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FREITAS, Juliana Ribeiro de. Participacdo da vialgthog e carcinogénese espontanea na
doenca hepética gordurosa nao alcodlica. 91 fTdése (Doutorado em Patologia) —
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RESUMO

INTRODUCAO: A doenca hepética gordurosa nio alcodlica (DHGKA)ma condicéo
associada a obesidade, que afeta adultos e crimmasodo o mundo. Atualmente, é
considerada como manifestacdo hepatica da sindnoetebolica e estima-se que nas duas
proximas décadas serd a doenca hepatica maisgmevalb mundo. Na patologia, a DHGNA
varia de esteatose pura a esteato-hepatite (EHH{lAndo a esteatose é acompanhada de
balonizacdo hepatocelular e/ou inflamacao lobulau &brose peri-sinusoidal. Pacientes com
EHNA tém maior risco de desenvolvimento de cirrdsgudos mostram que um percentual
menor de pacientes com esteatose pura podem taeNs@nir para cirrose. Pacientes com
EHNA tém risco maior de desenvolvimento de carciadrmapatocelular (CHC), mesmo sem
cirrose estabelecida. Os mecanismos envolvidosogrgssdao da DHGNA e carcinogénese
nado sdo bem conhecidos. A via de sinalizacdo Hedp@Hh) parece estar envolvida na
agressao e regeneracao hepaticas na DHEMBAETIVO: avaliar a participacdo da via Hh
no parénquima hepatico e no CHC em modelo de caomgiod com DHGNA induzido por
dieta. METODOLOGIA: Camundongos C57BL/6 foram alimentados com dieta
hipercaldrica por 11 meses. ApoOs eutanasia, fdiidol soro para dosagem bioquimica e
retirado figado para exame anatomopatoldgico, inrfustoquimica e avaliacdo de expresséo
génica. O grupo controle foi alimentado com raggular do biotérioRESULTADOS: Os
animais alimentados com dieta hipercalorica dedeakam obesidade, diabetes, elevacao de
colesterol e de enzimas hepaticas. Todos os anwhasos apresentaram EHNA, sendo que
40% desses animais desenvolveram CHC, do tipotediepatitico. A avaliacdo da via Hh
mostrou ativagao da via no parénquima dos anintesas e nos CHC, com intensa producgao
de osteopontina (OPN). Houve maior ativacdo daiano parénquima nédo neoplasico dos
animais que desenvolveram CHC do que nos animaisosbsem CHGCONCLUSAO: O
modelo de inducdo de DHGNA por dieta em camundongsgitou em EHNA em todos os
animais obesos, com desenvolvimento de CHC espemt&oi detectada ativagédo da via Hh
nos figados dos animais com EHNA e nos CHC. A efivada via Hh no parénquima
hepético dos animais obesos precede o surgimenBH) indicando que essa ativacdo com
producdo de OPN é um evento precoce nesse modetmrdmogénese espontanea em
DHGNA.

Palavras-chave:Esteato-Hepatite; Carcinoma Hepatocelular; HedgeBsteopontina.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Fatty liver disease is a medical condition assediavith obesity, which
affects adults and children worldwide. It is comsgll the hepatic counterpart of the
metabolic syndrome and it is estimated that it b@lthe most prevalent form of liver disease
within the next two decades. The pathological atspetfatty liver disease varies from pure
steatosis to steatohepatitis (steatosis with heplitbar balooning, and/or lobular
inflammation and/or perisinusoidal fibrosis). Patgewith steatohepatitis are at increased risk
of developing cirrhosis. Data show that a smallercentage of patients with pure steatosis
may develop cirrhosis as well. Patients with steepatitis are at increased risk of developing
hepatocellular carcinoma, even in the absence ablished cirrhosis. The mechanisms
involved in fatty liver disease progression anccicergenesis are not well known. Hedgehog
signaling appears to be involved in liver damagd asgeneration in fatty liver disease.
OBJECTIVES: to evaluate Hedgehog signaling in liver parenchyema occurrence of
hepatocellular carcinoma in mouse model with NAFiiluced by diet METHODS:
C57BL/6 mouse were fed with hyper caloric chawXbmonths. After euthanasia, blood was
collected for biochemical assays and the Iliver waampled for pathology,
immunohistochemistry and gene expression analyXstrol mice were fed with regular
chaw. RESULTS: mice fed with hyper caloric diet developed obesdiabetes, elevated
cholesterol and liver enzymes levels. All obeseendeveloped steatohepatitis and 40% of
them presented spontaneous hepatocellular carciodriiee steatohepatitic type. Activation
of Hedgehog signaling occurred in the liver pargmech of obese animals and in the
hepatocellular carcinomas, with great productiorosteopontin. There was hyper activation
of Hedgehog signaling in the non-neoplastic livargmchyma of animals that developed
cancer in comparison to liver parenchyma of micat tkid not developed cancer.
CONCLUSION: the model of diet induced fatty liver disease iitanpresented resulted in
steatohepatitis in all obese mice, with spontandmmatocellular carcinoma development.
Hedgehog signaling activation was detected in tiver|of all obese animals with
steatohepatitis and in the carcinomas. Hedgehogaking in liver parenchyma precedes
hepatocellular carcinoma development, indicatingt tkthis activation with osteopontin
production is an early event in this model of spasbus carcinogenesis in fatty liver disease.

Keywords: Steatohepatitis; Hepatocellular Carcinoma; HedgefBsteopontin.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA

A doenca hepética gordurosa ndo alcoodlica (DHGXh se tornando um problema
crescente de saude publica devido ao aumento d#éimia de obesidade em adultos e
criancas em todo o mundo. Trata-se de uma doenggrésentacdo espectral do ponto de
vista histolégico, variando de esteatose simphas, isflamacao e sem fibrose no parénquima
hepético a esteato-hepatite, forma que apreseritamacdo lobular, balonizacdo de
hepatécitos, podendo causar fibrose e/ou cirras@uséncia de consumo abusivo de alcool.
Pacientes com esteato-hepatite tém risco aumermtado desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular, mesmo na auséncia de cirrose estadeel Atualmente, a esteato-hepatite néo
alcodlica (EHNA) é a segunda causa de indicac&cadsplante hepéatico no mundo e estima-
se que sera a primeira causa nas proximas duadadé(®AYINERet al, 2016). Pacientes
com esteatose simples raramente progridem paragoavancadas, porém, cerca de 20% dos
pacientes com EHNA progridem com fibrose hepaticar®se em até 15 anos. (THAN e
NEWSOME, 2015).

Fatores de risco conhecidos para DHGNA e EHNAuETl obesidade e diabetes. A
DHGNA é considerada o componente hepatico da simeinmetabdlica e esta fortemente
associada a resisténcia periférica a insulinaetésimellitus obesidade central (abdominal) e
dislipidemia. DHGNA é um fator de risco independemtara doenca cardiovascular e
representa risco aumentado para mortalidade da teypsitica e ndo hepéatica, como diabetes,
doenca arterial coronariana e cancer (ARMSTRGHN &, 2014).

Atualmente, na América do Norte, a ocorréncia désDIA e de EHNA atingiu niveis
epidémicos. Em um estudo recente de base popudhcioa Estados Unidos da América, que
considerou como critério diagnéstico para DHGNA @espnca de esteatose hepatica
moderada ou intensa detectada ao ultrassom na ciusée outras doencas hepéticas,
estimou-se a prevaléncia de DHGNA em 18,8%. No messtudo, pacientes com esteatose
hepatica e elevacdo de enzimas hepaticas na paesendiabetesnellitus ou resisténcia
periférica a insulina tiveram diagnéstico presumtdle EHNA, com prevaléncia de 2,6%.
Esses dados foram semelhantes em outro estudcsdepbpulacional nos EUA (CLARKt
al., 2002).

O diagnostico de certeza de EHNA depende da gé@aliahistopatoldgica. A
prevaléncia de EHNA é dificil de ser determinadédiz a necessidade de bidpsia hepatica e
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os dados disponiveis na literatura representanctegisticas de populacdes selecionadas. Em
um estudo de autépsia (WANLESS e LENTZ, 1990), EHdArreu em 18,5% dos obesos e
em 2,7% dos figados de pessoas com peso normaevaléncia de EHNA em doadores de
figado nos EUA é em torno de 1,1%. (YAMAMOTO e TARA et al, 2007). Sugere-se que

a prevaléncia de EHNA na populagéo dos EUA sefha&%.

A prevaléncia DHGNA aumenta com a idade, de me&®20% na populacdo com
menos de 20 anos para mais de 40% na populacédesdegs acima dos 60 anos (BREA e
PUZO, 2013). Género masculino esta associado coior msco de fibrose e progressao da
doenca (ATTAR e VAN THIEL, 2013).

A etnia também parece ser importante quando aalgprevaléncia de DHGNA. Em
um estudo com 6814 pacientes levando-se em coagétera etnia, com uso de tomografia
computadorizada para determinar presenca de estelagpatica, a prevaléncia de DHGNA
foi de 29% (FOSTERet al, 2013). A analise de subgrupo mostrou prevalémaer entre
hispanicos de origem mexicana (33%) do que enspahicos da Republica Dominicana
(16%) e de Porto Rico (18%). A prevaléncia entrme-americanos foi de 11% e 15% em
brancos. Outro estudo mostrou prevaléncia de 45%ispanicos, 33% em brancos e 24%
em afro-americanos, utilizando ressonancia nuateagnética para deteccdo de esteatose
hepatica (BROWNINGet al, 2004).

No Brasil, um estudo demonstrou que a prevaléneéaDHGNA é de 35,2%
(KARNIKOWSKI et al, 2007). Em outro estudo, no qual homens e mulhessisitomaticos
foram examinados por ultrassonografia, a prevaééaeiDHGNA foi de 36%, sendo 74% em
pessoas com sindrome metabdlica e 73% entre osf@all et al, 2015).Um estudo na
Bahia mostrou ocorréncia de esteatose em 18% d&llltassonografias de abdome em um
servico de referéncia (MATTEONI e COTRIM, 2011).a&aliacdo de 32,5% dos pacientes
com esteatose por ultrassonografia mostrou queé/68ges individuos tinham critérios para
diagnéstico de DHGNA. Sobrepeso ou obesidade aemmweem 45,5% dos pacientes,
dislipidemia em 42,2%, intolerancia a glicose cabétes ocorreu em 15,7% dos individuos.

A histdria natural e a patogénese da DHGNA néo teéaimente compreendidas.
Algumas dificuldades incluem o estabelecimento d&rmos diagnosticos e o tempo de
evolugcdo da doenca. Dados na literatura diferenmtquaos parametros clinicos definidos
para o diagndstico (aumento de enzimas hepatichigssonografia hepatica, indices
utilizados para determinacéao de conteudo de gotupatica). Ha consenso na literatura que
a bidpsia hepatica é o padrdao ouro para o diagwode DHGNA e de EHNA. No entanto,
ndo ha consenso entre os patologistas em relagawrig&ios minimos para o diagnéstico de
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EHNA (BRUNT, 2016). Existem alguns sistemas de iagdb e gradacéo
anatomopatoldgicas, mas nenhum desses sistemageésalmente aceito, nem mesmo para
fins de pesquisa (BRUN®&t al, 2011), (BEDOSSAet al, 2012), (KLEINERet al, 2005).
Além disso, existe uma dificuldade em obtencaoidpsias pareadas dos pacientes, uma vez
gue pacientes assintomaticos podem sofrer com diesfeadversos do procedimento de
biopsia, ndo justificando realizacdo de biopsiasgpestdes médicas e éticas.

A causa mais frequente de morte em pacientes dd@NA é cardiovascular, seguida
por cancer e em terceiro lugar, mortes relacionadasusas hepaticas. Em estudos que
seguiram pacientes com DHGNA por 15 anos, a pregaéde cirrose em pacientes com
EHNA é em torno de 10,8% e em pacientes com esteaiara, 0,9% (SODERBERS al,
2010), (EKSTEDTet al, 2006). Em um estudo sueco (SODERBERGal, 2010), que
seguiu 256 pacientes por um periodo de 28 anos, d0%individuos com DHGNA
morreram. Comparado com a populacdo geral suecgenp@s com esteatose pura tiveram
mortalidade 55% maior que a populacdo geral e pwsecom EHNA, 86% maior. O estudo,
surpreendentemente, mostrou a mesma mortalidadé gyenortalidade relacionada a causa
hepatica nos grupos de pacientes com NAFLD e EHBExca de 67% dos pacientes com
DHGNA desenvolveram fibrose. No entanto, o escaseldgico utilizado para graduar a
DHGNA utilizado foi o ‘NAFLD Activity Score NAS”, que né&o inclui a fibrose como
parametro. Um estudo mais recente (YOUNOSSAI, 2011) mostrou que a mortalidade
relacionada a causas hepaticas em pacientes conmA Edid relacionada a presenca de
fibrose ou cirrose. Esses dados sugerem que @séib# o determinante histolégico mais
importante para valor prognéstico na bidpsia hepate pacientes com DHGNA.

