe-
cially in hospitalized patients [157]. Considering all factors
correlated with the establishment of liver problems caused
by the virus, inflammatory responses in T cells, hypoxia, hep-
atotoxic effects caused by drug therapies and general tissues
infection must be considered as elements responsible for
liver damage [158]. Viral particles have also been found in
patients’ hepatocytes and are correlated with mitochondrial
edema, endoplasmic reticulum dilation, cell membrane dys-
function, and other cellular damages [159]. Thus, in the next
following years, we will see how the COVID-19 infection, will
induce NAFLDs in an ethnicity-dependent manner.

In summary, genetics combined with socio-environmental
and socio-cultural conditions, modulates the incidence and
prevalence of NAFLD among individuals in different regions
of the world.

Conclusions and future overviews

In recent decades, the development of science and technol-
ogy has enabled a more in-depth understanding of NAFLDs.
However, many details still need to be elucidated to defini-
tively clarify biochemical and molecular-related mechanisms
that support NAFLD development and progression.
Unfortunately, modern societies still struggle with the bur-
den of liver diseases, with NAFLD being a critical concern.
Therefore, new therapeutic and diagnostic advances are
urgent and, to do so, clinical research and basic science

Considering the etiological agents acting on NAFLD devel-
opment and progression such as inadequate eating behavior,
viral infections, drugs abuse, environmental pollutants,
among others, the genetics and the epigenetics emerged as
relevant factors. Genetics acts as a powerful element in the
establishment of the NAFLD pathology, and epigenetics acts
as a modulating agent, which facilitates or mitigates the
establishment and/or progression of the disease. Over the
last decades, details concerning genes and their polymor-
phisms, as well as epigenetics, have been considered rele-
vant elements in the systems biology of diseases, and their
effects on NAFLDs should be considered in-depth, as well as
the ethnicity, clarifying whether people are susceptible to
liver diseases. Moreover, the endemicity and social problems
of hepatic disfunction are far to be solved, which require a
combined effort of various sectors of society. Those elements
are presented and discussed in this short review to demon-
strate their relevance, opening perspectives for research that
address fatty liver diseases.
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Com base nos estudos abordados nesta revisdo, muitos detalhes do desenvolvimento
da DHGNA ainda necessitam de elucidacdo, assim como a busca por novos alvos
terapéuticos. Entretanto, diversas variantes genéticas citadas evidenciaram forte relagao ao
desenvolvimento da DHGNA, assim como sua associagao a grupos étnicos. Esta evidencia
possibilita um rastreamento e acompanhamento destes individuos para minimizar o aumento
desta condicdo patogénica no futuro. Neste sentido, a genética, atrelada as condig¢des
ambientais que modulam os processos epigenéticos, podem acelerar e/ou agravar o
desenvolvimento da DHGNA e, portanto, € essencial a conscientizagao com relagéo ao estilo
de vida e alimentagdo. Em conjunto, esses dados podem fornecer abordagens preventivas e
atenuadoras a partir do conhecimento dos individuos suscetiveis a doencgas. A elaboracao
dessas abordagens e medidas poderiam minimizar os impactos que a DHGNA pode vir a

trazer para o futuro principalmente as redes de saude publica.
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CAPITULO Il Inibicdo do miR-1914-5p atenua ambiente pro-esteatético em modelo de
co-cultura de células hepaticas pela modulagao de processos epigenéticos e atuagcao

na via do 1- carbono

Em estudos anteriores realizado por nosso grupo de pesquisa, demonstrou-se o papel
funcional do miR-1914-5p na modulagido do processo pro-fibrosantes de células estreladas
hepaticas, mecanismo esse correlacionado ao metabolismo lipidico. Diante desses
resultados, foi proposto a investigagdo do mecanismo de atuacdo do miR-1914-5p no
ambiente pro-esteatotico. Para este estudo, a molécula mimetizadora e / ou inibidora do miR-
1914-5p foram utilizadas na transfeccao de co-culturas de células hepaticas, as quais foram
submetidas a condigao de pro-esteatose. Essas culturas foram entdo utilizadas em analises
protedmicas, da qual, a pratica experimental foi desenvolvida pela aluna Msc Leticia Ramos,
durante a elaboragao da sua dissertacao de mestrado. Enquanto a analise de bioinformatica
foi realizada na elaboracao desta tese de doutorado. Nesta analise foi evidenciada possivel
correlagdo do miR-1914-5p com a via do 1-carbono (1-C) e a processos epigenéticos nas
condicbes avaliadas. A analise de genes das rotas correlatas a via do 1-C, apontaram
putativos sitios de interagdo ao miR-1914-5p, o que reforcou a necessidade do estudo
detalhado dessa rota metabdlica. A analise da expressao de genes e de proteinas dessa rota
metabdlica demonstrou uma correlagéao direta do miR-1914-5p a varios de seus elementos
que direta ou indiretamente atuam em mecanismos de metilagdo do DNA e acetilagcdo de
histonas. Nesse contexto, o conjunto de resultado demonstrou que a inibicdo do miR-1914-
5p, atua no controle do quadro pré-esteatético. A seguir, o capitulo Il apresenta detalhes do

desenvolvimento e resultados deste trabalho.
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Resumo

A doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) é uma das causas mais comuns de
patologias crénicas do figado. A forma progressiva de DHGNA é a esteato-hepatite nao
alcodlica (EHNA) podendo progredir para cirrose e até hepatocarcinoma. Com o rapido
aumento e prevaléncia desta doenca no mundo somado a auséncia de medicamento
especifico para seu tratamento, pesquisas sao necessarias para se detalhar particulariedades
mecanisticas dessa patogenia visando o controle de sua progressao e/ou cura. O surgimento
do campo da epigenética oferece uma explicagdo convincente para a base do estilo de vida,
ambiente e outros fatores de risco que influenciam no desenvolvimento DHGNA. A
compreensédo de mecanismos epigenéticos, e a atividade de microRNAs (miRNAs), podem
conduzir a descoberta de causas primarias da DHGNA e uma estratégia para sua prevengao
e/ou desenvolvimento de novas intervengdes terapéuticas. Portanto este trabalho objetivou
investigar as particularidades mecanistico-funcionais de atuagdo do miR-1914-5p no processo
pro-esteatédtico hepatico em modelo de co-cultura (LX-2 e HepG2) e sua relagdo com os
processos epigenéticos. Para este trabalho, andlises de resultados protedmicos, analises
bioquimicas, expressao génica e western blot, foram utilizadas. As analises evidenciaram que
a presenca do miR-1914-5p no processo de pré-esteatose levaram a maior perturbacio do
equilibrio celular por aumento das proteinas HSP e a presenca da proteina HSP5, sinalizadora
de estresse do reticulo endoplasmatico, além de possivel progressdo da doenca com o
aumento da expressao génica de MAT2A e MAT2B. Contrariamente, a inibicdo do miR-1914-
5p, apresentou atenuar os processos de pré-esteatose por possivel aumentou das expressdes
de genes fundamentais da via do 1C como AHCY, MTHFRD2 e MTR, além de apresentar
possivel consumo exacerbado de GSH, pertencente a via da transsulfuracédo, anexa a via do
1C, para a recuperacao do equilibrio e homeostasia celular. Em concluséo, a inibicdo do miR-
1914-5p, apresentou atenuar a condicdo 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 sdo necessarias para melhor compreender de fato a atuagéo deste miRNA na

via da do 1C e na via da transsulfuragao.

Palavras-chave: DHGNA, epigenética, miRNA, via do 1C.
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Abstract

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is one of the most common causes of chronic liver
disease. The progressive form of NAFLD is non-alcoholic steatohepatitis (NASH) and may
progress to cirrhosis and even hepatocellular carcinoma. With the rapid increase and
prevalence of this disease in the world and the absence of specific medication for its treatment,
research is necessary to detail the mechanistic particularities of the this pathogenisis in order
to control its progression and/or cure. The understanding of epigenetic mechanisms, and the
activity of microRNAs (miRNAs), can lead to the discovery of primary causes of NAFLD and a
strategy for its prevention and/or development of new therapeutic interventions. Therefore, this
work aimed to investigate the mechanistic-functional particularities of miR-1914-5p action in
the hepatic pro-steatotic process in a co-culture model (LX-2 and HepG2) and the relationship
with the epigenetic processes. For this work analysis of proteomic results, biochemical
analysis, gene expression and western blot were used. The analyzes showed that the
presence of miR-1914-5p in the process of pro-steatosis presents a greater disruption of
cellular balance by increasing HSP proteins. In addition to the presence of the HSP5 protein,
signaling endoplasmic reticulum stress and possible disease progression with increased gene
expression of MAT2A and MAT2B. On the other hand, the inhibition of miR-1914-5p, showed
to attenuate the processes of pro-steatosis by possibly increasing the expression of
fundamental genes of the 1C pathway such as AHCY, MTHFRD2 and MTR. In addition to the
increase in the exacerbated consumption of GSH, belonging to the transsulfuration pathway,
it attaches to the 1C pathway, for the possible recovery of cellular balance and homeostasis.
In conclusion, the inhibition of miR-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: NAFLD, epigenetics, miRNA, 1C pathway.
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1 Introducao

A doenca hepatica gordurosa nao alcéolica (DHGNA), ou simplesmente esteatose, é
uma condicdo anémalo do figado comum nas sociedades modernas (YOUNOSSI, 2020;
NASSIR, 2022). A patologia se caracterizada pelo acumulo excessivo de acidos graxos no
interior dos hepatdcitos e é diagnosticada quando a gordura se acumula a niveis = a 5% do
peso do figado (WONG, 2015). A cada ano, os indices epidemioldgicos da doenga gordurosa
do figado nao alcéolica tém aumentado e atualmente a prevaléncia € de aproximadamente
25% da populacao global (BONACINI, 2021) com estimativa de 30% até 2030 (ESTES, 2020).
Entretanto, um dos maiores desafios da DHGNA ¢é a possibilidade de piora no grau de
comprometimento hepatico com o estadiamento da doencga a niveis mais deletérios, quando
nao controlada. A esteatose pode progredir para esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH), uma
forma mais grave da doenga onde o 6rgao apresenta inflamagao e dano celular; fibrose e em
alguns casos pode progredir a carcinoma hepatocelular (CHC) (WONG, 2015; NASSIR,
2022).

Apresentando diferentes etiologias, a DHGNA atinge diferente populagées. Entretanto,
estudos apresentam uma correlagao entre nivel de desenvolvimento socio-econdmico € uma
causa maior de comprometimento hepatico (FROHME, 2020)., sugerindo forte interagéo
gene-ambiente, reforcando a relevancia de mecanismos epigenéticos no desenvolvimento
dessas patologias (TALENS et al., 2021). Mecanismos epigenéticos sdo modificagdes
hereditarias, mas reversiveis, que modulam a expressao génica em resposta a estimulos
ambientais, sem alterar a sequéncia do DNA (MERONI, 2019). Nos ultimos anos, evidéncias
crescentes tém relatado alteragdes na dindmica dos processos epigenéticos devido a estresse
e mudangas nutricionais, associados principalmente a metilacdo do DNA (SHANKAR;
KUMAR; SRIVASTAVA, 2013; LEE, 2021).

Mecanisticamente, a metilagdo esta atrelada ao ciclo de ciclo do carbono (1C), uma via
metabdlica importante que regula a metilagdo do DNA e o equilibrio redox da célula
(MARTINOV, 2010). Esta via é intimamente atrelada a alimentagao, principalmente por
componentes como folato, betaina, colina e vitamina B (LECORGUILLE et al., 2022). E
através desta via que ocorre a sintetizagdo do principal doador de metil, SAM (S-
adenosilmetionina), também conhecida como AdoMet. A auséncia de SAM pode levar a
reducdo da metilagdo e aumento da transcricdo génica, uma vez que a metilagdo leva a
inibigdo da transcricdo. Embora todos os 6rgaos dos mamiferos tenham a capacidade de
sintetizar SAM, o figado é um dos locais mais ativos onde ocorre o ciclo completo da metionina
(WANG, 2022). A desregulacéo desta via tem se associado ao desenvolvimento de doencas
hepaticas gordurosas nao alcdolicas (WU, 2019), tanto pelo aumento exacerbado quando pela

reducao da SAM. Anexa a via do 1C, se encontra a via da transsulfuracédo (TSP) (WERGE,
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2021) e sua ativacao se da pelo aumento de homocisteina, que é derivada da reducao de
SAM. A via da transsulfuracao é responsavel pela sintese de sulfeto de hidrogénio (H2S) e
glutationa (GSH), este ultimo é o principal componente do potencial redox da célula. Estudos
tem relatado que alteragcdes nas enzimas atuantes nesta via leva a esteatose hepatica,
inflamacao e fibrose em modelos animais (VAIRETTI et al., 2022). Ainda nao foi estabelecida
uma ligagao causal entre o TSP e DHGNA no entanto, disfun¢des na TSP e vias relacionadas,
em termos de expressao enzimatica e niveis plasmaticos dos metabdlitos, foram relatadas na
DHGNA e na cirrose hepatica em modelos animais e humanos (WERGE, 2021).

Embora tenha se descoberto que existem muitas vias fisiopatologicas que levam a
esses disturbios metabdlicos, as opgdes atuais de tratamento sdao muito limitadas e inclui
principalmente mudangas dos habitos alimentares, estilo de vida, e, em alguns casos,
tratamento cirurgico (SUNNY; BRIL; CUSI, 2017; YU; CHEN; REN, 2022).

