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INTRODUGAO:

A esteatose hepatica é a doenca do figado mais prevalente na populacéo e € caracterizada por
um acumulo excessivo de lipidios, acima de 5% no interior dos hepatdcitos. A esteatose hepatica pode
evoluir para esteatohepatite, cirrose, fibrose e, se nao tratada, pode acarretar no desenvolvimento do
carcinoma hepatocelular. A doenga hepatica gordurosa associada a disfungcdo metabdlica (MASLD),
antes denominada de doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) afeta 20 a 30% da
populacdo mundial segundo a Sociedade Brasileira de Hepatologia. E diagnosticada pela presenca de
esteatose hepatica e mais um dos seguintes itens: perimetro da cintura (acima de 94 cm em homens e
acima de 80 cm em mulheres), hipertensao arterial, hipertrigliceridemia, fragao de lipoproteina de alta
densidade (HDL-C) baixa, glicemia elevada, hemoglobina glicada alta, diabetes tipo 2. Os fatores de
risco para a MASLD sao sindrome metabdlica (SM), diabetes tipo 2 (DM2), hiperlipidemia (SALVOZA
et al., 2016) e obesidade, sendo este ultimo o fator de risco mais comum (HARRIS et al., 2019).

Cada vez mais a obesidade apresenta uma intima relagdo com alteracdes hepaticas. Younossi
e colaboradores (2016) demonstraram que, dentre os adultos com MASLD, 51,34% apresentavam
obesidade. Ainda nao é tao esclarecido o mecanismo pelo qual a obesidade esta associada a
patogénese da MASLD, entretanto, existem estudos que mostram que essa relagédo possa ser uma
consequéncia do “crosstalk” desregulado entre 6érgaos extra-hepaticos e o figado na obesidade
(WANG et al., 2022). Na patogénese da MASLD ocorre um aumento do armazenamento ectopico de
lipidios, que pode ser ocasionado pelo maior aporte dietético de lipidios, pela sintese exacerbada de
acidos graxos e ftriglicérides (TG) e pelo aumento da lipolise do tecido adiposo, alcangando o figado e
ocasionando seu armazenamento (PETTA et al., 2016). Estudos recentes demonstraram o aumento da
secrecao de VLDL (lipoproteina de muita baixa densidade) nos estagios iniciais da MASLD, como um
mecanismo de compensacdo para conter o acumulo hepatico de lipideo, porém esta resposta nao foi
suficiente para frear a doenga (PANZARIN et al., 2022; NASSIR, 2022). Além do aumento de VLDL na
circulacdo em modelos de MASLD, estudos vém demonstrando que os niveis séricos de microRNAs
(miRNAs), como miR-122, também estdo aumentados (SALVOZA et al., 2016, ATIC et al., 2023, LI,
Y.-J. et al.,, 2024). Um estudo in vitro demonstrou uma diminuicdo de miR-122 em linhagens celulares
de hepatécitos humanos e de camundongos tratadas com acidos graxos saturados (SIMINO et al,
2017), possivelmente decorrente de um aumento na secrecdo desse miRNA.

Os miRNAs sdao RNAs nao codificantes e tém a fungao de regular a expressao génica a nivel
pos-transcricional, principalmente através da repressao da tradugdo de mRNAs alvos (SHANG et al.,
2023). O miR-122 ¢ um microRNA especifico do figado e parece estar alterado em certas condigbes
patolégicas. Salvoza e colaboradores (2016) demonstraram que os niveis de miR-122 na circulagéo de
pacientes com MASLD estavam significativamente aumentados em comparagdo com pacientes
saudaveis, entretanto, em pacientes com cirrose hepatica encontravam-se diminuidos. Segundo
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alguns autores, os miRNAs como 0 miR-122 podem estar regulados positivamente ou negativamente a
depender da gravidade da doenca, sendo vistos como potenciais biomarcadores de patologias quando
identificados na circulagdo sanguinea (SALVOZA et al., 2016, ATIC et al., 2023; CARVALHO et al.,
2023; LI, Y.-J. et al.,, 2024). Os miRNAs circulam de forma livre no organismo, incorporados a vesiculas
extracelulares (como exossomos) ou incorporados a lipoproteinas, como a lipoproteina de alta
densidade (HDL) e VLDL, esta ultima sendo ainda pouco estudada (WILLEIT et al., 2017).

