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Resumo

Ao final de 2019, o Covid-19 emergiu da China e, em 2020 ja era considerada uma
doenca pandémica. Enquanto isso, uma pandemia silenciosa se tornava cada vez
mais evidente, afetando cerca de uma a cada quatro pessoas, e se tornando uma
constante nos prontuarios de individuos infectados com os piores prognosticos e
maiores taxas de ocupacgao hospitalar. A “Non alcoholic fat liver disease”, antes tida
como uma condig&o inerte, agora alcangava maior relevancia. Com o objetivo de
caracterizar os espectros dessa doenca, e verificar como esta poderia alterar a
dinamica da resposta imune hepatica, animais foram submetidos a insultos dietéticos
capazes de induzir essas condigbes e em seguida, infectados com um virus
semelhante ao coronavirus humano, o MHV3. Foi verificado que independentemente
do estagio da doenga, animais que apresentavam a esteatose hepatica com posterior
infeccdo, apresentavam aumento da area necrotica hepatica, assim como fibrose em
estagio mais avangado e em maior extensdo. Junto a isso, notou-se também alteragcéo
vascular, dismorfia do parénquima, e alteragdo da dindmica populacional no que tange
células residentes e ao infiltrado celular. Portanto, em termos de saude publica,
medidas devem ser estruturadas a fim de atentar a populagao a estes possiveis riscos,
efetivando o diagnostico prévio e incentivando habitos que mitigariam o
desenvolvimento de um quadro mais letal da doenga, algo evitavel, porém, que acaba
por alterar a dindmica de cuidados hospitalares.

Palavras-chave: Covid-19; MHV3; In6culo; Viral; Mock; CD; CD Mock; CD MHV3;
MCDD Mock; Pandemia; Methionine; Choline; HFD; HF; Dieta; High fat; Diet;
Infectados; Tolerogénese; Figado; NAFLD; NASH; Esteatose; KC; Hepatdcito.



Abstract

At the end of 2019, Covid-19 emerged from China and, in 2020, it was already
considered a pandemic disease. Meanwhile, a silent pandemic became increasingly
evident, affecting about one in four people, and becoming a constant in the medical
records of infected individuals with the worst prognosis and highest hospital occupancy
rates. NAFLD, previously seen as an inert condition, now reached greater relevance.
With the objective of characterizing the spectra of this disease and verifying how it
could alter the dynamics of the hepatic immune response, animals were submitted to
dietary insults capable of inducing these conditions and then infected with a virus
similar to the human coronavirus, the MHV3. It was verified that, regardless of the
disease stage, animals that presented hepatic steatosis with subsequent infection,
presented an increase in the hepatic necrotic area, as well as fibrosis in a more
advanced stage and to a greater extent. Along with this, vascular changes,
parenchymal dysmorphia, and changes in population dynamics with regard to resident
cells and cell infiltrate were also noted. Therefore, in terms of public health, measures
must be structured in order to alert the population to these possible risks, carrying out
a prior diagnosis and encouraging habits that would mitigate the development of a
more lethal condition of the disease, something avoidable, however, that ends up
changing the dynamics of hospital care.

Keywords: Covid-19; MHV3; Inoculum; Viral; Mock; CD; CD Mock; CD MHV3;
MCDD Mock; Pandemic; Methionine; Choline; HFD; HF; Diet; High fat; Infected;
Tolerogenesis; Liver; NAFLD; NASH; Steatosis; KC; Hepatic
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1. Introducgao
1.1- O figado

O figado € um dos maiores 6rgaos, e a maior glandula do corpo, localizado na
cavidade abdominal, no quadrante superior direito, sendo protegido pela caixa
toracica e pelo diafragma. Pesa cerca de 1.5 kg em um individuo adulto, o que
representa cerca de 2,5% do peso corporal, e exerce uma gama de fungbes no
organismo (Moore and Dalley, 2022). O figado foi caracterizado, primordialmente,
como um o6rgado metabdlico, uma vez que apresenta fun¢gdes no metabolismo dos
macronutrientes (lipideos, proteinas e gorduras), na excregao da bile (liquido
amarronzado que auxilia na emulsificagcao de lipidios), na regulagdo do volume
sanguineo, na homeostase glicémica e na detoxificacdo de substancias nocivas ao
organismo. (Trefts and Gannon and Wasserman, 2017; Nemeth and Baird and
O’Farrelly, 2009; Liew and Kubes, 2016)

Quanto a seu papel na detoxificagédo, o figado age em varias frentes, sendo capaz de
realizar a conversdo de compostos lipofilicos toxicos, em compostos polares,
inativando-os. Isso facilita a excregao deste tipo de molécula por meio da bile (Boron
and Boulpaep, 2017). Além disso, o tecido hepatico € o maior local de produgéo de
glutationa, poderoso antioxidante que auxilia nos mecanismos de protegao celular,
quando ha dano causado por radicais livres, por exemplo. (Boron and Boulpaep,
2017).

Seu papel no metabolismo é critico, pois, além de processar todos os macronutrientes,
também tem a capacidade de armazenar glicose na forma de glicogénio, assim como
participa da sintese de glicose em momentos de estresse energético
(gliconeogénese), o que o faz ser um importante regulador da homeostase glicémica.
Junto a isso, tem a capacidade de processar e exportar lipideos que serao
armazenados em diferentes 6rgéos do corpo, tendo papel chave no metabolismo da
maior parte dos aminoacidos (Trefts and Gannon and Wasserman, 2017; Boron and
Boulpaep, 2017). Macroscopicamente, o figado é dividido em Iébulos, que sao
estruturas formadas por alongados corddes de hepatdcitos, organizados em forma de
losangos, que caracterizam a micro anatomia hepatica, envolvendo a veia central
(Trefts and Gannon and Wasserman, 2017). No feto, além de seu papel metabdlico, o
figado apresenta fungdes complementares, sendo essencial no processo
hematopoiético, representando quase o dobro do peso proporcional ao adulto. Isso
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pode ocorrer em fungéo do maior numero de populagées celulares locais (Boron and
Boulpaep, 2017).

Devido a esta dindmica, regides diferentes do I6bulo estdo expostas a
concentragbes de substratos e oxigénio diferentes, portanto, devido a essa variagéo
ondulatdria no gradiente de substancias ao longo do tecido, populagdes celulares de
diferente regides apresentam perfil metabdlico distinto. Assim, percebeu-se a
presencga de “zonas hepaticas”, em que as células de diferentes regides dos lobulos
apresentam variadas expressdes de genes, que se relacionam com o substrato,
conseguindo os processar de maneira mais eficiente (Trefts and Gannon and
Wasserman, 2017). Os hepatécitos periportais apresentam metabolismo
caracteristicamente mais oxidativo, devido aos diferentes gradientes de substrato,
enquanto o0s hepatocitos das regides pericentrais sdo predominantemente
detoxificadores de drogas (Boron and Boulpaep, 2017).

Dentre as populagbes de células encontradas no figado, a que se caracteriza,
principalmente, por suas fungbes no ambito metabdlico, sdo os hepatdcitos,
populacao de células epiteliais que correspondem a 80% das células presentes no
orgao. Outra populagao celular essencial para manter a dinamica funcional hepatica,
principalmente no que diz respeito ao processo de emulsificagdo e detoxificacado, séo
os colangiocitos, responsaveis por manter a estrutura e homeostase dos ductos
biliares. Além dessas populagdes epiteliais, também estdo presentes, as células
estreladas e as células endoteliais sinusoidais (Trefts and Gannon and Wasserman,
2017).

As células estreladas do figado existem na forma quiescente e ativada. Na forma
quiescente, sua principal fungdo é a de armazenar vitamina A, na forma de Acido
Retinodico, nas goticulas lipidicas; na forma ativada, que geralmente ocorre durante
insultos ao tecido hepatico, as células estreladas perdem progressivamente o estoque
de vitamina A e comegam a liberar colageno, que se deposita no tecido, levando a
formacéo de tecido fibroso e, muitas vezes, a disfuncdo hepatica por formacao de
fibrose de forma mais acentuada Uma das caracteristicas anatdmicas do figado, que
€ imprescindivel a suas fungdes, € sua estrutura, que permite uma passagem mais
lenta do sangue recebido devido a uma organizag¢ao sinusoidal peculiar, diminuindo a
presséao interna através da qual as substancias fluem pelo 6rgao . Por este evento sao
responsaveis as ceélulas endoteliais sinusoidais que, por meio da formacao de poros,
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mantém uma dindmica organizacional que permite a troca de informacdes e
substancias entre os meios, mas sem permitir a passagem de substancias
indesejadas, mantendo as barreiras funcionais (Trefts and Gannon and Wasserman,
2017; Nemeth and Baird and O’Farrelly, 2009; Liew and Kubes, 2016).

1.2- A anatomia do Sistema Imune Hepatico

A partir do comecgo do século, tem se dado maior atengéo as fungdes imunes desse
sistema, visto que ele apresenta uma grande populagdo de células imunes
especializadas, e uma formagao anatdomica que favorece o funcionamento dessas
células (Liew and Kubes, 2016).Cerca de 80% do fluxo sanguineo que irriga o figado
€ advindo do trato gastrointestinal, por meio da circulagédo portal; os outros 20% do
sangue circulam por meio da artéria hepatica, sendo que cerca de 20 a 25% do
“output” cardiaco (1-2L por minuto) passam pelo figado (Nemeth and Baird and
O’Farrelly, 2009) Este grande fluxo, que tem como fonte o meio externo, além de ser
rico em nutrientes, é rico em patdégenos e moléculas n&o desejadas que, se chegarem
a circulagdo sistémica, podem apresentar grande risco para a homeostase do
organismo (Liew and Kubes, 2016). Com relagao a circulagao intra-hepatica, cerca de
60% do volume sanguineo do figado esta nos vasos calibrosos, e 40% nos vasos
sinusoidais, por meio de um sistema de perfusdo de baixa pressao (Boron and
Boulpaep, 2017). Na circulagao intra-hepatica, a micro vascularizagao ¢é diferente das
demais, a disposigcédo e morfologia de seus sinusoides fazem com que o sangue circule
de maneira mais lenta em seus capilares, o que permite um maior tempo de contato
de sua populagdo de células especializadas com patégenos em circulagéo,
favorecendo a detecgao, captura e destruigdo de organismos invasores.

