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RESUMO

A apolipoproteina C-Ill (apoClll) participa da regulacdo do metabolismo das
lipoproteinas ricas em triglicerideos, e sua superexpressdo estd associada a
hipertrigliceridemia e a alteracbes metabdlicas hepéaticas. O presente estudo avaliou
os efeitos da dislipidemia decorrente da superexpressao da apoClll humana e da
idade sobre a deposicdo de colageno no tecido hepatico de camundongas. Foram
analisadas laminas hepaticas coradas por Picrosirius Red de 37 camundongas
transgénicas para apoClll humana e nao transgénicas, distribuidas nas idades de 3,
6—8 e 20 meses. Fotomicrografias de campos perivasculares padronizados foram
obtidas sob luz polarizada, e a area de colageno birrefringente foi quantificada
digitalmente e expressa como porcentagem da area do campo, considerando-se
cada animal como unidade experimental. Apds transformagéo por In(1+x), os valores
médios por animal foram submetidos a andlise de variancia de duas vias. Nao foram
observados efeitos estatisticamente significativos do genétipo [F(1, 31) = 1,205; p =
0,281], da idade [F(2, 31) = 1,864; p = 0,172] ou da interagdo gendtipo x idade [F(2,
31) = 0,607; p = 0,551]. A anadlise de sensibilidade envolvendo um animal com
provavel inadequacéao técnica relacionada a polarizagdo nao alterou a interpretacao
dos resultados. Nas condicbes avaliadas, a superexpressado da apoClll humana néo
esteve associada a uma alteracdo estatisticamente demonstravel da deposicao de
colageno nos campos hepaticos analisados, e esse comportamento nao foi
significativamente modificado pela idade.

INTRODUCAO

As dislipidemias compreendem alteracbes quantitativas e/ou qualitativas das
lipoproteinas plasmaticas e podem decorrer de fatores genéticos, metabdlicos e
ambientais. Entre as proteinas relacionadas ao metabolismo lipidico, destaca-se a
apolipoproteina C-lll (apoClll), expressa principalmente no figado e no intestino e
associada a regulacdo das lipoproteinas ricas em triglicerideos. Concentracdes
elevadas de apoClll relacionam-se a hipertrigliceridemia por interferirem no
metabolismo e na depuracédo dessas particulas (Ramms; Gordts, 2018). A relacao
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causal entre a superexpressao da apoClll e a hipertrigliceridemia foi demonstrada
em camundongos transgénicos que expressam o gene humano APOC3 (lto et al.,
1990).

O figado ocupa posicao central no metabolismo lipidico e pode ser suscetivel as
alterac6es metabodlicas associadas a superexpressao da apoClll. Em camundongos
transgénicos, a superexpressdo dessa apolipoproteina foi associada a maior
predisposicao a esteatose e a resisténcia insulinica hepatica quando os animais
foram submetidos a dieta rica em gordura (Lee et al., 2011). A deposicdo excessiva
de colageno integra o processo de fibrogénese hepatica e envolve resposta
persistente a injuria, ativagdo de células estreladas e desequilibrio entre sintese e
degradacao da matriz extracelular (Friedman, 2008). O envelhecimento também
pode modificar o remodelamento dessa matriz, com maior persisténcia do colageno
em modelos experimentais de lesdo hepatica (Delire et al., 2017).