Nos ultimos anos, estudos recorrentes sugerem a utilizacdo dos miRNAs como novos
biomarcadores no diagnostico de patogenias, por estarem presentes nos fluidos, o por facil
detecgdo dos mesmos de maneira nao-invasiva (PAOLINI et al., 2022; CONDRAT et al.,
2022). Ainda, outros estudos sugerem a utilizagdo dessas pequenas moléculas como
possiveis candidatas ao desenvolvimento de terapias inovadoras (RUSU, 2022), uma vez que
os miRNAs podem atuar no controle da expressao génica pos-transcricional, inibindo o
processo tranducional (DE ROOIJ, 2022), quer seja pelo pareamento perfeito de bases
mRNA:mMiRNA ou pela inibi¢ao direta da acoplagem do ribossomo. Essa caracteristica permite
que os miRNAs atuem como reguladores de diversos genes alvos (SIMONSON e DAS, 2015).
Sendo assim, a caracterizagao de novos elementos e seus mecanismos de agao no tecido
hepatico e no controle do metabolismo de lipideos, podem subsidiar o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas. No ambiente hepatico, o0 miR-1914-5p ja 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 fenétipo ativado para o fendtipo quiescente (normal) da
linhagem LX-2 (DE OLIVEIRA et al., 2018). Baseado nessas observagodes, o presente estudo
buscou compreender as particularidades mecanistico-funcionais de atuacdo do miR-1914-5p
no processo pro-esteatotico hepatico e sua relagdo com os processos epigenéticos. Uma vez
que a compreensdo das particularidades de moléculas de miRNAs dentro do contexto da
biologia dos sistemas do figado podem contribuir para futuras aplicagbes diagnosticas e/ou

terapéuticas.
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2 Materiais e métodos
2.1 Cultura celular e modelo experimental

Células estreladas hepaticas (CHE), LX-2 (XU, 2005), e células de carcinoma
hepatocelular, HepG2 (ATCC® HB-8065™) foram crescidas em meio Dulbecco’s Modified
Eagles's Medium (DMEM) contendo 10% de soro bovino fetal (SBF) e antibidtico Anti-anti
(Thermo Fisher Scientific). As culturas foram mantidas em estufa a 37 °C, contendo 5% de
CO, até atingirem 70-80% de confluéncia e utilizadas em co-cultivos na proporgéo de 7:3
(hepatdcitos: CHE), totalizando 1,5 x 10° de células. Para a indugdo do processo pro-
esteatodtico a concentragao de 400 uM de uma mistura de acidos graxos (2 oleico: 1 palmitico)
foi utilizada e o protocolo foi previamente padronizado em nosso laboratério (Ramos, L.F,
2020; Barbosa, T.P, 2020 — Dissertacoes de Mestrado;).

Para as analises, os grupos experimentais foram utilizados: a) Controle: células
cultivadas em meio DMEN contendo 10% de SBF; b) Pro-esteatose: células cultivadas em
meio DMEN contendo 10% de SBF e incubadas com 400 yM da mistura de AG (2 unidades
de acido oleico: 1 unidade de acido palmitico, por 24h; ¢) DMSO: solvente dos AG (células
cultivadas em DMEN contendo 10% de SBF e a mesma propor¢gdo v/v do solvente
correspondente ao volume de AGs utilizados e incubadas por 24 h); d) RNAimax: células
cultivadas em DMEN contendo 10% de SBF, incubadas com lipofectamina RNA imax
(Transfection Reagent - Thermo Fisher Scientific), pelo mesmo intervalo utilizado nas
transfecgbes; e) grupo transfectado com a molécula mimica ou mimético (células cultivadas
em DMEN contendo 10% de SBF, transfectadas com 40 nM do miR-1914-5p mimético diluido
com lipofectamina,; f) grupo transfectado com a molécula miRNA inibidora (células cultivadas
em DMEN contendo 10% de SBF, transfectadas com 40 nM do inibidor). Para se avaliar o
efeito das moléculas no controle ou reverao de quadros esteatoticos, os grupos d, e, f que
foram transfectados ou tratados com lipofectamina foram incubados com 400 uM da mistura
de AGs por um intervalo de 1h. A Figura 1 traz uma representagdo esquematica do ensaio
realizado e de todas as suas etapas.

Apds os respectivos intervalos da experimentacdo, as células foram coletadas
seguindo metodologia usual por tripsinizacao, lavadas com tampao fosfato (PBS, 1 X PBS =
137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 2 mM) e congeladas em freezer -80 C até sua
utilizagao nos diferentes ensaios.

Cabe observar que para clareza das interpretacbes dos resultados e analises, os
controles experimentais, Lipofectamina e DMSO tiveram seus resultados avaliados, e na
maioria dos ensaios ndo causaram altera¢des nos niveis do produto metabdlico investigado,
em relacdo ao controle. Em casos pontuais, onde alteragbes foram observadas, esses

resultados foram cuidadosamente relativizados em tabelas apropriadas, e seus valores
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descontados ou imbuidos nas analises para nao se alterar mascarar o efeito das moléculas

mimicas e/ ou miméticas do miR-1914-5p.

Figura 1. llustracdo representativa das condigdes de cultivo celular para a realizagdo das analises
(cultivo, transfecgéo e indugéo de condigdes pro-esteatoticas).

Day 1 Day 2 Day 3
Geil soadiiy Cellular transefection miR- Fatty Acid (=) addition (2 Day 4
1914-5p (%) mimics/ oleic acid: 1 palmitic acid) Cell harvesting
inhibitor

2.2 Analise protedmica

A parte experimental protedmica foi realizada pela MSc. Leticia Ramos em 2018, sob
orientagdo da professora Dra. Karen C. M. Moraes, que somente realizou algumas poucas
analises de bioinformatica. A metodologia utilizada para o preparo de amostras e a

espectroscopia de massas, encontram-se descrita na referida dissertacdo da aluna.

2.2.1 Obtencao e digestdao das amostras proteicas

Para a obtencéo das amostras, 1,5 x 10° células em co-cultura (HepG2 e LX-2) foram
crescidas em garrafas de 75 cm? nas diferentes condigbes de cultivo, conforme descrito
anteriormente (item 2.1). O conjunto de células foi coletado por tripsinizagdo e ressuspenso
em tampao de lise (Triton X-100 0,5%, Tris HCI pH 7,2 10 mM, NaCl 100 mM, MgClI2 2,5 mM,
DTT 0,5%, PMSF 1 mM e 1 mM de inibidor de protease) por 30 minutos em gelo. Em seguida,
as amostras foram sonicadas por 40 segundos em amplitude de 40% em sonicador Sonics
Vibra Cell VCX 130 (Sonics & Materials, Inc.) e centrifugadas a 10.000 g por 25 minutos a 4
°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo de 50 mL e foi adicionado 10 x o volume de
acetona 100%. As amostras foram vortexadas e incubadas 30 minutos em temperatura
ambiente para a precipitacao das proteinas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
3.200 g por 15 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e 2 mL de agua ultrapura foi
adicionado. Posteriormente, as amostras foram secas em liofilizador DryWinner 3 (Heto) e em
seguida a quantificagdo das amostras foi realizada através do kit QubitTM Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific) em aparelho QubitTM 3 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific).
Para a continuagéo das analises, a 500 ug de proteina foram adicionados 100 uL de tampéao

bicarbonato de aménio 50 mM pH 7,9, contendo ureia a 7,5 M. As amostras foram incubadas
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a 37 °C por 1 hora, a reducgéao e a alquilagdo das amostras foram realizadas com a utilizagao
de DTT 10 mM por 1 hora a 37 °C e iodoacetamina (IAA) 40 mM a 25 °C por 1 hora protegido
da luz. Em seguida, as amostras foram diluidas em bicarbonato de aménio 100 mM, pH 7.9
com cloreto de calcio 1 M. Posteriormente, foi adicionada tripsina 20 ng/uL (Sequencing Grade
Modified Trypsin - Promega) a 37° C por 18 horas para que ocorra a digestao. A digestao foi
interrompida com o acréscimo de 5 uL de acido férmico. Em seguida, as amostras foram
dessalinizadas utilizando uma coluna Sep-Pak® Vac 1cc 100 mg C18 50 Cartridges (Waters)
de silica condicionada com acetonitrila e acido trifluoroacético (ACN/TFA 0,1%). Os peptideos
foram eluidos da coluna com ACN 80% / TFA 0,1% e concentradas em liofilizador DryWinner

3 (Heto). Posteriormente, foram diluidas em acetonitrila a 50% / acido férmico 5% (v/v).

2.2.2 Espectrometria de massa

Para as analises de espectrometria de massas foi utilizado um espectrébmetro do tipo
MLC-ESI-micrOTOF-Q-III (Bruker Daltonics Bremen, Alemanha) acoplado a um sistema UFLC
(Shimadzu) contendo duas bombas LC-20AD e um amostrador automatico SIL- 20AHT. Foi
utilizado um gradiente de 5 a 95% (v/v) ACN, contendo 0,05% (v/v) de acido férmico por 120
min, em coluna XBridge® Peptide BEH C18 Column, 300 A, 3.5 um (2.1 mm x 100 mm). Os
dados de MS e MS/MS foram adquiridos em uma faixa de m/z 100 a m/z 2200. Os espectros
MS/MS foram adquiridos e uma lista de picos foi gerada pelo software DataAnalysis 4.1
(Bruker Daltonics). Em seguida, as analises de bioinformatica foram realizadas com o servidor
MASCOT 2.3.02 (Matrix Science, London, UK) com buscas contra o banco de dados liver
Homo sapiens (310. 960 de entradas em 16/12/2019). Os parametros de busca foram
utilizados de acordo com a taxonomia do organismo de estudo (Homo sapiens), assim como
as modificagbes que possam ter ocorrido. Assim sendo, foram utilizados os seguintes
parametros: a) Enzima: tripsina; b) Carbamidometilagdo (C) como modificagéo fixa; c)
Oxidagao (M) como modificagao variavel; d) Numero de clivagens perdidas pela enzima: 3 e)
Massa molecular do tipo: monoisotépica; f) Erro de tolerancia de peptideos + 0,8 Da e erro de
tolerancia de MSn + 0,8 Da; g) Protonagéo: +2, +3, +4 para o estado da carga dos peptideos;
h) Tipo de instrumento: ESI-Quad-TOF; i) Foram admitidos Protein Scores significativos

(p<0,05) para a identificacao das proteinas.

2.2.3 Analises de bioinformatica: identificagao génica, enriquecimento de vias e redes
de interacédo proteina-proteina a partir de analies protedmicas

As proteinas foram submetidas para analise no algoritmo Scaffold 4.3.2 (Proteome
Software INC., Portland, OR) utilizando o calculo do FDR — false discovery rate (< 1%), para

validar a identificagdo dos peptideos. Posteriormente, para interpretar os dados obtidos, o
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agrupamento de  proteinas foi realizado usando Gene Ontology (GO)

(http://geneontology.org/) as analises das fungdes proteicas foram determinadas utilizando o

banco de dados DAVID (https://david.ncifcrf.gov/), o qual fornece um conjunto abrangente de

ferramentas de anotagcao funcional para compreender o significado bioldgico por tras de

grandes listas de genes. A ferramenta Funrich (https://FunRich.org), foi empregada para

complementar o enriquecimento da analise funcional dos genes, na construgdo de graficos

como Veen e HeatMap, das proteinas. A ferramenta String (STRING, https://string-db.org/) foi

empregada para simular as interagdes entre as proteinas usando uma pontuagdo minima de

interacao de 0,7 para os modelos experimentais.

2.3 Ensaios bioquimicos epigenéticos
2.3.1 Quantificagao da acetilagao de histona H3 e H4

Os modelos celulares citados no item 2.1, primeiramente foram submetidos a extracao
de histona seguindo as recomendagdes descritas no protocolo do kit do fornecedor ABCAM
ab113476 (Histone Extraction Kit). Para confirmagdo da extragdo, as amostras foram
submetidas ao gel de SDS-PAGE e quantificadas no Nanodrop — NanoVue Plus (GE
Healthcare, Life Sciences). Apods, as amostras foram diluidas para a concentragédo de 200
ng/mL. A acetilagéo de histona H3 e H4 foi determinada utilizando o kit ABCAM ab115102
(Histone H3 Acetylation Assay Kit) e ab115103 (Histone H4 Acetylation Assay Kit),
respectivamente, seguindo as instru¢des do fabricante. Para a quantificagao foram utilizados
padrées de histonas do kit de 10 a 150 ng para a construgdo da curva padrdo. Para a
quantificagdo da acetilagéo, 2 ug de proteina histona das amostras foi utilizado. A acetilagéo
foi determinada no leitor de placa modelo Infinite M200 Pro™ plate reader (Tecan, Crailsheim,

Germany) a 450 nm

Para encontrar a quantidade de acetilacdo das histonas H3 e H4 foi utilizada a seguinte
férmula:

p o _ Abs amostras — Abs do branco 1000
ng/mg deproteina = Incrinagdo da curva x

2.3.2 Quantificagao de metilagao de histona H3-K4

Para analisar o indice de metilacdo de histonas H3/K4, foi utilizado o kit P-30258 da
Epigentek (EpiQuik Global Pan-Methyl Histone H3-K4 Quantification Ki Colorimetric),
seguindo as recomendacgdes do fabricante. Para a analise 100 ng das amostras proteicas de
histonas extraidas foram utilizadas. Para a quantificacdo, uma curva de calibracdo foi

determinada de 1 a 100 ng/uL com o controle padréo do kit. A metilagao das histonas H3-K4,
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foi determinada no leitor de placa modelo Infinite M200 Pro™ plate reader (Tecan, Crailsheim,

Germany) a 450 nm

Para o calculo da quantidade em ng de mono-, di-, ou tri-metilagao da H3/K4 o calculo a seguir
foi utilizado:

] ] Abs (amostra — branco)
ng de histona metilada = — — — x 1000
proteina (ug *)x inclinagdo da reta

*Quantidade em pg de proteina adicionado aos pogos.