1.3- A imunidade inata do figado

Apesar de ja ter sido mencionado que os hepatdcitos tém suas principais fungdes
relacionadas ao ambito metabdlico, ultimamente, devido a um maior interesse nos
aspectos imunoldégicos do figado, tem se notado fungdes desta populagdo também na
regulacdo da resposta imune, principalmente pela expressdo de receptores para
células imunolodgicas, sintese de citocinas e substancias do sistema de complemento
(Nemeth and Baird and O’Farrelly, 2009).
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Para desempenhar seu papel de barreira a agentes invasores, o figado abriga um
grande numero de células ndo parénquimas, especializadas no processo de captura
e destruicdo de microrganismos invasores. No que diz respeito a seu papel imune, o
figado exerce suas fungdes, principalmente, por meio da resposta imune inata, com

diferentes grupos de células (Nemeth and Baird and O’Farrelly, 2009).

As células de Kupffer (KC), que sao células centrais do sistema de fagocitose
mononuclear, correspondem a cerca de 90% dos macréfagos residentes do corpo e
sao as células imunes em maior abundancia no figado, representando cerca de 35%
de todas as células néao parénquimas (Nemeth and Baird and O’Farrelly, 2009). Essas
células estdo localizadas dentro dos sinusdides, bem proximas ao parénquima
hepatico, e funcionam como filtros para substéncias indesejadas e patdgenos que ali
circulam, além de ser fonte de citocinas e receptores que regulam a dinamica de

resposta do tecido (Nemeth and Baird and O’Farrelly, 2009).

Em um estado fisiologico, as células de Kupffer apresentam caracteristicas
tolerogénicas, pois estdo em contato frequente com materiais e corpos estranhos,
advindos, principalmente, do trato gastrointestinal (Nemeth and Baird and O’Farrelly,
2009; Trefts and Gannon and Wasserman, 2017). Se, nesse momento, essa
populagdo apresentar reagdes inflamatérias exacerbadas, pode haver dano e leséo
aos hepatdcitos da regiao (Nemeth and Baird and O’Farrelly, 2009; Tiegs and Lohse,
2010). Em condigdes patologicas, as células de Kupffer podem perder essa
capacidade discriminatoéria, apresentando perfil imunorreativo exacerbado, causando
dano e disfungdo hepatocelular. Além das KC, o figado também abriga outras
populacdes de células imunes, responsaveis por manter a homeostase tecidual. E no
tecido hepatico que as células Natural Killer (NK) se apresentam em maior densidade,
apontando suas respostas por meio do reconhecimento de ligantes de superficie de
células danificadas e infectadas, liberando citocinas como o Interferon Y e granulos
contendo perforina e granzima. O figado também apresenta linfocitos capazes de
patrulhar, de forma ativa, sua vasculatura em busca de organismos invasores, as
células NKT, que realizam seus movimentos pelo tecido, até mesmo contra o fluxo

sanguineo (Kubes et al, 2018).

Apesar de apresentar uma gama de células residentes que orquestram a resposta
imune local, em situagbes especificas, € necessaria a migragdao de células para o

tecido hepatico. Em situagdes fisiologicas, os granuldcitos sdo pouco presentes no
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figado, sendo os neutrofilos, que s&o células polimorfonucleares de fungao paradoxal,
sua maioria (Nemeth and Baird and O’Farrelly, 2009; Kubes et al, 2018).Em momentos
de lesdo no tecido ou infecgdo, células do figado, como os macréfagos, liberam
substancias e expressam marcadores que sao responsaveis por atrair,
principalmente, os neutrofilos para o tecido, com o intuito de restabelecer a
homeostase local (Nemeth and Baird and O’Farrelly, 2009; Jaeschke and Hasegawa,
2006) . Além disso, o figado também exerce um papel de regulagdo da imunidade
sistémica, uma vez que tem a capacidade de sequestrar neutrdfilos ativados e
plaquetas disfuncionais da circulagao, e estimular sua apoptose no tecido, reiterando
seu papel de manter o perfil tolerogénico do organismo, evitando respostas
inflamatorias supérfluas (Nemeth and Baird and O’Farrelly, 2009; Kubes et al, 2018)

Além da resposta via células imunes, as células endoteliais sinusoidais auxiliam na
tolerogénese hepatica, uma vez que a exposigao crdnica ao Lipopolissacarideo (LPS)
as torna hiporresponsivas a este estimulo, mantendo a resposta adequada a tipos
celulares especificos, bem como a supressdo de respostas pro-inflamatérias das
células de Kupffer. Essa manutencgéo tolerogenica se da por meio da diminuigdo da
expressao de Nfkb, alterando o mecanismo de ades&do dos leucdcitos, evitando
reagdes hiperbdlicas, desnecessarias e deletérias (Shetty and Lalor and Adams,
2018).

1.4- Epidemiologia da NAFLD e NASH

A Non Alcoholic Fat Liver Disease (NAFLD), ou Esteatose Hepatica ndo Alcodlica, &
a principal patologia que acomete o figado, e se caracteriza por um depdsito anormal
de lipideos no tecido hepatico. E a causa mais comum de doencas hepaticas crénicas
no Ocidente, afetando cerca de 25% da populagdo mundial. Como é uma doenca
silenciosa, ha dificuldade no seu diagnostico, sendo os sintomas percebidos quando
a doenca ja esta em um nivel de progresséo avangado. Ndo somente isso, mas, em
um estado mais avangcado da Non-Alcoholic Steato Hepatitis (NASH), ha um aumento
na necrose hepatica e na inflamagdo local, junto a formagdo de fibrose,
comprometendo a fungdo do tecido, que ainda pode evoluir para um estagio de
carcinoma hepatocelular (Friedman et al, 2018).

Nos Estados Unidos e na Europa, a NAFLD geralmente acomete pacientes obesos,
que apresentam indice de Massa Corporal (IMC) acima de 25. J& na Asia, existe uma
parte consideravel da populacdo que apresenta NAFLD, com IMC dentro do normal,
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o que reitera a dificuldade no diagndstico da doenga, principalmente nessa Regiédo
(Friedman et al, 2018).

Devido ao fato de se tratar de uma doenca silenciosa, em cerca de 35 a 50% dos
carcinomas hepatocelulares que evoluem da NASH, os pacientes nao apresentavam
sintomas e sinais claros para levantar a possibilidade de uma busca por diagnostico
prévio do cancer. Sendo assim, no momento do diagndstico, o tumor e o estagio da
doenga ja estavam em niveis avangados e, muitas vezes, com menos possibilidade
de recuperagao do paciente. Apesar disso, os pacientes que apresentam NAFLD tém
o dobro de chance de ir a 6bito devido a doengas cardiovasculares, do que hepaticas,
demonstrando o potencial de acometimento dessa doenga, em tecidos extra-
hepaticos (Friedman et al, 2018).

1.5- Diagnéstico

A NAFLD por si s6, em seus estagios precoces, ndo apresenta um problema de
grande magnitude. O agravante real é seu dificil diagnostico, em praticamente todas
as fases da doenga. O método diagnéstico de maior precisao é a Bidpsia Hepatica,
enquanto outros métodos, como a Tomografia Computadorizada e a Ressonéncia
Magnética, apesar de serem relativamente eficazes, principalmente a Ressonancia
Magneética, sdo métodos de maior custo. Na NASH o espectro diminui ainda mais,
sendo a biopsia e os testes de Elastografia os unicos com um percentual aceitavel de
acerto (Friedman et al, 2018).

1.6 - Fatores de risco e patologia

A Sindrome Metabdlica, que se caracteriza por obesidade central, hiperglicemia e
hipertensao, favorece o aparecimento da NAFLD. Deve-se levar em consideragédo o
fluxo bidirecional dessas condi¢cdes, uma vez que a NAFLD pode levar a condi¢cdes
que favoregam o desenvolvimento de Diabetes Mellito tipo 2 (DM2), assim como pode
se caracterizar por uma diminuicdo da sensibilidade periférica a insulina. Além disso,
também favorece a deposicao de lipideos no tecido hepatico, apds ocorrer um efluxo
de lipideos do tecido adiposo e um influxo de glicose para o figado (Friedman et al,
2018).

Apesar de se acreditar que a NASH era somente uma progressao da NAFLD, ja se
provou que ndo é tao simples assim. Pode ser que a NASH tenha se desenvolvido de

maneira a nao apresentar previamente, sinais de esteatose. Esse depdsito anormal
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de lipideos no figado ocorre por varios fatores, dentre eles fatores genéticos
(polimorfismo no gene PNPLA3), que alteram o metabolismo lipidico hepatico, e

fatores ambientais (Friedman et al, 2018).

Basicamente, devido a um acumulo de energia, esta deve ser depositada de forma
eficiente, e a melhor forma € por meio dos lipideos. Essa relagdo de oscilagdo é
evidente, uma vez que, em déficit caldrico, ocorre diminuicdo da formagao desses
lipideos hepaticos. Importante salientar que a deficiéncia de alguns micronutrientes
acelera a progressédo da doencga, devido a seu papel na formagao de antioxidantes
que neutralizariam parte das espécies reativas formadas pelo acumulo, principalmente

de lipideos livres (Friedman et al, 2018).

Nota-se que os “inputs” energéticos s&o realizados por meio de carboidratos, lipideos
e proteinas. Uma vez que o organismo esta sobrecarregado de energia, e o figado é
um dos principais responsaveis pelo metabolismo energético, inicia-se o depdsito de
lipideos em seu parénquima. Porém, € importante salientar que a capacidade do
figado em metabolizar a energia é plastica, uma vez que animais que apresentam
perda de peso em modelos para inducdo de NASH, ainda apresentam esteatose
(Rinella et al, 2008).

