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Introducao:

As doengas inflamatorias intestinais (DII), como a Retocolite ulcerativa (RCU) e a Doenga de Crohn (DC), tem

alta prevaléncia e morbidade na populagdo. Sendo relacionadas, com fatores genéticos e ambientais dos individuos

portadores (SEYEDIAN; NOKHOSTIN; DARGAHI MALAMIR, 2019). Entre um dos fatores ambientais, estd a

dieta, que em elevados niveis de gordura, pode levar ao aumento da permeabilidade intestinal e a presenca de

High-fat diet (45%)

citocinas pr6 inflamatorias na corrente sanguinea. Assim, a dieta hiperlipidica
(HFD) influéncia no agravamento das DII, contribuindo com o aumento da
(TGI),
sanguineo (FRAZIER; DIBAISE;

inflamagcdo do ftrato gastrointestinal através da absorcdo de
lipopolissacarideo (LPS) no plasma
MCCLAIN, 2011). Além disso, a literatura demonstra que essas vias
inflamatodrias inibem o HNF4 alfa (Fator nuclear de hepatdcitos 4 alfas), fator
transcricional do gene miR-122 no figado (LI et al., 2021). Nesse sentido, o
estudo propoe investigar quais os efeitos que a Retocolite ulcerativa (RU) junto

a HFD, tem na expressdao do miR-122 no figado de camundongos.

Metodologia:

1. Animais e dieta experimental:
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Figura 1. Represeniagao esquematica da hipdiese

do presenta estudo. (Fonbe: O autor, 2025)

Foram utilizados animais machos com 6 semanas de vida da linhagem

}_ Dieta Controle ou HFD _I

(45%kcall lipidios)
DSS

C57BL/6 (Wild Type), distribuidos randomicamente nos grupos de acordo
com a manipulagdo dietética e presenca da doenga .

Os animais receberam dieta padrdo para roedores ou dieta hiperlipidica
(HFD-45%) a partir da adi¢do de fonte alimentar rica em gordura saturada

(banha de porco) durante 4 semanas.

2. Inducio da colite por DSS e avaliacao da atividade da doenca:

Semanas __(f‘r'_‘y")__

de vida 6o 7a ga ga 100

\ [ °
_______ Evolugédo do """'i
d peso corporal

Grupo controle (CT)
Grupo HFD 45% (HFD)
Grupo CT com colite ( HFD+DSS)
Grupo HFD com colite ( HFD+DSS)

Eutanésia
Extragdo do figado
Andlise por PCR @

Figura 2. Desenho experimental do prasents
estudo (Fonte: O aufor, 2024).

A colite experimental foi induzida pela administragdo de 2,5% de DSS na dgua de beber por 7 dias. Durante o
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protocolo experimental da colite, os animais foram examinados

Escala Perda de Peso Consistenciadas  Presenca de Sangue nas
Fezes Fezes

diariamente em relacdo ao consumo alimentar e ao indice de

0 Nao Nomal Nao

.. . N 1 1-5% Normal Nao
atividade da doenga (IAD), medido com escores referentes a 2 E10% Amclecidas G i
v A . 3 11-20% Amalecidas Sangramento leve
perda de peso corporal, consisténcia fecal e sangue nas fezes . S20% Diaes E il

O vaior 0o JAD for cakLiado araves 03 S0Ma 43 PONRUACA0 AR Perda de pesd, CONRIBNGR das fe7es @ 4 presania de Sangue ras

(GHIA, J. E., BLENNERHASSETT, P., AND COLLINS, 2008) | s tu0:scecs e s voris

Tabela 1. Sistema de Pontuagao para Calcular o
indice de Abvidada da Doeanca (lAD).

3. Avaliaciio da expressdo génica por RT-qPCR
Para avaliacdo da quantidade de transcrito de mRNA e inferéncia de estimulo para a expressao foi
realizado o real-time PCR (qRT-PCR). A expressdo relativa foi determinada utilizando os primers para: TNF alfa,
IL-1B, IL-10, SIRT1, AGPAT1, PTP1B, CPEB1, PPARG, miR-122 e HNF4a com o sistema de deteccdo TagMan e
SYBER para os genes alvo.