A taxa de progressdo da fibrose na DHGNA é gemtenéenta, podendo haver
regressao da fibrose. No entanto, um subgrupo clergas com esteatose simples ou EHNA
pode desenvolver fibrose mais rapidamente. Em ureta-analise com 411 pacientes
avaliados por bidpsia (SINGHdt al, 2015), sendo que 63% tinham EHNA na primeira
biopsia, 33,6% dos pacientes tiveram progressdusse, 43,1% tiveram fibrose estavel e
22,3% tiveram melhora do estadiamento. A taxa dgrpsséo anual de fibrose nos pacientes
com EHNA foi maior do que a dos pacientes com &sdegura (7,1 anos versus 14,3 anos).
No entanto, a proporcao de pacientes que progredapidamente de estadio O para estadio
avancado (3 ou 4) foi igual nos dois subgruposhigicos (17% dos pacientes no grupo com
esteatose pura e 18% no grupo dos pacientes conAEHR outro estudo no Reino Unido
(MCPHERSONEt al, 2015), subgrupos de pacientes com DHGNA e EHN#gnediram a

fibrose rapidamente com taxas semelhantes (37%s/di3%). Dos pacientes com esteatose



19

pura que progrediram com fibrose, 44% desenvolvdEaiNA ao longo do seguimento, no
entanto, o restante dos pacientes teve uma piorastimiamento (fibrose), mesmo sem
demonstrar lesdo necro-inflamatoria na biopsia tepésem EHNA). Esses dados apontam
que a esteatose pura, pelo menos em alguns grgpesaientes, pode ndo ter evolucdo
benigna e que €& possivel que outros mecanismos dnesao necro-inflamatéria e
balonizacdo podem estar relacionados ao desenwitamde fibrose nos pacientes com
DHGNA.

1.2 AVALIACAO ANATOMOPATOLOGICA DA DOENCA HEPATICA GORDUROSA
NAO ALCOOLICA

A primeira descricdo oficial do que se identifiagehcomo EHNA foi feita por um
patologista, Dr. Jurgen Ludwig, ddayo Clinic em 1980 (LUDWIGet al, 1980). Sua
publicacdo apresentou achados de bidpsia hepatiaamé série de 20 pacientes de uma
doenca “ainda sem nome”, segundo o trabalho. Dexgrpacientes, havia predominio de
mulheres e 90% deles apresentavam obesidade, se&unoo abusivo de alcool. Ao exame
anatomopatoldgico, todos os figados mostravam teseea inflamacéo lobular, critérios
necessarios para que os autores classificassemngaloomo esteato-hepatite ndo alcoolica,
dada a semelhanca dos achados anatomopatol6ginos leepatite alcodlica.

Desde a descricdo inicial da EHNA, alguns sistem@s classificacdo
anatomopatologica foram propostos, com aceitacAaweh entre os patologistas especialistas
em figado. Em 2005, oli@ical Research_Mtwork for NASH(CRN) sugeriu oNAFLD
Activity Sore NAS (KLEINER et al, 2005). O NAS leva em consideragcdo presenca de
esteatose, inflamacao lobular e balonizacdo pdrairdatividade da doenca. Ha criticas ao
NAS, principalmente, no que tange a inclusdo deagste em um sistema de pontuacdo com
balonizacdo, que tem valor progndstico conhecidm 8k sabe ao certo o valor prognostico
da esteatose. O peso dado a cada critério de géotdtambém é desigual, sendo a menor
pontuacédo atribuida a balonizac&o hepatocelular.

O escore SAFgfeatosis,_ativity, fibrosis) foi proposto em 2012 (BEDOSSét al,
2012). Esteatose é critério minimo para o escama minimo de 5% de esteatose para o
diagnostico de DHGNA. O escore leva em consideragieatose, balonizacéo, inflamacgéo e
inclui a avaliacdo da fibrose. Esse escore foidealo em uma série de pacientes com

obesidade modrbida, mas é passivel a criticas @dildagao ter sido realizada em um grupo
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selecionado de pacientes e pelo fato de paciemes fibrose avancada, com pouca ou
nenhuma esteatose, mas com balonizagao e inflart@géar ndo terem sido incluidos.

Uma das grandes dificuldades em desenvolver utensis de classificacdo, que
apresenta um escore anatomopatoldgico esta red@i@oa natureza e a progressdo da
DHGNA. Trata-se de uma doenca de evolucao lenta,temnpo de progresséo de fibrose de
até 15 anos. Ndo existem marcadores sorologicoatidielade e os exames de imagem
contribuem pouco para a avaliacdo da fibrose dexidatureza delicada e discreta da fibrose
perissinusoidal. Os estudos de validacdo dos escacena foram baseados em séries
retrospectivas, o que enfraquece a correlacioistitat E uma doencga na qual o desfecho
final em ensaios clinicos ndo pode ser determir@@gisamente para definir tempo de
bidpsia hepatica, além de questdes éticas, de eutoseguranca que envolve realizacdo de

bidpsia hepatica com intuito de fornecer dadostifiens.

1.3 CARCINOMA HEPATOCELULAR E DOENCA HEPATICA GORDROSA NAO
ALCOOLICA

Uma das complicagbes bem documentadas em paciemescirrose secundaria a
EHNA é o surgimento de carcinoma hepatocelular (CHCestimado que CHC ocorra em
5% dos casos de cirrose secundaria a DHGNA. (CALDWIEt al, 1999). Diabetes e
obesidade, duas condi¢cdes fortemente associadablGNR sdo fatores de risco para
desenvolvimento de CHC, demonstrado em diversaslest (REGIMBEAUet al, 2004),
(DAVILA et al, 2005). Estudos de base populacional apontam muEome metabdlica
aumenta o risco de CHC independente de outrosefate risco (WELZElLet al, 2011).
Dados recentes de estudos clinicos e de modelesiegntais tém mostrado associacéo entre
DHGNA sem cirrose e CHC (STARLE¥t al, 2010), (HILL-BASKIN et al, 2009). No
Brasil, um estudo de nove centros de hepatologipais com 110 pacientes com CHC e
DHGNA mostrou obesidade em 52,7% dos casos, dsbkete’3,6%, dislipidemia em 41% e
sindrome metabdlica em 57,2% (COTRIM e CARRILHO1&0 Em 47,2% dos pacientes
houve estudo anatomopatolégico dos carcinomas.eBe29,8% tinham CHC com EHNA
sem cirrose.

Alexander e cols mostraram uma correlacdo positiva entre grau deatese no
parénquima hepatico ndo neoplasico e a ocorrérei&ldC em pacientes com CHC e
DHGNA sem cirrose (ALEXANDERet al, 2013). Nos casos descritos, os CHC exibem

alteracdes histopatoldgicas semelhantes as endastre parénquima hepatico de individuos
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com EHNA: esteatose, balonizacao hepatocelulagdéperissinusoidal e focos de infiltrado
inflamatorio misto. Sugere-se classificar este tgw CHC como CHC variante esteato-
hepatitica (SALOMAQCet al, 2011).

Pouco se sabe sobre as vias moleculares envolualasrcinogénese hepatica em
figado gordo. S&o necessarios estudos prospegivasdeterminar a real associacdo entre
CHC e DHGNA em figado néo cirrético. Em relagdovéss moleculares envolvidas na
carcinogénese nesse cenario, ha poucos dadosenadulit. Ndo se sabe se a variante esteato-
hepatitica representa um tipo especial de CHC,\wascarcinogénicas proprias relacionadas
a um perfil etiolégico ou se o fendtipo esteatodtitjgo reflita as alteracbes que ocorrem no
parénquima hepéatico de um individuo com DHGNA.

1.4 MECANISMOS DE PROGRESSAO DA DOENCA GORDUROSA ®I/AALCOOLICA
DO FIGADO

Os mecanismos envolvidos na progressdo da DHGNA&@d@onhecidos. A hipbtese
dos dois “hits” elaborada em 1998 por Daycolspropunha que o primeiro “hit” seria o
acumulo de triglicérides e acidos graxos livres hepatécitos (esteatose) ocorresse como
consequéncia a resisténcia periférica a insulimandg aporte na dieta e aumento da
lipogénese hepatica (DAY e JAMES, 1998). O segutii resultaria em inflamagéo e,
consequente, fibrose devido a peroxidacéo de dipididisfuncdo mitocondrial decorrente de
estresse oxidativo no hepatécito (levando a estesgtatite). Possiveis causas do segundo
“hit” seriam piora da resisténcia periférica a iim dieta rica em frutose, perda de peso
rapida, drogas e toxinas ambientais. Apesar denalgesses fatores estarem implicados no
risco de desenvolvimento de EHNA, a hipotese das #ots” ndo explica porque alguns
pacientes com DHGNA progridem lentamente, outragyqdem rapidamente ou tém risco
aumentado para carcinoma hepatocelular. Atualmentende-se que a progressao da doencga
€ multifatorial.

Em muitos estudos ja se mostrou que idade, indicenassa corporal aumentado,
diabetegmellitustipo 2, sindrome metabdlica e resisténcia pec&éa insulina séo fatores de
risco para progressao da fibrose em pacientes dd@NA (MARENGO et al, 2016). Entre
os fatores genéticos, identificou-se que a homgeigmara o alelo 148M da “patatin-like
phospholipase domain-containing protein” (PNPLA3) wn fator de risco para
desenvolvimento de EHNA e fibrose em DHGNA, coneai8,3 vezes maior, independente

de indice de massa corporal, diabetes mellitus2ipdEHNA para fibrose (ROTMAIst al,
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2010). A associacéo entre PNPLA3 148M e intensidialdibrose ja foi demonstrada em
alguns trabalhos, nas populacbes adulta e pediath@tores genéticos podem estar
relacionados em parte com a ocorréncia de DHGNApanientes magros, com indice de
massa corporal normal e sem sindrome metabdlica.

Outros fatores podem estar relacionados a progredadDHGNA e vem sendo
investigados, como o papel da microbiota intestirfatores dietéticos e endocrinos
(KIRPICH et al, 2015), (KIRPICHet al, 2015). Estudos em camundongos utilizando
transplante fecal mostraram que a microbiota imalspode induzir DHGNA (LE ROt al,
2013). Quando fezes de animais que desenvolvem EHMNAizida por dieta séo
transplantadas para animais com flora intestin@riesjue sdo engordados em seguida com
dieta hipercalérica, esses desenvolvem mais esteafmores niveis glicémicos e pior
resisténcia periférica a insulina comparado a asint@m flora intestinal estéril que
receberam transplante fecal de animais que naonddseram EHNA induzida por dieta.
Alguns trabalhos avaliaram a influéncia da comgsiga microbiota intestinal em humanos.
Todos mostraram disbiose em pacientes de DHGNAx@essédo de genes relacionados a
inflamacdo no tecido adiposo se correlacionou camterido hepatico de gordura e
microbiota intestinal disbidtica. (MUNUKKZAt al, 2014), (WONGet al, 2013), (ZHUet
al., 2013).

A composicao da microbiota intestinal esta relamifzncom o tipo de dieta. A dieta
também influencia a patogénese da DHGNA. Dietaagsriem frutose e gordura saturada
estimulam o acumulo de gordura no figado e progoepara EHNA, que séo atenuados pelo
tratamento de pacientes com antibiotico. (DE WiTal, 2012). A influéncia da dieta e
microbiota intestinal na DHGNA se dao provavelmeglos produtos intestinais que chegam
ao figado pela veia porta, causando endotoxemiaticap Esses produtos poderiam ativar
macrofagos via Toll-like receptors, induzindo goeesa inflamatoria e esteatose (TLR4 e TN-
a) (SPRUSSet al, 2009). Mais estudos sdo necessarios para awalisgal papel da

microbiota e da dieta na patogénese da DHGNA.

1.5 VIAS DE SINALIZACAO EM DOENCA HEPATICA GORDUROS NAO
ALCOOLICA

A via de sinalizacdo Hedgehog (Hh) vem sendo edtud® figado e ha evidéncias

gue ela possa estar envolvida nos mecanismos &@e hepatica na DHGNA (OMENET Bt
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al.,, 2011). Esta € uma via de sinalizagdo bem predamatre as espécies e esta ativa durante
a embriogénese humana, além de também particiggornoessos de reparo e regeneracao de
diversos tecidos endodérmicos. A via canodnica daligacdo Hh é ativada por ligantes
especificos, o Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedg€ht) e Desert Hedgehog (Dhh). A
sinalizacdo Hh pode ser ativada de modo paracautdcrino e endocrino. No figado, Shh e
Ihh s@o preferencialmente expressos em hepatéadslas biliares e células estrelares
hepaticas. Os ligantes tém um receptor de memboaRatched (Ptc). Apos a ligacdo com o
Ptc, ha liberacdo do receptor de membrana, o Smoeth(Smo), que normalmente esta
inativo. Isso resulta em propagacao de sinais glmitam com a ativagcdo das proteinas da
familia do glioblastoma (Gli), que séo fatores dmscricao (Glil, Gli2 e Gli3). Os genes
alvos de Gli incluem osteopontinapf), Hh interacting proteinfHhip) e SNAIL. Existe uma

via de ativacdo nado candnica, na qual a ativag@&badile Gli pode se dar por fatores como:
insulin-like growth factor (Glil), transforming growth factor betaGli2), regulacdo
epigenética dos genes alvos da via Hh, com muddmgstado de metilacdo dos mesmos.
(Figura 1).