Como mencionado anteriormente, a Sindrome Metabdlica € o maior fator de risco para
o desenvolvimento da NAFLD. Essa Sindrome se caracteriza, principalmente, pela
perda da sensibilidade periférica a insulina e ao desenvolvimento de obesidade
central, o que favorece um aumento de citocinas inflamatérias, por exemplo, o Fator
de Necrose Tumoral (TNF), que aumenta ainda mais essa resisténcia periférica a
insulina. Uma vez que os tecidos periféricos perdem a capacidade de responder a
esse hormdnio da forma adequada, os musculos perdem a capacidade de captar
glicose e o tecido adiposo ndo consegue manter seus acidos graxos (AG)
esterificados, liberando-os para a circulagdo. Esta hiperglicemia e aumento de AG
circulantes sdo compensados por um aumento de sua captagéo pelo figado, que n&o
consegue lidar de maneira eficiente com esse excesso de nutrientes aos quais esta
sendo exposto. A medida que ha esse aumento dos AG livres no figado, aumenta o
estresse oxidativo lipotdxico local, causando danos hepatocelulares e alterando o
perfil de células imunes locais, que passam a apresentar perfil mais reativo e menos

tolerogénico, prejudicando ndo somente as respostas hepaticas, mas também
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aumentando a imunorreatividade colateral em todo o organismo. (Friedman et al,
2018; Dixon et al, 2013).

Enquanto anteriormente acreditava-se que o acumulo de triglicerideos no figado era
o fator de maior causalidade da patologia, hoje essa hipétese ja ndo faz muito sentido.
As goticulas de triglicerideos se formam paralelamente ao aumento da lipotoxidade
hepatica, ndo sendo a causa em si. Isso & demonstrado uma vez que o
desenvolvimento da NASH independente do acumulo de goticulas de triglicerideos e,
ironicamente, essa formacdo pode apresentar papel protetor. A formacdo das
goticulas de triglicerideos podem representar um meio de confinar possiveis
substratos lipidicos téxicos em corpos inertes, ndo reativos. Porém, se esses lipideos
nao forem exportados de maneira eficaz, podem se tornar fonte de mediadores
inflamatoérios. O depdsito excessivo de goticulas lipidicas apresenta suas
consequéncias, podendo comprometer a vasculatura hepatica, de forma a comprimi-
la, causando isquemia tecidual e inflamagdo. Como mencionado, um dos principais
fatores que acompanham a NASH ¢é a resisténcia a insulina, de forma que o figado
ndao € o orgao mais comprometido. A patogénese da NASH se caracteriza
principalmente pela falta de sensibilidade insulinica do tecido adiposo, caracteristica
que reforca a ideia da lipotoxidade por intermediarios dos AG. A partir do momento
que o tecido adiposo se torna n&o responsivo a insulina, liberando cada vez mais AG
na circulagéo. Esse efluxo de AG é captado pelo figado que, progressivamente, perde
a capacidade de lidar com os AG. Apds esse influxo hepatico de lipideos, o figado
passa a produzir, por conta propria, ainda mais AG, devido a captacdo aumentada de
glicose. Inundado por substratos com potencial toxico, acentua-se o processo de lesé&o
hepatocelular, causando disfungéo e alterando o perfil caracteristico do figado, antes
o regulador da tolerancia do organismo. Progressivamente torna-se um retro
alimentador no processo de lipotoxidade, com suas células imunes ndo somente
disfuncionais, mas com potencial pro-inflamatério exacerbado e néo necessario (Cusi,
2009; Cusi, 2012).

Os hepatécitos, sendo sobrecarregados por esse imenso fluxo de AG, passam a
produzir mais espécies reativas devido ao aumento da atividade mitocondrial,
diminuindo o estoque hepatico de antioxidantes. O desequilibrio no Sistema Redox
estimula a mudanca de estado das células endoteliais dos sinusoides hepaticos, que
passam por um processo chamado capilarizagao, perdendo suas fenestras, o que
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resulta na incapacidade dos hepatdcitos em exportar suas lipoproteinas e na
diminuigdo da sintese de éxido nitrico, essencial para manter o estado quiescente das
células estreladas (Maslak and Gregorius and Chlopicki, 2015). O aumento de
colesterol e acidos graxos livres no tecido, eleva a lipotoxidade local, ativando as
Células de Kupffer, que passam a liberar mais TNF, IL-1b e Interleucina 6 (IL-6) (Prieur
and Rdszer and Ricote, 2010). Esse “input” inflamatério ativa as células estreladas
hepaticas, estimulando o depdsito exacerbado de colageno, o processo de
capilarizagdo das Liver Smooth Endothelial Cells (LSEC's) e a sintese de Fator de
Crescimento Transformante beta (TGF-b) (Deleve, 2015). O TGF-b aumenta ainda
mais a migracdo das ceélulas estreladas e também estimula a apoptose de mais
hepatécitos, contribuindo para a fibrogénese (Kumar, 2021; Shetty and Lalor and
Adams, 2018).

E por meio da liberagdo de Oxido Nitrico (NO) que as LSECs n&o capilarizadas
regulam a quiescéncia das células estreladas, a ativagdo das Células de Kupffer e a
homeostase do metabolismo de lipideos e glicose no figado. Uma vez que deficiéncia
de NO resultou em formagé&o exacerbada de goticulas lipidicas no tecido. Esses dados
reiteram a importancia desse radical na manutengao da homeostase hepatica (Maslak
and Gregorius and Chlopicki, 2015).

Dentre as células imunes do figado, sdo essenciais ao processo de resposta e até
mesmo na progressao da doencga, as Células de Kupffer, pegas-chave na regulagao
do perfil tolerogénico hepatico. Progressivamente ao acumulo de goticulas lipidicas,
os macroéfagos alteram seu perfil, tornando extremamente reativos contribuindo para
um maior dano colateral. Além de responder a mediadores inflamatorios liberados por
outras células ativadas, os macrofagos respondem diretamente ao excesso de
compostos lipidicos no figado. Isso é verificado, por exemplo, em modelos de indugéo
de NAFLD, via dietas com alto percentual de gordura, onde a deplegcdo das KC’s
contribuiu para a resolugdo da doenga. (Dixon et al, 2013; Prieur and R&szer and
Ricote, 2010)

Por meio da liberacdo acentuada de TNF e da diminuigdo da liberagao de Interleucina
10 (IL-10), os macrofagos ativados sao capazes de diminuir a sensibilidade periférica
a insulina e alterar a polarizagdo de outras populacdes celulares, aumentando o

potencial lipotéxico em todo o organismo (Yazici and Sezer, 2017).
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Uma das principais caracteristicas que determinam a progressdo da NAFLD para a
NASH é o deposito anormal de matriz extracelular, formando areas de fibrose que, ao
longo do tempo, alteram a capacidade funcional do érgéo. Durante a patogénese da
doenga, os macréfagos aumentam a liberacdo de TNF, e diminuem a sintese de
citocinas reguladoras e imunossupressoras. O aumento da expressao de TNF no
tecido demonstrou-se essencial no recrutamento de granulécitos, como os neutrofilos,
que acabam por aumentar o dano colateral no tecido, além de auxiliar no processo de
fibrogénese tecidual. Sendo essencial na manutengdo desse processo, a IL-10 age
de forma direta e indireta na regulagao da fibrogénese hepatica, podendo agir na linha
de frente, inibindo a sintese de colageno pelas células estreladas e estimulando a
remodelacgao tecidual em um momento de resolugao, induzindo a sintese de enzimas
proteoliticas, como por exemplo, a colagenase. Ao mesmo tempo orquestra todo o
processo, uma vez que regula a expressao de TGF-b e o TNF. O papel da IL-10 nos
processos descritos vem se tornando cada vez mais preponderante, visto que controla
a senescéncia das células estreladas hepaticas e a apoptose das ja ativadas (Huang
et al, 2020; Kumar 2021)

Células endoteliais dos sinusdides hepaticos também participam do processo
fibrogénico do tecido. Durante o inicio do processo, suas fenestras acabam sendo
preenchidas pela Matriz Extracelular (MEC), principalmente por glicosaminoglicanos,
danificando-as. O dano causado as células endoteliais estimula a polarizacdo dessas
células para um perfil proé-inflamatorio, estimulando a liberagdo de TGF-b. Como
consequéncia, essas celulas perdem a capacidade de remodelacao do tecido fibroso,

além de estimular as células estreladas a liberar ainda mais matriz (Deleve, 2015)
1.7- Covid-19

O Severe Acute Respiratory Syndrome - Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) é um
Coronavirus que induz a COVID-19, que ao emergir da China em 2019, infectou
milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo caracterizada como uma doenga
pandémica, pela Organizacdo Mundial da Saude - OMS, em mar¢co de 2020
(Sachdeva et al, 2020).

Dos pacientes infectados, uma minoria apresenta sintomas graves e necessidade de
internagcdo. Aparentemente, a progressao da doenga se dava de formas mais graves
em obesos e pessoas com outras comorbidades metabdlicas porém, recentemente,

pesquisas tém demonstrado que, independentemente da presenga de obesidade, a
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NAFLD, por si so, ja € capaz de alterar o progndstico e a severidade da doenga.
Enquanto pacientes eutroficos infectados com o SARS-COV-2 nao apresentam dano
hepatico significativo, pacientes acometidos por doengas hepaticas como a NAFLD e
NASH, apresentam alteragdes desproporcionais na funcdo e aumento no dano
hepatocelular (Sachdeva et al, 2020).

As doencas do espectro da NAFLD sao caracterizadas por serem de dificil
diagnostico, de forma que, até em estados avancados da doenga, a mesma
apresenta-se assintomatica. Muitas vezes, o diagndstico se torna mais claro somente
quando o paciente ja apresenta sinais de cirrose ou hepatocarcinoma, sendo este o

momento com menos vias terapéuticas eficazes (Friedman et al, 2018)

Devido ao fato da NAFLD se tratar de uma pandemia silenciosa, uma grande parcela
da populagdo pode estar acometida por esta doenca e ndo perceber que carrega
consigo um fator de risco para o desenvolvimento de uma forma mais grave e letal do
Covid-19. Com o intuito de compreender os mecanismos imunes que orquestram essa
maior susceptibilidade e, a partir disso, ampliar a possibilidade para criacdo de novas
medidas terapéuticas, foi desenvolvido um modelo de indugdo de NAFLD e NASH em
camundongos posteriormente infectados com um in6culo viral semelhante ao Corona

virus humano, o Murine Hepatites Virus 3 (MHV3).
2. Justificativa

Evidéncias sugerem que comorbidades preexistentes — como sobrepeso, diabetes e
hipertensdo — predispdem o individuo a um quadro mais grave da doenga. Assim, &
imprescindivel entender se, de fato, individuos com NAFLD e suas variagdes sdo mais
susceptiveis aos Coronavirus, bem como o0s mecanismos envolvidos na

susceptibilidade e potenciais agentes terapéuticos (Mahamid et al, 2021).
3. Objetivos
3.1- Objetivo geral

e Investigar a proliferacdo hepatica do Coronavirus e possiveis intervengdes
terapéuticas em grupos de risco aumentado por comorbidades hepaticas.