A compreensao da relagao entre os mecanismos de transporte de miRNAs e sua fungao nos
tecidos alvos ndo é totalmente esclarecida e ainda existe muita divergéncia na literatura (FLORIJN et
al., 2019; WILLEIT et al., 2017). Diante disso, € desconhecido se as VLDLs sao capazes de transportar
miR-122 e contribuir para a comunicacido entre hepatécitos e adipécitos em um cenario de MASLD.
Assim, nossa hipétese é a de que, com a sobrecarga lipidica nos hepatécitos, ha um maior efluxo de
VLDL que pode carrear miR-122 até os adipdcitos e induzir o remodelamento deste tecido, através do
aumento da adipogénese, lipogénese e inflamagao. Portanto, o objetivo deste projeto consiste em
avaliar os efeitos da secreg¢ido de VLDL e miR-122 hepaticos sobre o remodelamento de adipdcitos em
modelo de esteatose in vitro.

METODOLOGIA:

Linhagens celulares

Para os experimentos in vitro foi utilizada a linhagem celular de hepatécitos Hepa1c1c7 (HEPA,
ATCC® CRL-2026™), derivada de carcinoma hepatocelular de camundongo. As células HEPA foram
mantidas em meio de cultura a-MEM com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de P/S (Penicilina e
Streptozotocina). Também foi utilizada a linhagem de células 3T3-L1 (ATCC® CL-173™), derivada de
fibroblasto de camundongo que, em condi¢des apropriadas, se diferenciam em adipécitos maduros. As
células foram mantidas em meio DMEM com 10% SFB e 1% de P/S. Para a diferenciacdo dos
adipdcitos foi utilizado meio DMEM completo (10% de SFB e 1% de P/S), suplementado com 1uM
dexametasona, 0,5 mM metilisobutil-xantina (IBMX) e 10 ug/mL insulina durante 3 dias e mais 3 dias
com meio DMEM + 10 ug/mL de insulina. Apoés esse periodo de diferenciacao, confirmado pela
presenca de gordura (aproximadamente apdés 10 dias), o meio foi substituido por meio DMEM
completo.

Tratamento de hepatocitos com NEFA

Primeiramente, para mimetizar uma sobrecarga lipidica como a que ocorre na esteatose
hepatica, as células HEPA foram plaqueadas e tratadas com NEFA, que consiste em um mix de acidos
graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados que foram identificados em excesso na
circulagdo de camundongos com obesidade (Tabela 1, Liu et al, 2015). O tratamento consistiu em um
time course de 6, 12 e 24 horas com NEFA (500uM) diluido em NaOH e albumina; o grupo controle (C)
foi tratado com NaOH e albumina nas mesmas proporgdes. Em seguida, as células e o meio de cultura
foram coletados para posteriores analises.

Tabela 1. Composigdo do mix de acidos graxos nao esterificados (NEFA)

Acido graxo Nomenclatura % no mix Classificagao
Palmitico 16:0 16 Saturado
Estearico 18:0 32 Saturado

Oleico 18:1 26 Monoinsaturado
Linoleico 18:2 18 Poliinsaturado
Araquidénico 20:4 8 Poliinsaturado
Total 100

Saturado (48%); Monoinsaturado (26%); Polinsaturado (26%).
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Inibicdo da producgao de VLDL em hepatécitos in vitro

Em seguida, células HEPA foram tratadas com dicloridrato de dimaprit (Tocris® #0506) a fim de
inibir a secrecao de VLDL. Os hepatécitos foram tratados com o veiculo (NaOH) como controle; NEFA
(500uM), e NEFA (500uM) combinado com dimaprit (200uM) por 12 horas. O dimaprit foi administrado
4h e 8h apés o tratamento com NEFA.

Tratamento de 3T3-L1 com meio condicionado de hepatécitos

Apos identificar o tempo de exposigdo com NEFA em que houve aumento de miR-122 no meio
extracelular da HEPA, foi utilizado o meio condicionado (CM) destas células para o tratamento de
3T3L-1 diferenciadas em adipdcitos maduros. Como controle, foi utilizado o CM de hepatécitos sem
NEFA. Apds 6 horas de exposicao com o CM, as células foram coletadas para analise de miR-122 por
RT-PCR.

Coloragao com Oil red- O

As células HEPA tratadas com NEFA e C foram fixadas com paraformaldeido 4% diluido em
PBS e coradas por 10 minutos com Oil Red-O. Apds lavagem com PBS, as imagens foram capturadas
com um microscépio 6tico.