4. Expressao proteica por Western blotting:
O conteudo protéico obtido do processamento do figado foi avaliado através do blotting com os seguintes
anticorpos especificos: SIRT1, AGPAT1 e PTP1B. O sinal foi detectado por quimioluminescéncia com kit ECL da

Amersham em sistema de detec¢ao automatizado.

Resultados e discussio:
1. Tratamento com DSS:
O peso corporal dos animais apresentou alteracdes ao longo do tratamento. Independentemente da dieta, a
administragdo de DSS resultou em redugéo de peso, sendo mais acentuada no grupo CT+DSS em comparagido aos

grupos HFD+DSS e CT (Fig. 3A).

- CT -»- CT+DSS
-+ CT+DSS * - HFD+DSS
HFD
] ‘ |~ HFDDSS

Essa perda ja era esperada, pois ¢ uma

SCORE DAI (n=5)
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(Chassaing et al., 2014; Li et al., 2021). Da mesma
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forma, a menor perda de peso no grupo HFD+DSS
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também era prevista, devido a composic¢do da dieta e L —

- CT+DSS o
L. . 52 = HFD+DSS 83
resultados prévios, como o de Li et al. (2019), que 3= g
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demonstrou aumento de peso em camundongos com  £* s
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No indice de Atividade da Doenga (DAI), o Figura 3 (&) Peso dos animais durante as 4 semana, (B) indice de atividade da
. dognga (C) perda de peso duranie o 7 dias da administracio do DSS (D) perda de
grupo CT+DSS teve pontuacdo superior ao grupo  peso fimal dos grupos com DSS
HFD+DSS (Fig. 3B), indicando maior agravamento. Ao comparar a perda de peso durante os 7 dias de DSS e a
perda final, o grupo CT também apresentou maior perda que o grupo HFD (Fig. 3C e D).
Essa pontuagdo maior do grupo CT no DAI nio indica efeito benéfico da dieta, pois um dos critérios avaliados
¢ a perda de peso, que foi menor no grupo HFD+DSS. Além disso, Cheng et al. (2016) observaram que

camundongos tratados com DSS e dieta 60% gordura por 6 a 8 semanas apresentaram DAI mais alto, sugerindo

que quantidade e duragdo da dieta hiperlipidica podem agravar a colite.
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2. Expressao génica por RT-qPCR;
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Sobre a expressdao génica do miR-122 no figado dos animais, os
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grupos com DSS, independente da dieta, apresentaram menor expressao

(%control)
~N
=3
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quando comparados ao grupo HFD (Fig.4 A).

Liver- miR122 LEVEL
g

Essa diminui¢do nos grupos com DSS, pode estar associada ao

processo inflamatério da doenca. Ja que, o aumento da permeabilidade

intestinal nas DII, eleva os niveis de lipopolissacarideos (LPS) na  Figura 4 Espressio géniea do mifi-122 () microfiNg level
(QRT-PCR) de miR-122 o figada. O U8 foi usado como

, .. - . . , . , . andégens, Resulados apresentados em média = EPM
corrente sanguinea e propicia a producdo de citocinas pro-inflamatorias — awovs, o <005 p <001,

pelas células de kupffer no figado. Esse mecanismo inibe a expressdo do HNF4 alfa nos hepatécitos, fator

transcricional do miR-122, que assim teria sua expressdo diminuida. (LI et al., 2021; LU et al.,2022).

Com relagdo a expressdo génica de citocinas no figado, E| NFa
IL1b IL10
ndo foram observadas diferencas estatisticamente |, o e ,
g . : g
.. . , . o 300 4 e 8
significativas nos niveis de IL-1B e IL-10 entre os grupos =3 i3 s
ET a0 E E 400 k-
. 28 e
(Fig. 5A e 5C). No entanto, o grupo CT+DSS apresentou ff.m . ETa 2
= ] z
. . . ~ 3 0 3 0 =
um aumento significativo na expressdo de TNF-o em PRI P ¢ & F
~ . [ & & o < &
comparacao ao grupo CT, assim como o grupo HFD em . N
Figura 5: Expressio génica de IL1b, TMFa e IL10 . (A) mRMA level | gRT-PCR) de IL1b
~ . do figado, {B) mRMNA level [ gRT-PCR) de TMFa do figado, {C) mRNA level { gRT-PCR)
relagdo ao grupo HFD+DSS (Fig. 5B). de IL10 do figada, 0 GAPDH (IL1b} & o 185 (THFa e IL10} forarn usado oomo enddgen

Resultades apresentados em media £ EPM ANOVA "p<D0.05e ™ p < 0.01.

