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RESUMO

Introducé@o e Objetivo: O consumo excessivo de é&lcool continua como uma das
principais causas de doenca hepatica em todo o mundo. Os microRNAs sao pequenos
RNAs ndo codificantes que atuam no nivel pds-transcricional para regular a expressao
de seus respectivos RNAs mensageiros. Na atualidade, estdo sendo utilizados para
diagnostico e progndstico, bem como para futuras terapias génicas de diversas
doencas, inclusive doencas hepaticas. Entre os modelos para os estudos de doencas
hepéticas, o zebrafish vem se destacando por possuir muitas vantagens. O objetivo
deste estudo foi avaliar a expresséo hepatica e sérica de miR-122, miR-155 e miR-
217 em um modelo de exposicao cronica ao etanol em zebrafish adulto. Métodos:
Zebrafish adultos de ambos os sexos, foram divididos em dois grupos (n=281): Grupo
Etanol (GE) exposto a 0,5% v/v na agua do aquario e Grupo controle (GC), sem
exposi¢cdo ao etanol. Apos 28 dias os animais foram eutanasiados. No tecido hepatico
foram realizadas andlises histopatoldgicas, quantificacdo de lipidios e triglicerideos e
a avaliacao das citocinas inflamatérias il-18, il-10 e tnf-a. A expressdo de miR-122,
miR-155 e miR-217 foi quantificada no tecido hepatico e no soro. Resultados: Apés
os 28 dias de exposicdo ao etanol, as andlises histopatol6gicas mostraram leséo
hepética e deslocamento dos nucleos dos hepatdcitos no grupo GE, confirmada pela
guantificacdo de acumulos de lipidios A expresséo génica de il-78 mostrou aumento
no GE, entretanto il-10 e tnf-a ndo apresentaram diferencas entre os grupos. A analise
da expressédo hepatica de miR-122 e miR-155 foram aumentadas no GE, porém miR-
217 hepatico ndo apresentou diferenca entre os grupos. A analise de expressao
circulante de miR-155 e miR-217 apresentou aumento significativo no GE, porém miR-
122 circulante ndo apresentou diferenca entre os grupos. Conclusédo: A exposi¢cao

cronica ao etanol em zebrafish adulto promove dano hepatico, acumulo de lipidios nos



hepatocitos e variacdo nas citocinas inflamatérias do figado. A expressdo dos
microRNAs circulantes e hepaticos é aumentada pela indugdo com etanol. Estes
achados sugerem que os microRNAs juntamente com este modelo € adequado para

estudos de mecanismos, fisiopatogenia e até terapéutica da DHA.

Palavras chave: Doenca hepatica alcoodlica, MicroRNAs, Zebrafish



ABSTRACT

Introduction and Aim: Excessive alcohol consumption continues as one of the main
causes of liver disease worldwide. MicroRNAs are small non-coding RNAs that act at
the post-transcriptional level to regulate the expression of their respective messenger
RNAs. Currently, they are used for diagnosis and prognosis, as well as future gene
therapies of various diseases, including liver diseases. Among the models for liver
disease studies, zebrafish has been shown to have many advantages. The aim of this
study was to evaluate the hepatic and serum expression of miR-122, miR-155 and
mMiR-217 in a model of chronic exposure to ethanol in adult zebrafish. Methods: Adults
zebrafish wild type of both sexes were divided into two groups (n = 281): Ethanol Group
(EG), exposed to 0.5% v/v in the aquarium water and Control Group (CG), without
exposure to ethanol. After 28 days the animals were euthanized Histopathological
analysis, quantification of lipids and triglycerides and evaluation of inflammatory
cytokines il-18, il-10 e tnf-a were performed in liver tissue. Expression of miR-122, miR-
155 and miR-217 was quantified in liver tissue and serum. Results: After 28 days of
exposure to ethanol, histopathological analysis showed hepatic lesion and
displacement of hepatocyte nuclei in the EG, confirmed by the quantification of lipid
accumulations. The gene expression of il-18 showed increase in EG, but il-10 and tnf-
a showed no differences between groups. Analysis of hepatic expression of miR-122
and miR-155 was increased in EG, but hepatic miR-217 showed no difference between
groups. The analysis of circulating expression of miR-155 and miR-217 presented a
significant increase in the EG, but miR-122 circulating did not present difference
between the groups. Conclusion: Chronic ethanol exposure in adult zebrafish
produces hepatic damage, lipids accumulation in hepatocytes and variation in the

inflammatory cytokines of the liver. The expression of circulating and hepatic



microRNAs is altered by induction with ethanol. These results indicate that miRNA, as
well as the adult model of zebrafish, are potential tools for the study of mechanisms,

pathophysiology and even ALD therapy.and possible therapeutic targets.

Keywords: Alcoholic liver disease, microRNAs, zebrafish.
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1. INTRODUCAO

A Doenca Hepatica Alcoolica (DHA) € uma patologia de preocupacado para a
populacao e o Estado. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de
2018, estima-se que 3% de todas as mortes globais estdo relacionadas com o alcool.
O Relatorio Global sobre Alcool e Satude de 2018 publicado pela OMS, ressalta que
individuos com idade a partir de 15 anos consumiram em torno 6,4 litros de alcool
puro, equivalente a 13,9 gramas por dia. No Brasil o nimero é ainda maior, em 2016
0 consumo estimado foi equivalente a 7,8 litros de alcool puro per capita. No mesmo
ano foram registradas 3 milhdes de mortes em todo o mundo relacionadas ao
consumo de alcool’. A DHA acarreta em prejuizos econdmicos, pois potencializam os
custos de hospitais e outros dispositivos do sistema de saude, judiciario,
previdenciario, e a produtividade no trabalho. Seu tratamento ainda € escasso sendo

o tratamento mais eficaz a abstinéncia de alcool?.

A DHA se caracteriza por um espectro de lesGes hepaticas que variam de
esteatose caracterizada pela presenca de lipidios em pelos menos 5% dos
hepatécitos, podendo acarretar em esteato-hepatite, fibrose, cirrose e até carcinoma
hepatocelular (CHC) em alguns casos. 4 56, Na DHA esta envolvido os efeitos do
alcool e os metabdlitos toxicos em varios tipos celulares hepaticos, o que regula

positivamente a cascata inflamatoéria’.

Atualmente vem se estudando a possibilidade de utilizar novas ferramentas de
diagnésticos e alvos terapéuticos, entre elas os microRNAs. Os microRNAs sdo
pequenos RNAs de 18-24 nucleotideos nao codificantes, estes estdo envolvidos em
varios processos celulares e possuem a caracteristica de migrar pela corrente

sanguinea protegidos por vesiculas que evitam sua degradacéo® %10 11, |sto faz deles
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uma potencial ferramenta para diagndéstico, estudos de novos mecanismos € no uso

da terapéutica ’.

Os microRNAs sédo abundantes no figado e modulam um espectro de processos
celulares associados a lesédo hepética, como inflamagé&o, apoptose e regeneracao dos
hepatocitos. Alguns microRNAs ja foram encontrados e apresentaram sua expressao
alteradas com a exposicédo ao etanol’. O miR-122, miR-155 e o0 miR-217 s&o alguns
candidatos a serem estudados na DHA, pois ambos tém suas expressdes modificadas

frente a este tipo de dano hepatico & 12 131415,

Para o estudo de doencas hepéaticas o zebrafish como modelo animal vem se
destacando. E um peixe de agua doce que apresenta inimeras vantagens como sua
homologia anatdmica, fisiolégica e molecular com os mamiferos®. Os genes do
zebrafish sdo altamente conservados em relacdo aos humanos, tornando-o um
interessante modelo para estudar os mecanismos basicos para o estudo da doenca
hepatica como a DHA. O zebrafish possui as vias de metabolizacédo do alcool e a sua
exposicao ao etanol é facilitada, precisando s6 adicionar o etanol na agua dos

aquariost’ 18,
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doenca Hepatica Alcodlica

2.1.1 Caracteristicas gerais

A Doenca Hepatica Alcoolica refere-se a danos no figado causados pelo
consumo excessivo de alcool. E uma das principais causas de cirrose, CHC,
insuficiéncia hepética aguda e crbnica, e por sua vez, causa morbidade e mortalidade
significativas em todo mundo?®. Ela é caracterizada por um espectro de lesdes que
variam de esteatose simples e esteato-hepatite, podendo gerar lesbes mais graves

como fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular?® (Figura 1).