A via Hh é inativa em figados de adultos sem leSa@wias evidéncias demonstram
que no figado com lesdo aguda ou crbnica, ha ativea via Hh, que leva a diminuicdo da
expressdo de Hhip (supressor natural da via). &lestrelares quiescentes, via sinalizacéo
Hh, mudam seu fenotipo para miofibroblastos, todoase células produtoras de colageno.
Vérios estudos mostram que a via Hh esta envolwaaeparacdo e regeneracdo hepaticas
(OCHOA et al, 2010). A expressao hepatica de Shh e Ihh aunmarta de 70% apos
hepatectomia parcial.

A via Hh também estd envolvida na ativacdo de aglprogenitoras hepaticas nas
agressOes hepaticas agudas e cronicas. As céldgengioras recrutadas participam dos
processos de regeneracao e reparo hepaticos; phftgenciar-se em hepatoécitos ou células
ductulares e participam da transi¢cédo epitélio-megsi@éma (TEM). A TEM ativada pela via Hh
€ importante no processo de reparo hepatico qualvengs células progenitoras e as células
estrelares.

A via Hh parece participar de eventos celulares qukninam com morte de
hepatdcitos. Estudos experimentais mostram queigamdds de camundongos com EHNA
induzida por dieta, a sinalizacdo Hh participa natende hepatdcitos, contribuindo para a
inflamacéo e ativacdo de resposta imune. Hepathitmmanos balonizados mostram intensa
marcacéao para o Shh (ligante da via) (VERDELHO MACHD e DIEHL, 2016).
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Membrana celular

opn

(gene alvo)

Via inativa

Via ativa

Nucleo

Figura 1: Via Hedgehog. Shh: Sonic Hedgehaglhh: Indian Hedgehog Ptc: Patched Smo:
SmoothenedHhip: Hh interacting proteinGli: proteina Glioblastomagpn osteopontina.
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1.6 OSTEOPONTINA E FIGADO

A OPN, também chamada de “secreted phosphoproteifSRP1)’, € uma
glicoproteina que se liga a integrina e que faiiaimente descrita em 1979, em osteoblastos
e osteoclastos. Apresenta uma forma intracelulama forma secretada e participa em
processos patolégicos em diversos 6rgdos. No figadgpressa normalmente nas células do
ducto biliar. Em 1999, foi descrita a expressaoQiN em células de Kupffer e células
estrelares hepaticas em areas necroticas secusdantoxicacao por tetracloreto de carbono.
(WEN et al, 2016). OPN ¢é secretada por macréfagos e tambéneatitiva macréfagos.
(LIANG e YEH, 2014). Esta proteina foi descrita apiparticipante em diversas doencas
hepaticas, incluindo insuficiéncia hepatica agittdNA, doenca alcodlica do figado, fibrose
hepatica e hepatites virais B e C.

Diversos estudos mostraram a participacdo da QGiPhb citocina pro-inflamatoria,
porém pode também agir como citocina protetoraem&d hepatica inflamatéria. Na lesdo de
isquemia-reperfusdo em modelo experimental (PATOURAet al, 2014), OPN atua
limitando a producdo de IL-6, TNé&;- IL-13 e iINOS por macréfagos, contribuindo para
diminuir a lesdo hepatica. Aléem disso, OPN paretaresnvolvida na regeneracdo hepatica,
com aumento dos niveis de OPN na regeneracao teegatin participacado das células ovais
(célula progenitora hepatica) (ARAt al, 2004).

O gene da OPN ¢ alvo da sinalizacdo Hh e també&measblvida em fibrogénese. No
figado, € sintetizada também por fibroblastos, laglendoteliais, aléem de macréfagos. Ha
evidéncias que a OPN pode ser uma importante gbteipa no processo de fibrogénese
hepatica (SYN, 2013) (COOMBE& al, 2015). Além disso, OPN participa como citocina
ativadora da célula estrelar hepatica na produgdcothgeno |, agindo conjuntamente com
TGF{. Atua na transicao epitélio-mesénquima da célass, modulando a resposta dessas
células a TGH em cultura (COOMBE®t al, 2015). Na doenca alcoolica do figado, OPN
sérica aumenta progressivamente com os estadifibrdese (PATOURAUXet al, 2012).
Camundongos knockout para OPN com EHNA induzida gieta desenvolvem menos
fibrose quando comparados com os animais contoEHER et al, 2011).

Na DHGNA, os niveis séricos de OPN estao elevalhadcios mostram que OPN
contribui para a fibrogénese hepatica em EHNA \tigsagdo de células estrelares. Em

camundongos deficientes para OPN, o acumulo ddaséioflamatérias em camundongos
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obesos é blogueado e apresentam menor intensidagigtehtose do que 0s animais controle
(SYN et al, 2011).

1.7 OSTEOPONTINA E CARCINOMA HEPATOCELULAR

A relagcédo entre OPN e CHC vem sendo intensamesitelada. OPN sérica esta
acentuadamente elevada em pacientes com VHC e XHB ¢t al, 2006). Juntamente com
alfafetoproteina, OPN melhora a sensibilidade padetectar recorréncias em pacientes
operados para CHC. Em CHC AFP negativos, OPN tem dmmsibilidade e € melhor
marcador sérico do que alfafetoproteina em CHCGCahiSHANG et al, 2012). Alguns
estudos mostraram que a expressao de OPN temagd@wecom infiltracdo de capsula,
ocorréncia de metastase, invasdo vascular e esiaaia TNM em pacientes com CHC e
hepatite cronica por VHB e VHC (XIEt al, 2007). Super-expressado de OPN esta associada
a metastases intra-hepaticas, recorréncia precgdier gorognéstico em pacientes operados
por CHC (PANet al, 2003).

Os mecanismos envolvidos na relacdo entre OPN € G&b relacionados com
proliferac@o celular, transicdo epitélio-mesénquimaasao e metastase. OPN, ao interagir
com CD44 aumenta a expresséo de “hepatocyte gfaatihr - HGF” (proliferagéo) e ativa c-
MET, que promove progressao do CHC (PHILLE1Sl, 2012). OPN também atua no CHC
aumentando espécies reativas de oxigénio, ativeledsinalizacdo relacionada ao’Ca
ativando cascatas de sinalizagdo como MAPK, JNBKPFAK e Src, que promovem
aparecimento da transi¢cdo epitélio-mesénquima,atégr celular e invasdao em CHC. OPN
também se liga a vimentina, impedindo a degraddeésa proteina e favorecendo a transi¢éo
epitélio-mesénquima em CHC (IQBAét al, 2014) (IQBAL et al, 2013). A supressao de
OPN em CHC leva a apoptose. (ZHA&Dal, 2008).
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1.8 MODELOS EXPERIMENTAIS DE DOENCA HEPATICA GORDWFSA NAO
ALCOOLICA

Alguns modelos experimentais foram desenvolvidag pestudar a patogénese da
DHGNA. Um modelo experimental ideal seria aquele ggproduzisse os aspectos clinicos,
histopatolégicos e etiopatogénicos da doenca hum@samodelos disponiveis sdo o0s
modelos que utilizam animais geneticamente modifisa modelos que induzem DHGNA
por dieta (dieta deficiente em metionina e coli@g em colesterol e colato, rica em frutose)
e modelos combinados, como animais geneticamentbfioaalos e aqueles submetidos a
dietas especiais (TAKAHASHit al, 2012), (SCHATTENBERG e GALLE, 2010).

Os modelos genéticoSREBP-1 transgenic mice, Ob/ob mice, KK-A mice,NPh|
mice, PPARa knockout mice, AOX null mice, MAT1A null migestram como vantagem a
possibilidade de poder estudar aspectos da doenf@rda mais rapida, uma vez que nao é
necessario tempo de alimentacao para ganho depesogimento de esteatose, como ocorre
com os modelos de dieta. Estes mostram como degyanta nao ocorréncia de todos os
aspectos da doenca humana e a ocorréncia de cidadeb relacionadas as mutagbes nos
animais (HILL-BASKIN et al, 2009).

Os modelos experimentais de DHGNA/EHNA induzidos gheta podem ser do tipo
dieta modificada ou dieta hipercal6rica. Tém corantagem a reproducdo mais fidedigna de
aspectos da doenca humana. Os modelos que usamhdificada ndo causam obesidade
nos animais. O modelo de dieta hipercaldrica reprotbdos os aspectos clinicos e
histopatolégicos da doenca humana, com o inconnenide tempo prolongado para a
ocorréncia das alteragfes, gerando alto custo mparautencdo dos animais em biotério.
Varios grupos de pesquisa ja demonstraram a indig@HGNA em camundongos com uso
de dieta hipercalorica (NAKAMURA e TERAUCHI, 2013).

Anteriormente, foi desenvolvido no Laboratorio dengBnharia Tecidual e
Imunofarmacologia do IGM um modelo de DHGNA utilln camundongos da linhagem
C57BL/6 (SOUZA, 2010). Foi demonstrado que essesundongos alimentados por varios
meses com dieta hipercaldrica reproduzem aspedingkos, bioquimicos e anatomo-
patolégicos de DHGNA, muito semelhante a doencadmam(SOUZA, 2010; PALMA,
2012).
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Levando-se em consideracdo a importancia da doéegdtica gordurosa nao
alcodlica como causa de morbidade e mortalidadeopalacéo brasileira e mundial, torna-se
justificavel o desenvolvimento de estudos que posssclarecer mecanismos relacionados a
sua patogénese e progressao da doenca. Uma forseaedeudar esses mecanismos é utilizar
modelos experimentais em camundongos com DHGNA possibilitem a avaliacdo
anatomopatologica do figado dos animais, aliadgpéeacao de vias moleculares.

A hipotese do presente trabalho € que, utilizandwdelo anteriormente descrito por
SOUZA (2010), camundongos da linhagem C57BL/6 gesedvolvem DHGNA por dieta
hipercaldrica irdo apresentar carcinoma hepataregdpontaneo na auséncia de cirrose, com

participacdo da via Hedgehog.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo geral do presente estudo € verificar @rréncia de carcinoma

hepatocelular espontaneo e investigar a ativac&mddedgehog em um modelo de DHGNA
induzido por dieta hipercal6rica em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos séo:
1) Verificar a ocorréncia de carcinoma hepatocelulapoatdaneo em figados nao
cirroticos de camundongos com sindrome metabdlica;
2) Avaliar a participacdo da via Hedgehog nas alteagio parénquima hepatico de
camundongos com esteato-hepatite ndo alcodlica;
3) Avaliar a participagdao da via Hedgehog nos carcemnhepatocelulares de

camundongos com esteato-hepatite ndo alcodlicagamds nao cirréticos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Camundongos machos C57BL/6 foram divididos em doigos: grupo controle e
grupo obeso. Para desenvolvimento de DHGNA, camguo do grupo teste (n=10 por
grupo, 3 experimentos) foram alimentados com aorafd12330 da empresResearch
Diets®, enquanto os camundongos do grupo controle (n pdtOgrupo, 3 experimentos)
foram alimentados com a racdo Nuvilab CR-81, raegalar do biotério do Instituto Gongalo
Moniz (CPqGM). Como descrito anteriormente, 0s doigos de animais foram mantidos no
biotério durante 11 meses, em caixas grandes comaxamo cinco animais por caixa até a
data da eutanasia. A agua e a racao foram ofeseaitdbbitum (SOUZA, 2010). O trabalho
foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Asima Fundacio Oswaldo Cruz,
protocolo 29/29-04.

4.2 DIETA

A racao Nuvilab CR-81, racao regular dos camundsmgantidos no biotério do IGM
€ constituida por baixo teor de gordura e de cdrbtw, com minimo de 22% de proteina
bruta por quilo de racdo, conforme o fabricanteraddo A 12330 da empresResearch
Diets®, é uma dieta hipercalérica, com altos niveis dbaidrato e gordura. Apresenta 23%
de proteina, 35,5% de carboidrato e 35,8% de garpor quilo de racdo na composicao de

sua formula.

4.3 AFERI(;AO DE PESO E GLICEMIA DOS ANIMAIS

No inicio do experimento e a cada dois meses) di@ da eutanasia, foram feitas as
afericbes do peso e da glicemia de todos os anif@aeso foi aferido utilizando-se uma
balanca digital, a mesma para todas as pesagengicdmias foram aferidas utilizando-se
monitor de glicemidACCU-Check Active Kit Obteve-se uma gota de sangue da cauda apds
pequeno corte em cada animal. A gota foi colocaaldita de glicosimetro do aparelho,

procedendo-se a leitura. Os dados foram registraigslanilha€xcef’.

4.4 EUTANASIA E COLETA DE AMOSTRAS
A eutanasia foi realizada com injecao intrapegtdrde Xelasina e Ketamina. Apés a
injecao, foi feita a abertura da pele na regiapld®o braquial, com incisdo no referido plexo

e coleta de sangue para dosagens de aspartato traméherase (AST), alanina
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aminotransferase (ALT), colesterol total e triglidés. Apds coleta do sangue, foi feita
abertura da cavidade peritoneal e retirada do digimdanimal. Foi feito exame macroscépico
de cada figado por um patologista, com atencaocedpmppianto a presenca de cirrose e de
nodulos tumorais. Foram feitas sec¢bes do Organ, alitencdo de pequeno fragmento para
extracdo de RNA (os fragmentos foram congeladofeszer -86C). O restante do érgéo foi

fixado em solucdo de formalina a 10% para postguimcessamento em laboratério de

histotecnologia.