2.3.3 Quantificagao de metilagado global do DNA

Para analisar o nivel de metilagcao global de DNA das condigdes celulares, as amostras
foram previamente submetidas a extragdo de DNA utilizando o kit PureLink® Genomic (DNA
Kits For purification of genomic DNA Catalog Numbers K1820-01, K1820-02, K1821-0). A
qualidade do DNA extraido foi confirmado em eletroforese em gel de agarose e sua
quantificagao foi determinada no Nanodrop — NanoVue Plus (GE Healthcare, Life Sciences).
Na sequéncia, foi avaliado o perfil do nivel de metilagéo global do DNA, utilizando-se o kit da
ABCAM (ab117128 Methylated DNA Quantification Kit — Colorimetric) seguindo as
recomendagdes do fabricante. Para a analise 100 ng de DNA das amostras previamente
extraido foi utilizado. Para a quantificagdo uma curva padrao foi realizada com a amostra do
kit na concentragao de 0,5 a 10 ng/uL. A metilagao global do DNA foi determinada no leitor de

placa modelo Infinite M200 Pro™ plate reader (Tecan, Crailsheim, Germany) a 450 nm.
Para calcular o nivel global de metilacdo do DNA, foi utilizada a seguinte formula:

. Co = (Abs Amostra — Abs Controle negativo) +~ 100 ng DNA 1
mee = (Abs Controle Positivo — Abs Controle negativo ) x 2 + 5 ng Controle positivo x

2.3.4 Quantificagao dos niveis de SAM e SAH

Para quantificagdo de SAM e SAH, foi utilizado o kit da cel biolabs STA-672 (S-
Adenosylmethionine (SAM) ELISA) e MET-5151 (S-Adenosylhomocysteine (SAH) ELISA),
respectivamente. As amostras celulares coletadas foram submetidas a lise em 500 yL de PBS
por sonicagao a 40 segundos com 40% de amplitude no equipamento Sonics Vibra Cell VCX
130 (Sonics & Materials, Inc.). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10000g por 15
minutos a 4°C e 50 uL do sobrenadante foi adicionado em cada pogo da placa de ELISA. Para
a analise, uma curva de calibracao foi realizada utilizando os padrdes do kit, do qual para SAM

foi determinada de 0 a 25 ng, enquanto para SAH, a curva foi de 0 a 12 uM, conforme
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recomendacao do fabricante. A quantificacdo de SAM e SAH, foram determinados utilizando
o leitor de placa modelo Infinite M200 Pro™ plate reader (Tecan, Crailsheim, Germany) a 450

nm.

2.3.5 Quantificagao dos niveis de GSH

Para a quantificacdo dos indices de GSH, foi utilizado o kit KTB1600 da Abbkine
(CheKineTM Reduced Glutathione (GSH) Colorimetric Assay Kit). Conforme descrito pelo
fabricante, as condigdes celulares do item 2.1 foram coletados na concentragéo de 2x10°. As
condigdes celulares foram submetidas ao processo de lavagem com PBS gelado e
centrifugado a 600g por 10 minutos a 4°C. Apds, o pellet obtido foi submetido a lise utilizando
o tampao de extracao do kit, com 3 ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento a 37°C. As amostras foram submetidas a centrifugacao a 8000g por 10
minutos a 4°C e 20 uL do sobrenadando foi adicionado nos respectivos pogos. A curva padrao
foi determinada de 0 a 100 pug/mL conforme recomendagao do fabricante. A quantificagcao de
GSH das amostras foi determinado no leitor de placa modelo Infinite M200 Pro™ plate reader

(Tecan, Crailsheim, Germany) 412 nm.

Para calcular a concentracdo de GSH a seguinte formula foi realizada:

ug/mlL de GSH = (Abs amostra — Abs branco) * a (da equagio da reta da curva padrio)

2.4 Ensaios de PCR quantitativo (QRT-PCR)

Os niveis de mRNA de todos as condi¢des celulares de co-cultura foram investigados
pelo método da PCR quantitativa em tempo real de transcri¢cao reversa (RT-qPCR). Ao final
de cada experimento celular descrito no item 2.1, o RNA total foi isolado utilizando TRIZOL®
Reagent (Thermo Fisher Scientific) seguindo a orientagao do fabricante. O RNA total de cada
condicao, foi entdo transcrito de forma reversa em cDNA utilizando o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). Subsequentemente, as amostras de
cDNA foram quantificadas por gPCR utilizando o reagente SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems® - ThermoFisher Scientific) em placas de 96 pogos (MicroAmp® Optical
96 Well Reacion Plate — Applied Biosystems), apos foram seladas com adesivo 6ptico (Applied
Biosystems® Micro Amp®0QOptical Adhesive Film — Thermo Fisher Scientific™). As reagdes
foram realizadas em ftriplicata e os primers utilizados nas reagbes de amplificagdo foram

projetados usando a plataforma  Primer3Plus  (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi) - Tabela 1. Os niveis de expressao de relevantes genes no

metabolismo epigenético foram investigados. A expressao foi normalizada para o gene de
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referéncia p-actina. O método 2-AACT foi usado para quantificacao relativa e os graficos

foram plotados usando Graph Pad Prism® 8.9.

Tabela 1. Conjunto de primers utilizados para analise da PCR quantitativa.

Amplicon
Gene Oligonucleotideo sense (5'-3') Oligonucleotideo antisense (3'-5") pb
AHCY TGAGCTCAGTGGTCTTGGAA AGGCCTAGATGGCAAAACAC 100
BHMT2 GACGCAGTTCGTCAACTTCA TCCTCACTGGCAGAAAAGGT 83
CBS GGTAATCCTGGGAATGGTGA GACTTTGCCAACTTGGTCTG 88
DHFR ACCTGGTTCTCCATTCCTGA ATGAGCTCCTTGTGGAGGTT 96
DNMT1 GCGCACTGAAAAGGAGGAAGAAG CAGTTTCTGTTTGGGTGTTGG 88
DNMT3A TGTGCCAAAACTGCAAGAAC CAGCAGATGGTGCAGTAGGA 85
DNMT3B TTGAATATGAAGCCCCCAAG CGATGCCATCAAACAATGAC 87
GNMT ATGCCAGTGACAAGATGCTG GCTTCTTCGATGACCCACTT 91
HADACH1 TAAATTCTTGCGCTCCATCC AACAGGCCATCGAATACTGG 102
HADAC2 GAATCCGCATGACCCATAAC TTCTTCGGCAGTGGCTTTAT 89
HADAC3 ATGTATGAAGTCGGGGCAGA GATAACCGGCTGGAAAAGGT 105
HADAC4 ACGACGCCAAAGATGACTTC TCGGCCACTTTCTGCTTTAG 88
HAT1 GCCATGGTGCTCAACTTCTT GGATGGATCTTCCGCTGTAA 86
MAT1A ATCCCCAGATATTGCCCAGT GCATAGCCGAACATCAAACC 87
MAT2A GTTGTGCCTGCGAAATACCT ATTTTGCGTCCAGTCAAACC 110
MAT2B CCCCACACATGTCAAAGATG ATTGCCAGACCAGTGAAAGG 100
MTHFD1 TCAAACCTGGGGCAATAGTC TATGCCACATCACCCACAAC 94
MTHFD1L CATTTGCCTCCCTCCAGATA GCAAGGCCATGTACTCTGGTAT 87
MTHFD2 ATGGCCTCCTTGTTCAGTTG GCCATCAACATCCTTGTCTG 89
MTHFR GCTGACCTGAAGCACTTGAA TCACAAAGCGGAAGAATGTG 97
MTR ACAGCAGCATCATGGTCAAG TTCTCGGCGAACTCTTTCAT 83
MTRR TGCTTGTTGGATCTCCTCCT GAGCTTGCACACGAATATGG 97
NNMT CACTCTGCAGAAAGCCAGATT AATCAGCAGGTCTCCCTTCA 110
p300 ACAGGCAGGCTTGACTTCTC TTCCCATGGCAGGCTGATTT 113
SET GGTTCCCGATATGGATGATG ATCCTCATCCCCTTCTTCGT 105
SHMT1 AAGCTGATCATCGCAGGAAC CCCGTTCTCATCTGCAATCT 81
SHMT2 CGGGAGATCCCTTACACATTT TACTGCAGCAATGGCATGAT 93
SIRT1 GTTTTTGCCACCAAATCGTT TCTGGCATGTCCCACTATCA 116
SIRT3 TCTCTGAGACAGGGAAGGCA GAAGGAGCCTGTGCAGAAGT 96
TRRAP GGAAGATGCTGAAGGAGTCG CTTTGCAGTCGGAAAACTCC 90

2.5 Western Blot

As analises de western blot foram realizadas seguindo protocolo descrito em Da Silva
et al., (2016). Para os ensaios, 100 ug de proteina foram separadas em gel de poliacrilamida
a 10%, seguido de transferéncia das proteinas para membranas de difluoreto de polivinilideno
(PVDF), bloqueio em Blotto (5% leite-desnatado e TBS-T) e incubadas com anticorpos
primarios e secundarios especificos. Nesses ensaios foram utilizados os anticorpos primarios
Anti-AHCYL (Cell Signlling - USA) e anti-B-actina (Cell Signaling, USA), incubados por 24
horas overnight a 4°C. Os anticorpos secundarios conjugados Anti-rabbyt (Cell Signlling -

USA) foram incubados, por 2 horas. A imunoreatividade dos anticorpos foi detectada através
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de kit de reagao quimioluminescente e exposto em filme de raio-X (ECL — GE Healthcare Life
Sciences). Para a quantificagdo relativa dos niveis de proteina, o software Image J
(http://rsbweb.nih.gov) (SCHNEIDER et al., 2012) foi utilizado, tomando como normalizador

os niveis proteicos de p-actina.

2.6 Graficos e analises estatisticas

Trés valores de cada ensaio (triplicata), foram utilizados para as analises, e os graficos
foram plotados usando Graph Pad Prism® 5. Os dados sdo apresentados como média *
desvio padrao e as diferengas entre as células sem tratamento (controle) e os demais grupos
investigados, usando analise unidirecional de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
Dunnett. Quando necessario as analises de Tuckey também foram realizadas e a significancia
foi definida em *p<0,05, **p<0,01 ***p<0,001 e ****p<0,0001.
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3 Resultados
3.1 Analise de estudos proteémicos: abordagem de bioinformatica e sua validagao
funcional
3.1.1 Analise protedmica de co-cultura de células hepatica sugere indugao de pro-
esteatose no modelo celular incubado com acidos graxos e sugere atuagdo do miR-
1914-5p em processos epigenéticos.

A abordagem protedmica qualitativa de alto rendimento baseada na estratégia de

shotgun foi utilizada para obter uma visdo abrangente dos conjuntos de proteinas de cada
condigao celular descrita no item 2.1. A analise de bioinformatica dos resultados, usando os
algoritmos apropriados para a analise protedmica (item 2.2.3) apontou particularidades na
expressao de proteinas em cada grupo analisado. Cabe observar, que para todas as analises,
controles experimentais foram processados nas diferentes condicbes de cultivo celular. A
Tabela 2 apresenta os resultados tabulados pelo algoritmo Scaffold 4.3.2 (Proteome Software
INC., Portland, OR) utilizando o célculo do FDR — false Discovery rate e Gene Ontology (GO)

(http://geneontology.org/), que aponta a presenca de varios peptideos, nas analises. Na

sequéncia, a tabela 3 apresenta uma lista completa dessas proteinas diferencialmente

expressas.

Tabela 2. Numero total de proteinas apontadas em analises protedmicas nos diferentes grupos
experimentais investigados.

Co-culturas Numero
Controle experimental 65
400 uM AG (2 oleico: 1 palmitico) 252
400 uyM AG + 40 nM miR-1914-5p mimico 500
400 uyM AG+ 40 nM miR-1914-5p inibidor 438
DMSO (solvente) 581
Lipofectamina RNAimax 230

AG = acidos graxos

Tabela 3. Proteinas identificadas na protedbmica com corte igual ou superior a 5 proteinas por condi¢ao
celular.