Figado Normal

\i0-90°o

. ) 0,
Cirrose 310%
20-40%

Esteato-hepatite

Alcodlica

Figura 1: Espectro da doenca hepatica alcodlica. O consumo excessivo de etanol gera um
amplo espectro de lesfes hepaticas. A esteatose € a lesdo mais com comum, cerca de 90%

das pessoas que bebem em excesso, cerca de 4 a 5 doses por dia. Continuando com este
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consumo pode acarretar em lesdes mais graves como a esteato-hepatite (inflamacéo do
figado), fibrose, cirrose e até carcinoma hepatocelular. Fonte: Farooq & Bataller?:.

A primeira lesd@o a ser considerada € a esteatose hepatica (acumulo de lipidios
nos hepatdécitos) que pode se desenvolver em 90-95% dos homens que consomem
doses de etanol superiores a 40 g/dia e mulheres que ingerem 20g/dia ou mais,
contudo pode ocorrer em individuos com um consumo menor 2% 23, A esteatose
hepatica € geralmente assintomatica e pode ser completamente reversivel com
abstinéncia do alcool por 4 a 6 semanas. No entanto, cerca de 5% a 15% do pacientes

podem progredir para fibrose e cirrose 2.

O consumo excessivo de alcool é considerado o maior fator de risco para
doencas cronicas e foi responsavel por 3% de todas as mortes em 2016.0 consumo
de alcool estd diretamente associado a morte por doenca hepatica, e impactando
assim, grandes custos sociais e econdmicos®. Segundo o relatério global sobre alcool
e saude de 2018-OMS, no Brasil cerca de 40% da populacdo consumiu alcool nos
altimos 12 meses. No ano de 2016, o consumo estimado em nosso pais foi de 7,8
litros de alcool puro per capita, sendo que a média de consumo mundial € de 6,4 litros,

mostrando assim que o perfil do brasileiro esta acima da média?.

2.1.2 Mecanismos de Ac&o do Alcool

O figado é o principal 6rgdo de metabolizacdo do alcool no organismo, sendo
este processo realizado em trés etapas distintas. A primeira etapa € pela enzima alcool
desidrogenase, enzima responsavel por converter alcool em acetaldeido, que
rapidamente é convertido em acetato pela enzima aldeido desidrogenase e
eventualmente é metabolizado em diéxido de carbono e agua 2°. A segunda etapa

envolve o sistema de MEOS (do inglés Microsomal Ethanol Oxidizing System) e o
16
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citocromo P450 2E1 (CYP2E1l), que compreendem uma forma alternativa de
metabolizacdo do alcool. A terceira é a via é da catalase que esta localizada nos
peroxissomas dos hepatdcitos® 26 (Figura 2). O metabolismo do alcool acarreta na
geracdo de um metabdlito toxico, o acetaldeido, que reage com algumas proteinas
para formar adutos de acetaldeido resultando assim, em funcbBes proteicas
inadequadas. Seu metabolismo também induz o aumento da producdo de ROS (do

inglés Reactive Oxygen Species) através do CYP2E1?’.

A. CH3CHpOH + NAD+*—— CH3CHO + NADH + HT
ADH

B, CH3CHo0H + NADPH + H' + Qg CH3CHO + NADP" + 2Hy0
MEOS

NADPH

C. [— NADPH + H' + Opmme—eetp NADP" + Hy 0,
Oxidase

<+

L Hzoz + CH3CHg OH—— 2H3 0 + CH3CHO
Catalase

Figura 2: Representactes simplificadas dos sistemas de oxidagdo do etanol. A) Oxidagdo
pela alcool desidrogenase, a primeira etapa ocorre no citosol e a segunda na mitocondria,
envolvendo a aldeido desidrogenase; B) A via das enzimas microssomais oxidativas que
envolve a atividade do citocromo P450 2E1; C) Via da catalase. Fonte: Lieber et al,?®. ADH:

alcool desidrogenase; MEOS: microsomal ethanol oxidizing system

O consumo cronico de bebidas alcodlicas pode aumentar a permeabilidade da
membrana intestinal, levando ao aumento de endotoxinas derivadas do intestino para
o sangue e figado. Um dos principais produtos bacterianos translocados desde o
intestino sdo os lipopolissacarideos (LPS) que ativam o receptor Toll-like-4 (TLR4),

expressos em macrofagos recrutados, hepatdcitos, células endoteliais sinusoidais e

17



células estreladas e acabam levando a ativacdo das células de Kupffer 2% 30, Estas
podem liberar uma grande quantidade de ROS e citocinas inflamatoérias, iniciando
assim a cascata inflamatéria®® (Figura 3). Foi demostrado que a resposta imunitaria

inata referente ao etanol desempenha papel predominante na patogénese da DHA. 3%

32

Entretanto, a imunidade inata compreende barreiras fisico-quimicas, bem como
defesa celular contra qualquer invasor ou agente imunolégico que o sistema
reconhece como perigoso. As células de defesa que incluem as células imunes e em
conjunto com algumas proteinas (citocinas), normalmente estdo bem equilibradas
para responder a qualquer perigo, evitando ativacao imune desnecesséria. O alcool
acaba gerando conflito no equilibrio entre células de defesa e proteinas, gerando uma

resposta imune que resulta em inflamacao3% 33,

LPS
}

TLR4

MyD88 -dependent MyDBB-indepcndcnt\

N ’
IFN promoter
\d

Pro-inflomm'atory cytokines
TNF-a, IL-1, IL-6, chemokines \ Type I IFNs /

Figura 3. Sinalizagédo de TLR4 na DHA. O LPS é detectado pelo TLR4, que induz as vias de
sinalizagdo MyD88 —dependente e MyD88 independente, assim desencadeando a cascata
inflamatéria. Fonte: Szabo et al.,**. TLR4: Toll-like receptor 4; DHA: Doenca Hepatica

Alcodlica; LPS: Lipoolissacarideo; MyD88: Myeloid differentiation primary response 88.
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Dentro das citocinas pro-inflamatorias encontramos a IL-1B (do inglés
Interleukin) de grande importancia na DHA. Tanto em modelos animais, como em
pacientes com DHA tem se relatado que os niveis circulantes e hepéticos de pro-IL B
estdo aumentados®® 37, A IL-1B é produzida como pré-IL-B inativa em resposta a
estimulos inflamatérios, que incluem tanto produtos microbianos, quanto moléculas

enddgenas toxicas?®.

O TNF-a (do inglés Tumor Necrosis Factor- alpha) est4 envolvido em processos
da inflamacédo sistémica e tem importante papel na mediacdo de processos
fisiol6gicos, como inflamacéo, proliferacdo celular e apoptose®. No figado, este é
produzido principalmente pelas células de Kupffer e tem papel critico na progressao
da DHA, porém seu mecanismo de acéo frente ao alcool ndo esta bem elucidado®.
Apds 0 consumo cronico de alcool, as células de Kupffer exibem maior concentracao

de TNF- a estimulada por LPS4,

A citocina anti-inflamatéria IL-10 é produzida por macrofagos, linfocitos e
células de Kupffertl. A IL-10 tem como funcéo controlar a produgéo endégena de TNF-
a enddgena*?e possui efeito hepatoprotetor na proliferacéo da fibrose*3. Em modelo
animal deficientes em IL-10, o consumo de alcool leva a um aumento na inflamacéo
no tecido hepatico*. No entanto, é dificil descartar se a lesdo hepética observada
nesse estudo é causada por etanol ou toxinas como LPS. Assim, o papel da IL-10 na

DHA deve ser investigado.
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2.2 MicroRNAs e DHA

2.2.1 Biogénese e Funcao dos MicroRNAs

Nos ultimos anos os, estudos acerca do papel de microRNAs vém crescendo
amplamente em diversas comorbidades’ 4% 46, Devido a sua estabilidade e facilidade
de serem encontrados, os tornam alvos como possiveis biomarcadores e na

terapéutica de diversas doencas®.