4.5 DOSAGEM BIOQUIMICA

A gquantificacdo de AST, ALT, colesterol total glicérides no soro dos animais foi
realizada de forma automatizada no Departamentanddises Clinicas e Toxicoldgicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal daaBatilizando-se o equipamento

LabMax 240(Labtest Diagnostica, Minas Gerais, Brasil).

4.6 AVALIACAO ANATOMO-PATOLOGICA

Depois de fixados em solucdo de formalina a 1086fragmentos de figado foram
colocados em cassetes plasticos para processahistatidgico convencional. Os blocos de
parafina foram cortados em micrétomo em cortes (da. 4As |laminas contendo os cortes
histol6gicos foram coradas em Hematoxilina e EogiB) para Sirius VermelhoP{cro
Sirius Redl para avaliacdo anatomo-patoldgica e da fibroseldafinas foram avaliadas por
dois patologistas de forma que o grupo ao qualimarpertencia ndo era conhecido. Foram
avaliadas semi-quantitativamente (classificacdo agisente, discreta, moderada intensa) a
ocorréncia de esteatose, balonizacdo hepatocehflamacéo lobular (infiltrado inflamatoério
misto, com células mononucleares e neutrofilos)beoge (classificados em ausente ou
presente, se perissinusoidal ou subcapsular).

Foi considerado critério para o diagndstico deagdsthepatite a presenca de esteatose,
balonizacao hepatocelular e fibrose peri-sinusmdahflamacéo lobular.

Como critérios para o diagnostico de carcinoma teepéular, foram considerados os
achados macroscoépicos (presenca de nodulo) e achadamscopicos: maior celularidade do
nédulo em relacdo ao parénquima hepatico adjacgmésenca de borda compressiva,
presenca de atipia citolégica e presenca de vato&as desacompanhados de ramos de veia

porta e de ducto biliar dentro do nodulo.
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4.7 IMUNO-HISTOQUIMICA

Foi realizada marcacdo por imuno-histoquimica pesaproteinas Gli-2 (fator de
transcricdo da via Hedgehog), osteopontina (alveidalizacdo Hh), SOX-9 (marcador de
células progenitora hepatica), Indian Hedgehog @hligante da via Hh). Os clones dos
anticorpos estao listados na Tabela 1. Os cortesaermas de vidro foram tratados para
reacdo de imuno-histoquimica com peroxido de highag 3% em 90% de metanol por 15
min para bloquear a peroxidase enddgena. Foi fett@aperacdo antigénica em microondas
por 10min. As laminas foram incubadas com ProtéatiB(Dako) por 30min. Foi utilizado o
sistema EnVision TM Dual Link (Dako) para visuataa e foi utilizado DAP- substrato
HRP para revelagdo. As laminas foram contracoreai@shematoxilina e, posteriormente, foi
realizada uma analise semi-quantitativa das reagéeamuno-histoquimica ao microscopio
por dois patologistas, sem que 0s mesmos soubgsssimmente a qual grupo experimental
pertencia a amostra avaliada. A analise avaliouroano de células marcadas por campo de
20X.

Tabela 1- Anticorpos utilizados na técnica de imuno-hisiogjoa

Proteina Anticorpo Diluicao
Gli-2 Genway Biotech GWB-30A9/DC 2000
Osteopontina R&D Systems AF808 Sug/mL
Ihh Abcam Ab39634 750
SOX-9 Abcam 118892 1500

4.8 EXTRACAO DE RNA, TRANSCRICAO REVERSA E PCR EMEMPO REAL (QRT-
PCR)

O RNA foi extraido a partir de 20mg de figadoizgihdo oRneasy protect mini kit
(QIAGEN) de acordo com as recomendacoes do fatec@nRNA foi armazenado a -80 °C.
A transcricdo reversa foi realizada a partir gg 8e RNA utilizando &it SuperScripi™Ill
First-strand synthesis systelfiife Technologies), seguindo o protocolo de iadores
randdmicos, de acordo com as recomendacdes dodatei

O PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) foilizado no equipamento ABI
7500 (Life Technologies) utilizando 8YBR greer(Life Technologies) e analisado pelo
software do fabricante. A reacao foi feita a patdrqul de cDNA e o controle utilizado para

quantificacdo foi o gene constitutivo GAPDH. Foratilizados osprimers e sondas ja
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desenhadas e testadas pela Life Technologies paraeguintes genesolageno 1la,

interleucina 6 - il-6, tnf alfa, gli-1, gli-2, indn hedgehog (ihh), sonic hedgehog (shh),

patched (ptc), hedgehog interacting protein (hhiggteopontina (opn), gapdk@s primers

utilizados estdo descritos na Tabela 2.

A andlise dos dados do gRT-PCR foi feita por meé& quantificacdo relativa,

utilizando o método do@C".

Tabela 2 Sequéncias dgwimersutilizados na PCR quantitativo em tempo real (SYBR

green)
Gene Direcao Sequéncia dos primers 5'-3’
colageno la Senso TTCACCTACAGCACGCTTGTG
Anti-senso  GATGACTGTCTTGCCCCAAGTT
il-6 Senso TTTCCTCTGGTCTTCTGGAG
Anti-senso  CTGAAGGACTCTGGCTTTGT
tnf alfa Senso CCAACGCCCTCCTGGCCAAC
Anti-senso  GAGCACGTAGTCGGGGCAGC
gli-1 Senso CCTCCTCCTCTCATTCCACA
Anti-senso  CTCCCACAACAATTCCTGCT
gli-2 Senso CCCCATCACCATTCATAAGC
Anti-senso  CTGCTCCTGTGTCAGTCCAA
indian hedgehog (ihh) Senso CGCTGCAAGGACCGTCTGAA
Anti-senso  CGTGGGCCTTGGACTCGTAA
sonic hedgehog (shh) Senso CTGGCCAGATGTTTTCTGGT
Anti-senso  GATGTCGGGGTTGTAATTGG
patched (ptc) Senso AAGCAGACTACCCGAATATCCA
Anti-senso  CAGGAGTTTGTAAGCGAGGAC
hedgehog interacting protein (hhip) Senso TGGCTCCCATCGGCTCTT
Anti-senso  CGGTGGAGCTCTGCGACT
osteopontina (opn) Senso CTGGCTGAATTCTGAGGGACT
Anti-senso  TTCTGTGGCGCAAGGAGATT
gapdh Senso CGACTTCAACAGCAACTCCACTC

Anti-senso

CACCCTGTTGCTGTAGCCGTATTC
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a realizacdo das analises estatisticas fizadt o programa GraphPad 5.0. Os
dados foram submetidos ao teste de normalidadem@grov-Smirnov) para determinar o
uso de testes paramétricos ou ndo parameétricoamrotilizados os testdsde Studente o
teste exato de Fisher para dados paramétricoest® ddvlann-Whitneypara os dados néo
paramétricos. Os resultados foram consideradosistis@mente significantes quando o valor
dep < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DA DIETA NOS CAMUNDONGOS C57BL/6

Em um primeiro momento, alimentamos camundongos BC&7 com dieta
hipercalorica, com o objetivo de desencadear DH@NAarcinoma hepatocelular espontaneo
(SOUZA, 2010).

5.1.1 Peso

Como descrito anteriormente (SOUZA, 2010), dietpettaldrica induziu maior
ganho de peso nos camundongos do que a dieta @oidid\ média de peso dos animais do
grupo controle apdés 11 meses de acompanhamen&8,Brg e a média de peso do grupo
obeso foi 58,349 (Figura 2).
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Figura 2: Peso e aspecto dos animais apos 11 meses dead@tanimais do grupo controle foram
alimentados com a racado regular do biotério e amas do grupo obeso foram alimentados com a
racao hipercaldrica e pesados. b. Aspecto dos anmp@s acompanhamento, sendo um animal da
esquerda do grupo obeso, alimentado com racdochipeca e o da direita do grupo controle,
alimentado com racao regular do biotério. TeskeStudent** p<0,0001.
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5.2 AVALIACAO BIOQUIMICA
5.2.1 Glicemia

Como esperado, 0s animais do grupo obeso aprem®ntaaiores niveis de glicemia
em jejum do que os animais do grupo controle agdmdses de acompanhamento com dieta
hipercaldrica e regular do biotério. A média degtnia do grupo controle foi 138,3mg/dl e a

média de glicemia do grupo obeso foi 200,4mg/dlokés iguais e superiores a 150mg/dl de
glicose foram considerados niveis diabéticos. ({Rig.
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Figura 3: Glicemia dos animais ap6s 11 meses de acompanhank@ram determinadass niveis
séricos de glicose dos animais obesos e do grupgmotm Testd de Student **H<0,0001.

5.2.2 Colesterol

Ao final de 11 meses de acompanhamento, o grupandeais obesos apresentou
niveis de colesterol sérico significativamente nadie do que os animais do grupo controle,
como similarmente descrito (SOUZA, 2010). A médeacdlesterol sérico do grupo controle

foi 127,5mg/dl e a média do grupo obeso foi 243gdin (Figura 4).
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Figura 4: Colesterol sérico dos animais apés 11 meses depardramento-oram determinadoss
niveis os séricos de colesterol dos animais olesgosgrupo controle. Testele Student*p =0,0025.

5.2.3 Triglicérides

N&o houve diferenca significativa nos niveis dgiterides entre os animais de grupo
controle e os animais do grupo obeso. A médiaidkc#rides do grupo de animais controle
foi 40,86 mg/dl e a média de triglicérides do gropeso foi 52,0 mg/dl. (Figura 5).
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Figura 5: Niveis de triglicérides sérico dos animais apdésnkkes de acompanhamerifestet de
Studentp= 0,2043.
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5.2.4 ALT e AST

Os niveis séricos de ALT e AST foram mais elevaungrupo dos animais obesos do
que no grupo dos animais controle, indicando lels@patocelular, como mostrado por
SOUZA (2010). O valor médio de ALT no grupo corgrédi 23,88mg/dl e no grupo obeso
foi 108,3 mg/dl. O valor médio de AST no grupo col& foi 85,86mg/dl e no grupo obeso
foi 165,85 mg/dI. (Figura 6).
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Figura 6: Niveis de ALT e AST séricos dos animais apés llesee acompanhamentn. ALT,
Testet de Studenp**= 0,0045. b. AST, Testede Studenp**= 0,0076.
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5.3 AVALIACAO ANATOMO-PATOLOGICA

Como esperadopdos 0s figados dos animais do grupo obeso apaeaentesteatose,
balonizacdo hepatocelular, inflamacao lobular @ofib peri-sinusoidal, critérios para o
diagndstico de esteato-hepatite (SOUZA, 2010, PALRIA?2).

A esteatose foi do tipo macrovacuolar, difusa,smatensa na regiao peri-central,
como ocorre na doenca humana. Nenhum animal doograptrole apresentou esteatose.
(Figuras 7, 8).

A balonizacao hepatocelular ocorreu em todos @&léig dos animais do grupo obeso.
A balonizacéo foi moderada a intensa em todosgasléis, com concentracdo maior nas zonas
pericentrais (Figura 8). Muitos hepatdcitos exibieonpusculos de Mallory-Denk (SOUZA,
2010, PALMA 2012).
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Figura 7: Avaliacdo da esteatosEigado de animal do grupo controle (A) (HE, 100Xdcegrupo
obeso (B) (HE, 200X).
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macrovacuolar em zona 3 e baloniza¢éo hepatocétdtas. (HE, 400X).

A inflamacéo lobular, caracterizada por pequenesgdae infiltrado inflamatério no
parénquima, com células mononucleares e polimocfeates, ocorreu predominantemente
nos figados de animais do grupo obeso. (FiguréA@g¢nas um animal do grupo controle
apresentou em area focal inflamacéo lobular.
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Figura 9. Avaliacao da inflamacaa. Inflamacao lobular no figado de animal obes&, (#D0X). b.
Avaliacdo semi-quantitativa da inflamacdo lobuldeste exato deFisher *** p=0,0003. Um

experimento representativo de trés realizados.

A presenca de fibrose peri-sinusoidal ocorreu apemagrupo dos animais obesos
(Figura 10). A fibrose se caracterizou por ocoggr zonas peri-centrais. Nenhum animal
apresentou cirrose. Apenas um animal mostrou #bpesi-sinusoidal com septos finos. No
grupo controle, observou-se ocorréncia de disdiletase subcapsular em trés animas. Esse
tipo de fibrose esté relacionado ao envelhecimerialiferente do padréo descrito na esteato-
hepatite.

Esses achados evidenciam que nesse estudo, osdmrgas C57BL/6 alimentados
com dieta hipercaldrica reproduziram os achadoscos, laboratoriais e histopatolégicos

anteriomente descritos (SOUZA, 2010, PALMA 2012).
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Figura 10. Avaliacao da fibrosea. Figado de animal do grupo controle (A) (Picro&iiVermelho,
100X) e do grupo obeso (B e C). (Picro Sirius Vénme400X). b. Avaliacdo semi-quantitativa da
fibrose Teste exato dBisher*** p=0,0004. Um experimento representativo de trészesis.