400 pM 400 uM
400 AG+40 AG+40
Gene ID Controle uM nM nM
AG miRNA miRNA
mimico Inibidor

Proteinas identificadas (com
cortes acima de 5 proteinas)

60 kDa heat shock protein HSPD1 gi|129379 (+3) 10 9 62 87
Tubulin alpha-1C TUBA1C gi|20455322 [3] 65 80 21 32
Tubulin alpha-1C chain TUBA1C gi|20455322 15 14 10 9
Tubulin alpha-4A TUBA4A gi|55977476 2 6 1 0
Tubulin beta-5 chain TUBB5 gi|56757569 35 62 2 8
Alpha-enolase ENO1 gi|119339 18 50 12 5
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Cluster of M2-type pyruvate kinase
M2-type pyruvate kinase

Annexin 2
glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

L-lactate dehydrogenase A chain
Heat shock protein HSP 90-beta
Heat shock protein HSP 90-beta
Glucose-regulated protein

Heat shock cognate 71

Profilin-1

Triosephosphate isomerase
Transketolase

ATP synthase subunit beta
Vimentin

Peptidylprolyl isomerase A
(cyclophilin A)

L-lactate dehydrogenase B chain
14-3-3 protein zeta/delta

Cofilin-1

Peroxiredoxin-6

Heat shock 70 kDa protein 1B
Annexin A1

14-3-3 epsilon

Elongation factor 2
Peroxiredoxin-1
Phosphoglycerate mutase 1
carbamoyl-phosphate synthase
Heat shock protein HSP 90-alpha
Filamin-B
Fructose-bisphosphate aldolase A
Phosphoglycerate kinase 1

10 kDa heat shock protein
Annexin A5

Alpha-actinin-4

Eukaryotic translation initiation factor
5A-1

Protein disulfide-isomerase A6
nucleophosmin isoform 1

CD98

Thioredoxin

TCP-1-eta

T-complex protein 1 subunit zeta

NME1-NMEZ2 readthrough transcript
protein disulfide-isomerase
precursor

Myosin-9

Endoplasmic reticulum chaperone
BiP

Importin subunit beta-1

14-3-3 protein theta

PKM
PKM
ANXA2

GAPDH
LDHA
HSP90B1
HSP90B1
GRP78
HSPA8
PFN1
TP
TKT
ATP5F1B
VIM

PPIA
LDHB
YWHAZ
CFL1
PRDX6
HSPA1B
ANXA1
YWHAE
EEF2
PRDX1
PGAMA1
CPS1
HSP90AA1
FLNB
ALDOA
PGK1
HSPB1
ANXA5
ACTN4

EIF5A
PDIA6
NPM1
CD98
TXN
TCP1

TCP1
NME1-
NME2

PDIA3
MYH9

BiP
KPNB1
YWHAQ

gi|189998 [46]
gi|189998 (+1)
gi|113950 (+3)

gi|31645
gi|126047 (+32)
gi|17865718 [6]
gi|17865718
gi|119360 (+1)
gi|123648 (+1)
gi|130979
gi[353526311 (+1)
gi|1729976 (+2)
gi|114549 [19]
gi|55977767 [3]

gi|223459776 (+2)
gi|126041
gi|52000887
gi|116848
gi|1718024 (+1)
gi|167466173 (+2)
gi|113944
gi|1561719 (+1)
gi|119172
gi|548453
gi|130348 (+3)
gi|1603768567
gi|92090606
0i|296434507 [2]
qi|113606 [6]
gi[52788229
gi|47606335
gi|113960
gi|13123943 [4]

gi|54037409
gi[2501205

gi|957949912

gi[257051063
gi|135773
gi|3041738
gi|730922

gi|124376250 (+1)

gi[20070125 (+1)
0i|6166599

gi|14916999
gi[20981701
gi|112690
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26S proteasome non-ATPase

regulatory subunit 13 PSMD13 gi|317373273 (+1) 5 6 0 0
Glucose-6-phosphate isomerase GPI gi|17380385 0 10 1 0
Fatty acid synthase FASN gi|269849686 (+1) 0 10 0 0
Cluster of ADP/ATP translocase 2 SLC25A5 gi|156071459 [5] 0 0 4 6
Complement component 1 Q

subcomponent-binding protein C1QBP gi|730772 5 0 3 5
Macrophage migration inhibitory

factor MIF gi|1170955 (+1) 0 7 2 1

Voltage-dependent anion-selective

channel protein 1 VDACA1 gi|130683 0 0 5 9
RPS5 RPS5 gi|1494127361 (+1) 0 5 2 3
Clathrin heavy chain 1 CLTCL1 gi|1705916 (+2) 1 0 1 1

prohibitin-2 isoform 1 PHB2 gi|221307584 (+2) 0 0 2 9
lysosome-associated membrane

protein-2 LAMP2 gi|1195542 (+3) 0 0 6 6
Malate dehydrogenase,

mitochondrial MDH2 gi|215274114 0 1 7 5
histone H4 H4C14 gi|386773 (+1) 0 0 4 10
Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein K HNRNPK gi|48429103 0 5 1 2
ribonucleoside-diphosphate

reductase M1 chain variant RRM1 gi|62897131 1 0 0 0
Rab GDP dissociation inhibitor beta GDI2 gi|13638228 0 4 0 0
Prohibitin isoform 1 PHB1 gi|4505773 (+3) 0 0 2 5
Ubiquitin-like modifier-activating

enzyme 1 UBA1 gi|24418865 0 0 0 0

Talin-1 TLN1 gi|81175200 0 6 0 0

LysR family transcriptional regulator KARS1 gi|1380301696 0 0 0 7
Phosphoribosylformylglycinamidine

synthase PFAS gi[317373541 9

60S ribosomal protein L6 RPL6 gi|1350762 (+9) 0 1 0 0
Vinculin VCL gi|21903479 0 0 0 0

Eukaryotic translation initiation factor

4 gamma 1 EIF4G1 gi|294862538 0 0 0 0
Exportin-2 Exportin2 gi|62297557 0 0 0 0

Cluster of elF-2-alpha kinase

activator GCN1 GCN1 gi|296439506 [2] 0 0 0 0

Pyridoxal kinase isoform 2 PDXK gi|[1061899879 (+2) 0 0 0 0
Serine/threonine-protein

phosphatase 2A PP2A gi|[143811355 0 0 0 0
elF3 p47 EIF3A gi|6685511 0 0 0 0

CAND1 CAND1 gi|67460541 0 0 0 0
6-phosphogluconate

dehydrogenase, decarboxylating G6PD gi|20981679 0 0 0 0

Histone H1.4 H1-4 gi|121919 (+2) 0 0 3 6

Considerando-se os resultados, foram adotados critérios para avaliar possiveis rotas

metabdlicas nos quais 0 miR-1914-5p possa estar modulando. Para isso, o algoritmo DAVID

(https://david.ncifcrf.gov/) e Panther (pantherdb.org) foram utilizados no agrupamento das

proteinas em rotas fisioldgicas gerais. A Figura 2 apresenta os resultados principais obtidos.
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Figura 2. Principais rotas fisiolégicas apresentadas na analise.
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Assim, considerando-se as rotas metabdlicas apontadas e complementares as

informagdes de bioinformatica, a ferramenta FunRich (FunRich :: Functional Enrichment

Analysis Tool :: Home), que faz um enriquecimento de dados dmicos para analises funcionais,

foi utilizado para construgéo da figura 3.

Figura 3. A - Diagrama de Venn com a sobreposigéo das proteinas identificadas nas quatro diferentes
condi¢des investigadas. B — HeatMap dos niveis de expressdo das proteinas identificadas na
protedmica de cada condigdo investigada. C — Esquema da via glicolitica. D — Esquema simplificado

da sintese de acido graxos.
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Simplificacao da via Glicolitica

Glicose
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Os resultados apresentados apontam que nas co-culturas incubadas com a mistura de
acidos graxos (AG) 20 proteinas foram expressas exclusivamente nesta condi¢ao, enquanto
nas células transfectadas com o inibidor ou o mimico do miR-1914-5p, apresentaram
expressao diferencial de 7 e 1 proteinas, respectivamente. A cultura considerada controle
experimental ndo apresentou expressao diferencial / exclusiva de proteinas (Figura 3A). As
proteinas fosfoglicerato Mutase 1 (PGAM1), fosfoglicerato quinase 1 (PGK1), glicose-6-

fosfatase isomerase (GPI), envolvidas especificamente na metabolizacdo da glicose (DU,

2022) (Figura 3 C), foram identificadas apenas na condigdo com AG, assim como a acido

graxo sintase (FASN), envolvida no processo de sintese de acidos graxos (CHENG, 2020)
(Figura 3D). Esses resultados s&o esperados, uma vez que o modelo se baseia na indugao
da pro-esteatose, portanto, as vias envolvidas na sintese e acumulo de TG, assim como a da
glicose, s&o esperadas estarem em maior evidéncia nesta condig&o.

Ja na condicdo celular com a transfecgdo do mimico do miR-1914-5p, foi observada
expressao exclusiva da proteina de choque térmico A (Hsp70) membro 5 (HSPA5), que é
pertencente a familia das Proteina de Choque Térmico (Figura 3 A), com nivel elevado de
expressao (Figura 3 B). Na mesma condigao, outras proteinas também pertencentes a familia
das proteinas de choque térmico fora observada com niveis elevados (Figura 3 B). Esses

resultados sugerem possivel estresse celular pela presenca do miRNA.
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Diferentemente, na condicdo com o inibidor do miR-1914-5p, as HSP néo
apresentaram expressbes elevadas quando comparadas (Figura 3 B), além disso, foi
observada a presencga exclusiva das proteinas histonas da familia H1 e H4, as quais séo
relacionadas aos processos epigenéticos (ANWAR; RASHID; FAROOQ, 2022), assim como,
foi observada o aparecimento exclusivo das proteinas proibitina 1 (PHB1) e proibitina 2
(PHB2) com elevada expressdo (Figura 3A, B), atuantes nas atividades internas das
mitocdndrias e que nao foram observadas nas demais condi¢gdes celulares. Em conjunto, os
dados observados evidenciam a atuacdo das moléculas do miR-1914-5p, nos processos

observados na figura 2, as quais destacam o metabolismo mitocondrial, lipidica, e via do 1C.

3.1.2 Redes de interagao proteina-proteina sugerem atenuag¢ao da via glicolitica e da
gliconeogénese apos inibicao do microRNA1914-5p
Usando o banco de dados STRING v10.5, construiu-se redes de interagdo proteina-

proteina (PPl do inglés: Protein-Protein Interaction) a partir de resultados das analises
protebmicas para estimar possiveis vias moleculares predominantes em cada uma das
condigdes de cultivo celular (Figura 4). Para esta analise, utilizamos um score de alta
confianga (0,700) e um numero maximo de 2 interagdes entre as proteinas, para visualizar as
interac6es com maior probabilidade de ocorréncia no universo celular. Conforme ilustrado na
Figura 4 (A, B, C e D), as cores dos nddulos representam as atividades bioldgicas que cada
proteina esta envolvida, podendo cada uma apresentar mais de uma atividade. Quando
analisado os resultados obtidos, observa-se forte prevaléncia de conexao entre proteinas
relacionadas a processos de acetilagdo nas quatro condigdes investigadas.

Ao observar as condigdes celulares separadamente, no AG o nivel de interagao de
proteinas relacionadas a sintese de glicélise e gliconeogénese apresentaram estimativa de
interacdo formando uma rede de conexao entre elas (Figura 4 B), além disso, uma rede
também foi observada entre as proteinas de choque térmico (HSP). Similarmente, o cultivo
celular com o mimico do miR-1914-5p, apresentou o0 mesmo padrao que a condicdo com AG,
entretanto sua rede de interacdo apresentou menor conex&o entre as proteinas glicoliticas e
as HSP (Figura 4 C). Em ambos os tratamentos se observou as proteinas GAPDH, TPI1,
ENO1 e PKM todas envolvidas na via glicolitica e gliconeogénese, assim como, as HSPD1,
HSP90B1, HSP90AA1 e HSPAS, envolvidas na reposta ao estresse celular. Portanto, a
estimativa de interacdo e conexdo proteica da via glicolitica observada em ambas as
condigdes (AG e mimico), podem sugerir aumento da metabolizagdo enérgica, e aceleragéao
dos processos celulares, e como consequéncia ativando proteinas de choque térmico, os
quais podem estar ocorrendo por uma resposta da perturbacdo no metabolismo ocasionada

pela presenca do AG e do miRNA.

76



Diferentemente, o cultivo celular com o inibidor do miR-1914-5p apresentou baixa
interacdo entre as proteinas relacionadas a sintese glicolitica, ndo formando uma rede de
interacao (Figura 4 D). Entretanto, mesmo a conexao da via glicolitica apresentar atenuagao
com a presenca da molécula do inibidor, proteinas chaves para o metabolismo de energia
continuam presentes e interligadas pelo GAPDH, Enolase 1 e MDH2, evidenciando
continuidade na atividade do metabolismo energético (SHEN et al., 2015). Esses dados
sugerem continuidade da atividade metabdlica energética no inibidor e possivel atenuagéo da

perturbacio celular ocasionada pelos processos pro-esteatotico.