Os microRNAs foram descobertos em 1993 por Lee et al., nho nematdédeo
Caenorhabditis elegans quando o gene lin-4 ndo foi traduzido em uma proteina
biologicamente ativa. Mais tarde, juntamente com Wightman et al verificaram que o
RNA desse gene possuia complementariedade a multiplos locais na regido 3’'UTR e
apos diversas pesquisas e estudos foi verificada a existéncia desses pequenos RNASs,

que foram denominados de microRNAs?#7: 48:49,

Com o avanco da biologia molecular, foi possivel descobrir que os DNAs nem
sempre produzem RNAs codificantes e por consequéncias sinteses de proteinas®C.
De um modo geral, os RNAs nao-codificantes sao divididos em alguns sub-tipos:
RNAs de transcricdo, pequenos RNAs, que sao subdivididos em siRNAs, microRNAs,
snoRNAs e recentemente RNAs nao-codificadores longos. Os microRNAs tém como
uma de suas principais funcdes o silenciamento do RNA, que o leva a reprimir a
expressao de seus genes alvos, mostrando assim toda a sua importancia em diversas

patologias®?.

Os microRNAs sao moléculas de cadeia simples, de aproximadamente 18-24
nucleotideos nao codificantes, que regulam a expressao de seus RNAs mensageiros

alvos®. Grande parte dos microRNAs séo gerados dentro do nucleo celular pela RNA
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Polimerase Il como transcritos primarios longos (pri-microRNAS) que formam uma
estrutura de forquilha®2. Posteriormente a RNAse Ill Drosha processa 0s pri-
microRNAs em harpins de 70-100 nucleotideos chamados pré-microRNAs. Estes sdo
exportados ao citoplasma através da exportina-5° e processados por outra RNAse |I,

a Dicer. O resultado deste processo € um microRNA maduro de dupla fita de 22

nucleotideos®* %° (Figura 4).
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Figura 4: Via metabdlica dos microRNAs. O microRNA é primeiro transcrito em pri-microRNA
pela RNA Pol lI/1ll apds é clivado pelo complexo Drosha-DGCR2 a pré-microRNA no nucleo.
A hairpin percussora é exportada para o citoplasma através da exportina-5. No citoplasma, o
complexo Dicer-TRBP cliva, o pre-microRNA resultando em um microRNA fita dupla. Assim,
esse microRNA maduro é incorporado no complexo RISC onde ird interagir ao mRNA alvo
ocasionando a interrup¢do do processo inicial de traducéo, a inducédo de sua clivagem, ou
ambos. Fonte Winter et al.,(2009)>.
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Assim, este microRNA maduro serd incorporado ao complexo RNA-RISC (do
inglés RNA-induced silencing complex). Onde somente uma das fitas é incorporada
neste complexo, a qual vai reconhecer e interagir como as extremidades 3’'UTR e
5'UTR (do inglés untraslated region) do mRNA alvo®®, ocasionando a interrupgéo do
processo inicial de traduc&o. Impossibilitando que os ribossomos traduzam a
informacdo do mRNA alvo para uma proteina ou realizar a indug¢édo de sua clivagem,

ou ambos. A outra fita sera degradada pela instabilidade termodinamica®* >,

Além da localizacao intracelular, os microRNAs também s&o encontrados em
fluidos corporais, incluindo o soro, plasma, urina e saliva®®. Evidéncias sugerem que
eles estdo presentes na fragdo proteica, bem como nos exossomos que estdo na
circulacdo® o que confere sua alta estabilidade. Isto permite quantificar os microRNAs
em tecidos especificos e nos fluidos, tornando-se atraentes para a descoberta como
biomarcadores em diversas patologias®. Até outubro de 2018 foram descritas 38.589
moléculas de microRNAs em plantas, animais e virus no site miRBase®® e podem ser

utilizadas como alvo para regulacdo de proteinas nas doencas’.

2.2.2 miR-122, miR-217 e o miR-155 na DHA

Alguns microRNAs estudados na DHA sao os miR-122, miR-217 e o miR-155
(Figura 6)% 13, Os microRNAs quando apresentam expressdo anormal parecem
caracterizar muitas doencas. Assim, os perfis de expressédo de microRNAs podem se
tornar excelentes ferramentas de diagnéstico e progndstico, bem como a sua
utilizacdo para futuras terapias génicas®'. Os microRNAs tém como funcéo regular os

processos biologicos, tipos celulares e influenciar na expresséo génica, incluindo os
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processos hepaticos & 62 63, Alguns microRNAs estudados na DHA s&o os miR-122,

miR-217 e o miR-155 (Figura 5)& %3,

imir190a { )
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Figura 5: Papel dos microRNAs na DHA. O etanol sozinho ou com seus metabdlitos
aumentam os niveis de miR-212 em células epiteliais do intestino. O excesso de LPS no
figado afeta as células de Kupffer, sistema imunol6gico, hepatdcitos e células endoteliais. Em
resposta, as células de Kupffer tornam-se ativas e ha a inducdo de miR-155 e liberacao de
TNF. O TNF provoca alguns prejuizos nos hepatdcitos, e estes danificados liberam moléculas
sinalizadoras de perigo, incluindo o miR-122 que sao reconhecidas por varias células imunes.
A ingestdo de éalcool também aumenta o estresse oxidativo, o que resulta na regulacéo
positiva de MIR-34% e miR-217 e o que talvez diminua o miR-122 nos hepatdcitos. A
desregulacao destes microRNAs resulta em esteatose hepéatica via SIRT1 e outros genes nao
identificados. Fonte: Szabo e Bala (2013)2.

De todos os microRNAs maduros nos hepatdcitos, 70% sdo miRs-122, o que
equivale a aproximadamente 130.000 cépias por célula, sendo sua expresséo

insignificante em outras células e tecidos e é codificado no cromossomo 18 63 64,
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Estudos tém demonstrado que um aumento da expresséo de miR-122 circulante esta
associado com infeccdo pelo virus da Hepatite C, carcinoma hepatocelular (CHC), e
faléncia hepatica aguda induzida por alcool'® %5, Foi demostrado também que em
humanos a expressdo do miR-122 hepatico se correlaciona inversamente com
metastase de CHC. A reducédo de miR-122 diminui a viremia do virus da hepatite C,
triglicerideos séricos e colesterol, sugerindo que o mesmo tem efeitos pleiotrépicos
nos hepatdcitos e doencgas hepaticas®. Nos hepatdcitos, miR-122 regula diretamente
e indiretamente genes envolvidos na exportacdo e sintese lipidica, bem como na
homeostase do colesterol, assim o tornando relevante para o estudo da esteatose

Embora exista uma ampla literatura da expressdo do miR-122 em distintas
doencas hepaticas, na DHA sua expressao ainda € contraditoria. Assim, no estudo de
Satishchandran et al, figados de pacientes com cirrose alcodlica e figados de
camundongos alimentados com alcool, tiveram a expressdo do miR-122
significativamente reduzida®3. Por outro lado, no estudo de McCrae et al, foi verificado
que individuos que ingeriram bebidas alcodlicas, a expressdo de miR-122 em
amostras de sangue teve um aumento de 1,95 vezes quando comparado a amostras

antes da ingestédo do alcool®,

A esteatose é o primeiro estagio de dano hepéatico na DHA. O acumulo de
lipidios como triglicerideos nos hepatdcitos gera uma superoxidacdo de lipidios e
estresse oxidativo, o que resulta em apoptose e inflamacdo hepatica®. Um dos
microRNAs que majoritariamente esta envolvido com a inflamacéo e é regulador de
respostas imunes no tecido hepatico € o miR-155, o qual desempenha um papel em

relacdo com as citocinas pré-inflamatérias®® °°. O miR-155 é codificado e processado
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a partir de um exon néo-codificante de RNA, transcrito a partir B-cell integration Cluster
localizado no cromossomo 217°. Evidéncias crescentes indicam que o miR-155 esta
envolvido em diversos processos bioldgicos, incluindo hematopoese, inflamacao e

imunidade?s.