43

5.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA RELACIONADA A INFLAMACAO E
FIBROSE

Em seguida, fomos avaliar a resposta inflamataritenido que desenvolveu estaeto-
hepatite secundaria a dieta.
5.4.1 TNFa

A quantificagdo relativa da expressdo de TdNFwnostrou expressdo de RNA
mensageiro de TNB- 2,0 vezes maior no grupo de animais obesos emarelao grupo
controle, reforcando os resultados da avaliacaoi-geanmtitativa, que mostrou mais

inflamacéo no parénquima hepatico dos animais abéBmura 11).
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Figura 11. Quantificacdo relativa da expressdo de RNA mensadeil NF-0. Testet, p=0,15.

54.2 IL-6

A quantificacéo relativa da expressao de IL-6 noostxpressdo de RNA mensageiro
de IL-6 1,3 vezes maior no grupo de animais obesoselacdo ao grupo controle, reforcando
0s resultados da avaliagdo semi-quantitativa, gastrou mais inflamacdo no parénquima

hepético dos animais obesos. (Figura 12).



44

4
o
g O
< 37
Z o
Ee T
() g 2 ()
T O <>
O
g ='l O
g 14
x — S
)
0 Cawnd]
I T
Controle Obeso

Figura 12. Quantificacao relativa da expressdo de RNA mensadeil-6. Testet, p=0,5.

5.4.3 Avaliacdo da expressao de Colageno la

A quantificac@o relativa da expressdo de Colagemandstrou expressdo de RNA
mensageiro de Colageno 1a 3,9 vezes maior no gielamimais obesos em relagédo ao grupo
controle, confirmando os resultados da avaliacaui-geantitativa, que mostrou maior
presenca de fibrose nos figados dos animais oleeswoslacido aos animais do grupo controle.
(Figura 13).
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Figura 13. Quantificacdo relativa da expressdo de RNA mensagde Colagenola. Teste t,
**p=0,0074.
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5.5 OCORRENCIA E CARACTERIZACAO DE CARCINOMA HEPAJCELULAR

Em 40% dos animais do grupo obeso (4 de 10 anirobgervou-se a macroscopia a
ocorréncia de CHC. Todos os carcinomas eram benmitelas e tinham coloracao
esbranquicada, mais clara que o parénquima hegtjacente. (Figura 14). A microscopia,
as neoplasias eram constituidas por hepatdcitosdiseretas atipias nucleares, mostravam
celularidade maior que o figado adjacente, alémbdela expansiva, com efeito de
compressdo no parénquima ao lado. Frequentemerdm ebservados vasos arteriais
desacompanhados de ramos de veia porta ou de Hiieto Os hepatdcitos malignos
frequentemente mostravam esteatose macrovacub#omrizacao, além da presenca de focos
de infiltrado inflamatério misto na neoplasia euslg corpusculos de Mallory-Denk. As
caracteristicas apresentadas pelas neoplasiasoséistentes com carcinoma hepatocelular,

variante esteato-hepatitica, descrita em humahRagir@s 15, 16).
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Figura 14. Carcinomas hepatocelulares. Macroscopia dos caneiseem figados dos animais do
grupo obeso.
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Figura 15. Microscopia de carcinoma em figado de animal dp@mbeso. A neoplasia exibe borda
compressiva (setas) (A, HE, 100X e B,D Picro SiMermelho, 100X ). Esteatose no carcinoma
hepatocelular (C) (HE 100X).
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Figura 16. Carcinoma em figado de animal do grupo obe&o.neoplasia exibe esteatose
macrovacuolar, balonizagdo hepatocelular (A, Bpmpuasculos de Mallory-Denk (setas). (C) (HE,
400X). Vaso arterial (*) desacompanhado de ramedia porta e de ducto biliar na neoplasia (D)
(Picro Sirius Vermelho, 100X).
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5.6 AVALIAQAO DA VIA HEDGEHOG NO PARENQUIMA HEPATCO
5.6.1 Avaliacéo da via Hedgehog por imuno-histodcé no parénquima hepatico

Inicialmente, para avaliar se havia ativacao @aHh no modelo, foi feita marcacao
imuno-histoquimica para o ligante da via Hh, Inditedgehog, o fator de transcri¢cdo da via,
Gli2, e osteopontina (alvo final da sinalizacdo HFRpi feita marcacdo para ceélulas
progenitoras hepaticas com o marcador SOX-9.

5.6.1.1 Indian Hedgehog

Houve maior numero de células marcadas por imusteduimica para Ihh no grupo
obeso do que no grupo controle. A média de cépdastivas para Ihh no grupo controle foi
20.48 + 7.75 células e a média de células positieagrupo obeso foi 80.24 + 13.46 células.
(Figura 17). A imuno-histoquimica mostrou marcagémsitiva para Ihh em linfocitos,

macrofagos, células estrelares hepatica e em lu#jpatdalonizados no figado de animais
obesos.
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Figura 17. Avaliacdo da expresséo de Ihfa. Avaliacdo semi-quantitativa da expresséo deptith
imuno-histoquimicaTestet, ** p=0,0049. bMarcacé&o por imuno-histoquimica para lhh em lirtfisi

macrofagos e em células estrelares hepética erdofiga animal obeso (A, B, 200X). Marcacao
positiva para Ihh em hepatdcito balonizado (D, 400X
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5.6.1.2 Gli2

Houve maior nimero de células marcadas por imustoduimica para Gli2 no grupo
obeso do que no grupo controle. A média de cépdagivas para Gli2 no grupo controle foi
0.04 + 0.04 células e a média de células positagrupo obeso foi 97.16 + 7.31 células.

(Figura 18). A marcacéo para &Sbcorreu em hepatdcitos e células ductulares gaddide animal
obeso.
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Figura 18. Avaliagcdo da expressdo de Gli2. a. Avaliagdo serantjtativa da expresséo de Gli2.
Testet *** p<0,0001. b. Marcacgéo positiva por imuno-histoquérpara Gli2 em hepatdcitos e células
ductulares em figado de animal obeso (A, B, 200X).
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5.6.1.3 Osteopontina

Houve maior numero de células marcadas por imusteduimica para OPN no grupo
obeso do que no grupo controle. A média de cépdagtivas para OPN no grupo controle foi
2.16 + 0.33 células e a média de células positimagrupo obeso foi 62.16 + 12.6 células.

(Figura 19). Amarcacao positiva por imuno-histoquimica para OBdireu em células ductulares e
em células estrelares nos figados dos animais ebeso
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Figura 19. Avaliacdo da expressdo de OPN. a Avaliacdo semitijativa da expressdo de OPN.
Testet *** p=0,0014. b. Marcacao positiva por imuno-histoquéarpara OPN em células ductulares e
em células estrelares em figado de animal obesB,(200X).
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5.6.1.4 SOX-9

Houve maior numero de células marcadas por imustoduimica para SOX-9
(marcador de célula progenitora hepatica) no gnlso do que no grupo controle. A media
de células positivas para SOX-9 no grupo contrl® 2 + 2.55 células e a média de células
positivas no grupo obeso foi 42.84 + 9.56 célulegyura 20).
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Figura 20. Avaliacao da expressdo de SOX-9. a. Avaliacdo sgmaititativa da expressao de SOX-9.
Testet **p=0,0094. b. Marcacao positiva por imuno-histoquarmpara SOX-9 em células em figado
de animal obeso (A, 200X) e em animal controle2@)X).
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5.6.2 Avaliacdo da expressdo génica da via Hedpgeb@arénquima hepéatico

5.6.2.1 Indian Hedgehog e Sonic Hedgehog

A quantificacdo relativa da expressdo de Indiangedkldg, ligante da via Hh no
figado, mostrou expressdo de RNA mensageiro d&,llvezes maior no grupo de animais
obesos em relagdo ao grupo controle, confirmandoressitados da avaliacdo semi-
quantitativa da imuno-histoquimica, que mostrouamgresenca de lhh no parénquima
hepatico dos animais obesos. A quantificacao velata expressdo de Sonic Hedgehog, outro
ligante da via Hh no figado, mostrou expressao A& Riensageiro de Shh 2,1 vezes maior
no grupo de animais obesos em relagéo ao grupootaniFigura 21).
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Figura 21. Quantificacéo relativa da expressédo de RNA memsage lhh Testé *p=0,015. b. Shh
Testet p= 0,13.
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5.6.2.2 Patched e Hhip

A quantificagéo relativa da expressédo de Patohedceptor de membrana da via Hh
no figado, mostrou expressdao de RNA mensageirptde,0 vezes maior no grupo de
animais obesos em relacdo ao grupo controle. Atifigagao relativa da expressao de Hhip,
molécula inibitéria da via Hh, mostrou menor expées de RNA mensageiro diip no
grupo de animais obesos em relagcdo ao grupo cenkaol 30% dos animais do grupo obeso

nao foi detectada expresséao de hhip. (Figura 22).
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Figura 22. Quantificagéo relativa da expressdo de RNA mensagei Ptch Testep=0,17. b. Hhip
Testet p=0,12.
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5.6.2.3 Glil e Gli2

A quantificacdo relativa da expresséo de Glilorfate transcricdo da via Hh no
figado, mostrou expressao de RNA mensageirglidel,7 vezes maior no grupo de animais
obesos em relacdo ao grupo controle. A quantifcaeativa da expressao de Gli2, outro
fator de transcricdo da via Hh ativado por Glil,stnau expressdao de RNA mensageiro de
gli2 1,4 vezes maior no grupo de animais obesosetaqao ao grupo controle, confirmando
0s resultados da avaliagcdo semi-quantitativa danaatistoquimica, que mostrou maior

presenca de Gli2 no parénquima hepatico dos anwhatsos. (Figura 23).
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Figura 23. Quantificacdo relativa da expressdo de RNA mensagei Glil Testd p=0,39. b. Gli2
Testet p=0,22.
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5.6.2.4 Osteopontina

A quantificacéo relativa da expressédo de Osteapmngene alvo da via Hh, mostrou
expressdo de RNA mensageiro de OPN 1054 vezes maigrupo de animais obesos em
relacdo ao grupo controle, confirmando os resuftada avaliacdo semi-quantitativa da
imuno-histoquimica, que mostrou maior presenca &N Mo parénquima hepético dos

animais obesos. (Figura 24).
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Figura 24. Quantificacao relativa da expressdo de RNA mensag@PN. Testé** p=0,0013.

5.7 AVALIACAO DA VIA HEDGEHOG NOS CARCINOMAS HEPADCELULARES

5.7.1 Avaliacdo da via Hedgehog por imuno-histotcd nos carcinomas hepatocelulares
Para complementar a avaliagdo da expressdo gé@aicaa Hedgehog, foi feita a
avaliacdo semi-quantitativa da expressdo das peseidessa via nos carcinomas

hepatocelulares.

5.7.1.1 Indian Hedgehog

Os carcinomas hepatocelulares mostram intensa g@arcaara lhh. Além da
expressdo de lhh nas células inflamatorias e cehdtrelares hepaticas, houve marcacéo no
citoplasma dos hepatdcitos neoplasicos, com gredesagrosseiras (Figura 25). A avaliacao
semi-quantitativa por imuno-histoquimica da expesge Ihh mostrou maior expressédo de
Ihh nos CHC, quando comparado com as células dosaencontrole. A média de células
positivas para Ihh no grupo controle foi 25,671%,62 e nos CHC foi 83,90 27,17.
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Comparando-se a expressdo de Ihh entre os hepatduoidlignos e os hepatécitos do
parénquima ndo neopldsico dos animais que desamaalv carcinoma, ndo houve
positividade para Ihh nos hepatdcitos dos animassas sem carcinoma. A média de

hepatocitos malignos positivos para Ihh foi 83,91+ 7. (Figura 25).
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Figura 25. Avaliagdo por imuno-histoquimica de expesséo de Ihha. Avaliagdo semi-quantitativa
da expressao de Ihh controle x CHC. Te$ig=0,044. b. Avaliacdo semi-quantitativa da expres&fio
Ihh hepatocitos malignos x hepatocitos em paréngui&o neoplasicos de animais obesos com CHC.
Testet *** p=0,0006. c. Marcacao positiva em células inflaniasbe em células estrelares (A, 100X)
e no citoplasma de hepatdcitos malignos (B,C 200X).