3.20bjetivo especifico
e Estabelecer modelo de infecgdo por coronavirus murino;

e Estabelecer diferentes modelos de indugcdo de comorbidades hepaticas;
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e Verificar como se da a interacdo entre o organismo infectado e as

comorbidades que o afetam;

e Elucidar os mecanismos envolvidos na susceptibilidade a infecgbes
observadas durante quadros de esteatose hepatica, utilizando uma

combinagao de imageamento in vivo e analises bioquimicas.
4. Material e método
4.1- Animais experimentais

Os animais utilizados na pesquisa foram camundongos machos de 4 semanas, da
linhagem C57/BL6, advindos do Biotério Central da Universidade Federal de Minas
Gerais - UFMG. Os animais foram acondicionados em micro isoladores de
polipropileno Alesco, no Biotério do Centro de Biologia Gastrointestinal e tiveram agua
e ragao correspondentes Ad libidum, tendo temperatura, umidade e luz reguladas com
ciclo claro/escuro de 12 em 12h. Todos os procedimentos realizados de eutanasia e
tratamento estdo de acordo e detalhados com o CEUA no protocolo 163/2021.

4.2- Dietas para indugao de NAFLD e NASH

Para indugdo de cada uma das patologias, foram utilizadas dietas e protocolos
diferentes. Para NAFLD, os animais foram alimentados por dezesseis semanas, com
uma dieta com alto teor de gordura (40%kcal lipideos, 40%kcal carboidratos e
20%kcal proteinas), sendo o 6leo de palma a principal fonte lipidica. Esta dieta foi
fornecida pela Research Diet. Para inducdo da NASH, foi utilizada uma ragcao
deficiente em componentes-chave do metabolismo hepatico (Metionina e Colina),
fornecida pela RHOSTER (Dieta DMC RHOSTER), durante trés semanas.

Para cada dieta experimental foi utilizada a dieta controle em seu respectivo tempo de
alimentagdo, a qual apresentava 10% de suas calorias advindas de lipideos

(Normonutricional).



visualizagdo dos sinusoides hepaticos foi utilizado o anticorpo anti-CD3 (2ug por

animal) conjugado com o polimero BD Horizon BrilliantTM Violet com emissao em 421
nanémetros (BV421), anticorpo anti-F4/80 (conjugado com APC)(2ug por animal,
Becton Dickinson, BD) para células de Kupffer e anticorpo anti-GR-1 conjugado com
PE(4 pg por animal).Apds 5 minutos, os animais foram anestesiados com solugao de
Ketamina e Xilazina (Syntec, S&o Paulo, Brasil; 60mg/Kg e 15mg/Kg,
respectivamente) e laparatomizados na linha média para exposigao e retirada do
figado (ex vivo). Feito isso, uma solugdo de Bodipy (Difluoro{2-[1-(3,5-dimethil-2H-
pyrrol-2-ylidine-N)ethyl]-3,5-dimethil-1H-  pyrrolato-N}boron, 1mg/ml, diluido em
DMSO) foi depositada diretamente sob o figado (1pg/por animal) para marcagao
fluorescente de goticulas lipidicas neutras. As imagens foram adquiridas em um
microscopio confocal Nikon Eclipse Ti A1R equipado com detector espectral (Nikon

Shinagawa, Tokyo, Ja)
4.4 - Ensaio de atividade da Alanina Amino Transferase (ALT)

Uma maneira indireta de verificar lesdo no tecido hepatico € por meio da presenca
aumentada da enzima ALT no plasma. Para isso foi realizado um teste cinético
(Bioclin). Amostras de sangue foram coletadas e centrifugadas a 15.000 RPM por 10
minutos em ambiente resfriado, para coleta do soro. O ensaio foi realizado em
microplaca de 96 poc¢os, podendo ou nao haver necessidade de diluigdes,
dependendo do grupo experimental especifico, junto com o substrato (Tampao Tris
pH7,8. LDH, L-alanina, NaCl e Azida Sdédica) e coenzimas (Alfacetoglutarato, NADH
e Azida Sdédica), ambos fornecidos pelo fabricante. A placa contendo as amostras foi
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mantida a 37°, por 50 segundos, e entéo foi lida num espectrofotdmetro (340nm) a

37°, em intervalos de um minuto, durante quatro minutos.
441 Teste de fungao hepatica

Para verificar a fungado hepatica, no que diz respeito a sua funcdo de depuragao, foi
utilizado o teste de Indocyanine Green (ICG), que é um corante de Cianina,
administrado no animal por via venosa, de acordo com o peso do animal a ser
analisado(20mg/KG). Sua variagéo no sangue do animal corresponde a capacidade
de filtragdo e perfusdo hepatica (ICG; Sigma Missouri, USA). Uma vez que ha um
aumento em relacdo ao controle, ha um indicio de disfungdo no que tange ao
funcionamento hepatico ou seu aporte sanguineo (indicio de alteragao vascular). Apos
10 minutos, o sangue é coletado e centrifugado. O ensaio é realizado em uma

microplaca de 96 pogos apos diluigéo, e lido em um espectrofotdmetro (800nm).
4.5 Infecgao com o MHV3

Os animais foram sutiimente anestesiados com uma mistura de Xilazina (8-15mg/kg)
e Ketamina (60-80mg/kg), para permitir a indugao viral, via nasal, como forma de
mimetizar a infecgdo pelo Coronavirus humano. Os animais receberam uma solugao
nasal contendo 30ul de Salina, a qual continha, ou ndo (Mock), particulas virais que
poderiam variar quantitativamente de 10" até 10®* PFU (Unidades formadoras de
placa). Apos a inoculagéo, os animais eram acompanhados até que voltassem ao seu

estado fisiolégico de consciéncia e, posteriormente, acondicionados no biotério.

Todos procedimentos foram realizados dentro do fluxo para ideal controle bioldgico,

assim como o material utlizado foi descartado corretamente e/ou autoclavado.
4.5.1 Teste de sobrevivéncia

A fim de verificar a capacidade do animal de responder a diferentes doses de in6culos
foram conduzidos testes com o propdsito de verificar o tempo de sobrevida pos
infeccdo. Para isso, grupos experimentais foram inoculados com diferentes
proporgdes virais, e seus respectivos grupos controles receberam volume de salina
na proporgao semelhante. Os animais foram acompanhados por 15 dias apos o

insulto, e os resultados foram computados.
4.6 Anadlises

4.6.1 Analise estatistica
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A analise estatistica realizada, assim como o desenvolvimento dos graficos foi feita
por meio do software GraphPad Prism 8.01 (GraphPad software, Inc). Os valores
foram expressos como media das amostras, e dois grupos foram considerados
estatisticamente significativos quando P < 0,05. O teste estatistico utilizado nesse
estudo foi o Teste T de Student.

4.6.2 Analise histolégicas

Apos anestesiados e ndo responsivos, os animais foram sacrificados e o figado foi
coletado e fixado em formaldeido, a 4% em solugéo salina de tampéao fosfato, pH 7,4
(PBS), desidratado em alcool e incluido em parafina. Em seguida, cortes de 4
micrometros de espessura foram feitos em um micrétomo e corados com Hematoxilina
e Eosina (HE), e Tricrbmico de Masson (TM). A lamina hepatica foi analisada
utilizando um microscopio Olympus BX40, por meio de objetivas de 4x, 10x e 20x,
visto que cada objetiva apresentava uma ferramenta adequada para a visualizagao do

fendbmeno apresentado.

Objetivas de 10x e 20x foram utilizadas primordialmente para distinguir os fenémenos
celulares observados via HE. Para se obter uma visualizagdo mais ampla do dano
tecidual e da alteragdo parenquimal em termos de extensao, fez-se o uso da objetiva

de 4x, em laminas marcadas com TM.

4.6.3 Analise de imagens

As imagens foram analisadas de forma semiautomatica utilizando o software ImageJ.
A area de gordura foi calculada no que tange ao percentual do campo
caracteristicamente preenchido pelos lipidos, podendo ser visualizados pela
marcagao especifica em relagédo a area total da imagem adquirida atraves da tecnica
de microscopia confocal, enquanto a quantificacdo de células foi feita de maneira

absoluta de acorda com a suas respectivas morfologias, manualmente.

4.7 Método de Folch

Para a extragao de lipidios do figado utilizamos esse método, que tem como principio
a solubilizagéo dos lipidios via metanol e cloroformio, seguida da precipitacado destes
para sua extragdo. O protocolo consistiu na coleta de 200 mg de figado, seguida de
solubilizagdo em uma Solucdo de Extracao (Cloroférmio + Metanol 2:1), filtragem e
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centrifugagao do liquido restante apos adigao de uma solugéao salina (Cloreto de Sodio
0,9%). Ao final, os lipidios extraidos e solubilizados em uma fase no tubo Falcon foram
retirados e transferidos para um tubo Eppendorf de 2 ml. Dessa forma, foram deixados
em uma Capela de Exaustao para evaporacao da fase liquida dessa solucéo e, assim,
ao final desse processo, os lipidios se encontram precipitados no fundo do tubo
Eppendorf. Finalmente, os lipideos foram pesados (levando em consideragao o peso
do tubo Eppendorf vazio) e seguiram para o passo posterior.

4.8 Dosagem de Triglicerideos e Colesterol

As dosagens de Triglicérides e Colesterol foram realizadas no figado dos
camundongos. Para essas medigbes, foram utilizados testes cinéticos (Bioclin). As
amostras de figado foram coletadas e processadas conforme método de Folch. O
ensaio consiste na degradacao de triglicerideos e colesterol na presenga de um
reagente enzimatico proprio (fornecido no kit). Este, foi realizado em uma microplaca
de 96 pocos sem a necessidade de diluicbes e lida em um espectrofotdmetro
(VERSAmax, Molecular Devices, San Jose, CA, EUA - 500nm) a 37 °C em intervalos
de cinco minutos até a completa reagdo da amostra padréao (fornecida no kit).

