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RESUMO

Este estudo investigou os efeitos da interacao entre a hipertrigliceridemia crénica e o
envelhecimento sobre o parénquima hepatico. O objetivo foi avaliar as
caracteristicas morfoldégicas e morfométricas dos hepatécitos em camundongas
transgénicas para a apolipoproteina C-IlIl (ApoC-Ill) humana em diferentes idades.
Foram utilizadas 36 camundongas C57BL/6 distribuidas entre transgénicas (apoClll-
tgn) e ndo transgénicas (NTG), subdivididas nos grupos jovem (3 meses), adulto (8
meses) e idoso (20 meses). As amostras de figado foram submetidas ao
processamento histolégico e coradas em Hematoxilina e Eosina. Os resultados
demonstraram que a transgenia isolada ndo provocou alteracdes significativas na
massa corporal, massa hepatica ou no escore morfolégico entre animais da mesma
faixa etaria. Contudo, na andlise morfométrica, a superexpressao de ApoC-lil
associada a senescéncia promoveu um aumento significativo da area dos
hepatécitos e reducdo na densidade celular por campo nos animais transgénicos
idosos em comparacao aos seus controles NTG. Observou-se maior ocorréncia de
hepatécitos multinucleados no grupo transgénico de 20 meses. Conclui-se que o
estresse metabdlico crénico induzido pela hipertrigliceridemia altera a arquitetura e
organizagao nuclear dos hepatécitos de forma mais evidente no envelhecimento,
atuando como um mecanismo adaptativo.

INTRODUCAO

A apolipoproteina C-lll (ApoC-Ill) atua diretamente no controle do
metabolismo lipidico e sua superexpressao reduz a metabolizacdo de lipoproteinas
ricas em triglicerideos, resultando em hipertrigliceridemia, inflamacédo e disfuncao
celular (LUO; PENG, 2016). Em modelos animais transgénicos, a expressao do
gene humano da ApoC-Ill induz hipertrigliceridemia acentuada (ITO et al., 1990),
culminando em maior acumulo de gordura hepatica e resisténcia a insulina. No
figado, a superexpressao de ApoC-lll eleva o conteudo lipidico, reduz a capacidade
antioxidante e aumenta marcadores de inflamagéo, causando morte celular (PAIVA
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et al.,, 2017). Para manter a homeostase tecidual, os hepatocitos respondem
alterando seu tamanho, proliferacéo e nivel de ploidia processo de remodelamento e
multinucleagédo que também ocorre fisiologicamente com o envelhecimento. Como o
envelhecimento e a hipertrigliceridemia alteram o metabolismo lipidico (PAIVA et al.,
2017), é relevante investigar a interacao entre ambos. O objeto desta pesquisa foi
analisar modificagbes morfométricas e nucleares dos hepatdcitos decorrentes da
interacao entre a hipertrigliceridemia cronica e o envelhecimento.

MATERIAIS E METODOS

Foram avaliadas 36 camundongas C57BL/6, distribuidas em grupos
transgénicos para apoClIl (apoClll-tgn) e ndo transgénicos (NTG), nas idades de 3,
8 e 20 meses (n=6/grupo). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados
pelo CEUA/UEM n® 6201190623. Os animais foram classificados quanto ao fenétipo
transgénico por meio da dosagem de triglicerideos plasmaticos. Apds eutanasia, os
figados foram coletados, fixados, processados para inclusdo em parafina,
seccionados e corados por Hematoxilina-Eosina. As alteragbes histoldgicas foram
avaliadas por escore semiquantitativo, considerando acumulo lipidico, balonismo,
morte celular, infiltrado inflamatério e congestao sinusoidal. A analise morfométrica
incluiu a mensuracao de 100 hepatdcitos e a quantificagcdo do mesmo tipo celular em
35 imagens por animal, obtidas em microscopio optico Nikon Eclipse®, com objetiva
de 40x e camera de alta resolucdo Nikon®. As imagens foram analisadas pelo
software Image-Pro Plus® 4.5. Os dados foram analisados no GraphPad Prism®,
utilizando os testes de Kruskal-Wallis/Dunn e two-way ANOVA/Tukey, conforme a
natureza das variaveis, considerando p<0,05 como significante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise biométrica indicou que a superexpressao de apoClll humana e a
hipertrigliceridemia crbénica ndo alteraram a massa corporal ou hepatica de
camundongas da mesma faixa etaria (Figura 1A e 1B). Adultos (8 meses) e idosos
(20 meses) tiveram maior massa corporal e hepatica em relacdo aos jovens (3
meses), refletindo crescimento fisiolégico no desenvolvimento murino (XIE et al.,
2021).
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Figura 1 — ParAmetros biométricos: (A) massa corporal final. (B) massa do figado de camundongas transgénicas
e nao transgénicas com 3, 8 e 20 meses de idade. Two-way ANOVA seguido de pds teste de Tukey, expressos
em média * desvio padrao. (n=6/grupo). *(p <0.05), ** (p<0.005) ***(p <0.001), ****(p <0.0001).