Figura 4. Esquemas ilustrativos de possiveis interagdes proteina-proteina de grupos representativos
de cada uma das condigbes investigadas nas analises protedmicas. A — Grupo controle. B — Grupo
tratado com 400 yM de acidos graxos (AG). C — Grupo transfectado com 40 nM de molécula
mimética/mimica e tratado com 400 yM AG (400 uM AG + 40 nM mimica). D — Grupo transfectado com
40 nM de molécula inibidora e tratado com 400 uM AG (400 pM AG + 40 nM inibidor).
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3.2 Validagao dos resultados protedmicos no modelo celular de co-cultura

3.2.1 Niveis de acetilagcdo de histonas H3 e H4 aumenta na presenca de AG e nao
apresenta modulagao pelo miR-1914-5p.
Para investigar e validar os resultados correlatos aos processos epigenético

modulados pelo miR-1914-5p e sugeridos pelas analises protebmicas, ensaios bioquimicos e
moleculares foram realizados. Para isso os niveis de acetilagdo de histonas H3 e H4 foram
quantificados (Figura 5 A). Os resultados apontaram que os niveis de acetilagao das histonas
H3 e H4 aumentaram, em relacéo a condicéo controle experimental, na presenca de AG (17%
e 64%, respectivamente, para H3 e H4). Ja nas células transfectadas com mimico e inibidor
do miR-1914-5p, a acetilagdo da H3 nao apresentou diferencas em relagdo a condigao
controle, enquanto os niveis de acetilagdo da histona H4 reduziu em ~65% para ambas as
condigdes de transfecgao (Figura 5 A). Embora os indices da acetilagao tenham reduzidos,
esses resultados sugerem a nao interferéncia diferencial das moléculas mimicas e inibidora
do miRNA nesses mecanismos, uma vez que nao houve diferenca entre as células
transfectadas com essas moléculas. Entretanto é possivel que a presenca ou a inibicdo do
miRNA possa estar modulando vias secundarias e indiretamente modulando a acetilagdo da
histona H4. E necessaria uma investigacdo mais ampla dos mecanismos de atuagéo deste
miRNA para de fato compreender as vias paralelas que estd molécula pode regular e

secundariamente modular atividades metabdlicas.
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Figura 5 — Analise epigenética de acetilagdo. A — Niveis de acetilagao de histona H3 e H4. B — Heat
map do nivel de expressao de genes atuante na via de acetilagao

A

S 25000-
S 30000 £
£ c | T
= 1 S 200000 T
S s
S 20000 2 15000 * T
ot o] T
8 — ©
L o 10000-
I 10000- ﬁ
g S 5000-
I 0 T T T T I o T T T T
o \'o R o o o RY N
& & & ¢ & & & &
o o¥ & P A & &
S Na A\ o g §
® g S L S
<& £ &\ o
N & KN &
© & Q S
x » © o¥
Al x x ™
& Al < o
M & § \bv
» @Q @Q QQ
QQ
B $ A Q,s'\_, A vo v.o‘lr vdb vob‘
FSFSFFI e
Control
400 yMFA | £

400 pM FA + 40 nM miRNA mimic

HhAk
*
Rkkk  kkkk XRRK

*hox
Hokk

400 uM FA + 40 nM miRNA Inhibitor

Para complementar a analise, genes principais nos processos de acetilagdo, como
p300 e Histona acetiltransferase 1 (HAT1) foram analisados e seus niveis transcricionais
foram significativamente elevados nas trés diferentes condi¢cbées (AG, mimico e inibidor) com
49%, 80% e 52% respectivamente, a mais que o controle. Embora este resultado corrobore
com o aumento da acetilagdo no cultivo com AG, o mesmo nao foi observado para os as
condigcbes com mimico e inibidor do miRNA, uma vez que a acetilacdo foi reduzida e em
ambos e os genes encontravam-se elevados. Entretanto, o aumento significativo nos niveis
transcricionais da sirtuina 1 (SIRT1) (~2x inibidor) e da histona decetiltransferase 2 (HDAC?2)
(~9x a mais no mimico e ~6x a mais no inibidor), responsaveis pela deacetilagao de histonas,
em ambos os genes (Figura 5 B), pode justificar os indices de acetilacdo reduzido nesta
condicdo. E possivel que o aumento da HDAC2 seja uma resposta pelo aumento de HAT,
devido aos niveis elevados de acetilagdo (ARIAS-ALVARADO et al., 2020). Ainda, o nivel
elevado das deacetiltransferases pode ter ocorrido mecanisticamente por inducdo da

presenca do AG nas condi¢gdes, para controlar/amenizar a acetilagdo que apresentou
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aumento com a adicdo de AG. Contudo, os resultados observados nao apresentam

modulagao pela presenca e/ou inibicao do miR-1914-5p, nas atividades de acetilacao.

3.2.2 Inibicado do miR-1914-5p apresenta atenuagdo da condigcdo pré-esteatose do
modelo de co-cultura por possivel atuagao na via do 1C.

Para analisar outros mecanismos epigenéticos, elementos correlatos aos processos
de metilagao foram avaliados. Inicialmente foi quantificado os niveis de SAM e SAH, dos quais
apenas SAH apresentou aumento significativo nas trés condigdes celulares (AG, mimico e
inibidor com 28%, 20% e 24%, respectivamente) frente ao controle, mas sem diferenga entre
eles (Figura 6 A). Esse resultado evidéncia que a modulagéo esta acontecendo pela presenca
dos Ags e nao por atuagao e/ou auséncia da molécula de miR-1914-5p. Entretanto, ao analisar
os indices de metilagao global do DNA no cultivo com AG, este apresentou redugao de ~60%
do nivel de metilagdo quando comparado ao controle, diferente das condigées com a molécula
mimica e inibidora do miR-1914-5p que n&o apresentaram alteragbes significativas (Figura 6
B). Em paralelo, o nivel de metilagdo das histonas H3/K4, também foram observadas e na
condigdo com AG houve um aumento significativo de metilagdo da histona H3/K4 de ~16%
frente ao controle (Figura 6 B). Os cultivos celulares com mimico e inibidor do miR-1914-5p
também nao apresentam alteracdes significativas na metilagdo das histonas H3/K4. Esses
dados em conjunto, sugerem que a presencga do AG esta modulando os niveis de metilagao.

Para complementar esta analise, os niveis transcricionais dos genes atuantes nos
processos de metilacao e ciclo do carbono foram analisados (Figura 6 C). Na condicdo com
AG, o gene MAT2A se destacou por seu aumento transcricional significativo de ~20 vezes
mais que o controle. Este gene é conhecido por substituir a expressdo do gene MAT1A no
figado em condi¢cdes de estresse, rapido crescimento e diferenciacao celular (LU; MATO,
2005). Esses dados corroboram com nossos resultados, uma vez que o gene MATTA
apresentou redugao da sua transcricdo na condigdo com AG, sugerindo desequilibrio nos
processos moleculares nesta condigdo. Similarmente, o cultivo com o mimico do miR-1914-
5p, apresentou aumento transcricional significativo do MAT2A (~20x) frente ao controle,
enquanto o gene MAT1A, também foi reduzido. Além disso, foi observado o aumento
transcricional significativo de MAT2B (~6x) frente ao controle na condigdo com o mimico. Este
gene controla a atividade de MAT2A, e ambos sao expressos em tecidos extra-hepaticos
como células ndo parenquimatosas do figado (por exemplo, células estreladas hepaticas e
células de Kupffer) (LU; MATO, 2005). Além disso, a expressao em conjunto desses genes
ocorre em multiplas doencas hepaticas durante o crescimento e diferenciacdo celular
(MURRAY et al., 2019). Esses dados evidenciam aumento da perturbacdo celular com a

presencga do mimico do miR-1914-5p em condigbes de pré-esteatose.
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Diferentemente, na condicdo com o inibidor do miR-1914-5p, embora o nivel
transcricional do gene MAT2A esteja significativamente aumentado (~4x) frente ao controle,
o gene MAT1A surpreendeu com um aumento transcricional significativo de ~28 vezes a mais
que o controle. Esse resultado pode sugerir possivel tentativa da recuperacédo do equilibrio
celular pelo aumento do gene MAT1A apds inibicdo do miR-1914-5p. Juntamente com esse
resultado, os genes BHMT2, MTHFD2 e MTR, também apresentaram niveis transcricionais
significativamente elevados (~4x, ~10x e ~10x, respectivamente). Além destes, o gene
AHCLY também surpreendeu com seu alto nivel transcricional significativo de ~19x mais que
o controle. Ainda os niveis proteicos deste gene que nao foram observados na condigédo
mimica foi observada a recuperagao da expressao na condigao com o inibidor (Figura 6 E).
Esses resultados reforgam que a inibicao do miR-1914-5p esteja influenciando o aumento
transcricional de genes atuantes na via do 1C, evidenciando tentativa molecular da célula de

recuperar o equilibrio nas condigdes de pro-esteatose.

3.2.3 Inibicao do miR-1914-5p reduz GSH por possivel utilizagao para o equilibrio da
célula.
Com o aumento do ACHY, tanto transcricional quanto proteico, foi investigado o indice

de GSH proveniente da via da transsulfuragdo (Figura 6 F), uma vez que o AHCY é
responsavel pela producao de homocisteina, o principal substrato para ativagdo desta via.
Entretanto, os indices de GSH, foram reduzidos em 70% ap6s adicéo de AG e 80% apds a
adicao do miRNA-1914-5p, ja o inibidor do miR-1914-5p nao apresentou indices de GSH
(Figura 6 D). Quando observado o indice transcricional do gene CBS, responsavel pela
conversao da homocisteina em cistationina o primeiro produto do inicio da via da
transsulfuracao, seus indices apresentaram-se elevados nas trés diferentes condigbes: AG
(~1x), mimico (~5x) e inibidor (~6x) a mais, quando comparados ao controle (Figura 6 C).
Esses dados sugerem que pode nao ter ocorrido uma inibicao da via da transsulfuragao mas
sim sugerir que a inibicdo do miR-1914-5p, pode ter aumentado/facilitado o consumo
exacerbado da molécula GSH, uma vez que esta é essencial para o potencial redox da célula.
Entretanto, em complementaridade ao analisarmos a transcrigdo génica, o gene MTR,
também responsavel pela captacdo da homocisteina e sua conversdao em metionina,
apresentou aumento significativo na condigdo com o inibidor do miRNA. O gene MTR
aumentou ~10 vezes mais sua transcricdo que o controle e ~6 vezes mais que a condicao
com AG (Figura 6 E). Esta observagcao do aumento do MTR em conjunto com o possivel uso
exacerbado do GSH, pode explicar a auséncia da molécula de GSH na condicdo com o
inibidor do miR-1914-5p.

Contudo, em conjunto os resultados observados na condi¢ao com o inibidor mostraram
atenuar os desequilibrios celulares observados em condi¢cdo de pr6 esteatose do modelo
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celular, ao comparar a sua similaridade de resultados com a condigdo controle, 0 que pode
sugerir a utilizacdo imediata do GSH, pela biotransformacgéao de residuos téxicos e do estresse
oxidativo causado pela presenca da mistura de AGs. Os niveis intra e extracelulares de GSH
sdo determinados pelo equilibrio entre sua produgéo, consumo e transporte e devido as
importantes funcgdes fisiolégicas do GSH, esses processos sao fortemente regulados. As
atividades das enzimas envolvidas no metabolismo do GSH sdo controladas nos niveis
transcricional, translacional e pdés-traducional (AQUILANO et al., 2014), cabendo, portanto,
uma avaliagdo mais detalhada de todas as etapas. Futuras analises em modelos

translacionais poderao comprovar tais observacoes.
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Figura 6. Analise epigenética dos processos de metilagdo. A — Niveis de SAM e SAH. B — Nivel de
metilagdo global do DNA e nivel de metilagdo de Hitonas H3-K4. C — Nivel de expressédo dos genes
atuante na via da metilagao e transsulfuragdo. D — Nivel de GSH. E — Western Blot. F — Via do 1
elaborada pela autora da tese utilizando como base o artigo de CLARE et al., 2018.
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4 Discussao

A busca pela compreensao molecular da DHGNA tem cada vez mais ganhado
protagonismo na area, uma vez que a elucidagao completa de seus mecanismos pode apoiar
no desenvolvimento de terapias e/ou medicamentos especificos para o tratamento desta
doenga. Com isso, a jungdo de esforgos sustentaveis pode contribuir para a descoberta de
candidatos biomarcadores no diagndstico e/ou prognostico da DHGNA, assim como seu
tratamento. Recentemente, a analise protedémica tem ganhado forga e sido considerada uma
ferramenta valiosa e aliada para a compreensdao molecular de diversas doengas (ZHANG,
2022), e neste contexto, o uso de modelos celulares in vitro em co-cultura tem se mostrado
eficientes para o estudo do figado gorduroso, por mostrarem resultados similares aos
encontrados em ensaios e analises do metabolismo humano de acumulo de gordura, ja
conhecidos desta doenga (BARBERO-BECERRA et al., 2015; XIAO et al., 2022; RAMOS et
al., 2023 - dados ainda nao publicados). No presente estudo, buscou-se validar resultados
analisados pela protedmica qualitativa das quatro diferentes condigdes do modelo celular de
co-cultura (Controle, 400 uM de FA, 40 nM de mimico do miR-1914-5p + 400 uM de FA e 40
nM Inibidor do miR-1914-5p + 400 uM de FA) para oferecer uma visao das nuances fungéo
hepatica a nivel de proteina com AG e sua relagdo com o miR-1914-5p. Este estudo visou
compreender a modulagdo molecular de condi¢des pré-esteatédtica na presenca e auséncia
do miRNA, assim como, identificar proteinas chaves que potencialmente regulam ou modulam
processos que favorecem o estabelecimento da DHGNA. Além disso, dados protedmicos,
assim como a validagao destas analises a nivel molecular podem fornecer informagdes Uteis
para pesquisadores interessados na biologia molecular do figado em condigbes de pré-
esteatose.