A alteracdo da expressédo de miR-155 foi relatada em modelos animais com
hepatite alcodlica *. Estudos apontam para o papel promotor do &lcool sobre o
aumento de expressdo de miR-155. Bala et al. encontraram niveis aumentados de
miR-155 nas células de Kupffer em modelo animal de DHA, indicando que esse
microRNA estaria envolvido na resposta inflamatéria de macréfagos®® 1. O miR-155,
entretanto, parece desempenhar um importante papel no desencadeamento da
resposta inflamatéria da DHA regulando a expressdo de NF-kB (do inglés nuclear
factor kappa-) e TNF-a. Por outro lado, o miR-155 também regula a expressdo do
PPAR-a e PPAR-y (do inglés Peroxisome proliferator-activated receptor) que regulam

a esteatose alcodlica através de seus efeitos na via do metabolismo lipidico 7+ 72 73,

Estudos recentemente demonstraram que a Sirtuina 1 (SIRT 1) SIRT1 é um
dos alvos mais importantes da acdo do etanol no figado’™ 7. O miR-217 esta
relacionado com o metabolismo de lipidios através da via da Sirtuina 1 (SIRT1),
proteina responsavel pela regulagdo do metabolismo de lipidios através da
desacetilacdo e modificacdo de residuos de lisina nos reguladores transcricionais'?
13, A exposicdo cronica ao etanol inibe a transcricdo de SIRT1 levando a um excesso
de acimulo de lipidios nos hepatdcitos!? 13, Em outro estudo dos mesmos autores foi
relatado que a expressao de miR-217 esta correlacionado com o0 aumento de citocinas
inflamatorias, mostrando assim que o miR-217 desempenha papel critico na regulacao

da inflamacé&o hepatica alcodlica.
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Assim, embora o miR-122 seja 0 mais estudado nas doencas hepaticas,
inclusive na DHA, os resultados de sua expressao ainda sao controversos. Entretanto,
os estudos relacionados aomiR-155 e ao miR-217 e sua associacdo com a DHA séo
escassos. Os estudos para entender as fungcdes dos microRNAs tem muitos aspectos
potenciais que podem ser utilizados para a melhoria de tratamentos e no cuidado de
pacientes com DHA’. As perspectivas dos microRNAs no desenvolvimento de
tratamentos de patologias vem se destacando, porém ainda € dificil verificar o alvo do
microRNA e revelar o seu mecanismo de agdo nas doencas, especialmente na DHA'.
Consequentemente, 0s avancos nas pesquisas sobre os microRNAs se tornam
necessarios para entender melhor os mecanismos envolvidos nas doencas, assim

como possiveis alvos terapéuticos e marcadores mais sensiveis e especificos.

2.3 Modelos Experimentais de DHA

Para o estudo da DHA existem alguns modelos experimentais semelhantes
com o que ocorre na clinica para diversos aspectos da DHA. As primeiras tentativas
de estudar DHA em modelos animais comecaram no ano de 1950, usando

principalmente roedores e primatas’®.

Atualmente, ha progresso significativo no desenvolvimento de modelos, com os
quais, visam investigar os mecanismos de inicio e progressao da DHA. Para que um
modelo seja eficaz, € necessario que ele possa replicar a etiologia e histéria natural
da doenca humana /. Os animais mais utilizados como modelos de DHA s&o os
roedores, principalmente ratos e camundongos, porém tais modelos ainda ndo exibem

0 espectro completo da DHA como em humanos "8 7°.

Varias hipoteses estdo sendo geradas para explicar essa discrepancia da leséo

hepatica entre humanos e roedores apds a exposicdo ao etanol. Notavelmente, a
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maioria dos roedores tem uma aversao natural ao alcool e tendem a consumir etanol
apenas pelas calorias, em vez de terem o desejo de consumir. Os roedores também
tém uma taxa catabdlica 5 vezes mais rapida do que em humanos &. Essas
caracteristicas acabam gerando menos danos aos roedores apds a exposicao o etanol
do que em humanos. A diferenca do sistema imune inato também deve ser
cuidadosamente considerada como resposta imune, assim como o padrdo da

inflamacé&o que desempenha um papel critico na patologia da DHA®.

Varios modelos empregando roedores foram estabelecidos para investigar os
efeitos tanto da exposi¢cédo aguda, quanto da exposicéo cronica ao etanol, para avaliar
o0 inicio e progressdo da DHA. Para conseguir um modelo ideal de DHA, deve se
considerar fatores como: quantidade de &lcool, via de administracdo, tempo de
duracdo e a espécie animal. A quantidade e duragdo do etanol que o animal recebe
devem ser suficientes para manter um nivel de concentracdo de alcool no sangue e

por tempo suficiente para criar uma lesédo aguda ou crénica 82 8384,

Umas das primeiras dietas projetadas para estudar o efeito do consumo de
alcool in vivo é a dieta liquida de Lieber-DeCarli. Esta dieta foi introduzida pela primeira
vez por Lieber em 1963, quem realizou diversos estudos para entender o porqué que
apenas o alcool sozinho ndo produzia danos ao figado. Foi demostrado que quando
os ratos recebiam dieta adequada, a absorcéo do alcool era insuficiente para causar
danos significativos ao figado, devido a aversédo natural dos roedores ao alcool. E
assim foi verificado que eles poderiam combater essa aversdo em uma dieta liquida
contendo etanol sem nenhum outro alimento ou bebida 8% 8% 87, Esta dieta em modelos
cronicos se mostrou Util para estudos de estagios iniciais da DHA e no efeito do alcool

nas alteracdes metabdlicas hepaticas &’.
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Outro modelo alcodlico utilizado em roedores é a dieta ad libitum, onde o élcool
€ administrado na agua das garrafas e € a Unica fonte de agua dos animais,
juntamente com uma dieta padrdo que, os animais tém como livre acesso®,. Este
modelo se mostra de facil manipulacao, pois se tem a concentracéo precisa do etanol
na agua. Possui limitacbes, pois ndo é possivel que os roedores atinjam elevada

concentracdo alcodlicad® 0.

O modelo de infuséo intragastrica de Tsukamoto-French desenvolvido em 1984
é utilizado quando € preciso superar as limitacdes de outras dietas que apenas
produzem danos iniciais da DHA (esteatose). No entanto, nesse modelo h& diversas
desvantagens, visto que necessita implantar um tubo intragastrico, o cuidado dos

animais no pés-operatorio é rigoroso para evitar contaminacao, entre outros®.

Até o momento, nenhum estudo descrito mostrou algum modelo de etanol em
roedores que efetivamente se tem lesdes mais graves da doenca como a hepatite
alcodlica, fibrose e cirrose que nédo haja adicdo de um agente secundario. Assim é
necessario cautela na interpretacdo de dados destes modelos em relacdo ao estado

da doenca em humanos’®.

