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INTRODUGAO:

A Doenca Hepética Esteatoética Associada a Disfuncdo Metabolica (MASLD) é definida pelo acimulo
de gordura no tecido hepético acima de 5% (Younossi et al., 2016). O acumulo desses lipidios no interior
dos hepatécitos é provocado pelo aumento da sintese de novo de lipidios a partir de nutrientes em excesso,
do maior acumulo de &cidos graxos (AG) proveniente da lipdlise do tecido adiposo e o excesso de lipidios
provenientes de uma dieta desbalanceada (Petta et al., 2016).

O desenvolvimento da MASLD envolve alteragdes no metabolismo hepatico e tem-se destacado as
alteracdes da modulacdo de miRNAs. Os miRNAs sdao moléculas de RNA de fita simples, com cerca de 22
nucleotideos de comprimento, que podem inibir a tradugéo por pareamento de bases com os mRNAs-alvos
(Kim, V. N. (2005). Estudos apontam que os miRNAs podem ser liberados do tecido de origem para fluidos
extracelulares, podendo atingir outros 6rgaos. Sendo assim, desempenham a funcédo de biomarcadores de
doencas pelos seus padrdées em diferentes estados metabdlicos, podendo ainda levar a comunicacgéo e
remodelamento do tecido alvo (Zhao et al, 2020). Sdo conhecidas varias formas de transporte de miRNAs
na circulacdo sanguinea, sendo algumas delas, encapsulados por vesiculas extracelulares (EVs), uma
familia heterogénea de vesiculas originadas a partir da rede endossémica ou da membrana plasmatica,
chamados de exossomos e microvesiculas, respectivamente (Van Niel et al, 2018). Estudos recentes ja
identificaram niveis aumentados de miR-122 na circulacéo de pacientes com MASLD, porém ainda é pouco
estudado as formas de transportes desses miRNAs (Zhao et al, 2020). O miR-122 é considerado um miRNA
especifico do figado, e ja foi demonstrado que ele foi capaz de se ligar e regular mRNAS relacionados com
0 metabolismo lipidico como a1-acilglicerol-3-fosfato Aciltransferase (AGPAT1) e Proteina tirosina fosfatase
1B (PTP1B), favorecendo o desenvolvimento da MASLD (Hsu et al.,2012; Yang et al., 2012).

Zhao e colaboradores (2020) investigaram que o transporte de miRNAs por EVs, incluindo miR-122,
do figado para o tecido adiposo, favoreceu o depdsito de lipidios nos adipdcitos. A comunicagédo entre figado
e tecido adiposo torna-se extremamente importante no contexto da obesidade, pelo papel importante destes
tecidos no metabolismo lipidico e no armazenamento energético. Apesar dos esforgos, na literatura ainda
ndo ha estudos que demonstram a importancia do miR-122 transportado por exossomos ha comunicagéo
entre o figado e o tecido adiposo na MASLD. Nossa hipotese é de que os niveis de miR-122 estejam
aumentados em exossomos de pacientes com obesidade e esteatose hepatica, que podem ser captados
pelos adipdcitos e entdo levar ao remodelamento dessas células. Portanto, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar os niveis de miR-122 em exossomos e totais na circulacdo de pacientes com obesidade ou
controles e investigar o envolvimento desse miRNA no remodelamento de adipdcitos, por meio da
modulacéo da expressado de miR-122 em modelo in vitro.

METODOLOGIA:

Casuistica
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Vinte pacientes com obesidade, grau Il (IMC entre 35 e 39,9 kg/m2) ou grau Il (IMC>40kg/m2), com
indicacdo para cirurgia pelo Servico de Cirurgia Bariatrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), foram selecionados para compor o grupo com
obesidade (Grupo Ob). Para compor o grupo controle (C), foram selecionados vinte pacientes em cirurgias
eletivas que ndo envolvessem doencga hepética, como colecistectomia do mesmo hospital. O estudo foi
conduzido de acordo com a Resolucao Brasileira CNS n° 466/12 que ressalta salvaguardar a dignidade, os
direitos, a seguranca e o bem-estar dos participantes da pesquisa e foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) sob protocolo CAAE:
44054421.7.0000.5404. Todos os participantes concordaram e receberam o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido. Fragmentos do figado, tecido adiposo visceral e subcutédneo e 15mL de sangue foram obtidos
de pacientes adultos, maiores que 18 anos dos dois grupos mencionados.