4.9 Analise da expressao génica por RT-PCR

O Ribonucleic RNA) total, obtido a partir do figado total, foi retirado de 10mg do tecido.
A extracado de RNA foi realizada segundo o protocolo descrito pelo 25 Relia PrepTM
RNA TissueMiniprep System (Promega). Ao final da extragao, a concentragédo de RNA
foi determinada em espectrofotdbmetro (Nano Drop® ND1000, EUA) a 260 e 280 nm.
Dessa forma, foram utilizados 1000 ng de RNA para a sintese de Complementary
Deoxyribonucleic acid (cDNA), utilizando para isso o kit SuperScript® Il Reverse
Transcriptase (Life Technologies®, EUA), seguindo as instrugdes do fabricante. A
reacao foi submetida a 25 °C por 5 minutos, 50 °C por 90 minutos e 70 °C, por 15
minutos. O cDNA produzido foi armazenado a -20 °C. Para a validagao dos resultados
de Polymerase Chain Reaction (PCR) em tempo real, foi determinado um controle
endogeno, que foi util como padrdo normalizador para a analise das variagbes de
expressdo dos genes em estudo. Dentre os genes testados [Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (Gapdh), Ribosomal Protein L4 (RPL4), 18s e Actina beta-
(Actb)], e utilizando-se da analise estatistica feita pelo programa NormFinder, o melhor

normalizador escolhido para este estudo foi Gapdh. As reacbdes foram realizadas



30

utilizando o Rotor-Gene Q (Qiagen) e os resultados obtidos foram analisados no Prism
8.0. O nivel de expressao desses genes foi determinado utilizando-se 5 L de SYBR®
Green quantitative PCR (gPCR) Master Mix (Bio-Rad, EUA), 5 uM de cada iniciador
(Tabela 1) e 1 yL de cDNA em um volume final de 10 pL. O protocolo de amplificagao
constituiu-se de desnaturagao inicial a 95 °C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de
desnaturagao a 95 °C por 15 segundos e anelamento / extensao a 60 °C por 1 minuto.
Em todas as reacgdes realizadas havia um controle negativo, constituido por 5 pL de
SYBR® Green gPCR Master Mix e 5 yM, de cada iniciador

Seguindo o protocolo ja estabelecido, a quantidade relativa dos produtos de PCR
gerados para cada grupo de iniciadores foi determinada baseada no valor de threshold
cycle (Ct) e na eficiéncia de amplificagdo. Os Cts obtidos para os genes de interesse
foram normalizados subtraindo-se o valor do Ct obtido para o gene de referéncia
(Gapdh), para cada amostra. Com esse valor, agora chamado de ACt, calculou-se o
AACt, que corresponde ao ACt amostra — ACt do calibrador, sendo que, nos
experimentos realizados, o calibrador foi o animal que ndo recebeu nenhum insulto,
sendo dietético ou viral. A relacdo da expresséo génica entre a amostra e o calibrador
foi calculada utilizando a féormula 2 —AACt (Livak and Schimittgen, 2001). Os
resultados foram obtidos no RotorGene Q Series Software e analisados no Prism 8.0.
Todas as amplificagbes foram seguidas de uma curva de dissociagdo, chamada
“‘Curva de Melting”, na qual foi avaliado se n&do houve formacdo de produtos
inespecificos, como dimeros ou contaminagdo, comprovando a especificidade da

reacao.
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Gene Foward Reverse
Gapdh 5' - AGG TCG GTG TGA ACG GATTTG - 3’ 5 -TGT AGA CCATGT AGT TGAGGTCA -3’
Actb 5 .GGC TGT ATT CCC CTC CATCG - % 5'—CCA GTT GGT AAC AATGCCATGT-3%
18s §'—-CGT TCC ACC AAC TAAGAACG-3' 5'-CTC AAC ACG GGAAACCTCAC -3
Cxcl1 5 -CTG GGATTC ACC TCAAGAACATC -3 5' - CAG GGT CAA GGC AAG CCTC-¥
IL1-b 5 -GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3 5 -~ ATC TTT TGG GGT CCG TCA ACT - 3'
IL-10 5" - GCT CTT ACT GAC TGG CAT GAG - ¥’ 5 -CGC AGC TCTAGGAGCATG TG -3
IL-6 5'-TAG TCC TTCCTACCC CAATTTCC -3’ 5'-TTG GTC CTT AGC CAC TCC TTC - 3"
Tnf 5'-~CCTTCC TCTCCC AGATGT TTC -3' 5'- ACG GGT CAG TCA CCA AATC - 3'

Tabela 2- Primers utilizados durante a reagéo de RTqPCR.

Fonte: Elaborado pelo autor.
5. Resultados

5.1 Ambas dietas induzem diferentes formas de esteatose hepatica

Para caracterizar as patologias, o primeiro passo foi verificar a dinamica lipidica no
figado, ap6és ambos os insultos dietéticos. Para isso, foi utilizado o protocolo ja
padronizado, por meio do corante de lipideos neutros, o Bodipy (Figura 1. A) Utilizando
a microscopia confocal, foi observado um aumento drastico na deposigcao de lipideos
no figado de um animal alimentado com a High Fat Diet (HFD), assim como no grupo
alimentado com Methionine choline-deficient diet (MCDD) (Figura 1.B, C). Nota-se
também, goticulas de diferentes perfis, macro e micro vesiculares (Figura 1.B) Vale
mencionar que, apesar do fendtipo final ser a deposi¢céo de lipideos no figado, o
mecanismo por meio do qual isso ocorre € diferente para cada uma das dietas, uma
vez que os animais alimentados com a dieta Methionine choline defficient (MCD)
apresentam perda de peso severa (Figura 1 E), o que ndo é observado em

experimentos com dietas High Fat (HF) (Dado nao apresentado).

Pode-se perceber também a deposigao via testes bioquimicos realizados (Figura 1.
D)
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Figura 1- HFD e MCDD induzem diferentes perfis de esteatose: (A) Modelo para visualizacdo da
esteatose na microscopia confocal. (B) Ambas dietas induzem diferentes perfis de esteatose. Objetiva
de 20x. (C) Quantificacdo da area preenchida por gordura em relacdo a area total da imagem. (D) A
dieta HFD induz alteragdo na propor¢do de lipideos hepaticos. (E) Animais alimentados com dieta MCD
apresentam anorexia. (N > 2). Resultados exibidos como média + SEM. *p<0,05 se comparado com o
controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2 A dieta HF é capaz de alterar a dinamica das células residentes hepaticas.

Com o objetivo de visualizar a integridade do parénquima e a dinamica populacional,
o proximo passo foi utilizar de marcadores para células especificas, ligadas a
homeostase hepatica. Para visualizar a migragao de células para o tecido, foi utilizado
o anticorpo Anti-GR-1(PE), com o qual nao foi possivel ver diferengas entre o grupo
controle e o grupo alimentado com dieta HF (Figura 2. A,B,C) Porém, ao utilizar a
marcacao via Anti-F480(APC)(Figura 3.A), percebe-se diminuicdo severa dos
macrofagos hepaticos, reforgcando a capacidade do insulto esteatético de alterar a
dindmica populacional do figado (Figura 3. B,C)
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Figura 2- A HFD altera a disposigao dos hepataécitos no parénquima: (A) Modelo para visualizagao
de necrose e neutrofilos na microscopia confocal. (B) A HFD induz dismorfia dos hepatdcitos. Objetiva
de 20x. (C) Quantificacdo de células GR1 por campo (média de 5 campos por animal, N>2). Resultados
exibidos como média + SEM. *p<0,05 se comparado com o controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 3- A HFD altera a populagao de células de Kupffer: (A) Modelo para visualizacdo de células de
Kupffer na microscopia confocal. (B) A HFD induz deplecdo da populagdo de Kupffer. Objetiva 20x. (C)
Quantificacdo de células de Kupffer por campo (média de 5 campos por animal, N>2). Resultados
exibidos como média + SEM. *p<0,05 se comparado com o controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Ambos os insultos dietéticos induzem lesao e disfuncgao.

Uma vez que ambas as dietas sdo capazes de alterar a deposicao de lipideos no
figado de maneira diferente, e ainda pode-se perceber a capacidade da dieta HF em
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comprometer o arranjo imune hepatico, o proximo passo foi averiguar a presencga de
lesdo, de forma indireta, e a manutengédo de sua fungdo e arranjo vascular. A ALT,
indicador indireto de lesdo hepatica, encontra-se elevada nos dois grupos que
receberam as respectivas dietas (Figura 4. B), assim como a concentragdo do ICG no
plasma dos animais (Figura 4.A). Esses resultados reforcam a capacidade lesiva e
disfuncional de ambas as dietas.
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Figura 4- Ambas dietas alteram a fung¢do e integridade hepatica: (A) Ambas dietas induzem
disfun¢cdo no que tange a capacidade de depuracdo de ICG. (B) Ambas dietas causam dano
quantificado por ALT. (Histologia marcacao com HE) (C) A HFD induz infiltracdo leucocitaria e
deposicdo de lipideos no parénquima. (Histologiamarcagdo com HE) (D) A MCDD induz infiltracdo,
apoptose, tumefacdo e deposi¢do de lipideos no parénquima. N>5. Resultados exibidos como média +
SEM. *p<0,05 se comparado com o controle.