2.3.1 Zebrafish e Modelos de DHA

O zebrafish (Danio rerio) (Figura 4) € um peixe de agua doce que tem entre 3
a 4 centimetros, vem sendo amplamente utilizado como modelo experimental em
pesquisas cientificas de diversas doencas®’. Este peixe foi descoberto pela primeira
vez no Rio Ganges na india, no final do século 1992 e seu uso ¢ devido a facilidade na
manutenc¢ao, manipulacao e baixos custos. SA0 animais pequenos e ocupam espagos
fisicos menores, tém curto ciclo de vida, possuem homologia anatémica, imunolodgica,

fisioldgica e molecular com mamiferos!®: %3,
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Ap0s 96 horas de fertilizac&o, o zebrafish pode ser comparado com um embrido
humano de trés meses %4. Seu genoma foi inteiramente sequenciado, o que o torna

um étimo modelo animal para estudos moleculares?®: 18,

Figura 6: Zebrafish (Danio rerio): peixe teledsteo de dgua doce de facil manutencao, rapida
reproducdo e baixos custos de manutencao.

Em comparacdo com os mamiferos, a arquitetura hepatica e celular no
zebrafish sédo unicas. O figado do zebrafish é organizado em 3 l6bulos contiguos (2
laterais e 1 ventral) e estes ndo possuem o pediculo que separa os lobos nos
mamiferos. O zebrafish ndo possui sistema portal, os hepatécitos no figado do peixe
estdo dispostos em tubulos, com ductos biliares circulando entre 2 filas de hepatécitos
95; 96,97 (Figura 7A e 7B). Suas membranas apicais estéo voltadas para o interior do

tubulo e os sinusdides voltados para o lado basal dos hepatécitos (Figura 7B).
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Figura 7: Comparacado da anatomia do figado do zebrafish e do ser humano. 7A Histologia e
arquitetura hepética do zebrafish. 7B: Arquitetura hepatica humana. Fonte Goessling e
Sandler, 2015,

No zebrafish, com excecao das células de kupffer, que sdo as células imunes
hepéticas, todos os outros tipos celulares hepéaticos dos mamiferos foram
identificados. Além disso, as células hepéticas do zebrafish apresentam semelhancas
com os mamiferos e desempenham as mesmas fungdes, incluindo a secrecao biliar,
armazenamento de glicogénio e lipidios, resposta a insulina, metabolismo e secrecao

de proteinas séricas?: 99 100,

E imprescindivel destacar que um determinante da suscetibilidade as doencas
entre espécies € a variacao genética. Os mesmos fatores de variacdes no fendétipo e
respostas a fatores ambientais em humanos, incluindo polimorfismos genéticos e
fatores epigenéticos, alteram a suscetibilidade para doencas no zebrafish'%!, Ja foi
demostrado, por exemplo, que as variagdes na suscetibilidade do zebrafish frente a
esteatose induzida pelo alcool ou por lesdo toxica mediada por acetamiofeno sao

semelhantes aos seres humanos!’: 102,

Assim, o zebrafish apresenta similaridade com os humanos, tanto na
composicdo celular hepatica, respostas imunes, funcdo, sinalizacdo e resposta a
lesdo, bem como os processos celulares nas doencas hepaticas. Os genes desses
peixes sao altamente conservados em relacdo com os genes dos humanos, o que
torna o zebrafish um modelo Util para estudar os mecanismos basicos da doenca

hepatical®.

E importante ressaltar o facil manuseio nos modelos de &lcool com zebrafish,
sendo necessario apenas a adigdo de etanol na agua dos aquérios ou placas, onde a

dgua gera exposicdo continua, pois 0s peixes ingerem a agua enquanto estdo
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respirando. Ja nos modelos com mamiferos para estudo do efeito do alcool, as
alternativas, como j& mencionadas, sdo que os animais bebam ad libitum ou que

necessitem de infusdo intragastrica, gerando muitas desvantagensi®.

O primeiro modelo de etanol em zebrafish foi descrito em 1971 por Laale et al,
onde embrides eram expostos por 24 horas em concentracdes de etanol graduadas
entre 1% a 3% e foi encontrado anormalidades na medula espinhal e olhos%. O
modelo de DHA em zebrafish foi descrito em 2009 por Passeri et al, onde foram
expostas larvas de zebrafish ao etanol por 32 horas em uma concentracdo de 2%. A
exposi¢do resultou sinais caracteristicos e iniciais da DHA aguda, que incluiam
hepatomegalia, estetaose e alteracdes na expressdo génica hepatica de genes
relacionados ao metabolismo lipidicol’. Em 2012 Jang et al., utilizaram zebrafish
adultos para estudar a Doenca hepatica gordurosa alcodlica, para entender como o
metabolismo é regulado no decorrer da doenca. Os animais foram expostos a
concentracdes de etanol que variavam de 1% a 2% por 9 horas durante 7 dias. Com
a concentracdo de 1,2%, foi possivel verificar que 0s animais estavam com aumento
dos depésitos de lipidios no tecido hepético, sendo essa a concentracédo utilizada para
0 estudo do metabolismo da doenc¢al®®. Em 2015 Lin et al., desenvolveram um modelo
de etanol crénico em zebrafish adultos machos com exposicao a 1% de etanol durante
90 dias, foi verificado ao final do estudo que os animais desenvolveram caracteristicas
da esteatose alcodlica e esteato-hepatite, como acumulo de lipidios nos hepatdécitos,

balonizacgédo e corpos de Mallory°®,

Em nosso Laboratério Experimental de Hepatologia e Gastroenterologia
(LEHG), o modelo de DHA em zebrafish adulto foi padronizado por Schneider et al.,

em 2014, onde animais adultos foram expostos cronicamente ao etanol na
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concentracdo 0,5% adicionado diretamente na agua do aquario por 28 dias. Neste
modelo, foi possivel verificar esteatose hepatica e alteracdo na expressao génica de
il-1@. 107: 108, 109 E jmportante ressaltar que a utilizacdo de peixes adultos permite ao
pesquisador a coleta tanto de amostras séricas, como a de tecido hepatico em maiores

quantidades para as analises.

Cabe destacar que o zebrafish adulto também apresenta sinais de dano
hepético quando € exposto a variadas concentragcbes de etanol por periodos
prolongados?0s 197 110 33 a utilizagdo de larvas é indicada para estudos de efeitos
agudos do alcool, pois as larvas acabam se intoxicando e ndo conseguem se
alimentar®®. O zebrafish € um modelo adequado para o estudo da DHA, pois apresenta
a via de metabolizacao do alcool e a exposicao é facilitada, ndo sendo necessario um

adjuvante para o desenvolvimento da doenca, como é necessario em roedores?®.
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JUSTIFICATIVA

A DHA tem se destacado como uma das principais causas de doenca hepatica
cronica. Acredita-se que o alcool seja responsavel por 2,5 milhdes de mortes todos 0s
anos. O consumo mundial de alcool varia conforme a cultura e os habitos da
populacao, sendo que a duragdo do consumo e a quantidade de alcool ingerida sao

as causas mais importantes para o desenvolvimento da DHA.

Os estudos acerca do papel de microRNAs vém crescendo amplamente. Estes
tém como funcdo regular os processos bioldgicos, tipos celulares e influenciar na
expressdo génica, incluindo os processos hepaticos. Alguns microRNAs tém sido
relacionados a DHA, como o0 miR-122, miR-217 e o miR-155. Estudos para entender
suas funcdes podem ajudar a explorar seus potenciais usos para a melhoria do

diagnéstico, tratamentos e cuidado de pacientes com DHA.

O zebrafish vem sendo utilizado como modelo experimental em pesquisas
cientificas da DHA devido a facilidade na manutencédo, manipulacdo, baixos custos,
curto ciclo de vida e homologia anatémica, imunoldgica, fisiologica e molecular com
mamiferos. Embora os beneficios apresentados do modelo até o momento, ndo ha

estudos sobre microRNAs e a DHA.