Os resultados obtidos para IL-1B e IL-10 ainda devem
ser interpretados com cautela, uma vez que o nimero amostral atual pode nao ser suficiente para mostrar possiveis
diferengas sutis. Visto que, a literatura, como demonstrado por LI et al. (2021), aponta um aumento na expressao
hepatica de IL-1p em modelos com DSS, e portanto seria esperado nas condigdes experimentais testadas.

Em relacdo a TNF-a, os resultados obtidos corroboram parcialmente com os dados descritos por LI e
colaboradores, que observaram aumento da expressdo dessa citocina em grupos expostos ao DSS em diferentes
concentracgdes (1%, 2% e 3%). No entanto, o achado de maior expressdo no grupo HFD em comparagdo ao grupo

HFD+DSS ainda ndo foi descrito na literatura, o que indica a necessidade de novos estudos para elucidar os

mecanismos envolvidos nessa resposta. El
~ ~ A s . Agpat1 Ptpn1 < Cpeb1
Com relag@o a expressdo génica de genes relacionados ¢ B e
g g
com metabolismo hepatico ndo foram observadas :- iz g .
Et = £ £ a0 .
diferengas estatisticamente significativas nos niveis de g% EL E%m T
. . B g B
Agpatl, Ptpnl, Cpebl e Sirtl entre os grupos (Fig. 6A, = . 3o

6B, 6C, 6E). No entanto, o grupo CT+DSS apresentou
redugdo significativa na expressao de Ppary em relagdo ao sir
grupo CT, assim como o grupo HFD+DSS em relagao ao

grupo HFD (Fig. 6D).

Liver PparG mRNA LEVEL
[%cartral )
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Os resultados obtidos para Agpatl, Ptpnl, Cpebl e Sirtl
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ainda devem ser interpretados com cautela, uma vez que o _ )
Figura 6: Expressao pénica de Agpatl, Plpn1, Cpebl, Pparg & Sirt1. (&) mFA, level

, ~ . (gRT-PCR) de Agpat1 do figado, (B) mRMA level (gRT-PCR) da Pipn1 do figado, (C)
nimero amostral atual pode ndo ser suficiente para | iawajevel (qgRT-PCR) de Cpebt do figads, (D) MRNA level {gRT-PCR) de Pparg do

L, . . . . figado, (E) mBMA lavel (qRT-PCR) de 51 do figado. O GAPDH (Agpat! & Ptpnl) e
mostrar possiveis diferencas sutis. Visto que, na literatura, o 182 (Cpet 1Pparg e Sill) loram usade come enddgens. Resullades

apresantados em media + E.PM. ANOVA, *p < 0.058* p=0.01.
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PTPN1 tem superexpressdo em casos de Doenga Hepatica Gordurosa associada a Disfungdo Metabolica
(DOMINIKA KOLODZIEJ-SOBCZAK; SOBCZAK; LACZKOWSKI, 2024), AGPAT1 tem regulagdo positiva
quando miR-122 esta diminuido, propiciando a sintese de lipidios no figado (WEN; FRIEDMAN, 2012), Cpeb1
tem controle negativo exercido por miR-122, com implicagdes para metabolismo lipidico, inflamagéo e autofagia
(JIN et al., 2020) e Sirtl, um regulador metabolico, tem expressdo diminuida aos camundongos serem expostos
ao DSS (LI et al.,2021).

De forma consistente com a literatura, a diminuicdo da expressdo de Ppary observada nos animais expostos ao
DSS era um resultado esperado. Ja que, no estudo conduzido por LI e colaboradores, camundongos que foram
tratados com diferentes concentragdes de DSS (1%, 2% e 3%), apresentaram reducdo significativa na expressao de

Ppary hepatico, corroborando com os achados do presente experimento.