Fonte: Elaborado pelo autor
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5.4As dietas HF e MCD alteram a dinamica do infiltrado celular hepatico, a

morfologia do parénquima e a deposig¢ao de colageno

Para confirmar os fenotipos celulares observados via microscopia confocal, e
investigar possiveis outros fendmenos, foi realizado teste de microscopia otica,
utilizando marcacao via HE. Reiterando-se a presenca de esteatose, tanto de perfil
macro, como micro vesicular. Ambos os insultos dietéticos induzem aumento do
infiltrado celular, principalmente na regido centro lobular e Peri portal. Aléem da
degeneragao gordurosa, também é visualizada a presenca de degeneragéo do tipo
hidrépica e acumulo anormal de colageno em ambos os grupos (Figura 4. C, D. Figura
5. A, B)
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Figura 5- (Histologia marcagcao com TM) Ambas dietas alteram a remodelacdao de colageno do
figado: (A) A HFD (B) A MCDD. (A,B) As dietas aumentam a deposicdo de colageno de forma
patolégica na regido periportal.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5Padronizagao do inéculo viral
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Para a adequagao do inoculo viral foram testadas diferentes doses. Visto que, em
todas as doses letais, os animais alimentados com dieta HF morriam de maneira
semelhante aos do grupo controle, a dose considerada mais adequada e factivel era
o indculo de 10'PFU (Figura 6. A), assim como para os animais alimentados com dieta
MCD (Figura 6.B).
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Figura 6- As dietas nao alteram a mortalidade dos animais infectados: (A) A HFD ndo altera a
mortalidade dos animais quando coamparada ao controle com diferentes inéculos. (B) A MCDD
nao altera a mortalidade de animais infectados com o menor indculo. N>5. Resultados exibidos
como média + SEM. *p<0,05 se comparado com o controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
5.60 MHV3 é capaz de induzir um deposito anormal de lipideos no figado

Trabalhos anteriores mostram a capacidade de agentes agressores de alterar a

maneira como o organismo lida com as macromoléculas, sobretudo, a forma que o
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figado passa a lidar com o influxo de nutrientes. Devido a isso, foi testada a hipotese
de o insulto viral, por si sO, ser um agente esteatético, o que se confirma em animais
de ambas as idades, uma vez que, em animais infectados, ha uma alteragdo na

dindmica de deposicao lipidica no figado (Figura 7. A, B).

Lipideos @

B Area de gordura

*% * %

Y%Gordura/Campo

Figura 7- Os MHV3 induz esteatose nos animais de ambas idades: (A) O in6culo viral aumenta a
deposicao de gordura no figado de animais de ambas as idades. Objetiva de 20x. (B) Quantifica¢do da
area de gordura por campo (média de 5 campos por animal, N>2). Resultados exibidos como média +
SEM. *p<0,05 se comparado com o controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.70 MHV3 induz morte das KC e necrose em animais mais velhos

A partir da visualizagédo da perturbagado causada no metabolismo hepatico, o proximo
passo foi visualizar a dindmica das células ja mencionadas anteriormente, porém,
apenas nos animais em idade mais avancada. De forma semelhante a dieta HF, o
indculo viral foi capaz de induzir a morte das KC (Figura 9. A,B), gerando zonas de
necrose, marcadas por SytoxGreen (Figura 8. A, C), sem comprometer a migragao de
células GR-1+(Figura 8. A,B)
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Figura 8- O indculo induz necrose no grupo de animais senis: (A) O indculo viral induz necrose
dos hepatdcitos. Objetiva de 20x. (B) Quantifica¢cdo de células GR1 por campo. (C) Quantificacdo da
area de necrose com relacdo a area total do campo (média de 5 campos por animal, N>2).
Resultados exibidos como média + SEM. *p<0,05 se comparado com o controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9- O inéculo viral causa deplecdo das células de Kupffer: (A) O indculo induz morte das
KC. Objetiva 20x. (B) Quantificacdo de células de Kupffer por campo (média de 5 campos por
animal, N>2). Resultados exibidos como média + SEM. *p<0,05 se comparado com o controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.80 insulto viral causa dano independente da idade dos animais, porém

animais mais velhos sao mais propensos a disfungao

Com a alteragao lipidica observada nos animais de ambas as idades, e as alteragdes
imuno-morfoldgicas induzidas nos animais em idade mais avangada, o proximo passo
foi verificar se esses fendmenos refletem em disfungdo e dano ao tecido. Apesar de
se observar aumento de ALT em ambas as idades (Figura 10. B), indicativo de lesao
hepatica, a funcao aferida por ICG, encontra-se alterada somente nos animais mais
velhos (Figura 10. A), demonstrando possivel efeito decorrente do processo de

senilidade.
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Figura 10- O inéculo induz dano e infiltragcdo no figado independente da idade do animal: (A)
Animais mais novas sdo resistentes a disfuncdo induzida pelo virus. (B) O virus induz necrose aferida por
ALT, independente da idade do animal. (Histologia marcagdao com HE) (C) Animais mais velhos.
(Histologia marca¢do com HE) (D) Animais mais novos. (C,D) Apresentam infiltracdo e necrose
periportal. Resultados exibidos como média + SEM. *p<0,05 se comparado com o controle. N>3,

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.8.1 O MHV3 apresenta induz deposi¢ao anormal de colagenos nas regioes

periportais e parénquimas de animais de ambas as idades

Devido a perturbagédo no parénquima (Figura 10. C, D), tanto em termos celulares,
quanto em sua morfologia, levantou-se a hipotese de que a dinamica de remodelagéo
e deposicao de colageno poderia estar alterada, devido a propria caracteristica das
patologias. Utilizando-se de marcagéo via Tricrdbmicro de Massom, nota-se o aumento
na deposicéo de colageno em ambos os grupos, indicando o inicio de um processo
fibrético, essencialmente na regido periportal, fenotipo caracteristico do inicio do

processo (Figura 11. A, B).
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Figura 11- (Histologia marcacao com TM) Ambos indculos alteram a remodelagao de colageno
do figado: (A) Animais mais velhos. (B) Animais mais novos. (A,B) O indculo aumentam a deposicdo
de colageno de forma patoldgica até em areas extraportais.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.90 MHV3 diminui a deposicao de lipideos no figado de animais alimentados
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com dieta MCD

Com o objetivo de verificar o potencial das comorbidades em conjunto com o insulto
viral, realizou-se a quantificagao dos lipideos hepaticos (Figura 12. A-D). No caso da
dieta MCD, o virus é capaz de induzir uma diminui¢cao dos lipideos hepaticos, quando
comparado ao animal nao infectado (Figura 12. B, D)
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Figura 12- O virus nao altera a deposicdao de lipideos em animais HFD, mas sim em animais
MCDD esteatéticos: (A) Visualizacdo das goticulas lipidicas. (B) Animais esteatéticos infectados ndo
alteram o perfil lipidico quando comparado a ambos controles. (C) Visualizacdo das goticulas lipidicas.
(D) Animais infectados alimentandos com dieta MCD apresentam perda de goticulas lipidicas (N > 2).
Resultados exibidos como média + SEM. *p<0,05 se comparado com o controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
5.9.1 A dieta HF “prima” o figado para o dano potencial do inéculo viral

O indculo viral, por si sO, ja é capaz de induzir necrose tecidual, perceptivel via
SytoxGreen. Porém, a dieta HF é capaz de exacerbar esse efeito, reforgcando o

potencial lesivo do in6culo (Figura 13. A, B), o que talvez tenha relagdo com a
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deplegao de células GR-1+, devido ao microambiente induzido pela dieta HF(Figura
14. A, B). Em contrapartida, a intersecgao dos insultos n&o foi capaz de exacerbar o
efeito de diminuigdo da populagéo das células F480+(Figura 15. A, B).

B Necrose
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Figura 13- A HFD exacerba o dano induzido pelo inéculo viral: (A) Visualizacdo das areas de
necrose marcadas por SytoxGreen. Objetiva de 20x. (B) Quantificacdo da area de necrose com relagao

a area total do campo (média de 5 campos por animal, N>2). Resultados exibidos como média + SEM.
*p<0,05 se comparado com o controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.



50

B Celulas GR-1+

CD MOCK HFD MOCK

s S
*

Celulas GR-1/Campo
Y
o

|

(-]

CD MHV3 HFD MHV3

Figura 14- A HFD exacerba o deplecdo de células GR1: (A) Visualizagdo das células GR1
positivas. Objetiva de 20x. (B) Quantificacdo das células GR1 por campo (média de 5 campos por
animal, N>2). Resultados exibidos como média + SEM. *p<0,05 se comparado com o controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15- A HFD ndo altera a dindmica das KCs em animais posteriormente infectados: (A)
Visualizacdo das células de Kupffer. Objetiva de 20x. (B) Quantificacdo das KCs por campo (média de 5
campos por animal, N>2). Resultados exibidos como média + SEM. *p<0,05 se comparado com o

controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.9.2 A dieta MCD potencializa o dano induzido pelo virus enquanto a dieta

HF permite a progressao da disfungao do inéculo

Com as observagdes fenotipicas realizadas, testou-se os parametros funcionais e
homeostaticos do tecido. Quanto a percepgao de lesao via ALT, o grupo MCDD MHV3
apresentou aumento da leséo (Figura 16. C), o que nao refletiu em disfungao (Figura
16. D). Ja nos experimentos realizados com a dieta HF, apesar de a dieta ndo ser
capaz de alterar o perfil lesivo do indculo (Figura 16. A), ela foi capaz de induzir uma

disfuncdo mais elevada do que a observada anteriormente (Figura 16. B)
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Figura 16- A MCDD exacerba o dano do inéculo enquanto a HFD exacerba a disfung¢ao
induzida pelo mesmo: (A, B) Quantificacdo da lesdo e disfun¢do hepatica induzida por ambos os
insultos (HFD, MHV3). (€, D) Quantificacdo da lesdo e disfuncdo hepética induzida por ambos os
insultos (MCDD, MHV3). Resultados exibidos como média + SEM. *p<0,05 se comparado com o
controle, N>3.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.9.3 Ambas as dietas alteram a dindmica da resposta imune hepatica ao
virus, o que modifica o tonus do infiltrado celular, o grau de lesao e o

depdsito de colageno

Com o intuito de verificar a integridade do parénquima, quanto a alteragdes
morfolégicas decorrentes de dano e/ou alteragdo em sua composigéo, bem como a
dinamica populacional de células residentes e transitorias, utilizou-se a técnica de
microscopia otica, com as coloragdes ja descritas. No que tange a dindmica
populacional, pode-se verificar um aumento exacerbado no infiltrado inflamatério, com

extensas areas de necrose, que acometem ambos os grupos que foram primados com
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suas respectivas dietas, assim como fica mais evidente a presenga de corpusculos de
Mallory e hepatécitos em estado de degeneragédo hidropica (Figura 17. A, B).
Especificamente no caso da dieta HF, ainda se evidenciaram formacdes lipidicas
macigas, cercadas por regides aparentemente necrosadas (Figura 17. A). A formacgao
de cicatrizes fibrosas também apresentou alteragdo, tornando-se mais presentes
(Figura 18. A, B) e ainda assumindo, em muitos campos, o estégio cirrético da doenca,
principalmente nos animais alimentados com a dieta MCD (Figura 18. B).
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HFD MHV3

MCDD MHV3

Figura 17- (Histologia marcag¢do em HE) Ambas dietas induzem maior infiltrado e dano celular
ao parénquima hepatico: (A) Visualizacdo de animais HFD MHV3. (B) Visualizacdo histolégica de
animais MCDD MHV3.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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HFD MHV3

MCDD MHV3

Figura 18- (Histologia marcacdo com TM) Ambas dietas induzem zonas mais intensas e
graus mais avangados de fibrose: (A) Visualizacdo de animais HFD MHV3. (B) Visualizagao
histologica de animais MCDD MHV3.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.9.4 As goticulas lipidicas induzem alteragao vascular e celular, através de

mecanismos mecanicos

Citadas, porém pouco investigadas, sdo as modificagdes induzidas pela capacidade
mecanica da goticula lipidica de pressionar a vasculatura e alterar a dinamica vascular
do microambiente hepatico. Com isso, decidiu-se investigar se as goticulas alterariam
a micro vasculatura hepatica e sua dinamica. Ao analisar a disposi¢cdo dos vasos e
sua morfologia, nota-se como os vasos se confluem de maneira diferente e, além
disso, como as goticulas participam do processo, possivelmente alterando toda
perfusdo do 6rgéo e, portanto, seu funcionamento (Figura 19. A).