As analises protedmicas apresentaram diferentes classes de proteinas expoentes em
cada um dos tipos do modelo celular (Figura 3 A,B). O modelo celular com acidos graxos (AG)
foi responsivo as caracteristicas de pro-esteatética visto que proteinas atuantes no
metabolismo de lipidios e de AG foram aumentadas, assim como proteinas relacionadas a
gliconeogéneses (Figura 3 C, D). Este resultado é esperado, uma vez que o modelo celular
foi induzido a esteatose pelo aumento da disponibilidade de AG. A DHGNA pode resultar do
desequilibrio entre o aumento da AG disponiveis e aumento da sintese e captacdo hepatica
dos acidos graxos livres (AGL), que leva ao acumulo excessivo destas moléculas nos
hepatécitos (DONNELLY, 2005; KWANTEN, 2014; BESSONE; RAZORI; ROMA, 2019).
Ainda, com relagao ao modelo celular, estudos realizados por JOSHI-BARVE et al. (2007) e
por GARCIA-RUIZ et al. (2015), utilizando células HepG2 imortalizada, os autores
conseguiram o fenétipo de esteatose crénica benigna, utilizando a juncao de dois tipos de

acidos graxos, o acido palmitico (PA) e acido estearico (SA), uma vez que, o uso de um unico
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AG, ja foi relatado como insuficiente para induzir alteragdes metabolicas em células (PEREZ-
CARRERAS, 2003). Esses resultados reforcam o potencial do uso do nosso modelo celular
pré esteatotico, uma vez que, ao utilizarmos a juncao de dois AG, levou a perturbacao de vias
fundamentais para o metabolismo do figado (PEREZ-CARRERAS et al., 2003), as quais,
quando desequilibradas levam ao desenvolvimento da DHGNA (ADNAN, 2021).

No presente estudo, a presenga de altas concentracbes do miR-1914-5p nas células
sob condi¢cbes de pro-esteatose, favoreceram o aumento expressivo das proteinas de choque
térmico (Figura 3 B), as quais, séo fundamentais em situagbes de perturbagéo e estresse
celular (YUN et al., 2020). Nesta mesma condigéo, se destacou a expressao da HSP5 (Figura
3 A), membro das proteinas que sao reguladas pela glicose (GAWRIEH, 2010) e atua como
um sensor de estresse para o reticulo endoplasmatico (RE) (NI, 2007), o que sugere possivel
perturbacdo do RE nesta condicdo. Em estudos realizados pelos autores KOO et al., 2021
sugeriram que o estresse do RE esta clinicamente associado a progressdo da DHGNA, por
impulsionar a doenca para o avanco do tecido adiposo, fase hepatica para inflamacdo ou
fibrose. Portanto esses dados sugerem a possibilidade da presenga do miR-1914-5p estar
impulsionando o avango de condigbes pro-esteatdticas em cultura celular (SMITH, 2004;
MIOZZO, 2015; MARINOVA, 2011; FRITAH, 2009). Conjuntamente, no processo de metilagao
do DNA, a presenga do miR-1914-5p, conduziu a um aumento na expressao génica do gene
MAT2A (Figura 6 C). A expressao deste gene ja foi relatada por levar a diminuigdo do nivel
de SAM em células estreladas hepaticas, promovendo assim a ativacdo dessas células
(WANG et al.,, 2019). Esses dados reforcam a possivel atuacdo do miR-1914-5p na
progressao do estado pré-esteatético, uma vez que o desequilibrio da metilagdo global do
DNA ja foi associado a progressao da DHGNA para a forma mais complexas das condigbes
patolégicas do figado em estudos de metiloma e transcriptoma (SODUM et al., 2021).

Diferentemente, no modelo celular com a molécula inibidora do miR-1914-5p, a
inibigdo apresentou possivelmente atuar no controle e/ou reversédo da desorganizagéao celular,
colaborando com o estabelecimento da homeostasia nas atividades celulares. Para se chegar
a esta analise, alguns pontos foram observados na condi¢do com a inibigdo do miRNA, que
possivelmente podem ter levado a recuperagcdo do equilibrio da célula, dentre eles o
aparecimento de proteina PHB1 e 2 (Figura 3 A), sugerindo presenga das atividades
mitocondrias. Ambas as proteinas atuam na membrana interna da mitocdndria formando um
grande complexo multimérico, conhecido como o complexo PHB, que protege proteinas
recém-importadas das degradagdes por proteases mitocondriais, além de promover a sintese
de proteinas mitocondriais, manter a organizagao e o numero de cépias de DNA mitocondrial
(BARBIER-TORRES; LU, 2020). Além disso, ndo se pode descartar a possibilidade da

atuagado do miR-1914-5p sobre mRNAs envolvidos no metabolismo do figado, principalmente
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mRNAs pertencentes a via do 1 carbono (Figura 6 F). Essa associacao se baseia na presenca
de possiveis regioes de interagao entre 0 miR-1914-5p e mRNAs das rotas metabdlica do 1
carbono observadas anteriormente. Diante do contexto, ao analisar os efeitos fisioldgicos e
metabdlicos na condigdo com o inibidor do miR-1914-5p, os genes de MAT1A, MTR, MTHFD2
e AHCYL foram significativamente expressos (Figura 6 C). Em conjunto, a expresséo proteica,
da proteina AHCYL apresentou reducao na condicao celular mimica e aumento significativo
da expressao apos a inibicdo do miR-1914-5p (Figura 6 E). Esses dados podem sugerir
possivel regulacdo desse gene por atuagdo do miR-1914-5p, uma vez que, em anadlise ao
banco de dados TargetScan human 8.0, foram encontrados 2 putativos sitios de ligagao do
AHCYL com miR1914-5p, o que reforga a hipétese de possivel atuagcdo do miRNA sobre este
gene. Portanto, a inibigdo do miRNA pode levar a recuperagéo eficiente da expressédo do
AHCYL e suas atividades no metabolismo hepatico na via do 1C. Juntamente com esse
resultado, houve o aumento significativo da expresséo transcricional do gene MTR nesta
condigao (Figura 6 C), o qual capta a homocisteina para sua transformagédo em metionina,
reforcando continuidade na atividade da via do 1C (Figura 6 F). Esses dados corroboram,
quando analisado os niveis de metilacdo global do DNA, assim como o de metilacdo de
histonas H3/K4, que apresentaram similaridades ao controle, juntamente com os niveis de
SAM e SAH (Figura 6 B), que nao apresentaram alteragoes, sugerindo estabilidade quanto ao
ciclo do 1C e de metilacdo na condi¢cao com o inibidor do miRNA. Curiosamente, a producéo
de GSH foi inibida ou consumida exageradamente nesta condi¢cao (Figura 6 D). O GSH é
considerado o mais importante tampao redox celular e o principal defensor contra o estresse
oxidativo (VAIRETTI ET AL., 2021). Esta molécula também esta associado a via do 1C, uma
vez que sua producdo acontece na via da transsulfuracdo, anexa e dependente da
homocisteina produzida no ciclo do carbono (Figura 6 F). Entretanto, em nossos estudos foi
observado uma redugao exacerbada de GSH na condigdo com inibidor. Os autores VAIRETTI
et al.,, 2021 associam essa resposta a uma rapida ativagao do sistema antioxidante para
proteger a célula. Além disso, estda molécula muda rapidamente, e possui uma meia vida de
2-3h (LU, 2020). Portanto, é possivel que no presente estudo o consumo imediato da molécula
GSH foi em resposta ao estresse celular ocasionado pelo AG, assim como a inibicdo do
miRNA pode ter facilitado a utilizagdo desta molécula para auxiliar no equilibrio redox da
célula. Embora as hipoteses citadas necessitem de maiores esclarecimentos, os resultados
em conjunto observados, sugerem tentativa recuperagdo da homeostasia do metabolismo
hepatico apds a inibicado do miR-1914-5p em células em condi¢cdes de pré-esteatose. E
analises futuras e mais detalhada de todas as etapas, juntamente com modelos translacionais

poderédo comprovar tais observagdées.
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5. Conclusao

Em conclusao, os acidos graxos adicionados no tratamento celular induziram ao perfil
pré-estatdtico no modelo celular por perturbagcdo nas vias do metabolismo energético e
sintese de lipidios. A condigdo com mimico do miR-1914-5p apresentou aumentar a
perturbagéo do equilibrio celular por favorecer o aumento de proteinas de choque térmico e
HSP5, uma proteina sinalizadora de estresse do reticulo endoplasmatico. Ainda na condigéo
com a molécula mimética do miRNA, observou-se indicio de progressdo da DHGNA por
possivel diminuicdo do gene MAT1A, associado ao aumento de MAT2A e MAT2B, os quais
sdo expressos em condigbes patolégica no figado.

Contrariamente, na condicdo com o inibidor do miR-1914-5p, foi observada atenuagao
nos processos pro-esteatdtico por modelar mecanismos chaves como o ciclo do 1 carbono.
Nesta condigéo foi observado aumento dos niveis transcricionais de genes pertencentes a via
do 1C, tais como MAT1A, MTR, MTHFD2 e principalmente o AHCYL, que se observou
significativamente expresso de forma transcricional quanto proteico, o qual é essencial para a
ativagcdo da via da transsulfuragao. Esses resultados corroboram, uma vez que na condicdo
inibidora houve consumo exacerbado de GSH, que apresentou proporcionar/facilitar o
consumo dessa molécula produzida na via da transsulfuragdo. Em conjunto, a modulagéo
destas vias chaves pela inibicdo do miR-1914-5p, podem ter contribuido para a recuperacao
do equilibrio e homeostasia da célula. Entretanto, estes resultados necessitam de maiores
investigagcao e esclarecimentos para de fato compreender a atuagdao do miR-1914-5p na via

do 1C e transsulfuragao.
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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



ANEXO

A seguir é apresentado um artigo realizado em paralelo estudos paralelos realizados
durante o desenvolvimento desse trabalho de doutoramento, os quais possibilitaram a
construcao do artigo apresentado a seguir. Este artigo, também esta associado a estudos de
mecanismos pro-pesteatéticos que subsidiam o estabelecimento da DHGNA, entretanto o viés
do desenvolvimento desta condigdo s&o os agrotdoxicos. Uma vez que as doencas hepaticas
gordurosas nao alcodlicas sao ocasionadas por desequilibrio metabdlico no figado que levam
ao acumulo exagerado de gordura nos hepatécitos, estd condigdo também pode ser
desencadeada pelos agrotoxicos, os quais sdo nocivos a saude. Os agrotdxicos sao
encontrados principalmente nos alimentos e meio ambiente, o que torna este agente um fator
preocupante, uma vez que a alta demanda populacional tem cada vez mais acelerado a
produtividade e neste contexto levado ao aumento dos agrotéxicos na agricultura. Contudo, é
possivel que futuramente o aumento dos casos de DHGNA no mundo alcance proporgdes
além do estipulado pelos estudos estatisticos. Portanto, o artigo a seguir, teve como objetivo
investigar os efeitos do fitossanitario Fipronil em células HepG2, a fim detalhar os efeitos do
produto quimico no metabolismo lipidico e abordar possiveis opgdes terapéuticas para o
tratamento induzido por pesticidas.

Para este estudo, foi utilizado cultura de célula HepG2 e adigdo do fitossanitario
Fipronil em 3 diferentes concentragbes. Estas condi¢cdes celulares foram submetidas a
ensaios bioquimicos de mensuragao do nivel de triglicerideos e glicose, assim como, foi
utilizado a metodologia de microscopia de fluorescéncia para complementar a analise de
quantificagao de triglicerideo acumulado na célula. Ainda, com o método de microscopia de
fluorescéncia, foi analisada a atividade de B-oxidagdo das células. Para complementar todas
essas analises, a quantificacdo da transcricdo génica dos genes chaves dos processos
metabdlicos citados, também foram analisados.

Neste trabalho foi observado que o fitossanitario Fipronil se despontou como
perturbador da homeostasia da célula e promotor do acumulo de lipidios por alteracdes
moleculares nas vias lipidicas e lipogénese de novo. Esse resultado sugere o favorecimento
do desenvolvimento de DHGNA pelos efeitos do fitossanitario e os detalhes do
desenvolvimento deste trabalho encontra-se no artigo que esta a seguir anexado e que foi

submetido para a revista: Journal of Biochemical and Molecular Toxicology.
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Abstract

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a global public health problem that
affects more than a quarter of the population. The development of this disease is
correlated with metabolic dysfunctions that lead to lipid accumulation in the liver.
Pesticides are one of etiologies that supports NAFLD establishment. Therefore, the
effects of the insecticide fipronil on the lipid metabolism of the human hepatic cell line,
HepG2 was investigated, considering its widespread use in field crops and even to
control domestic pests. To address the goals of the study, biochemical, cellular, and
molecular analyzes of different concentrations of fipronil in cell cultures were
investigated, after 24 h of incubation. Relevant metabolites such as triglycerides and
glucose levels, B-oxidation processes, and gene expression of relevant elements
correlated with lipid and metabolism of xenobiotics were investigated. The results
suggested that at 20 pM, the pesticide increased the accumulation of triglycerides and
neutral lipids by reducing fatty acid oxidation and increasing de novo lipogenesis. In
addition, changes were observed in genes that controls the oxidative stress and the
xenobiotic metabolism. Together, the results suggest that the metabolic changes
caused by the insecticide fipronil may be deleterious if persistent, favoring the

establishment of hepatic steatosis.

1 Introduction

In the last fifty years, modern societies have changed their lifestyle, which
increased environmental pollution [1,2]. After the 1960, investments in agriculture
contribute to the total amount of food produced around the world. This period was called
the Green Revolution, which was supported by the development of new technologies,

including the development and large-scale use of fertilizers and pesticides [3]. Especially
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in underdeveloped countries where economies are more likely to depend on agriculture
products the use of pesticides and other chemicals has been facilitated [4]. However,
several studies consider the deleterious effects of the compounds on humans and
animal' health [5,6,7], correlating their use with metabolic diseases such as non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD) [8].