5.7.1.2. Gli2

Os carcinomas hepatocelulares mostram intensa gdargara Gli2. Houve marcacéo
nuclear dos hepatdcitos neoplasicos (Figura 26avéliacdo semi-quantitativa por imuno-
histoquimica da expressdo de Gli2 mostrou maioresgdo de Gli2 nos CHC, quando
comparado com as células dos animais controle. diarse células positivas para Gli2 no
grupo controle foi 0,16 0,11 e nos CHC foi 116 %4,76. Comparando-se a expressao de
Gli2 entre o parénquima ndo neoplasico dos aniquasdesenvolveram carcinoma e os CHC,
ndo houve diferenga entre os grupos. A média ddasépositivas para Gli2 no parénquima
nao neoplasico dos animais que desenvolveram oaneiffoi 108,4 46,77 células e média de
células positivas nos CHC foi de 108,4,¥7 células. (Figura 26).
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Figura 26. Avaliagcdo por imuno-histoquimica de expessdo de Gli2.a. Avaliagdo semi-quantitativa da
expressdo de Gli2 controle x CHC. Teste* p<0,0001. b. Avaliagdo semi-quantitativa da express Gli2
hepatocitos malignos x hepatocitos em parénquirnaneéplasicos de animais obesos com HC. Tgst6,30.

c. Marcacéo positiva para Gli2 em nucleo de hepas¢i, 100X e B,C 200X).
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5.7.1.3 Osteopontina

Os carcinomas hepatocelulares mostraram intensaag@r para OPN. Além da
expressdo de OPN em células estrelares hepatmage ntensa marcacao no citoplasma dos
hepatocitos neoplasicos, incluindo hepatécitos hzémlos (Figura 27). A avaliacdo semi-
guantitativa por imuno-histoquimica da expressa@B& mostrou maior expressao de OPN
nos CHC, quando comparado com as células dos anicoaitrole. A média de células
positivas para OPN no grupo controle foi 2,330;94 e nos CHC foi 14,20 2,19.
Comparando-se a expressdo de OPN entre os hepatdcilignos e os hepatocitos do
parénquima nao neopldsico dos animais que desamaalv carcinoma, ndo houve
positividade para OPN nos hepatdcitos dos animbésas sem carcinoma. A média de
hepatocitos malignos positivos para OPN foi 14,29 1. (Figura 25). No parénquima dos
animais obesos nao houve marcacédo de OPN em higpsitoc
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Figura27. Avaliacao por imuno-histoquimica de expressédo di.@P Avaliacao semi-quantitativa da
expressdo de OPN controle x CHC. Tdste p=0,0002. b. Avaliagdo semi-quantitativa da expressa
de OPN hepatdcitos malignos x hepatécitos em pandéragnado neoplasicos de animais obesos com
CHC. Testet *** p=0,0006. c. Marcacdo positiva para OPN em célutes morfologia de células

estrelares (*) e intensa e marcagao no citoplasyaahdpatocitos neoplasicos balonizados (setas). (A,
100X e B,C 200X).

5.7.1.4. SOX-9

Os carcinomas hepatocelulares mostram intensa gdarcpara SOX-9. A
expressado ocorreu em nucleo de células com esciégptasma e com morfologia de célula
oval (Figura 28). A avaliagdo semi-quantitativa pmuno-histoquimica da expressdo de
SOX-9 mostrou maior expressao de SOX-9 nos CHCpamua@omparado com os animais
controle. A média de células positivas para SOXQrupo controle foi 10,33 3,01 e nos
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CHC foi 105,1 +14,33. Comparando-se a expressao de SOX-9 enCél€ e o parénquima
ndo neoplasico dos animais que desenvolveram caneinhouve maior expressao de SOX-9
nos CHC. A meédia de células positivas para SOX-9paEnquima nao neoplasico dos

animais com carcinoma foi 27,4442 e nos carcinomas foi 116.4,76. (Figura 28).
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Figura 28. Avalia¢do por imuno-histoquimica de expresséao d¥-8(a. Avaliagdo semi-quantitativa
da expressdo de SOX-9 controle x CHC. Test& p<0,0001. b. Avaliacdo semi-quantitativa da
expressdo de SOX-9 parénquima nédo neoplasicosimaiarobesos x CHC. Testé** p=0,0015. c.
Marcacado positiva em células ovais, com escassplagma. (A, 100X e B,C 200X).

5.7.2 Avaliacéo da expressao génica da via Hedpebs carcinomas hepatocelulares

A quantificacao relativa da expressao de RNA mggisa dos componentes da via Hh
nos carcinomas hepatocelulares foi feita de tréade: a) comparou-se a expressdo de RNA
mensageiro dos componentes da via Hh entre osoaras e o parénquima dos animais do
grupo controle; b) comparou-se a expressao de RBEsageiro dos componentes da via Hh
entre o parénquima hepatico dos animais obesosngoedesenvolveram carcinoma e o
parénquima hepatico ndo neoplasico dos animais dpsenvolveram carcinoma; c)
comparou-se a expressdo de RNA mensageiro dos oemes da via Hh entre os
carcinomas e o parénquima dos animais obesos geewdveram carcinoma. Dessa forma,
foi possivel avaliar se no parénquima dos animags desenvolveram neoplasia a via Hh

estava mais ativada do que no parénquima dos anguaindo desenvolveram carcinoma.

5.7.2.1. Indian Hedgehog
A quantificacdo relativa da expressao de Indiandgdbog nos carcinomas

hepatocelulares mostrou expressao de RNA mensatgeitth 4,1 vezes maior nas neoplasias
em relacdo ao parénquima hepatico dos animaiswgm grontrole (Figura 29a). Comparando
a expressdo de ihh entre o parénquima hepatico adeurnongos obesos que nao
desenvolveram carcinoma e 0 parénquima ndo neopléisis animais que desenvolveram
carcinoma, houve expressao 1,95 vezes maior naganda nao neoplasico dos animais que
desenvolveram carcinoma (Figura 29b). Comparandoesg@ressao de ihh entre o carcinoma
e 0 parénquima ndo neoplasico dos animais que \d#geram carcinoma, houve expressao
apenas 0,73 vezes menor nos carcinomas em relac@aré@nquima ndo neoplasico dos

animais que desenvolveram carcinoma. (Figura 29c).
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Figura 29. Quantificagcéo relativa da expressdo de A mensageiro de lhh.a. Carcinomas em
relacdo ao grupo controldeste t p= 0,072. b.Parénquima ndo neoplasico dos animais que
desenvolveram carcinoma em relacdo ao parénquirsaadionais obesos que ndo desenvolveram
carcinoma; teste f p= 0,35. c. Carcinomas em relacdo ao parénquima ndo nheoplakiso
camundongos que desenvolveram carcindesde f p= 0,88.
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5.7.2.2 Sonic Hedgehog
A quantificacdo relativa da expressdo de Sonic Eledg nos carcinomas

hepatocelulares mostrou expressdo de RNA mensageishh apenas 0,5 vezes menor nas
neoplasia em comparacao ao parénquima hepaticardo®mis do grupo controle (Figura
30a). Comparando a expressdo de shh entre o parénbepatico de camundongos obesos
gue nao desenvolveram carcinoma e o0 parénquima ne@plasico dos animais que
desenvolveram carcinoma, houve expresséo 3,29 wveaies no parénquima nao neoplasico
dos animais que desenvolveram carcinoma (Figury 8dmparando-se a expressao de ihh
entre os carcinomas e o parénquima ndo neoplasiso adimais que desenvolveram
carcinoma, houve expresséo apenas 0,18 vezes mangarcinomas em comparacao com o

parénquima ndo neoplasico dos animais que desamaatvcarcinoma (Figura 30c).
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Figura 30. Quantificagdo relativa da expressao de RNA mensagdei Shh. a. Carcinomas em relagéo
ao grupo controleteste t p= 0,68. b. Parénquima ndo neoplasico dos animaisdgsenvolveram
carcinoma em relacdo ao parénquima dos animai®slopse ndo desenvolveram carcinoteste {

p= 0,60. c. Carcinomas em relacdo ao parénquima mgmplasico dos camundongos que
desenvolveram carcinomaste {p= 0,20.
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5.7.2.3. Patched
A quantificacéo relativa da expresséo de Ptc mosr@mas hepatocelulares mostrou

expressdo de RNA mensageiro de ptc 37,59 vezesr ma® neoplasias em relacdo ao
parénquima hepatico dos animais do grupo contfpi(a 31a). Comparando a expressao de
ptc entre o parénquima hepatico de camundongo®®slge® ndo desenvolveram carcinoma e
0 parénquima ndo neoplasico dos animais que ddsenanm carcinoma, a expressao de ptc
foi apenas 0,9 vezes maior no parénquima nao reopléos animais que desenvolveram
carcinoma (Figura 31b). Comparando-se a expresga@td entre os carcinomas e 0

parénquima ndo neoplasico dos animais que deseamaolv carcinoma, houve expressao
apenas 0,05 vezes menor nos carcinomas em relac@aré@nquima ndo neoplasico dos

animais que desenvolveram carcinoma (Figura 31c).
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Figura 31. Quantificacdo relativa da expressdo de RNA mensagdei Ptc. aCarcinomas em relagéo
ao grupo controleteste § ** p= 0,004. bParénquima ndo neoplasico dos animais que desemnaoly
carcinoma em relacdo ao parénquima dos animai®slogse ndo desenvolveram carcinoteste {
p= 0,35. c. Carcinomas em relacdo ao parénquima nao neoplddso camundongos que
desenvolveram carcinomaste fp=0,11.

5.7.2.4Hhip

A quantificacéo relativa da expressédo de hhipmastrou expressdo nos carcinomas
hepatocelulares. (Figuras 32a e 32c). Comparanekpeessao de hhip entre o parénquima
hepatico de camundongos obesos que ndo desenvolwen@inoma e o0 parénquima néo
neoplasico dos animais que desenvolveram carcinaneapressao de hhip foi apenas 0,57
vezes menor no parénquima ndo neoplasico dos animqmes desenvolveram carcinoma.
(Figura 32b).
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Figura 32. Quantificacdo relativa da expressdo de A mensageiro de hhip.a,c.Os carcinomas
ndo mostram expressao de hhip. b. Parénquima ndgdseo dos animais que desenvolveram
carcinoma em relacdo ao parénquima dos animai®eloge ndo desenvolveram carcinoteate

p= 0,69.

5.7.2.5Glil1
A quantificacao relativa da expresséo de Glilcasinomas hepatocelulares mostrou

expressdo de RNA mensageiro de Glil 1,84 vezesrnma® neoplasias em relacdo ao

parénquima hepéatico dos animais do grupo contkpi(a 33a). Comparando a expressao de
Glil entre o parénquima hepatico de camundongososbgue ndo desenvolveram carcinoma
e 0 parénquima ndo neoplasico dos animais que d@geram carcinoma, houve expressao

2,6 vezes maior no parénquima nao neoplésico dosaanque desenvolveram carcinoma

(Figura 32b). Comparando-se a expressédo de Glik entarcinoma e 0 parénquima nao

neoplasico dos animais que desenvolveram carcinbmaje expressao apenas 0,66 vezes
menor de Glil nos carcinomas em relacdo ao pan@aquio neoplasico dos animais que

desenvolveram carcinoma. (Figura 33c).



71

Expressédo de mRNA de
Glil (x Carcinoma)

T T
Controle Carcinoma

14

Expressé&o de mRNA de
Gli1 (x pareng anim sem Carc)

T T
Pareng animal sem Carc Pareng animal com Carc

2.0+

=
o
1

o
o1
1

Expresséo de mRNA de
Glil (x pareng anim com Carc)
=
?

0.0 . .
Pareng animal com Carc Carcinoma

Figura 33. Quantificagéo relativa da expressao de A mensageiro de Glil.a. Carcinomas em
relacdo ao grupo controldpste t p= 0,36. b. Parénquima ndo neoplasico dos animais que
desenvolveram carcinoma em relacdo ao parénquirmaadionais obesos que ndo desenvolveram
carcinoma,; teste t p= 0,76. c. Carcinomas em relacdo ao parénquima ndo neoplaiiso
camundongos que desenvolveram carcinaesde f p= 0,88.
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5.7.2.6 Gli2

A quantificacao relativa da expresséo de Gli2casinomas hepatocelulares mostrou
expressdo de RNA mensageiro de Gli2 1,65 vezesrnmai® neoplasias em relacdo ao
parénquima hepatico dos animais do grupo contfapi(a 34a). Comparando a expressao de
Gli2 entre o parénquima hepatico de camundongososbgue ndo desenvolveram carcinoma
e 0 parénquima ndo neoplasico dos animais que d#geram carcinoma, houve expressao
29,83 vezes maior no parénquima ndo neoplasicamiozis que desenvolveram carcinoma
(Figura 34b). Comparando-se a expressao de Gli2 estcarcinomas e o parénquima nao
neoplasico dos animais que desenvolveram carcinbmaje expressao apenas 0,06 vezes
menor nos carcinomas em relacdo ao parénquima eé&plasico dos animais que
desenvolveram carcinoma. (Figura 34c).
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Figura 34. Quantificacdo relativa da expressdo de RNA mensagls Gli2. a. a. Carcinomas em
relacdo ao grupo controldgste { p= 0,52. b. Parénquima ndo neoplasico dos animaes qu
desenvolveram carcinoma em relagcdo ao parénquirsaadionais obesos que ndo desenvolveram
carcinoma,; teste t p= 0,047. c. Carcinomas em relacdo ao parénquima neplasico dos
camundongos que desenvolveram carcindese fp = 0,11.