Figura 19- As goticulas lipidicas alteram a microvasculatura hepatica: (A) As goticulas lipidicas sdo
capazes de alterar a morfologia vascular e celular do figado através da imposicdo de for¢as mecanicas.
Objetiva de 20x .

ANTI- CD-31

MERGE

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.9.5 As goticulas lipidicas se co-localizam com corddes de hepatécitos

viaveis
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Durante a observacado da deposicao lipidica pela marcacdo com Bodipy, e pela
maneira que as goticulas se dispunham no nivel da microscopia otica, surgiu a
hipétese de que a forma peculiar da distribuicdo lipidica no parénquima dos animais
MCDD, quando comparada aos animais HFD, teria relacdo com areas ocupadas por
cicatrizes fibroticas, que impediriam a regeneragdo local, causando o aspecto
visualizado. Para que isso fosse possivel, marcou-se concomitantemente os
hepatdcitos, via SytoxOrange, e os lipideos, via Bodipy. Ao realizar o experimento,
confirmou-se o fendtipo hipotetizado, no qual as goticulas se organizam conforme a
distribuicdo dos corddes de hepatdcitos, na qual as regides nao preenchidas do
parénquima apresentam um indicativo de tecido necrotico ou cicatriz fibrosa, nos
animais MCDD MHV3, provavelmente, tratando-se de lesbes crbnicas, visto que,
diferentemente do padrdo observado nos animais HFD MHV3, ndo ha material

genético extravasado pelo parénquima (Figura 20. A).
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Figura 20- As goticulas lipidicas estdo co-localizadas nas regides marcadas por SytoxOrange:
(A) Co-visualizacdo das goticulas lipidicas em relacdo aos hepatdcitos . Objetiva de 20x .

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.9.6 Cada estagio da doenga, assim como idade do animal induz diferentes
modificagbes da expressao génica de citocinas estruturais da
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resposta imune hepatica

Com o intuito de compreender o mecanismo que orquestra as alteragdes visualizadas,
foram realizados testes de expressdo génica para citocinas que participam do
processo de resposta inflamatéria. Animais alimentados com dieta MCD apresentaram
supressao da expressao de IL-6 (Figura 22. B) e Interferon-beta (Figura 22. E), e
aumento da expressao de C-X-C Motif Chemokine Ligand 1 (CXCL-1) (Figura 22. D),
de forma que a dieta HF induziu supresséao de Interleucina 1 (IL-1) Beta (Figura 21. A)

Quanto ao indculo viral, notou-se um aumento na expressdo CXCL-1 (Figura 22. D)
assim como supressao de IL-6 (Figura 22. B) nos animais mais novos infectados. No
grupo mais velho, entretanto, foi visualizada supressao na expresséo de IL-1 beta
(Figura 21. A) e aumento na expressao de Interferon-beta (Figura 21. E)

Ao tratar da intersecc¢ao entre os insultos, a expressao de IL-10 nos animais MCDD
infectados foi suprimida em relacéo a todos seus controles, enquanto ndo ha nenhuma

outra alteragao significativa na expressao de outras citocinas testadas (Figura 22. C)
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Figura 21- Expressao genica aferida por teste de RTqPCR em animais HFD: (A) Tanto o insulto viral
como o dietético (HFD) suprimem a expressdo de IL-1 beta. (B) IL-6. (C) IL-10. (D) CXCL-1. (E) O virus
induz aumento de expressao de IFN-beta. (F) TNF. Resultados exibidos como média + SEM. *p<0,05 se
comparado com o controle, N>3.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 21- Expressao genica aferida por teste de RTqPCR em animais MCDD: (A) IL-1 beta. (B) A dieta
e o0 virus suprimem a expressao de IL-6. (C) A interseccdo dos insultos suprime a expressao IL-10. (D) A
dieta e o virus aumentam a expressdo de CXCL-1. (E) A dieta suprime a expressdo IFN-beta. (F) TNF
Resultados exibidos como média + SEM. *p<0,05 se comparado com o controle, N>3.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6. Discussao

Ao analisar o potencial esteatético dos insultos, foi percebido que as dietas HF e a
MCD foram capazes de induzir o aumento da deposi¢ao de lipideos no figado através
da visualizagao por marcagao de Bodipy no microscopio confocal e utilizando-se da
analise histoldgica. O fendtipo induzido pelo uso das dietas HF e MCD ja é descrito

na literatura, uma vez que a dieta HF também apresenta maior densidade energética,
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favorecendo o desenvolvimento da doenga. Também se confirmou o potencial
esteatotico do MHV3, fendtipo ja relatado na literatura, na qual o insulto viral foi capaz
de aumentar a deposicéo triglicerideos no tecido (Bingen et al, 1992; Martin et al,
1991), o que foi observado de forma clara na microscopia confocal e mais
discretamente por meio da microscopia ética. Uma vez que um dos efeitos do inoculo
ja descritos pela literatura e visualizado por nés € a alteragdo da dinamica das células
de Kupffer, essa perturbagdo na dinamica celular pode induzir desequilibrio no
metabolismo lipidico, favorecendo a esteatose micro vesicular, ja que também se
visualizou aumento do infiltrado celular, reforcando ainda mais esse desequilibrio
(Steffan et al, 1995).

Observa-se que os animais alimentados com a dieta deficiente em metionina e colina
apresentam deposigao de lipideos no figado por um processo independente do fator
relativo ao influxo excessivo de energia, visto que os mesmos apresentam perda de
peso, e anorexia severa. Essa esteatose parece ter relacdo com a diminuicdo da
capacidade de exportagao de lipideos do figado, via lipoproteinas, assim como a
dificuldade em lidar com as espécies reativas produzidas devido a perda da eficiéncia
do sistema redox hepatico, pela deficiéncia de colina e metionina, moléculas
essenciais na sintese de glutationa (Marcolin et al, 2011; Rinella et al, 2008). Animais
alimentados com dietas indutoras de NASH apresentaram uma piora do quadro
esteatdtico apods supressao farmacoldgica do Interferon-beta (Mghlenberg et al, 2019).

Embora fossem notados indicios de necrose nos grupos que receberam qualquer um
dos insultos dietéticos e virais utilizando-se da quantificacdo de ALT, durante a
visualizagédo do parénquima via SytoxGreen, porém, nao foi visualizada alteragao nos
animais HFD Mock, apenas nos animais CD MHV3 (Senis). Isso se deve ao fato de
que para que se observe areas de necrose extensas via confocal, € necessaria uma
lesdo mais intensa, ao tempo que pequenas alteragdes no turnover hepatico ja podem
ser aferidas via aumento de ALT. O fendtipo observado através da marcacgao via
Sytox ndo corresponde ao resultado durante a quantificag&o visual das células F480+,
as quais apresentam-se em menor numero independente da visualizagdo por Sytox.
A supressao das citocinas IL-1b e IL-6 (Ju et al., 2002), correlaciona-se com os grupos
que apresentaram deplec¢ao da populagdo de KC nos experimentos realizados, o que
vai de acordo com a literatura, a qual demonstra essa populagcdo como sendo a
principal fonte desses mediadores (McDonald et al, 2013).
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Células reconhecidas por expressarem GR-1, as quais sao principalmente neutrofilos
e monacitos, ndo apresentaram diferenga em sua concentragao no tecido, independe
do insulto, sendo viral ou dietético (HFD), o que pode indicar que o processo néo tem
como mediador principal as células extra-hepaticas, além do que, nestes mesmos
grupos observou-se deplegédo das células de Kupffer, as quais apresentam papel no

processo de adeséao neutrofilica nos sinusoides hepaticos (McDonald et al, 2013).

Por outro lado, grandes quantidades de leucécitos foram visualizadas por meio da
técnica histolégica nas regides periportais e pericentrais de ambos os grupos de
animais infectados, independentemente da idade, além de focos de infiltrado que
foram visualizados ao longo de todo o parénquima. Em ambos os grupos alimentados
com as dietas MCD e HF também se evidenciaram focos de infiltragdo celular, porém,
de maneira mais espacada e menor densidade celular. Animais mais novos
infectados, assim como os alimentados com a dieta MCD apresentaram aumento da
expressao de CXCL-1, a qual funciona como fator quimiotatico para neutrofilos e
mondcitos, o que pode ser uma das causas do acumulo perivascular dos leucdcitos
vistos na histologia (Maltby and Wright and Sheron, 1996), expressa principalmente
em hepatdcitos em apoptose (Faouzi et al, 2001). Porém, essa infiltragdo apresenta
carater transitorio nos sinuséides, nado estimulando de maneira adequada a adesao
nas vénulas pos-sinusoidais, devido @ menor capacidade de induzir expresséo de

moléculas de ades&do quando comparada a IL-1b e TNF (Kato et al, 2002).