Analise da expressao génica por PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

A extragdo de pequenos RNAs com RNAzol RT e BD (MRC). O kit TagMan™ MicroRNA
Reverse Transcription (applied biosystems — Thermo Fisher Scientific) foi utilizado para transcricdo dos
RNAs em cDNA. Para avaliar a expressao génica de miR-122, U6snRNA foi utilizado como controle
endogeno para miRNAs extraidos das células e miR-39 como controle exdgeno para o meio celular.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Ao avaliar a modulagéo dos niveis de miR-122 frente a sobrecarga lipidica, foi observado que a
expressao de miR-122 hepatico foi maior no tratamento com NEFA 6h em comparacgao ao grupo C e
foi observada uma diminuicao da expressao de miR-122 com NEFA por 24 horas em relacao ao NEFA
6h (Fig. 1A). No meio de cultura, foi observada uma maior expressdo de miR-122 no tratamento com
NEFA por 12 horas em relagéo ao grupo C , além de uma tendéncia de aumento de expressao no
grupo tratado com NEFA por 6 horas em comparacdo ao grupo C (Fig. 1B). Esses resultados
corroboram os dados da literatura em que é observado um aumento de miR-122 em pessoas com
diagnostico de MASLD (SALVOZA et al., 2016, ATIC et al.,, 2023, LI, Y.-J. et al., 2024). A fim de
confirmar o acumulo de lipidios, uma analise Oil Red-O demonstrou uma maior presenca de goticulas
lipidicas nas células HEPA com tratamento NEFA 12h em relagéo ao grupo C (Fig. 2A-B).
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Figura 1. Analise da expressdo de miR-122 por qRT-PCR nos grupos C, NEFA 6h, NEFA 24h nas células Hepalc1c7
(A) e no meio de cultura (B); analise da expressao de miR-122 no meio celular por RT-PCR nos grupos controle (CT),

XXXIIl Congresso de Iniciagado Cientifica da UNICAMP — 2025 3



NEFA, NEFA + Dimaprit (C). One-way ANOVA foi aplicado seguido por pos-hoc Tukey para comparagdo de média entre os
grupos. *indica diferenca de p<0,05; **indica diferenca de p<0,01.
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Figura 2. Coloracgao Oil Red-O nas células Hepa1c1c7 tratadas com meio controle (A) e NEFA por 12 horas (B).

Para investigar se o aumento da exportacdo de miR-122 em hepatdcitos com sobrecarga
lipidica ocorre por meio da secre¢do de VLDL, avaliamos os niveis de miR-122 no meio celular da
HEPA tratadas com NEFA combinado com Dimaprit. Como resultado, esperavamos que houvesse uma
diminuigdo dos niveis de miR-122 no meio extracelular comparado com o grupo NEFA, entretanto essa
diferenca nao foi vista. O dimaprit age como agonista de receptores H2, modulando o nivel de calcio
intracelular e AMPc, ou seja, nao age especificamente na secrecdo de VLDL. Além disso, esta
substancia foi testada com esta finalidade apenas em estudos in vivo, o que dificultou na determinagao
da concentracdo e tempo de exposicao ideal (NIKFAR; RASOULI, 2020) (Fig. 1C). Portanto, estamos
padronizando a substituicdo de dimaprit por siRNA para ApoB, proteina chave na maturagéo de VLDL.

Para avaliar a comunicagao entre hepatdcitos e adipécitos a partir dos niveis de miR-122, as
células 3T3-L1 foram tratadas com CM de HEPA tratadas com NEFA (CM NEFA) ou controle (CM C)
por 6 horas, mas nenhuma diferenca foi detectada nos niveis de miR-122 (Fig. 3).
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Figura 3. Analise da expressdao de miR-122 nas células 3T3-L1 por qRT-PCR nos grupos CM C e CM NEFA. Test-t foi
aplicado seguido por pos-hoc Tukey para comparagdo de média entre os grupos.

CONCLUSOES:

Os niveis de miR-122 em hepatdcitos frente a sobrecarga lipidica respondem de forma
semelhante ao encontrado em estudos in vivo, caracterizado pelo aumento significativo no inicio e
diminuicdo apdés o agravamento da doenga em comparagado com individuos saudaveis. A inibicdo da
secrecdo de VLDL em hepatdcitos nao foi efetiva com dimaprit e sera reavaliada com a utilizacdo de
siRNA de ApoB, uma proteina chave na maturagao de VLDL.
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