Assim, este estudo se justifica pela necessidade de avaliar a expressédo dos
miR-122, miR-155 e miR-217 na DHA em um modelo animal vantajoso como o
zebrafish adulto e assim intensificar o uso deste modelo para o melhor entendimento
dos mecanismos envolvidos na doencga, assim como possiveis alvos terapéuticos e

marcadores mais sensiveis e especificos.
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QUESTAO DE PESQUISA

A exposicdo crbnica ao etanol em zebrafish adulto aumentara os niveis de

expressao hepaticos e circulantes dos miR-122, miR-155 e miR-217 na DHA?
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HIPOTESE

Os miR-122, miR-155 e miR-217 sofrem aumento na sua expresséao hepatica e

circulante frente a exposigéo cronica ao etanol em zebrafish adulto.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao de miR-122, mir-155 e miR-217 em um modelo de

exposicao cronica ao etanol em zebrafish adulto.

Objetivos Secundarios

I.  Avaliar a histopatologia, acumulo lipidico hepatico e triglicerideos
hepéticos no modelo de exposi¢cdo crénica ao etanol em zebrafish
adulto;

[I.  Avaliar as citocinas IL-13, TNF-a e 1I-10 no modelo de exposi¢ao cronica
ao etanol em zebrafish adulto;

lll.  Avaliar a expressdo dos miR-122, miR-155 e miR-217 circulante no
modelo de exposi¢ao cronica ao etanol em zebrafish adulto;

IV. Avaliar a expressédo hepatica dos miR-122, miR-155 e miR-217 no

modelo de exposicao crdnica ao etanol em zebrafish adulto.
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BACKGROUND

Excessive alcohol consumption is still one of the leading causes of liver disease
worldwide. Studies on the microRNAs role have been growing widely. Although miR-
122, miR-217 and miR-155 have been related to alcoholic liver disease, there are still

few studies on its expression in the disease and many of them are contradictory.
AIM

To evaluate the miR-122, miR-155 and miR-217 expression in a chronic exposure to

ethanol model in adult zebrafish.
METHODS

Zebrafish adults wild-type of both sexes were divided into two groups (n=281):
Ethanol Group (EG), expose to 0.5% v/v in the aquarium water, and Control Group
(CG). After 28 days the animals were euthanized and histopathological analysis,
quantification of lipids, hepatic triglycerides and inflammatory cytokines were
performed in liver tissue. Expression of miR-122, miR-155 and miR-217 was quantified

in liver tissue and serum.
RESULTS

After 28 days of ethanol exposure, the EG group showed hepatic lesion, dislocation of
hepatocyte nuclei and increased accumulation hepatic lipid. The expression of il-1f
showed increase in EG, but il-10 and tnf-a showed no differences between groups.
Analysis of hepatic expression of miR-122 and miR-155 was increased in EG, but
hepatic miR-217 showed no difference between groups. The miR-155 and miR-217
circulating expression analysis presented a significant increase in EG, however miR-

122 did not present difference between the groups.
CONCLUSION

Chronic exposure to ethanol in adult zebrafish produces an increase in the
accumulation of hepatic lipids as well as an increase in circulating expression of miR-

155, miR-217 and hepatic expression of miR-122 and miR-155.
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Chronic exposure to ethanol in adult zebrafish produces alteration in the expression

of circulating and hepatic microRNAs.
Keywords: Alcoholic liver disease; miR-122; miR-155; miR-217; Zebrafish; Ethanol.

Core Tip: Excessive alcohol consumption continues as one of the leading causes of
liver disease worldwide. MicroRNAs are small non-coding RNAs. They are being used
for the diagnosis and prognosis of several diseases, including liver diseases. Among
the models for liver disease studies, zebrafish has been notable for its many
advantages. Our study was the first to evaluate microRNAs in ethanol chronic
exposure in zebrafish and we emphasize that they present alterations in their

expression and thus can be used for mechanism and therapeutic studies of the disease.
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INTRODUCTION

Alcoholic liver disease (ALD) is a disorder caused by excessive alcohol consumption.
The causal relationship between alcohol intake and ALD is highly developed, both in
humans and in experimental models. More than 95% of individuals who suffer from
alcohol abuse develop hepatic steatosis. Among them 20-40% progress to
inflammation and fibrosis (steatohepatitis) and 5-10% can progress to cirrhosis and
hepatocarcinomalll. According to data from the World Health Organization (WHO) in
2018, it is estimated that 3% of all global deaths are alcohol-related, and its abusive use
resulted in 0.4 million of the 11 million deaths worldwidel?, which exemplifies the

importance of this public health issuel3l.

MicroRNAs are abundant in the liver and regulate several cellular processes
associated with liver injury such as inflammation, apoptosis, hepatocyte regeneration,
and their dysregulation, may be the pathogenic factor in many liver diseases!4l. Several
studies have demonstrated the expression profile of altered microRNAs in animal
models and/ or patients with ALDI5-8l. Studies about the role of microRNAs in several
pathological entities have been growing widely. These are single-stranded molecules,
of approximately 18-24 non-coding nucleotides, that regulate the expression of
messenger RNAsl®l. MicroRNAs are present in protein fractions and in exosomes
which allow them to circulate through body fluids, including serum, plasma, urine

and salival® 10],

Among the animal models for ALD study, zebrafish (Danio rerio) has become of great
interest. They are easy to maintain, to handle and have low costs. One of its main
advantages is anatomic, immunological, physiological and molecular homology with
mammals[? 12I. The ALD model in zebrafish reproduces outcomes such as hepatic

steatosis, increased lipogenesis and hepatomegaly [13-15].

To date, the role of microRNAs in the zebrafish model in ALD has not been explored,
so the aim of this study was to evaluate the expression of microRNAs as pathogenic
characteristics of the disease in a model of chronic ethanol in adult zebrafish seeking a

better understanding of its expression in fact.
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MATERIALS AND METHODS
Animals

In this study, we used 562 wild-type Danio rerio fish of both sexes, all adults with 4 to
5 cm obtained in an aquariums’ shop. The animals were submitted to a 14-days
adaptation period. The fish were kept in aquariums with a density of 5 fish/liter of
water, with light/dark cycle of 10/14 hours and temperature between 28+2°C. The
parameters of pH, presence of ammonia, nitrates and nitrites were checked
periodically. The animals were fed with frozen artemia (BioArtémia - Brazil) in the
amount of 7% of body weight. This study was conducted in accordance with
international guidelines for the care and use of laboratory animals (GPPG-HCPA 14-
0160, UFRGS 33830).

ALD Experimental Model

The ALD model used was established by Schneider et alll4l. The animals were divided
into two groups (n=281): Ethanol Group (EG) and Control Group (CG). EG was
exposed to ethanol at a concentration of 0.5% (v/v) (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany), added directly into the aquarium. The aquariums water was changed every
two days to maintain alcohol levels. The CG received the same manipulation, but
without exposure to ethanol. Both groups were euthanized 28 days after been exposed

or not to ethanol and their biological samples collected.
Anesthesia and euthanasia

After 28 days, the animals were anesthetized with tricaine 160mg/L (L, Sigma Aldrich,
Misouri, USA) until there was loss of balance in the presence of opercular
movementsll®l. Afterwards, they were killed by exsanguination!’”] and the liver and
blood were properly collected and stored for further analysis, according to the protocol

of each technique.

Histopathological analysis and evaluation of lipid content in the liver
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Hepatic tissue samples were fixed in Tissue Tek® O.T.C. Compound (Sakura,
California, USA), cryosectioned (Leica Biosvystems, Wetzlar, Germany) (3-5 pm) and
stained with H&E and with Oil Red (5mg/mL in propylene glycol) to evaluate the
presence of lipids. All sections were examined under an optical microscope.

Microphotographs were used to record the samples (1n=5).

The quantification of lipid deposits in the liver was performed using the modified
protocol of Gémez-Lechon et alll8]. Previously, hepatic tissues were homogenized with
PBS (20mg tissue/ml) and incubated with 1pl of the Nile Red solution (Img/ml in
acetone) (Sigma-Aldrich, WGK Germany) for 15 min at 37 °C. Fluorescence was
measured at 488 nm of excitation and 550 nm of emission (SpectraMax M3). Obtained
results were normalized from total proteins obtained by the Bradford method[!

present in the homogenate (1=8).