Com relagdo a expressdo génica de genes relacionados ao [A] —
metabolismo e secrecdo de VLDL, ndo foram observadas g 250 g 250
diferencgas estatisticamente significativas nos niveis de Hnf4a e %E:: éE‘:U:
ApoB entre os grupos experimentais (Fig. 7A e 7B). Entretanto, g%wu gg“"’
esses resultados devem ser interpretados com cautela, pois o b 5: 2 5:
nimero amostral reduzido pode ter limitado a deteccdo de
resultados sutis. Figura 7: Expressdn génica oo HWF4a e ApoB. (4) mRMNA level

[gRT-FCH} da HNF4a do figado, (B) mRMA level (qRT-FCR) da
, . . . ApoB do figado. O 18S foi usade como endbgeno. Resultados
Além disso, a literatura ja demonstrou que mMOdelos — apeseniados em midia 4 EPM. ANOVA, 5 = 0.05 & ** g < 0.01.

experimentais com DSS e dietas ricas em gordura (HFD) podem promover alteragcdes no metabolismo lipidico
hepatico, em especial por meio da redugdo da expressdo de Hnf4a e ApoB nos hepatocitos. Essa inibicdo
compromete a montagem ¢ secrecdo de VLDL, dificultando o transporte de triglicerideos do figado para outros

tecidos (Li et al., 2021; Lu et al., 2022).
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3. Expressao proteica por Western blotting:
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Sobre a expressao proteica de Sirtl no figado dos animais, o
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grupo CT+DSS apresentou aumento significativo em relagao ao it | ! o

Liver Sirt1 LEVEL
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grupo CT, assim como o grupo HFD+DSS em relagdo ao grupo 200 Vool e iy | 124
HFD (Fig. 7A). J& Agpatl, teve aumento estatistico no grupo °
HFD+DSS em relagao ao grupo HFD (Fig.8 B).
Os resultados obtidos de Sirtl nio estavam de acordo com o
esperado. Esse gene, que atua como um importante regulador 1
E 800 CcT CT+DSS HFD HFD+DSS

metabolico, costuma apresentar redu¢do na expressdo génica em ¢ e o At . - o o | . 32 ki

. . . . 2 4 . INCUIING [ el e | s e | e e | 124 Kl
modelos animais expostos ao DSS, conforme descrito na literatura 5= ::: e ! : : |

(LT et al.,2021).
Assim, seria esperado que a expressdo proteica de SIRT1
também estivesse diminuida nos grupos com colite, uma vez que a

inflamagdo intestinal tende a suprimir sua atividade no figado.

o

A . 0
19 ,\5’ & Qa"’
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Figura B:Mivais das proteinas Sirt1 & Agpatl. (&) Sifl level do figado,
(B) Agpall level do figado. A vinculing foi usado como enddgeno.
Resullados am madia £ E.PM. ANOVA, "p <005 e ™ p<0.01.

Portanto, essa diferenca observada entre os dados experimentais e a tendéncia descrita, reforca a necessidade de
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aumentar o nimero amostral ¢ considerar mecanismos compensatdrios ou temporais que influenciam a regulagio de
SIRT1 (LI et al.,2021).

Por outro lado, o resultado observado para Agpatl(Fig. 8B) era esperado, considerando que seu RNAm ¢ alvo do
de miR-122 que estd reduzido nos animais tratados com DSS (Fig. 4A), indicando que pode estar havendo o

estimulo a sintese lipidica hepatica (WEN; FRIEDMAN, 2012).

Conclusio:

Assim, os resultados deste estudo indicam que a colite induzida por DSS, isoladamente ou associada a HFD, afeta
a homeostase hepatica, possivelmente pela modulagdo da expressdo do miR-122. A reducdo de miR-122 nos grupos
com colite sugere que a possivel condi¢do inflamatoria sistémica promove redugao da expressao hepatica de Hnf4a,
como foi visto pela literatura (LI et al., 2021). Essa supressdo pode contribuir para alteragdes no metabolismo
lipidico, como evidenciado pelo aumento protéico de Agpatl e variagdes na expressdo de genes relacionados a
lipogénese. Além disso, embora nao tenham sido encontradas diferengas significativas em varios genes analisados,
os dados apontam tendéncias consistentes com a literatura, mostrando um potencial envolvimento de miR-122 na
regulacdo de Ppapy, Sirtl e outros alvos em contextos inflamatorios hepaticos. Logo, o presente trabalho contribui
para o entendimento entre dieta hiperlipidica e doenga inflamatoria intestinal no contexto hepatico, através da

expressao de miR-122.
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