NAFLD is considered a pandemic problem, which affects different countries and
populations [9]. This pathological condition is defined as the occurrence of excessive fat
accumulation in the liver, corresponding to levels greater than 5% of organ weight. This
liver pathology has many different etiologies, including genetic background, poor diet,
obesity, diabetes, and virused [10-13]. In addition, over the last few decades,
environmental pollutants have been considered a deleterious agent in NAFLD
establishment [8,14]. In general, the establishment of NAFLD is due to metabolic
changes in hepatic tissues, disruptting lipid metabolism and inducing lipotoxicity [15],
which exacerbates the production of reactive oxygen species (ROS) due to
mitochondrial dysfunction [16,17]. If persistent, the physiological changes in liver
homeostasis may progress to more deleterious stage activating inflammatory processes
that could end in non-alcoholic fatty steatohepatitis (NASH), fibrosis, and even in
hepatocarcinoma (HCC) in a percentage of patients [13,18,19,20].

Pesticides can be considered a NAFLD agent because these chemicals act on
different metabolic routes of both target and in non-target species [14]. Fipronil is a large-
scale pesticide used to control pests in various crop fields [21]. In addition, this chemical
has been used to control veterinary pests in cattle and even in domestic animals [22,23].
Fipronil is an insecticide that blocks GABA receptors changing neural signaling in target
organisms (24), leading to their death. In addition, studies have demonstrated the toxic

effects of fipronil in non-target animals, and, especially in humans, the pesticide
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demonstrate toxicity to the liver, inducing the accumulation of lipids and ROS in the
organ [24,25-27]. Other studies pointed to the accumulation of the pesticide in the
environment and on food, indicating the use of fipronil as a major concern for public
health and to the environment [28-30]. Based on such observations, the present study
aims to describe cellular and molecular mechanisms in the human hepatocyte cell line,
HepG2, which is very responsive to exogenous stimuli, to elucidate details about the
effects of the chemical on lipid metabolism and to address possible therapeutic options

to treat pesticides induced. NAFLD-pathologies.

2 Materials and methods
2.1 Cell culture

HepG2 hepatocyte carcinoma cells (American Type Culture Collection, ATCC®:
HB-8065™) were grown and maintained in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
supplemented with 4 mM of L-glutamine, 1 % de Antibiotic-Antimycotic solution and 10%
of fetal bovine serum (FBS) in a 5% CO, atmosphere at 37°C. All reagents were

purchased from Thermo Fisher Scientific, USA.

2.2 Cytotoxicity assays

The cytotoxicity analyses were performed adapting the protocol described in
Mosman [31]. For that, 8 x 10° cells were seeded in 96-well plates. After 24 h incubation,
fipronil (Merck) was added or not at different concentrations (0.2; 2, e 20 yM) to the
cultures, followed by a subsequent incubation of 24 h under regular culture condition.
Next, Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT, Merck) was added to each well at 0.5

pg/ mL and cells were incubated at 37 °C overnight. Next, the assembled formazan
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crystals were dissolved using DMSO. The results were evaluated in microplate reader

(Biochrom EZ Read 400) at absorbance of 570 nm.

2.3 Biochemical measurements: triglycerides and glucose analyses

For these analyses, 2.2 x 105 cells were cultivated in 6-well plates for 24 h and
incubated with the pesticide as described in 2.2. Next cells were collected from the
independent wells, and triglyceride (TG) and glucose were measured using commercial
chemical reagents (Triglicérides e Glucose Liquiform, LabTest), according to the
supplier’s instruction at 505 nm and 595 nm. Protein measurements were processed
according to the Bradford at 595 nm [32]. All analyses were processed in a
spectrophotometer Thermo Biomate 3 UV-Vis and the results were plotted in graphs in

a comparative ratio to the protein amount.

2.4 Microscopy analyses for neutral lipid droplets staining

Fluorescence microscopy to analyze neutral lipids were performed according to
basic protocol from our laboratory. For that, 3 x 104 cells were seeded in 24-well plates
containing circular-coverslips and treated as described (2.2). Next, cells were fixed in
3.7% paraformaldehyde solution containing 0.05% of Triton X-100 for 5 minutes at room
temperature (RT) and, subsequently, incubated in 1% bovine serum albumin (BSA,
Merck) solution for 2 hours at RT. For the neutral lipid droplets labelling, fixed cells were
incubated with Nile Red solution at 100 pg/ mL for 2 hours at RT. Cells were
counterstained with 3.33 ng/ mL of 4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
(DAPI, Merck) for 3 minutes at RT, followed by consecutive washes in phosphate-
buffered saline (PBS) (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4).

The coverslips containing cells were mounted onto slides and subjected to microscopic
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analyses. The images were obtained with a BX51 OLYMPUS microscope equipped with
an HBO 100 W mercury lamp, the corresponding filter sets, and DP71 digital
photographic system. One hundred randomly selected cells were analyzed in each

independent treatment group using the software Image-J (http://rsbweb.nih.gov)

2.5 Fluorescent pulse-chase for fatty acids oxidative analyses

Fluorescent microscopy analyses for fatty acid tracking inside the cells were
performed according Rambold et al. [33] and Silva et al. [34] For the assays, 3 x 104
cells were cultivated on circular coverslips in 24-well plates, and cells were treated as
previously described (2.2). To the culture medium containing or not fipronil, 1 pM of
BODIPY™ 558/568 C.; (Bodipy-C,;) (4,4-Difluoro-5-(2-Thienyl)-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-
Indacene-3-Dodecanoic Acid) (Thermo Fisher Scientific) was added to different groups
of cells. Next, they were cultivated for 16 hours, under regular conditions. After this
period, the medium containing the Bodipy-C1; was replaced by a fresh medium without
C, followed by an additional one-hour cellular incubation. Next cells were fixed using
paraformaldehyde solution, or they were incubated for additional 8 hours in the presence
or not of fipronil to access the effect of such compounds on the LDs and cell metabolism,
prior their fixation. The control assays were performed incubating the cells with 25 pM
of Etomoxir (2[6(4- 38 chlorophenoxy) hexyl] oxirane-2-carboxylate) (Merck).

In addition of BODIPY ™ 558/568 C1; was tracking after cellular uptake, storage in
LDs and its oxidation. It was performed through the LD labeling with 200 ng /mL of
BODIPY™ 493/503 (4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-
sindacene) (Thermo Fisher Scientific) for 20 minutes, followed by consecutive washes
in PBS. Cell nuclei were stained with DAPI following the protocol described in Da Silva

et al. (34). The images were taken as previously described (2.4) and quantified using
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the Image-J software (http://rsbweb.nih.gov) with the "JACoP" plug-in [35] to obtain a

Pearson's coefficient between Bodipy-C1, overlap and lipid droplets.

2.6 RNA extraction and quantitative polymerase chain reaction (QPCR)

Total RNA was obtained from independent cellular groups using TRIZOL® Reagent
(Thermo Fisher Scientific) and they were reversed transcribed using the High-Capacity
cDNA Reverse Transcription kit (Thermo Fisher Scientific), according to the
manufacturer’s instructions. Next, gPCR reactions were performed using SYBR Green/
Rox gPCR Master MIX reagents (Thermo Fisher Scientific, USA) and an A&B cycler -
StepOnePlus™ machine. The expression of the -actin gene was set as the reference
gene and the 2-22C¢t method was applied to calculate the relative quantification. The
oligonucleotides were designed using the Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) algorithm and sequences are presented in

Supplementary Material - Table 1.

2.7 Graphs and statistical analyses

Values from at least three independent assays were used for analysis, and graphs
were generated using Graph Pad Prism® 5. Data are presented as the mean + standard
deviation and the differences between the control and treated groups were measured
using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Dunnett's or Tuckey tests.

Significance was set at ****p<0,0001

3 Results

3.1 Effects of fipronil olackn HepG2 lipid metabolism
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To investigate molecular details of the effects of fipronil on lipid metabolism, the
HepG2 hepatocyte cell line was chosen due to its intense metabolic characteristic
[36,37]. Cellular viability analyses for the investigated concentrations did not present
toxic effects in 24 h - incubation period (results not presented). However, the results
demonstrated that the pesticide induced lipid accumulation in cells incubated at 20 pM
(accepted daily intake by the Brazilian Regulatory Agency), observed in microscopy
analyses (Nile red staining of neutral lipids, Figure 1A) and in biochemical studies of TG
(Figure 1B), when compared to the results found in the group of cells considered as
experimental control. The analyses for the 0.2 pyM and 2 pM did not present relevant
changes in lipid accumulation, when compared to the controlling assays. Moreover, to
understand the molecular network that supports the observed relevant changes in
cellular physiology, the expression level of CD36 was measured. This molecule
synthetizes a transmembrane receptor of fatty acids that is involved in this organic
molecule translocation in the cells. Figure 1 C illustrates the increased expression of
mRNA level at 20 pM fipronil cellular incubation (~40% increase in mMRNA level

expression), compared to the control.

3.2 Molecular connector of lipid metabolism in fipronil-induced HepG2 cells

To address the relevant changes induced by fipronil in cellular lipid metabolism,
the transcriptional levels of the relevant enzymes in this metabolic process were
evaluated (Figure 2A). Fatty acid synthase (FASN) is an important enzyme in the de
novo lipogenesis pathway [38]. In the presented study, FASN transcriptional levels
increased ~160% in cultures incubated with 20 pM of pesticide, compared to the
expression level found in control cultures. At the same pesticide concentration, cells

increased malonyl-CoA decarboxylase (MLYCD) levels by — 38%, compared to the
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control, which reverts malonyl-CoA to acetyl-CoA, collaborating with lipid biosynthesis
(Figure 2B). To better understand this metabolic route, the levels of acetyl-CoA
carboxilases (ACC) transcripts were measured. ACC1, metabolizes acetyl-CoA to the
cytosolic malonyl-CoA, and in our assays, all the investigated samples presented lower
expression levels of the gene, compared to the control culture. On the other hand, ACC2
enzyme is localized in the external mitochondrial membrane, and synthetizes malonyl-
CoA, which blocks carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1) activity, inhibiting the fatty
acid (FA oxidation) [38]. In addition, the 20 pyM induced an expressive increase in the
ACC2 transcripts (~ 72% %, when compared to the results found in the control level),
suggesting effective changes in cellular B-oxidation, induced by high pesticides level.
Next, to describe the fine-tuning mechanisms in cellular metabolism due to the
effects of the pesticide, the peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) genes
were investigated. The analyses demonstrated that the pesticide modulates the PPARYy
and PPARa expression in a dose-dependent manner. Transcriptional level of PPARy
increased ~371% when cells were incubated with 2 uyM of fipronil, compared to the levels
found in the control groups. At the same pesticide concentration, transcriptional levels
of PPARa reduced ~47%, and statistically increased 22.8% in group of cells incubated
with 20 yM of the pesticide, reinforcing the suggestion that the toxic compound disrupts

lipid metabolism.

3.3 Effects of fipronil on pB-oxidation and glucose metabolism in HepG2 cells

The effects of fipronil on B-oxidation of fatty acid (FA) in HepG2 cells, were
investigated using microscopy analyses of pulse-chase method to track BODIPY-C12
(33,34). The analyses investigated cellular capacity to maintain C-12 in lipid droplets

inside the cells, in different cultures during the investigated time. The cells exposed to
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the concentration of 25 yM of etomoxir was set as the experimental control of the assay.
Etomoxir blocks the process of B-oxidation by inhibiting CPT-1 activity [39]. The images
were analyzed with the Slidebook Imaging Software (3i) and ImageJ (National Institutes
of Health) to calculate Pearson’s coefficients. The results presented in Figure 3A were
processed using the images at 1 h and 8 h time-points after removal of C12 from the
culture media. The overlapped images revealed the pattern of the lipid droplets and B-
oxidation quantification. Thus, considering different concentrations of pesticides used in
HepG2 cultures, the intracellular neutral lipid accumulation in droplets was stronger in
cells incubated with 20 pM of fipronil, after 24 h time point. The increased rates of
Pearson’s coefficients at this pesticide concentration suggested the blockage of the -
oxidation metabolism [40].

To better understanding molecular aspects of the lipid oxidation, gene expression
analyses of CPT1 and CPT2 molecules were investigated (Figure 3B). The results
demonstrated a reduction in gene expression in cells incubated with fipronil and an
expressive decrease of ~ 85% and 37%, respectively, in the transcript levels of cells
incubated with 20 uM of pesticide, compared to the results found in the control group of
cells. On the other, incubation with 20 uM final concentration of the pesticide extremely
increased glucose levels in cells (Figure 3C). The results suggested the existence of an

intricate cellular metabolism to supply energy to the cells to keep them alive [41].

3.4 Effects of fipronil on metabolic routes of oxidative stress and detoxification
processes

Considering the effect of pesticides on lipid metabolism and in the disruption of
B-oxidation, gene expression of relevant molecules in oxidative stress pathway was

measured. Figure 4A presents the results of the analyses for superoxide dismutase 1
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(SOD1), catalase 1 (CAT1), glutatihone peroxidase 1 (GPX1), and glutathione-disulfide
reductase (GSR). The analyses demonstrated that fipronil caused significant increase
in gene expression of GPx (~5x) and GSR (~3x), compared to the transcriptional level
found in control group of cells. Those results suggest activation of detoxification
mechanisms in fipronil-treated group of cells, which avoid cellular death under the
investigated conditions, as observed in viability assays (3.1). Those molecules work in
a synchronized manner, controlling the toxic effects in the cell and collaborating with the
maintenance of cellular homeostasis [42,43].