A avaliacdo morfoldégica semiquantitativa (Figura 2) ndo mostrou diferengas
histoldgicas significativas pela transgenia na mesma idade. A analise morfométrica
revelou nos transgénicos alteragdes na arquitetura tecidual e hepatdcitos
multinucleados (multiplos ndcleos de grande porte) mais intensas na senescéncia.
Multinucleacao e rearranjo celular refletem alteragdes no ciclo celular e falhas na
citocinese, mecanismos associados a poliploidizacdo e adaptagédo parenquimatosa
frente a estressores (WIEDERKEHR et al., 2017).
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Figura 2 — Tecido hepatico em coloragdo H&E: (A) Caracterizagdo do tecido hepatico por escore morfolégico; (B)
Delimitagdo da area do hepatécito (HEP) e microgoticulas (setas pretas), objetiva 100x, escala = 50um; (C)
Congestao sinusoidal (setas verdes), objetiva 40x, escala = 10um; (D) Macrogoticula de gordura (seta azul),
objetiva 100x, escala = 10um; (E) Balonismo (setas amarelas), objetiva 100x, escala = 10um; (F) Hepatdcito
multinucledo (HMN) com 7 nucleos, objetiva 100x, escala = 10um; (G) Area de intenso infiltrado inflamatério

(setas brancas), objetiva 40x, escala = 50um; (H) Morte celular de hepatécitos (setas vermelhas), objetiva 100x,
escala = 10um. Kruskall-Wallis seguido pelo pés teste de Dunn’s. Resultados expressos em mediana + percentis
25-75%. (n=8) . **(p < 0,01), ***(p < 0,005).

A area dos hepatocitos aumentou nas camundongas transgénicas idosas em
comparagao aos controles nao transgénicos da mesma idade (Figura 3A). Dentre os
transgénicos, animais de 20 meses exibiram area hepatocitaria superior aos demais.
Em contrapartida, a contagem celular por campo demonstrou redugao significativa
no numero de hepatécitos nos animais transgénicos idosos em relacdo aos jovens

(Figura 3B), bem como redugao nos controles NTG adultos em relagédo aos jovens.
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Figura 3 — Andlise morfométrica: (A) area dos hepatécitos (um2). (B) niumero de hepatécitos (por campo) de
camundongas transgénicas e nao transgénicas com 3, 8 e 20 meses de idade. Two-way ANOVA seguido de pés
teste de Tukey, expressos em média + desvio padrao. (n=6/grupo). **(p <0.005), ***(p <0.001).

Os achados demonstram que, embora a hipertrigliceridemia crénica isolada
nao altere a morfologia macroscopica do figado, atua em sinergia ao envelhecimento
(PAIVA et al.,2017), promovendo um remodelamento celular caracterizado por
menor densidade celular, hipertrofia dos hepatécitos e multinucleacdo acentuada,
em uma tentativa adaptativa de preservar a homeostase tecidual ao longo do tempo.

CONCLUSOES

A superexpressao da ApoC-Illl humana age em sinergia ao envelhecimento,
causando alteragdes morfoldgicas, morfométricas e nucleares no figado de
camundongas transgénicas. Embora a hipertrigliceridemia crénica isolada nao altere
parametros biométricos ou a histopatologia global em animais de mesma faixa
etaria, ela intensifica o remodelamento celular no figado dos animais idosos.
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