5.7.2.7 Osteopontina

A quantificacdo relativa da expressdo de OPN nagirmomas hepatocelulares
mostrou expressao de RNA mensageiro de OPN 36@3 veaior nas neoplasias em relagéo
ao parénquima hepatico dos animais do grupo cenffajura 35a). Comparando a expressao
de OPN entre o parénquima hepatico de camundongeso® que nado desenvolveram
carcinoma e o0 parénquima nao neoplasico dos anomaislesenvolveram carcinoma, houve
expressao 1,94 vezes maior no parénquima ndo seapldos animais que desenvolveram
carcinoma (Figura 35b). Comparando-se a expres®ad®BN entre o carcinoma e 0
parénquima ndo neoplasico dos animais que deseamaolv carcinoma, houve expressao
maior de OPN nos carcinomas em relacdo ao paréago@n neoplasico dos animais que
desenvolveram carcinoma. (Figura 35c).
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Figura 35. Quantificacao relativa da expressao de RNA mensagdeiopna. Carcinomas em relagéo
ao grupo controleteste f p= 0,004. b.Parénquima nédo neoplasico dos animais que desenaolv
carcinoma em relacdo ao parénquima dos animaiosloge ndo desenvolveram carcinoteate
p= 0,25. c. Carcinomas em relacdo ao parénquima ndo neoplaiso camundongos que
desenvolveram carcinomaste {p =0,34.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou a reproducéo de moddlii&NA induzida por dieta em
camundongos (SOUZA, 2010). Os animais reproduzmapectos da DHGNA de humanos,
com ganho de peso, desenvolvimento de diabetes/acélo dos niveis séricos de colesterol.
Do ponto de vista bioquimico, mostraram niveisceérielevados de ALT e AST, indicando
lesédo hepatocelular, o que foi confirmado ao exameomopatologico. Os figados desses
animais apresentaram esteatose, balonizacdo hep#aocinflamacao lobular e fibrose peri-
sinusoidal, muito semelhante morfologicamente aentado em pacientes com EHNA. Uma
parte desses animais desenvolveu espontaneamenieon®s hepatocelular, sem cirrose,
com aspectos de carcinoma hepatocelular variamgateshepatitica, descrito em pacientes
com DHGNA.

O modelo de indugcdo de EHNA, anteriormente, dedeimo no Instituto Gongalo
Moniz (SOUZA, 2010) (PALMA, 2012) mostraram aspectta DHGNA reproduzidos no
presente estudo. A investigacdo de vias molecul@iasionadas a patogénese da EHNA,
como a via Hedgehog e a ocorréncia de carcinomatbeglular espontaneo contribuem para
a caracterizacdo do modelo e adicionam um aspeaui@isana semelhancga entre o modelo e a
doencga humana: a carcinogénese espontanea.

Foi demonstrada a ativacdo da via Hedgehog no qairéa hepatico dos
camundongos com EHNA. A avaliacdo da expressaorakeipas por imuno-histoquimica
mostrou maior expressao de lhh, Gli2 e OPN noslfigalos animais com EHNA. O ligante
da via, o lhh, foi demonstrado em hepatécitos hadmivs, células estrelares hepéticas,
macroéfagos e linfécitos. O Gli2 foi demonstrado legpatocitos e células ductulares, e a OPN
foi demonstrada em células estrelares e célulasildues, confirmando dados da literatura,
quanto as células produtoras de ligantes (lhhporesvas a ativacdo da via (Gli2) e que
expressam OPN. A presenca de maior numero de séh@e-9 positivas, indicando maior
namero de células progenitoras nos animais com EhWdAmodelo de estudo, também
corroboram dados da literatura que indicam a ppaiiéo dessas células no processo de
reparo e regeneracdo hepaticas em EHNA (RANGWALAI, 2011) (OCHOAet al, 2010).

O modelo aqui apresentado tem como vantagem rneproch DHGNA em
camundongos de forma muito semelhante a doencanaurAdorma de inducédo de ganho de
peso é lenta e com uma dieta rica em carboidragordura. O ganho de peso em humanos
também ocorre de forma gradual. O tipo de dietalioago na obesidade em humanos é

também rica em carboidrato e gordura, muito pasecian a dieta relacionada a obesidade no
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Ocidente. Estudos anteriores ja haviam demonstaativacdo da via Hedgehog em EHNA
em modelos de DHGNA em camundongos geneticamenddicanlos e com dieta deficiente
em metionina e colina (SYMt al, 2011) e ha evidéncias cada vez mais consisteuies
ocorre ativacdo dessa via em DHGNA em humanos sudgarticipacdo na patogénese da
doenca (GUYet al, 2012).

N&o ha terapias medicamentosas aprovadas ou efigaza tratamento de pacientes
com EHNA. Os tratamentos baseiam-se em mudancatiio ée vida, como perda de peso,
mudanca de dieta, pratica de exercicios fisicoentrale da glicemia, medidas com baixa
aderéncia pelos pacientes em geral. O conhecindastoias moleculares implicadas na leséo
hepética nessa doenca é fundamental para o degiemeolo de terapias alvo. Ha um inibidor
da via Hedgehog ja aprovado para uso em pacierdes carcinoma basocelular, o
Vismodegib(ZHENG et al, 2013). O melhor entendimento da participacaoiddatedgehog
na patogénese da EHNA pode levar ao emprego decameelntos ja disponiveis (inibidores
da via) ou mesmo o desenvolvimento de novas drogas.

A via Hedgehog vem sendo estudada na patogénedevetsas doencas hepaticas,
como doenca alcodlica do figado, hepatite viralugieune, cirrose biliar primaria e
colangite esclerosante primaria (OMENETTI e DIERRDO8; HUANGet al, 2009). Em um
estudo longitudinal (GUYet al, 2012) foram obtidas amostras de bidpsia hepatea
pacientes com DHGNA, que mostrou existir correlagéime a expressao do ligante Shh por
imuno-histoquimica e do fator de transcricdo dg @h2 e a intensidade de balonizagéo
hepatocelular, intensidade de inflamacao portastadeamento de fibrose, sugerindo haver
uma correlacdo entre atividade da doenca e ativdgaona. No mesmo estudo, mostrou-se
também existir correlacdo entre expressdo de SBh2ecom idade avancgada, obesidade e
resisténcia periférica a insulina/diabetes, fataedacionados com sindrome metabdlica e
associados a estadios avancados de fibrose em DHGBlAutores sugeriram que a via Hh
desregulada poderia mediar a lesdo hepética nessaal

Previamente, alguns autores haviam demonstradarticipacdo da via Hh na
patogénese de DHGNA em alguns modelos de camungongdos utilizando animais
geneticamente modificados e/ou modelos de induedHIGNA em camundongos com dieta
deficiente em metionina e colina. Um estudo (FLEt@I, 2007) mostrou pela primeira vez
a expressao aumentada de lhh em camundoobfsb com DHGNA. Com o uso de
metionina, para inducéo de lesdo hepatocelularcadica DHGNA, os camundongad/ob
apresentaram maior ativacdo da via Hh do que caomgod controle, com expansao das

células progenitoras hepaticas e expressado de d@hlizhepatocitos maduros. Os autores
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sugeriram participacdo da via Hh na transicdo kpitdesénquima e como indutora de
fibrogénese hepatica.

Outro estudo (SYNet al, 2009) utilizando camundongos deficientes em Eett’),
receptor de membrana da via e que atua como sapre&ss um modelo de inducédo de
DHGNA por dieta deficiente de metionina e colinaj mostrada ativagédo da via Hh e
correlacdo entre estadio de fibrose e ativacaddalads camundongos Pfcmostraram mais
fiborose do que os camundongos controle, sugerirticppacédo da via Hh na fibrogénese
hepatica em DHGNA. Os animais Btenostraram maior expressdo de genes relacionados a
transicdo epitélio mesénquima, comofighctina de masculo liso, mmp9 e timpl. O
tratamento dos animais cdB@iclopamina uma droga repressora da via Hh, inibiu a producéo
de TGFB e a expressao de Gli2.

Chama aten¢do no modelo de DHGNA aqui estudadmgmee uma alta expresséo
de osteopontina, cuja expressao ja foi demonseadautros estudos. Osteopontina é uma
citocina pro-inflamatoria, que participa do proceske cicatrizacdo em diversos orgaos. O
gene da OPN é um gene alvo da sinalizacdo Hh. Bei@€ mostram que a OPN é um
mediador da fibrogénese em DHGNA. Camundongos CHYBLcamundongos Ptc com
DHGNA induzida por dieta deficiente em metioninacaina expressam mais OPN que
camundongos controle. Camundongos deficientes et (@™N") com DHGNA induzida
por dieta deficiente em metionina e colina desereral menos fibrose hepatica do que
camundongos controle (SYét al, 2011). Uma das criticas mais importantes a essEin
de estudo bem conduzido com camundongos, que tema objetivo demonstrar ativacao da
via Hh e participacdo da OPN em DHGNA, é o fataligda deficiente em metionina e colina
nao reproduzir uma doenca fenotipicamente semeahardoenca humana (os animais nao
desenvolvem resisténcia periférica a insulina, neesidade). O presente estudo é a primeira
demonstracao da ativacao de via Hh com participdegd®PN em um modelo de DHGNA
com doenca fenotipicamente semelhante & doencanauma

Amostras de pacientes com DHGNA mostram exprededPN, que se correlaciona
com estadio de fibrose (Syat al, 2012). Pacientes com EHNA e cirrose tém expoessa
hepatica duas vezes maior de OPN do que figadpaaentes com EHNA e fibrose inicial.
Pacientes com cirrose por EHNA tém 10 vezes maiseszao proteica de OPN no figado do
que figados controle. Células estrelares hepaiicagro sdo ativadas por OPN e passam a
expressar genes pro-fibrogénicos. Células esteelaepaticas quiescentes produzem OPN

com ativacdo enddgena da via Hh. Dessa forma, lataséestrelares, que s@o células
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conhecidamente produtoras de coldgeno no figado,as@adas por OPN por estimulos
autocrinos e parécrinos.

Além de ter participacdo na fibrogénese em DHGMAQPN parece participar
também nos mecanismos relacionados a inflamac&a mesdicdo. Estudos mostraram que
as células TNK sao fonte de OPN em DHGNA em camogao® geneticamente modificados
com DHGNA induzida por dieta deficiente em meti@nancolina, além de serem produtoras
de ligantes da via Hh (SYBt al, 2012). OPN parece também estar envolvida nacdiivee
macrofagos na EHNA em camundongos geneticamentéicaokds com dieta deficiente em
metionina e colina. Dados mostram que OPN produpiola hepatécitos em modelo de
DHGNA em camundongos induzida por dieta atuam dedgaracrina levando a ativacéo de
macrofagos (KWONet al, 2016). Os macrofagos sao células importantesrodupdo de
citocinas pro-inflamatorias, como TNF<€ IL-6, citocinas que participam na patogénese da
EHNA.

Simplificadamente, dados sugerem que na patogé&ttesié, a morte de hepatdcitos
por apoptose leva ao acumulo focal de célulasnrdtarias no parénquima, que produzem
citocinas, que atraem mais células inflamatoridvjam macréfagos e células estrelares
hepaticas. O TGR; citocina produzida por macrofagos, ativa céldaselares a produzir
colageno e também a liberar ligantes da via Hhe¥déncias que hepatdcitos em apoptose
também liberam ligantes da via Hh. A células estesl hepaticas sdo também responsivas
aos ligantes Hh para producgéo de colageno, primegrde sob estimulo de OPN, que € um
produto da etapa final da ativagéo da via Hh. O&hbEm parece ser importante na migracao
de células estrelares hepaticas. A sinalizacdondhzi transicdo epitélio-mesénquima em
células progenitoras, o que contribui para a regede e reparo hepatico na EHNA.
Caracteristicas da sinalizacdo Hh, como estimulagdtdcrina e paracrina parecem ser
importantes no contexto de microambiente no I6bhdpatico e se correlacionam com
aspectos morfologicos observados nas alteracéesnampatologicas (inflamacdo focal no
parénquima, fibrose peri-sinusoidal, o aspectoatease “litica” de hepatdcitos).

O modelo de DHGNA aqui apresentado pode ser atitizna investigacao do papel da
ativacéo da via Hh e da OPN na patogénese da EBN&Eompanhamento dos camundongos
com eutanasia sequencial em periodos pré-deterasradoleta de material bioldgico para
analise pode oferecer informacdes importantes quasiequéncia de alteragcdes moleculares
no figado. Correlacées com achados anatomo-pato@i caracteristicas clinicas podem ser
identificadas e possibilitar identificacdo de biocaa@ores de lesdo hepatica. O modelo

também pode contribuir para maior exploracdo dosamismos relacionados a inflamacéo e
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fiorose em EHNA que envolvem a sinalizagdo Hh. PRede utilizar camundongos
deficientes para OPN e avaliar comparativamentaltesacdes hepaticas. Estudosvivo
podem ser realizados, com bloqueio da OPN, avalidedativacao das células estrelares e de
macrofagos.

A ocorréncia de carcinoma hepatocelular do tipeasthepatitico nos camundongos
é também mais um aspecto semelhante do modeloapgesentado com a DHGNA em
humanos. Tipicamente, CHC ocorre em pacientes ddhMAEque evoluiram para cirrose. No
entanto, em algumas séries de casos (STAREEAM, 2010), até 50% dos casos de CHC em
pacientes com EHNA ocorreram em figados ndo cbwétiA maior parte dos pacientes com
CHC e EHNA tém diabetes, obesidade ou outra mdaifds da sindrome metabdlica.
Alexander e col§ALEXANDER et al, 2013) em uma coorte de pacientes com CHC sem
cirrose, demonstraram uma associacdo entre a oc@réle CHC e esteatose e esteato-
hepatite no parénquima hepatico ndo neoplasicostdatse mostrou uma associagdo com
CHC variante esteato-hepatitica. O mesmo grupo rmosbcorréncia do CHC esteato-
hepatitico em figados de pacientes sem sindromabiGleia e sem esteatose no parénquima
hepatico ndo neoplasico (YE# al, 2015). Esses dados reforcam a possibilidade wane
esteato-hepatitica do CHC representar um subtipeced de CHC, cuja carcinogénese e vias
moleculares implicadas devem ser exploradas.