Isolamento e Quantificagcdo de Exossomos

Os exossomos foram isolados a partir do plasma dos pacientes utilizando o kit SeraMir Exosome
RNA Amplification (System Biosciences®, Cat. N°® RA800A-1), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Em seguida, foi realizada a extracdo de RNA para andlise dos niveis de miR-122 por RT-PCR.

Experimentos in vitro

A linhagem celular 3T3-L1, doada gentilmente pelo Prof. Dr. Fernando M. Simabuco (UNIFESP), foi
mantida em meio de cultura para pré-adipocitos composto por DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) e cultivada em até 70% de confluéncia.

Para diferenciacdo em adipocitos maduros, as células foram incubadas por 3 dias com o meio de
diferenciagéo |, composto por DMEM suplementado com 10% de FBS, 1uM de dexametasona, 0,5mM de
metilisobutilxantina (IBMX) e 1ug/ml de insulina. Em seguida, foi utilizado meio de diferencia¢édo Il, composto
por DMEM suplementado com insulina 1ug/ml por mais 3 dias. Apds esse periodo de diferenciacéo,
confirmado pela observacdo de acumulo de gordura (aproximadamente apos 5 dias), o meio foi substituido
por meio de manutengéo de adipdcitos, composto por DMEM suplementado com 10% de SFB e 1ug/ml de
insulina.

As células 3T3-L1 diferenciadas foram transfectadas com mimético de miR-122 (mimic 10nM,
mirVana Ambion ID MC11012) e controle negativo (CN - 10nM, mirVana Ambion ID 4464058) por 48h para
avaliacdo do envolvimento de miR-122 com o remodelamento dos adipdcitos (acumulo de lipidios, e genes
envolvidos com metabolismo de lipidios e inflamacéo).

Avaliacdo de conteudo lipidico por Oil-Red O
Apo6s a transfecgdo com o mimético de miR-122, as células foram utilizadas para analise de miR-122
por RT-PCR ou para avaliagdo de goticulas de lipidios por Oil-Red.

Coloracgéo por Oil-Red

As células foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido 4%. Foi adicionada a solucdo de
Oil-Red em cada well da placa para incubacédo por 10 minutos e posterior lavagem com agua para retirar o
excesso do corante. Para a visualizagdo, foi adicionado PBS e um microscépio Optico foi utilizado.

Analise de miRNA e mRNAs por PCR em Tempo Real

Fragmentos de figado e tecido adiposo visceral e subcutaneo foram coletados dos pacientes para
avaliacao da expresséo de miR-122-5p. A linhagem celular 3T3-L1, apds tratamentos especificos também
foi utilizada para avaliagdo da expressdo génica de miR-122 e seus genes alvos envolvidos com o
metabolismo lipidico e citocinas inflamatorias. A purificacdo dos miRNAs nas amostras em questdo foi
realizada utilizando o reagente RNAzol RT (MRC), de acordo com as orientacbes do fabricante. Para
amostras de plasma e exossomos foi utilizado miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen) ou RNAzol BD (MRC)
para extracdo e purificacdo de miRNAs. TagManTM MicroRNA Reverse Transcription kit (applied biosystems
— Thermo Fisher Scientific) foi utilizado para conversdo de pequenos RNAs ndo-codificantes em cDNA. Os
niveis de miR-122 foram determinados utilizando um kit para deteccdo por Real-Time PCR. U6snRNA foi
utilizado como controle endégeno para miRNAs extraidos das células e miR-39 spike-in como controle
exdgeno para exossomos e plasma. Para avaliacdo da expressdo de mRNA foi utilizado RPLPO como
controle enddgeno. A andlise da expressao génica foi feita por Real time PCR, na plataforma ABI 7500 FAST
e os dados obtidos foram expressos como valores relativos determinados pelo método de ciclo limiar
comparativo (Ct) (2-AACt) de acordo com as recomendagdes do fabricante.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Diversos estudos ja demonstraram um aumento de miR-122 no plasma de pacientes com obesidade
e/ou MASLD (Tobaruela-Resola et al., 2024). Assim buscamos identificar se nossos resultados estavam
condizentes com a literatura. Foi observado niveis de miR-122 aumentados no plasma de pacientes com
obesidade em comparagé&o ao grupo controle (Fig. 1A). Pelo fato do miR-122 ser produzido exclusivamente
no tecido hepatico (Lagos-Quintana et al., 2002), possivelmente esteja acontecendo uma exportacdo do
figado para a circulacdo. Para entender se este aumento no plasma poderia ser decorrente do transporte
por exossomos, estes foram isolados do plasma dos pacientes de ambos 0s grupos, utilizando o kit SeraMir
Exosome RNA Amplification (System Biosciences®, Cat. N° RA800A-1). Nao foi identificada diferencga
estatistica entre 0s grupos nos niveis de miR-122 em particulas de exossomos (Fig. 1B), sugerindo que,
possivelmente, este aumento de miR-122 no plasma seja decorrente do transporte deste miRNA por outras
particulas extracelulares, como lipoproteinas.