To add more details to the analyses, transcriptional levels of xenobiotic genes were
investigated (Figure 4B). Among them, the molecule cytochrome P450 family 2
subfamily E member 1 (CYP2E1); aryl hydrocarbon receptor (AHR), which helps control
CYP family members; constitutive androstane receptor (CAR); and estrogen receptor
(ER) were selected considering their relevant effects in the xenobiotics metabolization
[44-46]. CYP2E1 is often highly expressed in hepatocytes to metabolize drugs and
xenobiotics; however, its excessive production can increase ROS production [47,48].
The results demonstrated an elevated expression of CYP2ET at 0.2 uyM, and a ~90%
reduction in expression at 2 and 20 pM of pesticide, compared to the contral culture.
The same pattern of gene expression was observed for the AHR (a gene that produces
a protein that regulates xenobiotic-metabolizing enzymes and works as a transcriptional
factor for genes correlated with several metabolic routes even lipid metabolism) [49,50]
and CAR gene (molecule that processes toxic molecules in the organism and also
collaborates in glucose and lipid metabolism) [49].The AHR and CAR genes presented
significant increases in their expression at 0.2 yM fipronil concentration and a reduction
of ~5% in cells incubated with 2 and 20 pM of the pesticide, when compared to the

control. Contrary to the previously results for the ER gene, all the investigated fipronil-
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effect condition demonstrated greater than 80% reduction in transcripts, when
compared to the results observed in the control culture. Combined, the results suggest

an attempt to survive, due to the pesticide toxicity.

4 Discussion

The liver acts to maintain metabolic homeostasis in the body by coordinating lipid
and glycolytic metabolism [51] and working to detoxify xenobionts and endobionts (52).
Changes in the hepatic equilibrium may cause metabolic imbalances, which conducts
the organ accumulation of lipids, and if persistent, can lead to steatosis, which is
currently considered a public health issue [53,54].

Environmental contaminants, including pesticides, are considered agents of
hepatic metabolic disorders [54-56]. Previous studies point to this direct correlation
between pesticide use and steatosis [27,57-59]; however, mechanistic analyzes of the
effects of those chemical in liver health still need to be belter invesligated. Therefore,
the present study investigated the effects of the insecticide fipronil on HepG2 liver cells,
to better detail cellular and molecular mechanisms that support the development of
steatosis in individuals considering the real concern of food contamination with this
pesticide.

Basically, the imbalance between lipid synthesis and consumption causes their
intracellular accumulation [60]. Thus, different concentrations of fipronil were
investigated to evaluate the process, and those that did not alter cell viability were
selected for subsequent analysis. In the present study, fipronil concentrations of 0.2 uM,
2 uyM and 20 uM were used in HepG2 cultures. At a concentration of 20 uM, the
insecticide induced the packing of a high number of lipid droplets and expressive

increases in TG levels in cells, compared to the experimental control. In addition, gene
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expression analyszes under the same concentration of 20 pM of fipronil showed
significant increases in the CD36 membrane protein (Figure 1), which suggests an
increase in the uptake of exogenous lipids in the cell [61]. Previous studies with mice
submitted to a high-fat diet found a direct correlation between the development of
hepatic steatosis and increased expression of the protein and transcriptional levels of
CD36, while the knockout of this gene resulted in a decrease in hepatic lipid levels [62].
Moreover, in the present study, at a concentration of 20 pyM of fipronil, significant
increases were also observed in the levels of genes correlated with lipid synthesis and
metabolism pathways, strongly suggesting an imbalance in lipid metabolism and a
decompensated de novo lipogenesis (Figure 2) [63-65]. In addition, the combined result
suggests a cellular machinery that attempts to control intracellular lipid levels. The
malonyl-CoA produced by ACC1 serves as a substrate for the synthesis of FA,; thus, the
increase in the transcriptional levels of the decarboxylase MLYCD suggests an attempt
to control lipid levels. At the same time, increased levels of ACC2, which stimulates
malonyl-CoA synthesis, suggest the blockage of the FA oxidation process, corroborated
by pulse-chase analyzes (Figure 3A). Furthermore, the reduction in CPT1 expression
levels reinforces the decrease in oxidative metabolism (Figure 3B). Inhibition and/or
reduction of CPT7 levels is a limiting aspect in the rate of transport of fatty acids to
mitochondria and the decrease in the B-oxidation of FAs [38,66], which facilitates the
accumulation of intracellular lipids. In addition, to better describe the fine-tuning of the
effects of the fipronil on the hepatocyte, PPAR genes were evaluated, considering their
relevant function in lipid metabolism [67,68]. Increased PPARa level at 20 pM of fipronil
reinforces the imbalance of oxidative processes and homeostasis disruption [69]. On
the other hand, the reduction in PPARYy levels in cells incubated with 20 pM of the

pesticide suggests a cellular attempt to control the accumulation of lipids [70,71].
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Considering the problematic large-scale use of pesticides and their correlation with
NAFLD, previous studies using animal models demonstrated the adverse effect of the
pesticide on FA metabolism. Bhatia and Venkitasubramanian observed an increase in
the accumulation of FA in mice exposed to dieldrin [72]. Liu et al. demonstrated changes
in HepG2 lipid metabolism when cells were exposed to (3-hexachlorocyclohexane [73].
In addition, other studies described the effect of pesticides on disruption of lipid
metabolism in hepatocytes, such as cis-bifenthrin [74], permethrin [75], myclobutanil
[55], mancozeb [76] and 1,3-dichloro-2-propanol [77]. Combined those studies reinforce
the deleterious potential of those chemical compounds in the development of hepatic
liver disease including NAFLD, as we observed in fipronil-induced cells.

In addition, our results demonstrated that HepG2 cells incubated with 20 uM of the
pesticide induce significant increase in glucose levels, when compared to all treatments,
including the control (Figure 3C). This result, once again, suggests the breakdown of
cellular metabolism homeostasis in metabolism, as observed in metabolic and pro-
steatotic syndromes [78,79]. Changes in biochemical parameters are classic indicators
of liver disorders [80,81].

Next, to evaluate the mechanisms by which liver cells maintained their viability,
under the investigated conditions, gene expressions of relevant molecules correlated to
the oxidative stress processes and metabolism of xenobionts were investigated.
Considering the deleterious effects of pesticides, previous studies evaluated the
production of ROS in liver cells [82,83]. Enzymes correlated to those metabolic routes
are essential for detoxification of free radicals and reactive species in cells [84], which
control apoptotic processes. In our studies, we observed that SOD and CAT levels did
not show significant changes, compared to the control, while the expression levels of

the antioxidant molecules GPx and GSR increased significantly in cultures incubated
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with fipronil (Figure 4). The results suggested a possible attempt by cells to control the
redox potential to survive [84]. To reinforce those analyzes, the transcriptional levels of
molecules that correlate with xenobiotic metabolization were evaluated. The results
demonstrated high expression levels of CYPE21, AHR, and CAR in cultures incubated
with the lowest concentration of fipronil (0.2 uM). While at higher concentrations (2 and
20 pM), the expression of these genes was significantly reduced compared to the
control. Combined, the results reinforced the strong metabolic effect of the pesticide on
HepG2 cells. The considerable reduction in CYPE21, AHR, and CAR expression may
correlate with controlling cellular detoxification mechanisms, because once exaggerated
they may lead to cell death. In the same direction, transcriptomic studies in HepaRG
cells after the combined use of the two pesticides, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD) and endosulfan, showed a drastic reduction in the expression of several genes,
including alcohol dehydrogenases and CYP2E1 [85]. The molecular mechanisms
involved in inhibition of transcriptional levels are not yet known; however, studies by
Attignon et al. [86] observed that TCDD treatment decreases the mRNA and protein
levels of several alcohol dehydrogenases through AHR. This gene, along with CAR, is
the main sensor and activator of the xenobiont pathway. In our assays, these genes
were significantly reduced in the highest concentrations of fipronil, suggesting their
metabolic function in controlling cell survival. It should be noted that the AHR and CAR
genes act on routes that control lipid metabolism [84,87,88] and their reduced levels at
higher concentrations of fipronil under analyses probably contribute to the breakdown
of lipid homeostasis, as presented in this study.

The ER gene is also a classic marker of xenobiont metabolism [89], whose levels
were extremely reduced in the presence of the pesticide, suggesting the participation of

this molecule in different metabolic routes. Reinforcing these observations, Qiu et al.
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[90] demonstrated that metabolic syndrome presents disruptions in the functionality of
estrogen receptors. Thus, the low expression of ER in our analyzes may also reinforce
the metabolic changes that lead to the increase in intracellular levels of lipids.

It is worth reinforcing that the analyses performed in this study correspond to a
short interval of 24 h-analyses, and the results demonstrated negative effects of the
pesticide on cellular energetic metabolism to guarantee the survival of cells. However,
we can infer if the pesticide exposure continues, it may result in damage to liver cells,
resulting in pro-steatotic conditions. This may be a suggestive bias for future
investigations and further studies about the effects of the large-scale use of the pesticide

fipronil in crops in different countries.

6 Conclusion

In this study, the pesticide fipronil at 0.2, 2 and 20 M did not reduce HepG2 cellular
viability in the 24-h ‘interval. However, the pesticide caused the breakdown of
homeostasis, resulting in metabolic changes and lipid accumulation, by de novo
lipogenesis, absorption of lipids from the extracellular environment and reduction of the
oxidative processes of FAs. The results suggest a synchronized metabolic dysfunction,
which can be harmful to an organism if persistent, and favor the establishment of NAFLD

conditions.
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Figure Captions

Figure 1. Effects of the insecticide fipronil on neutral lipids accumulation in HepG2
hepatocyte. A) Representative microscopic analyses. Cells were incubated or not with
different concentrations of the pesticide for 24 hours and images were taken on an
Olympus BX51 microscope. The labelling of lipid droplets was processed Nile red
staining and nuclei with DAPI. B) Biochemical analyses of triglycerides and C) gene
expression analyses of CD 36. Graphs represents the mean + SD from at least three
independent experiments and the statistics was performed using one-way analysis of
variance (ANOVA), followed by Tukey’s analyses between the investigated groups. The

significance level was set at p<0.05 (*).

Figure 2. Modulatory effect of fipronil in gene expression of lipid metabolism in HepG2
cell line. A) The figure presents the transcriptional level of relevant molecules in lipid
metabolism pathway and their heat map. B) Schematic representation of lipid metabolic
route in a hepatocyte. Graphs represents the mean + SD from at least three independent
experiments and the statistics was performed using one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Tukey's analyses between the investigated groups. The

significance level was set at p<0.05 (*).
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Figure. 3. Fipronil effects on lipid absorption and oxidation in hepatic cells HepG2. A)
B-oxidation analyses using fluorescent FA pulse-chase technique. The images present
the overlap between the lipid droplets (BODIPY™ 493/503), the BODIPY 558/568 C4z
and the nucleus staining. The quantification presented in the graph represents the
Person’s coefficient. B) Transcriptional analyses of CPT-1, CPT-2. C) Glucose
measurements. The graphs represent the mean and standard deviation, and the

significance level was set at p<0.05 (*). Ns = no significance.

Figure 4 Effector elements in HepG2 metabolic routes of oxidative stress and
detoxification processes. A) Transcriptional levels of SOD1, CAT, GPx and GSR. B)
Analyses of mRNA levels of xenobiotcs metabolizing enzymes (CYP2E1, AHR, CAR
and ER). Graphs represents the mean + SD from at least three independent
experiments and the statistics was performed using one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Dunnett’s test, between the quiesced-like cells (control) and the

other investigated groups. The significance level was set at p<0.05 (*).
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Figure 1. Effects of the insecticide fipronil on neutral lipids accumulation in HepG2 hepatocyte. A)
Representative microscopic analyses. Cells were incubated or not with different concentrations of the
pesticide for 24 hours and images were taken on an Olympus BX51 microscope. The labelling of lipid

droplets was processed Nile red staining and nuclei with DAPI. B) Biochemical analyses of triglycerides and
C) gene expression analyses of CD 36. Graphs represents the mean £ SD from at least three independent
experiments and the statistics was performed using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by

Tukey's analyses between the investigated groups. The significance level was set at p<0.05 (*).
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Figure 2. Modulatory effect of fipronil in gene expression of lipid metabolism in HepG2 cell line. A) The figure
presents the transcriptional level of relevant molecules in lipid metabolism pathway and their heat map. B)
Schematic representation of lipid metabolic route in a hepatocyte. Graphs represents the mean £ SD from

at least three independent experiments and the statistics was performed using one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Tukey's analyses between the investigated groups. The significance level was set at

p=0.05 (*).
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Figure. 3. Fipronil effects on lipid absorption and oxidation in hepatic cells HepG2. A) B-oxidation analyses
using fluorescent FA pulse-chase technique. The images present the overlap between the lipid droplets
(BODIPY™ 493/503), the BODIPY 558/568 C12 and the nucleus staining. The quantification presented in the
graph represents the Person’s coefficient. B) Transcriptional analyses of CPT-1, CPT-2. C) Glucose
measurements. The graphs represent the mean and standard deviation, and the significance level was set at

p<0.05 (*). Ns = no significance.
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