Doses of hepatic triglycerides were performed using kits (Labtest S.A, Brazil)[2l

according to the manufacturer's instructions. Four pools of 3 livers were used for each
group.

Evaluation of the gene expression of inflammatory cytokines

Nine pool of 5 livers was used for analyzes. RNA from hepatic tissue was extracted
using the RNeasy Mini Kit (Qiagen®, Germany) and converted into cDNA through
the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems ™™,
Lithuania) using random primers. The hepatic gene expression of il-1f, il-10 and tnf-a
was evaluated by TagMan probes (Applied Biosystems, United States) (Table 1) and
efla was used as the endogenous gene. The values were calculated by the formula (2-

(AACH) (n=9 pools).
Evaluation of microRNA expression

Serum was isolated from the blood collected by centrifugation at 3500 rpm (Heraeus
Fresco 17, Thermo Scientific) for 15 minutes. A pool of serum of 15 fish and a pool of
liver of 5 fish was performed for analysis. MicroRNA was extracted from serum and

hepatic tissue using the miRNeasy Mini Kit (Qiagen®, Germany) and converted to
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cDNA through the TagMan MicroRNA Reverse Transcriptase Kit (Applied
Biosystems™, Lithuania) using specific primers. The miR-122, miR-155 and miR-217
expression was assessed by qRT-PCR with TagMan MicroRNA Assays probes
(Applied Biosystems™, United States) (Table 1) and dre-let-7d was used as the
endogenous gene. Values were calculated by the formula (2-(AAY) (serum n=10 pools,

liver n = 9 pools).

Tablel. TagMan Assays:

Gene Assay ID
hsa-miR-122 dre-miR-122
hsa-miR-155 dre-miR-155
dre-miR-217 dre-miR-217
dre-let-7d dre-let-7d-5p
il1b Dr03114368_m1
il10 Dr03103209_m1
tnfa Dr03126850_m1
eflalll Dr03432748_m1

Statistical analysis

The results were described in mean and medians and interquartile range. Differences
between groups were measured using the Mann-Whitney test. The SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) program, version 18.0 was used to process and analyze

the data. The level of significance was 5%.
RESULTS
Histopathology, lipid deposits and hepatic triglycerides

The use of 0.5% (v/v) ethanol was effective in inducing hepatic steatosis in animals
exposed chronically for 28 days. The EG showed liver damage and displacement of
nuclei to the periphery of cells as well as lipid accumulation in comparison with CG
(Fig 1A-D). This increase was confirmed with quantification of lipid accumulation
with the Nile Red technique (77.7 vs 52.2; p=0.046) (Fig 1E). The quantification of
triglycerides showed an increase in EG (n=4) when compared to CG (n=4), but the

difference was not statistically significant (Fig 1F).
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Figure 1. Histopathological aspects, lipid accumulation and hepatic triglycerides. A
and B staining with H&E. C and D staining with Oil Red. A and C CG, B and D EG
100x. E) Quantification by Nile Red of the accumulation of hepatic lipids. F) Liver

triglycerides. Data expressed as min to max. *Significant statistical difference between

CG and EG; CG: control group; EG: ethanol group.

Hepatic inflammatory parameters



The quantification of the il-1f gene expression showed a significant increase in the EG
of 4.9 times more when compared to the CG (p = 0.003) (Fig 2A). No significant
difference was observed in the hepatic expressions of il-10 and tnf-a between groups

(Fig 2B and 2C).
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Figure 2. Hepatic gene expression of A:il-13 B: il-10 and C: tnf-a. Data expressed as
mean and min to max. *Significant statistical difference between CG and EG; CG:
control group; EG: ethanol group. II-1p Interleukin 1 Beta; II-10: Interleukin 10; TNF-

a: Tumor necrosis factor alpha.

Expression of hepatic and circulating microRNAs

When evaluating the expression of hepatic miR-122 and miR-155, a significant increase
of 4.9 and 3.5 times, respectively, was observed in the EG compared to the CG (p <0.001
and p = 0.002). The hepatic miR-217 expression showed an increase in EG, it was not

statistically significant (Fig 3A-C).

Expression of circulating miR-122 did not show a significant difference between the
groups, but the EG showed an increase in expression of circulating miR-155 and miR-
217 of 2.4 and 1.5 times respectively when compared to CG (p = 0.007 e p = 0.041) (Fig
3 DF).
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Figure 3. A-C) Expression of miR-122, miR-155 and hepatic miR-217 respectively. D-
F) Expression of circulating miR-122, miR-155 and miR-217 respectively. *Significant
statistical difference between CG and EG; Data expressed as mean and min to max.

CG control group; EG: ethanol group.

DISCUSSION

In recent years zebrafish has become an important and interesting animal model for
the study of several diseases, among them hepatic diseases, such as, for example,
steatosis, ALD, non-alcoholic fatty liver disease [14 21-24. The model of chronic liver
disease by ethanol in zebrafish is already well established, showing easy application,

requiring only 28 days of exposure to ethanol [ 23]. Study of microRNAs in this model
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has a high potential to determine its expression profile and can be used as a tool for

diagnosis and possible therapeutic targets.

After 28 days of chronic exposure to ethanol, our results showed the effectiveness of
the ALD model through accumulation of lipids and liver damage. These findings are
in agreement with several studies that evaluate different concentrations of ethanol

using adult larvae or zebrafish [14,15 26-30],

Ethanol induced hepatic injury is mediated by an inflammatory response involving
the innate immune system and is associated with increased production of pro-
inflammatory and anti-inflammatory cytokines31-33. Some studies have shown that IL-
1P activation acts on the pathogenesis of alcohol-induced inflammation in the liver[3+
%1 Our results showed increased gene expression in il-1f hepatic tissue in EG,
suggesting that the animals developed an inflammatory process. TNF-a, a cytokine
involved in processes of systemic inflammation, plays an important role in the
mediation of physiological processes, such as inflammation, cell proliferation and
apoptosisi3¢l. The gene expression of tnf-a was increased in EG, but its increase was not
significant. The anti-inflammatory cytokine IL-10 plays a key role in ALD, controlling
the production of endogenous TNF-a and has a hepatoprotective effect on fibrosis
proliferation. In agreement with Schneider et all3”], no differences were observed in il-
10 expression between the groups. Sepulcre et all38 suggested that zebrafish may

respond with less sensitivity to LPS, and has a less intense anti-inflammatory response.

Recently, microRNAs have been extensively studied in ALDI> 3941l The miR-122 is
liver specific, and there is evidence that it plays an essential role in the regulation of
hepatocyte differentiation[*2]. The results on miR-122 expression in the literature are
still contradictory. In our study, after exposure to ethanol for 28 days, increased
hepatic expression of miR-122 was observed, but the circulating form of miR-122 did
not present significant difference between groups. These data agrees with the study
by Dippold et all*0l who studied the exposure of rats to ethanol and found an increase
in hepatic miR-122 expression in these animals. However, Satishchandran et all®]
evaluated livers of patients with alcoholic cirrhosis, verifying a decrease in miR-122

expression. These authors also evaluated mice under the Lieber-DeCarli diet and also
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found a decrease in hepatic miR-122 in the exposed group in relation to the control
group. On the other hand, Bala et alll used rats as a ALD model and induced the
animals for 35 days with the Lieber-DeCarli diet. Results showed an increase in
circulating levels of miR-122. Further studies are needed to help define the role of miR-

122 in DHA.

The miR-155 is related to inflammatory processesl*l and we found in our study an
increase in its hepatic and circulating expression in the GE. These findings are
consistent with the studies by Bala et all®l which observed a significant increase in
circulating miR-155 expression, suggesting that alcohol consumption not only
provoked accumulation of lipids in the liver, but also resulted in inflammation.
Another study from the same group also showed an increase in circulating miR-155 in
mice receiving the Lieber-DeCarli diet, together with the increase of TNF-a in

hepatocytes in vitrol43l.