Figura 1. (A) Niveis de miR-122 detectados por
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Com o aumento de miR-122 na circulacdo de pacientes, possivelmente este miRNA possa atingir
outros tecidos e entdo contribuir para o fen6tipo de obesidade. Como miR-122 pode regular de forma direta
0 metabolismo lipidico (Hu et al., 2021), hipotetizamos que este possa atingir o tecido adiposo, por ter como
funcdo principal o estoque energético em forma de lipidios. Dessa forma, foi avaliado o remodelamento de
adipocitos maduros frente a superexpressdo de miR-122. Foi utilizada a linhagem celular 3T3-L1
diferenciada em adipdcitos. Foi avaliado os niveis de miR-122 em 3 grupos com tempos de tratamento de
24h, 48h e 72h. Todos os tempos avaliados responderam com a superexpressao de miR-122, comparado
com o controle, como esperado (Fig. 2A). Assim, foi escolhido o tempo de 48h para analise do
remodelamento dos adipdcitos, devido a sua utilizagdo em estudos ja publicados por nosso grupo (Simino
et al., 2023).

Em seguida, foram avaliados os niveis de mRNAs envolvidos com o metabolismo lipidico, inflamacao
e resposta a insulina nos adipécitos frente a superexpressao de miR-122. Foi identificado um aumento nos
genes Acaca e Scdl com a utilizacdo do mimético, sugerindo aumento da sintese de acidos graxos nos
adipocitos (Fig. 2B-C). Os niveis de Pparg e Srebfl, fatores de transcricdo importantes para a adipogénese
e diferenciacdo de adip6citos maduros (Josan; Kakar; Raha, 2021), apresentaram-se aumentados no grupo
tratado com mimético de miR-122 comparados com o CN (Fig. 2D-E).

Genes envolvidos com o catabolismo de &cidos graxos, Cptla e Prkaa2 (Fig. 2F-G) estavam
aumentados no grupo tratado com mimético de miR-122, demonstrando um possivel mecanismo contra
regulatério para o acumulo de lipidios. Agpatl, responsavel pela etapa inicial da biossintese de fosfolipidios
e triacilglicerdis, estava diminuida no grupo tratado com miR-122 (Fig. 2H), como esperado, pois ja se sabe
gue miR-122 pode inibir a tradug¢é@o da enzima AGPAT1, por ser um alvo direto (Lou et al., 2022).

miR-122 mimic time course
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Por ultimo, a transfecgdo com mimético de miR-122 aumentou os niveis de ll1b, Tnf e IL6, MRNAs
gue codificam citocinas inflamatdrias (Fig. 3A-C). Além disso, foi apontado a diminui¢éo dos niveis de Ptpnl
por se tratar de um alvo validado de miR-122, mas quando aumentado relaciona-se a resisténcia a insulina
(Fig. 3D). No entanto, genes envolvidos com a sinalizagdo da insulina ndo foram alterados, sugerindo que a
superexpressdo de miR-122 pode induzir um estado inflamatério, sem causar resisténcia a insulina em
adipécitos maduros (Fig. 3E-G).
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CONCLUSOES:

E sugerido que a superexpressdo de miR-122 promoveu a lipogénese, a diferenciagdo em
adipécitos e a inflamagdo. Além disso, o excesso de &cidos graxos sintetizados pode estar sendo
direcionado preferencialmente para a producgéo de fosfolipidios e esfingolipidios, em vez de triacilglicerois,
devido a reducdo na expressao de Agpatl. O estudo demonstrou 0 aumento expressivo de miR-122 no
plasma de pacientes com obesidade, embora possivelmente o transporte desse miRNA nao foi através de
exossomos. Dessa forma, concluimos que esse transporte possa ser feito através de outras vias, 0 que
precisa ser melhor investigado.
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