Um estudo prévio com camundongos C57BL/6 (HILL-BASkKet al, 2009) mostrou
ocorréncia de CHC espontaneo em um modelo de DH@NAzido por dieta sem colina,
mas sem exploracdo de vias moleculares especificapresente estudo, 4 de 10 animais do
grupo obeso desenvolveram CHC espontaneamentdgado$ nao cirréticos, com nddulos
bem delimitados a macroscopia e com caracteristicaSHC esteato-hepatitico. O exame
imuno-histoquimico com pesquisa de proteinas d&lkianostrou positividade para o ligante
Ihh nos hepatdcitos malignos, com granulacbes e@i@ss no citoplasma, além de
positividade em células inflamatorias mononucleae=lulas estrelares hepaticas. Houve
também marcacdo positiva para o fator de transcri@d2 no nucleo dos hepatdcitos
malignos e intensa marcacao para a proteina OPdtopmlasma dos hepatdcitos malignos e
em células estrelares.

Componentes da via Hh frequentemente mostram negaein diversos tipos de
cancer. Uma hiperativacdo da via ocorre na Sindrdamm€arcinoma Basocelular Nevoide
(Sindrome de Gorlin). Nessa sindrome, ha mutacdeseceptor de membrarRatchede
hiperativacdo da via. Uma droga inibidora da viae @tua no co-recept@moothenegdé

aprovada para tratamento de pacientes com a SiaditerGorlin que cursam com carcinoma
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basocelular recorrente, localmente avancado oustaéta desde 2012. Hiperativacdo da via
também j& foi demonstrada em meduloblastomas eomabdsarcomas. J& foi demonstrada
participacdo da via Hh, com producdo de ligantesuéacbes de componentes da via em
carcinomas do trato gastrointestinal, pulmonar,sgataco, pancreatico, em linfomas e
plasmocitoma (ZHENGt al, 2013).

A ativacao da via Hh pode alterar numerosas prdades celulares implicadas em
carcinogénese: proliferacdo irrestrita, imortaliglacklular, desregulacdo do metabolismo
energeético, inflamacdo, angiogénese, evasdo denwmsimune, instabilidade gendmica,
evasdo da supressdo do crescimento, resisténc@ta oelular e ativacdo de mecanismos
relacionados com invasédo e metastase (HANNA e SHE\AD16).

Alguns grupos ja demonstraram ativacao aberrantgadbledgehog em amostras de
CHC humanos (HUANGet al, 2006), (CHENGet al, 2009). Huang €ols mostraram,
anteriormente, ativacédo aberrante da via Hh emimmamas hepatocelulares. Em parte dos
casos, também foi detectada expressao de Glil moRiarénquima adjacente a neoplasia. Os
autores sugeriram que a sinalizacdo Hh pode s&vento precoce na carcinogénese hepatica
(HUANG et al, 2006). Cheng eols mostraram hiperativagcdo da via e associacao entre
ativacdo da via Hh e invasdo venosa portal pelplasia. Os autores também mostraram que
0 uso de um inibidor da via diminui a proliferac&ootilidade e migracdo de células de
linhagem de CHGn vitro.

Estudo com camundongos (PHILIRS al, 2011), em modelo utilizando animais
geneticamente modificados (camundongos Miigue desenvolvem CHC e fibrose mostrou
também ativacéo da via Hh. O tratamento dos aniow@is um inibidor da via resultou em
diminuigc&o da fibrose e diminui¢céo do volume turherdas metastases. A ativacdo da via Hh
nos figados dos animais precedeu a ocorréncia €& CH

Outro estudo com camundongos M@ com amostras de CHC humano de pacientes
com DHGNA (CHANet al, 2012) mostrou que hepatécitos malignos produzgamties de
Hh, que atuam de forma paracrina no parénquimaticepddo neoplasico. No estudo em
questao, foi demonstrado que a via Hh no estroriawda a glicolise em miofibroblastos,
producao de lactato, que é utilizado para a pratdedATP por hepatécitos malignos.

No presente estudo, foi demonstrada ativagcdo da Him nos carcinomas
hepatocelulares em relacdo ao parénquima hepabsoadimais controle. Por imuno-
histoquimica detectou-se hiper-expressdo de Ihi2 &IOPN. Os hepatdcitos malignos
mostraram expressao de lhh em forma de granulagodsseiras no citoplasma, confirmando

dados da literatura que hepatdcitos malignos popleduzir ligantes da via Hh (CHARMt
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al., 2012). A expressédo de OPN nos carcinomas foi éamimaior que nos animais controle.
Detectou-se a expressdo de OPN nos hepatdcitognosliincluindo hepatdcitos malignos
balonizados.

Em nosso estudo, a avaliacdo da expressdo génsc@amoinomas mostrou maior
expressdo de RNAm de lhh em relacdo o controlexpkessdo do receptor de membrana
Patched foi, significativamente, maior nos carciaenem relagcdo aos controles e néo foi
detectada expressao da molécula inibitéria Hhipaamsinomas. A expressao de Glil e Gli2
também foi maior nos carcinomas, assim como a sgficede OPN, que foi expressivamente
maior nos carcinomas, confirmando os dados da geamtificacdo por imuno-histoquimica.

A andlise comparativa da expressado génica entrarénguima nao neoplasico dos
animais com carcinoma e 0 parénquima dos animasosbsem carcinoma, mostrou maior
expressdo de Ihh, Shh, Gli1, Gli2 e OPN no parénguado neoplasico dos animais com
carcinoma. Esses dados mostram que 0s animais EdM fue desenvolvem carcinoma tém
maior ativacdo da via Hh no parénquima do que dsmas com EHNA que nao
desenvolveram carcinoma. Esses achados corrob@aados da literatura que sugerem que
a hiperativacdo da via é um evento precoce nanmayénese hepatica e que precede o
surgimento do CHC (HUANGt al, 2006), (PHILIPS:t al, 2011).

Comparando-se a expressao génica dos componentés ldh entre os carcinomas e
0 parénquima ndo neoplasico dos animais que ddsenam carcinoma, houve expressao
semelhante de Ihh, Shh, Ptc, Hhip, Glil e Gli2 eerds duas regides, enquanto que a
expressdo de OPN foi maior nos carcinomas. A andiisexpressao de Ihh e de OPN por
imuno-histoquimica mostrou expressdo maior dessas proteinas nos carcinomas quando
comparada a expressdo em hepatdcitos no parénqdjpeente. Apenas os hepatécitos
malignos expressaram Ihh e OPN. Em outras neoplaamquais ja foi demonstrada ativacéo
da via Hh, sugere-se que ha trés tipos principaisvéntos que levam a ativacdo aberrante da
via: tipo |, ativagdo constitutiva independenteligante (ocorre no carcinoma basocelular e
no meduloblastomas) (KUDCHADKARet al, 2012), (WANG et al, 2012); tipo II,
sinalizacao dependente de ligante, que atua deafautdcrina (as células malignas produzem
e respondem aos ligantes. Ocorre em cancer de putaginoma do trato gastrointestinal e
cancer de prostata) (CHUN& al, 2010; SAQUI-SALCES e MERCHANT, 2010) e tipo lll,
que envolve ativacdo da via dependente de ligaoteegtimulacdo paracrina (os ligantes
produzidos pelas células malignas atuam no estperianeoplasico - ocorre em cancer de
pulmdo; ou os ligantes produzidos pelas célulasoresis atuam na células células

neoplasicas - ocorre nos plasmocitomas e linfonRHERKS et al, 2007; TIAN et al,
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2009). E possivel que no presente modelo, a prodigdigantes da via Hh pelos hepatdcitos
malignos atue no parénquima hepético adjacentdrilmoimdo para a ativacdo aberrante da
via no paréngquima. Outra possibilidade € que aHianesse modelo pode ser uma das vias
implicadas na carcinogénese e que pode estar adaatiativacao de outras vias, como a via
Wnt/B-catenina ou NotchCrosstalk entre vias moleculares envolvidas na carcinogénese
hepatica estdo sendo investigadas e ha evidénamsocprrem (GIAKOUSTIDISet al,
2015).

A osteopontina é uma proteina que vem sendo igaekti como oncoproteina. Foi
demonstrada em gliomas, atuando via receptor CBTRASet al, 2014). Apos ligacao
com o receptor, por meio de cinases (PI3K e MAP3K&¥a a ativacdo de fatores de
transcricdo, como NkB, AP-1 e Ets-1, que atuam induzindo crescimentopldsico,
angiogénese, metastases e inibicdo de apoptoseodeias de cancer colo-retal e cancer de
mama (DASet al, 2003; RANGASWAMIet al, 2004; WAIlet al, 2006).

Em pacientes com CHC, OPN esta elevada no plagimane biomarcador, junto com
alfafetoproteina para seguimento de pacientes @oose por VHB ou VHC. OPN tem boa
sensibilidade em CHC negativo para AFP, indicande @PN é um melhor marcador em
CHC precoce. Hiperexpressédo de OPN no plasma ssté&iado a metastases intra-hepaticas,
recorréncia precoce e pior prognostico em pacieqiesforam submetidos a resseccéo de
CHC (WEN et al., 2016)

A interagéo de OPN via CD44 aumenta a proliferagiolar em CHC. A OPN possui
trés isoformas, A, B e C. A isoforma A estd maisoamda a proliferagdo celular. A OPN
também age ativando vias que promovem invasdo @stase de CHC (via do HGF,
hepatocyte growth fatpr assim como progressao (c-Met). A OPN se ligandenmtina no
CHC, inibindo sua degradacao e favorecendo tramsgéielio-mesénquima no CHC. Por
outro lado, supressdao de OPN leva a apoptose naegiad mitocondria (aumento da
expressdo de BAX) e reduz metastase de @H@/0 WEN et al., 2016)

Dados da literatura mostraram que OPN é um gene d@dv via Wni-catenina
(VIETOR et al, 2005; KAWAI et al, 2016). Em um estudo recente publicado na revista
Nature KAWAI et al., 2016) foi demonstrado em linhagens de células de CHE,S0OX9
(sex determining region Y-box 9) é capaz de atwarWntf3-catenina, levando a expressao
de OPN. Os autores concluiram que SOX9 € um marckdoélulas progenitoras em CHC,

gue pode ser inferido pela expressédo de OPN.
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No modelo aqui apresentado, ha maior expressadPiier@s carcinomas em relagédo
ao parénguima nao neoplasico dos animais que ddseram neoplasia. A expressao de
células progenitoras SOX9 positivas foi maior n@scinomas quando comparadas aos
controles e ao parénquima nao neoplasico dos amimaé desenvolveram neoplasia,
mostrando um perfil de células progenitoras nos @&dfontaneos no presente modelo. Os
outros marcadores da via Hh mostram expressao lsemtelnos carcinomas e no parénquima
nao neoplasico. Em conjunto com dados recentdsedailira, € racional sugerir que outra via
pode estar atuando na expressdo de OPN. O modEelddA induzido por dieta pode ser util
na investigagao da interacdo entre vias carcinogérem CHC. Os dados na literatura sobre
OPN e CHC incluiram casuistica de CHC em pacianfestados por VHB ou VHC. Pouco
ou nenhum dado ha sobre o papel da OPN especifitareen CHC relacionado a figado

gordo.
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7 CONCLUSAO

O modelo de inducdo de doenca hepética gordur@®a afcodlica com dieta
hipercalorica em camundongos aqui apresentado laevalesenvolvimento de obesidade,
hipercolesterolemia, diabetes e elevacdo de enzimpéticas nos animais, reproduzindo o
modelo de DHGNA desenvolvido no IGM (SOUZA, 201Dddos os animais do grupo obeso
apresentaram esteato-hepatite, com mais inflamagéais fibrose no parénquima hepatico.
Quarenta por cento dos animais obesos desenvolveaeaimoma hepatocelular espontaneo
do tipo esteato-hepatitico, sem cirrose.

Detectou-se ativagdo da via Hedgehog nos figadesadimais obesos, com intensa
producao de osteopontina. Nao houve ativacdo daoganimais controle. O parénquima néo
neoplasico dos animais que desenvolveram carcinorostrou maior ativacdo da via
Hedgehog do que o parénquima dos animais obesosaemoma, indicando hiperativacao
da via nos figados dos animas com carcinomas.

Os carcinomas mostram ativacdo de via Hedgehog, tdemsa producédo de
osteopontina e producao de ligantes da via (Indiesigehog) por hepatocitos malignos. Nao
houve maior ativacdo da via nos carcinomas do quearénquima ndo neoplasico dos
animais com neoplasia, o que levanta a possibéidda via Hedgehog ser um caminho
carcinogenético inicial no modelo, com possivedia¢do com outras vias, como a Miatch

ou do WNTp-catenina, que podem ser investigadas.
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