Regarding miR-217 related to lipid metabolism inhibiting the SIRTUIN 1 (SIRT1)
pathway [7 41, in our study, although hepatic miR-217 had no significant difference
between the groups, we reported an increase in the circulating form of miR-217 in EG.
Yin et all’l evaluated the role of miR-217 in regulating the effects of ethanol on the AML-
12 cell line and livers of chronically ethanol-treated mice. They found an increase in
miR-217 levels and an excess of fat accumulation in the cells. According to the authors,
miR-217 impairs the functions of LIPIN-1 in hepatocytes. In another study, the same
authors evaluated the role of miR-217 in ethanol, LPS responses, or a combination of
both in RAW 264.7 macrophages and isolated cells from mouse liver. In macrophages,
ethanol increased the expression of LPS-mediated miR-217 and the production of pro-
inflammatory cytokines compared to only LPS or ethanol. The authors suggest that
miR-217 is an essential regulator involved in hepatic inflammation induced by
ethanoll’l. These data suggest that miR-217 is a specific target of ethanol action in the
liver and may present as a potential therapeutic target for the treatment of human

alcoholic fatty liver diseasel4!.

Our results are the first to show that expression of miR-122, miR-155 and miR-217 is

altered in adult zebrafish on exposure to chronic ethanol. These results are in
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agreement with the accumulation of lipids in the hepatic tissue and with the altered
expression of inflammatory cytokines. These findings suggest that microRNAs may be
possible tools can thus be used for mechanism and therapeutic studies of the disease
biomarkers of liver damage produced by chronic exposure to ethanol. We believe,
therefore, that this model is suitable for future ALD mechanism, pathophysiology and

therapeutic studies.
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CONCLUSOES

No modelo de exposicdo cronica em zebrafish adulto observamos lesdo
hepatica, deslocamento dos nucleos para a periferia das células no GE em
relacdo ao GC juntamente com o aumento de acumulo de lipidios hepaticos;

As citocinas il-16 e tnf-a aumentaram a expressao génica frente & exposicao ao
etanol cronico, entretanto tnf-a ndo mostrou diferenca significava e il-10 n&o se
mostrou alterada entre 0s grupos.

A expressdo de miR-155 e miR-217 circulante aumentou no GE em relacdo ao
GC, entretanto miR-122 ndao mostrou diferenca significativa entre os grupos.

A expressao hepética de miR-122 e miR-155 se mostraram aumentadas no GE
em relacdo ao GC, porém miR-217 ndao mostrou diferenca significativa entre os

grupos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo do estudo foi avaliar a expressdo de miR-122, miR-155 e miR-217
em um modelo de exposicao crénica ao etanol em zebrafish adulto. Até 0 momento,
embora ja se tenha estudos com DHA e microRNAs, nenhum estudo utilizou como
modelo o zebrafish, no qual foi exposto cronicamente ao etanol, assim demostrando
a originalidade do estudo. A utilizacdo deste modelo traz vantagens, pois nao €&
necessario um agente secundario para causar o dano hepatico, o que o torna um
excelente modelo animal para estudos de DHA e possiveis terapéuticas para esta

patologia.

Os microRNAs sdo moléculas reguladoras importantes, tantos em animais e
plantas e tem como funcéo regular a expressao de genes. Evidéncias sugerem que
0s microRNAs estdo presentes na fragao proteica, bem como nos exossomos o que
confere uma alta estabilidade. Isto permite quantificar os microRNAs em tecidos
especificos e nos fluidos, tornando-se atraentes como biomarcadores em diversas
patologias. Alguns estudos ainda relatam que os microRNAs regulam 0s processos
de proliferacdo celular e apoptose, que sédo a chave para a formacdo do cancer.
Embora, os microRNAs se mostram como potenciais ferramentas para o diagndéstico
e alvos terapéuticos, ainda a literatura € um pouco contraditéria diante de sua

expressao na DHA.

Na tabela 1 € apresentado um resumo dos estudos realizados em pacientes e
modelos animais de DHA, onde s&o avaliadas a expressdo de miR-122, miR-155 e o
miR-217. A busca destes estudos foi realizada utilizando as palavras chaves:
“Alcohol”, “Alcoholic liver disease”, “etanol”, “microRNAs”, “miR-122", “miR-155" e

“‘miR-217" sozinhas e em conjunto. Podemos observar, que para alguns microRNAs a
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guantidade de estudos ainda é escassa e sua comparacao se torna dificil j& que em

muitos casos 0s modelos de estudos assim como o tipo de tecido avaliados diferem

entre os trabalhos.

A tabela 1 demonstra que a literatura sobre a expressao de miR-122 e DHA

tem resultados contraditérios. Assim por um lado, observamos que 4 estudos incluindo

0 NOSso apresentam um aumento da expressao de miR-122 (Dippold et al, 2013, Bala

et al, 2012 McCrae et al, 2016), mas por outra parte Zhang et al, e Satishchandran et

al, mostraram uma diminuicdo. Ja os estudos de miR-155 e miR-217 apresentam

menos literatura sobre sua expressdo e a DHA, mas os resultados sdo mais

congruentes, inclusive em nosso estudo.

Tabela 1. Estudos da expresséao de miR-122, miR-155 e miR-217 na DHA

i ; Soro . -
miR-122 zebrafish Figado 28 dias t MiR-122 Presente estudo
miR-122 Ratos Figado 35 dias 1 mir-122 Dlpngllgltﬁ a,
miR-122 Camundongos Soro 35 dias 1 mir-122 Bala et al, 2012%°

Individuos

" antes e ap6s . McCrae et al,
miR-122 Humanos Soro consumo de 1 miR-122 201658

etanol

. . 05,1,2,3 ; 1
miR-122 Camundongos Plasma/figado e 6 h 1T miR-122 Zhang et al, 20105

_ Humanos Figado Cirrose/DH | mir-122 Satlshchandg?n et
MiR-122 | ~amundongos Figado o mir-122 e, 20

9 9 56 dias !

. . Soro . 1 mir-155
miR-155 zebrafish Figado 28 dias 1 mir-155 Presente estudo
miR-155 Camundongos C(;Iulas it 28 dias 1 mir-155 Bala et al, 20117

upffer
miR-155 Camundongos Soro 35 dias 1 mir-155 Bala et al, 2012%°

N aumento; : diminuicdo
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Ainda existem controvérsias nos estudos de expressdo dos microRNAs na
DHA, tanto em humanos como em modelos animais, por isso a necessidade de buscar
informacdes destes se torna tdo necessaria. O entendimento da expressao destes
podera ser um possivel marcador do dano hepatico causado por etanol e ainda ser
utilizado como alvo na terapéutica da doenca. Como limitacdo do estudo, podemos

destacar a falta de estudos em zebrafish para podermos comparar na literatura.

Assim, nosso estudo tem como diferencial a utilizacdo do modelo animal
zebrafish e sua exposi¢ao cronica ao etanol sem nenhum adjuvante, juntamente com

a analise da expressao dos microRNASs, o que o torna um estudo inédito.

61



PERPECTIVAS

Como foi demonstrado neste estudo, os miR-122, miR-155 e miR-217 tém sua
expressao alterada frente a exposicao cronica ao etanol. No futuro, seria interessante
avaliar estes microRNAs em distintos tempos de exposicdo, para assim verificar se a
alteracdo na sua expressao € anterior aos primeiros sinais de dano hepatico, o que

possibilitaria sua utilizagdo como marcadores precoces.

Sabemos que a DHA acarreta em aumento da permeabilidade intestinal, assim
seria interessante estudar estes parametros neste modelo e associar estes resultados
com a expressdao dos miR-212 e miR-29a, que em alguns estudos associam a

expressado de genes relacionados a barreira intestinal.

Outros microRNAs associados com a DHA, como o miR-223 e miR-200a,
seriam interessantes alvos de estudos neste modelo de exposi¢ao crénica ao etanol

em zebrafish adulto.
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