Apesar dos animais mais velhos ndo apresentarem aumento da expressdo de CXCL-
1, ha o aumento da expressao de Interferon beta, que € um dos sinalizadores para o
inicio do processo de infiltragdo neutrofilica no tecido (Lieh et al, 2013). Ao mesmo
tempo, esses animais apresentaram supressdo na expressao de il-6. Sendo uma
citocina pleiotrépica, capaz de desempenhar diversas fungdes. Dentre essas, € capaz
induzir a mitose dos hepatocitos, protegendo da deposicdo exacerbada de matriz
extracelular, portanto, controlando plasticidade do processo (Cressman et al, 1996).
Apresentando papel essencial no controle do dano agudo hepatico, portanto, sua
supressao favorece a piora da lesao.

As KC sao células chave no processo tolerogénico do figado, porém, as mesmas
alteram seu perfil durante a patogénese da NAFLD e NASH. Ao se tornar mais

reativas, as KC passam a secretar mais citocinas inflamatérias que tém a capacidade
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de primar o figado para insultos subsequentes, e, ao mesmo tempo, diminuir a
expressdao de IL-10. Os macrofagos sdo possivelmente um dos limitantes na
patogénese do MHV3, uma vez que, a susceptibilidade do organismo se relaciona a
capacidade do virus de se replicar no seu interior (Virelizier and Allison, 1976),
induzindo o processo de apoptose (Belyavshy et al, 1998). Como observado, tanto o
insulto viral no grupo mais velho, como o insulto com dieta HF, sdo capazes de induzir
deplecdo no numero de macrofagos hepaticos, provavelmente, por diferentes
mecanismos. Animais alimentando com dieta HF apresentam diminuicdo das células
de Kupffer, provavelmente, por efeitos lipotdxicos (Xu et al, 2021), e também provavel
hipoxia e disfung&o na perfus&o tecidual, causada pela presséo induzida pela goticula
lipidica. O efeito foi visualizado em outros trabalhos com modelos mais avangados de
NAFLD (Diniz et al, 2020).

Ja foi demonstrado que durante a patogénese da esteatose, a alteragdo morfoldgica
da vasculatura, o estado hiper metabdlico hepatico, o0 aumento do metabolismo
aerobico e a hipoperfusao derivada de uma vasoconstricdo, é capaz de induzir uma
hipoxia tecidual que acomete e altera o perfil de ativagcdo de diversas populagdes
celulares (Henly et al, 1993; Kondo et al, 2010; Nasrin et al, 2010).

Com o objetivo de aferir a fungao do tecido apos os insultos dietéticos e virais, o que
pode ser aferido por meio do teste por ICG, verificamos ambas as dietas sdo capazes
de induzir disfungdo hepatica. Antes de hipotetizar os motivos que causaram a
alteracdo nas concentragdes plasmaticas do ICG, deve-se entender sua dinamica e
cinética. O principal regulador dessa dindmica é o figado, mais precisamente, os
hepatécitos. Portanto, um aumento da concentracdo desse marcador pode indicar
precisamente dois fatores (Gasperi and Mazza and Prosperi, 2016).

Intrinsicamente ao 6rgao, o aumento da disfungao pode ser explicado por um menor
numero de hepatocitos, consequéncia de um aumento de morte celular, ou uma
disfuncédo nao relacionada com uma diminuicado da massa celular. Porém, as fungdes
hepaticas podem estar preservadas, e esse aumento da concentracdo do ICG pode
ser indicativo de uma menor perfusao do 6rgao, que, diminuiria a taxa de filtragéo por
tempo. Portanto, ndo sera utilizado o termo funcao e sim filtragado, visto que a fungao
pode estar inalterada, e o limitante ser o fluxo de entrada do sangue. A filtracao,
portanto, se da pelo fluxo sanguineo hepatico e a fungao hepatocelular (Gasperi and
Mazza and Prosperi, 2016).
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Ao analisar a capacidade de filtragdo hepatica dos grupos que receberam a dieta como
insulto dietético, percebe-se disfuncdo em ambos. Esta disfungdo pode ser diversas
etiologias. Animais alimentados com dieta HF apresentam aumento do peso com
relacdo a animais alimentados com dieta MCD que inclusive induz uma perda
exacerbada de peso. O aumento da deposicao de lipideos na cavidade abdominal do
animal, assim como o0 excesso de peso, sdo fatores capazes de alterar a
vascularizagao e a perfuséo de alguns érgaos, como por exemplo, o figado (Kondo et
al, 2010).

Tratando-se dos insultos virais, apenas os animais mais velhos apresentaram
incapacidade no que tange a fungdo aferida, indicativo de uma preservagado dos
animais em idade menos avangada, uma vez que 0s mesmos apresentaram menores
niveis de ALT.

Durante a visualizagao por histologia, pode-se perceber a presenga de esteatose de
perfil micro e macro vesicular. A esteatose de perfil macro vesicular é capaz de causar
o estufamento do hepatécito, o que acaba por diminuir a luz dos sinusoéides, induzindo
uma possivel hipoxia tecidual. Sendo observados também infiltrados celulares e sinais
de degeneragao hidrépica em ambos os grupos dietéticos. Apesar de, durante a
microscopia confocal, ndo ter sido possivel a visualizagdo de infiltrados no grupo
testado (HFD), durante a histologia, muitos aglomerados foram visualizados, assim
como indicios de degeneragao hidropica, o que indica que, provavelmente, as células
ali presentes ndo eram representadas pelo marcador escolhido para a realizagao da

técnica de microscopia confocal.

Durante a analise histolégica, focando-se na integridade do parénquima e na
deposicédo de tecido fibroso, todos os insultos isolados foram capazes de induzir
fibrose. Porém, o insulto com a dieta MCD induziu fibrose em um grau mais avangado,
uma vez que se nota a presencga de cicatrizes fibrosas em regides extra portais e

centro-lobulares

Foram visualizados aglomerados de células ndo parénquimas nos grupos infectados,
que foram primados com quaisquer uma das dietas, sendo MCD ou HF. Esse aumento
concentra-se principalmente em torno de grandes vasos, mas nao se torna visivel da
mesma forma ao longo do parénquima. Ao utilizar a técnica de microscopia confocal,
usando o marcador anti-GR-1, com o intuito de visualizar a dindmica do infiltrado

hepatico no grupo HFD MHV3, notou-se uma deplec&o de células no grupo que sofreu
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ambos os insultos, diferente desse aglomerado celular visualizado na histologia.
Como ja mencionado, a infiltragdo dos leucécitos depende de alguns fatores, liberados
principalmente pelas células endoteliais sinusoidais. Devido a ampla destruicdo do
parénquima visualizada no grupo HFD MHV3 e MCDD MHV3 possivelmente, as
células imunes conseguiriam perceber 0s sinais quimicos que estimulariam a primeira
fase da resposta, induzindo sua migragédo. Porém, ao chegarem no tecido, n&o teriam
a capacidade de infiltrar-se, devido a disfuncdo e morte das células locais acessorias
para o processo, como as KC e as células do endotélio, 0 que poderia ser uma
explicagdo para o fenétipo observado através de diferentes técnicas (Wang and Liu,
2021; Shetty and Lalor and Adams, 2018).

A NASH caracteriza-se principalmente pela indugédo de fibrose no tecido, devido a
maior atividade das células estreladas. Foram identificados durante a histologia a
presenca de cicatrizes fibrosas em ambos os grupos infectados, porém, sendo mais
evidentes no grupo MCDD MHV3. A alteragdo no microambiente hepatico altera a
polaridade de suas células, tornando-as mais reativas e disfuncionais, por exemplo,
em decorréncia da NASH, ou uma infecgdo, como a caracterizada. Combinadas,
essas alteragdes alteram todo perfil homeostatico hepatico. Hepatdcitos passam a
liberar mais espécies reativas, as proprias células de Kupffer passam a responder de
maneira indesejada a certos insultos, causando danos colaterais no tecido hepatico e
induzem a saida das células estreladas de seu estado quiescente, aumentando
desproporcionalmente o deposito de colageno. Esses fatores agindo em
retroalimentacdo, em um tecido que apresenta disfungcdo em seu sistema redox, faz
com que insultos dificilmente danosos tomem proporgdes catastréficas, como a perda
da massa hepatica funcional em detrimento de sua substituicdo por tecido fibroso
(Kumar et al, 2021).

Ao investigar a funcgéo e a integridade hepatica decorrente da intersecgdo dos insultos
virais e dietéticos, foi realizado os testes de ICG e ALT. No que tange a integridade
do parénquima, o grupo MCDD MHV3 apresentou piora na lesdo quando comparada
a seus controles, assim como o grupo HFD MHV3 demonstrou uma disfungéo
desproporcional aos grupos controle. A primagem do ambiente com as respectivas
dietas, faz com que o virus apresente maior potencial necrético nos animais mais
novos, o que antes nao acontecia, e exacerbe o potencial deletério da esteatose
induzida pela dieta HF, intensificando a disfungao.
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Na tentativa de entender o mecanismo que orquestra o fendtipo observado, foi
realizado testes de expressdo genica para diferentes citocinas que participam,
principalmente, na resposta inflamatéria aguda. O grupo MCDD MHV3 apresentou
supressao da expressao de IL-10, quanto a todos seus controles. A IL-10 € produzida
por varias células, dentre elas, macréfagos e hepatdcitos, com a fungao de regular a
tolerogénese hepatica. Devido aos insultos, o tecido torna-se mais reativo, diminuindo
a producao deste mediador. O préprio MHV3, se caracteriza por infectar e causar a
apoptose de macréfagos e morte de células endoteliais hepaticas. A diminuicdo da
expressao da IL-10, devido ao perfil mais reativo das populagdes hepaticas, somado
ao menor numero de células produtoras desse mediador diminui o ténus tolerogénico
hepatico podendo causar dano colateral e respostas ndo reversiveis, como morte

celular e as areas de cirrose observadas.
7. Conclusao

A presenca de esteatose hepatica, independentemente da progressao que se
encontra, demonstrou-se ser um catalisador no que tange a disfungéo e les&o induzida
pelo virus. De forma que o tecido se encontra morfologicamente tomado por extensas
areas necroticas e fibréticas, além de infiltrados inflamatérios, ndo vistas em animais
eutroficos inoculados com o virus. Juntos, os dados demonstram que a NAFLD é
capaz de alterar a resposta imune hepatica ao insulto viral, e em seu estado mais
avangado (NASH), essas alteracdes podem ser mediadas pela perda do tdnus
tolerogénico decorrente da supressdao de IL-10, propiciando uma resposta

posteriormente letal a insultos recorrentes.
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