O Picrosirius Red, associado a microscopia sob luz polarizada, permite evidenciar
fibras colagenas birrefringentes e realizar sua quantificacdo morfométrica. Contudo,
as tonalidades observadas sob polarizacdo dependem também da orientacao,
espessura e organizacao das fibras, ndo devendo ser utilizadas isoladamente para
identificar tipos moleculares especificos de colageno (Lattouf et al., 2014). Diante
disso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da dislipidemia decorrente da
superexpressdao da apoClll humana sobre a deposicdo de colageno no tecido
hepético de camundongas transgénicas e ndo transgénicas em diferentes idades.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas laminas hepaticas de 37 camundongas C57BL/6 provenientes
do projeto experimental ao qual este PIC esteve vinculado, distribuidas em seis
grupos segundo gendtipo e idade: transgénicas para apoClll humana (TG) aos 3
meses (n = 7), TG aos 6-8 meses (n = 7), TG aos 20 meses (n = 6), nao
transgénicas (NTG) aos 3 meses (n = 6), NTG aos 6—8 meses (n = 5) e NTG aos 20
meses (n = 6). As etapas de manutencao dos animais, eutanasia, coleta dos figados,
processamento histolégico e preparo das laminas foram realizadas previamente no
projeto-base, cadastrado no SGP/UEM sob o processo n® 1379/2023, com
documentagdo institucional n® 6201190623 para as instancias pertinentes de
ética/biosseguranca. As atividades deste PIC concentraram-se no processamento de
amostras, aquisicdo das fotomicrografias, analise histomorfométrica e analise
estatistica. As amostras foram previamente fixadas em paraformaldeido por 24
horas, transferidas para alcool 70%, desidratadas, diafanizadas em xilol e incluidas
em parafina. Foram obtidos cortes transversais semisseriados de 5 um, e o presente
estudo utilizou exclusivamente laminas coradas por Picrosirius Red. As
fotomicrografias foram obtidas em microscépio Nikon Eclipse, objetiva de 40x,
acoplado a camera Nikon DS-Filc e equipado com sistema de polarizagdo. Os
campos foram padronizados em regido perivascular, mantendo-se um vaso como
referéncia central. Ao final, foram analisadas 1.266 fotomicrografias, com 8 a 36
capturas disponiveis por animal.
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A histomorfometria foi realizada no Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics). As
regides birrefringentes foram selecionadas visualmente e quantificadas pela
ferramenta Bright Objects seguida de Count/Size, utilizando-se a soma das areas
positivas no campo. A variavel primaria foi a porcentagem da area do campo
ocupada por colageno birrefringente. As capturas foram consideradas subamostras
e a camundonga, unidade experimental; para a inferéncia, utilizou-se a média das
capturas de cada animal. Em razdo da assimetria dos valores brutos, aplicou-se a
transformacdo In(1+x). Ap6s a transformagdo, avaliaram-se a normalidade dos
residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variancias pelo teste de
Levene. Aplicou-se ANOVA de duas vias, com somas de quadrados tipo Il, para
gendtipo, idade e interacdo gendtipo x idade, adotando-se p < 0,05 e np? (eta
quadrado parcial) como tamanho de efeito. Também foi realizada andlise de
sensibilidade excluindo-se o animal 3361, cujo conjunto de aquisicbes apresentou
provavel inadequacao técnica relacionada a polarizagéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise histologica  permitiu  identificar  colageno  birrefringente
predominantemente nas regides perivasculares padronizadas, com variabilidade
visual entre animais e grupos. Na analise descritiva as médias de area de colageno
foram: TG 3 meses, 7,78 * 8,34%; TG 6-8 meses, 22,66 + 28,74%; TG 20 meses,
4,72 £ 5,75%; NTG 3 meses, 25,04 £ 22,71%; NTG 6-8 meses, 25,18 + 33,47%; e
NTG 20 meses, 7,13 + 4,18%. Apo6s a transformacdo In(1+x), os residuos
apresentaram distribuicdo compativel com a normalidade (Shapiro-Wilk, p = 0,602) e
nao houve evidéncia de heterogeneidade das varidncias entre 0s seis grupos
(Levene, p = 0,295).

A ANOVA de duas vias nao demonstrou efeito estatisticamente significativo do
gendtipo [F(1, 31) = 1,205; p = 0,281; np? = 0,037], da idade [F(2, 31) = 1,864; p =
0,172; np? = 0,107] ou da interacao gendtipo x idade [F(2, 31) = 0,607; p = 0,551; np?
= 0,038]. A analise de sensibilidade com exclusdo do animal 3361 manteve nao
significativos os efeitos de gendtipo (p = 0,158), idade (p = 0,320) e interacéo (p =
0,475), indicando que a interpretacéo global nao dependeu dessa observacao.

A auséncia de diferenca significativa na area de colageno ndo exclui outras
alteracbes hepaticas relacionadas a apoClll. Em modelo transgénico, Lee et al.
(2011) observaram maior susceptibilidade a alteracbes metabdlicas hepaticas
especialmente diante de dieta rica em gordura, sugerindo que a apoClll possa atuar
como fator de susceptibilidade sem necessariamente produzir, de forma isolada,
aumento consistente da deposicao de coladgeno. Da mesma forma, o efeito do
envelhecimento sobre a fibrogénese descrito por Delire et al. (2017) ocorreu em
contexto de injuria hepatica experimental, diferente do modelo de dislipidemia
genética avaliado neste estudo.

A elevada variabilidade interindividual observada deve ser considerada na
interpretacdo. Além da heterogeneidade biol6gica, variagdes técnicas na aquisicao
sob polarizagdo podem modificar o sinal birrefringente, motivo pelo qual a analise foi
restrita a area total de colageno, sem inferéncia sobre tipos moleculares especificos
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de colageno (Lattouf et al., 2014). A amostragem também foi espacialmente
delimitada a campos perivasculares € o numero de capturas variou entre 0s animais;
portanto, os valores nao representam uma estimativa estereol6gica da fibrose de
todo o figado. Ainda assim, a utilizacdo de cada animal como unidade experimental
evitou a consideracado das multiplas imagens como observacdes independentes.

CONCLUSOES

Nas condicdoes experimentais avaliadas, a superexpressao da apoClll humana
ndo esteve associada a uma alteragéo estatisticamente significativa da porcentagem
de area ocupada por colageno nos campos hepaticos perivasculares analisados.
Também nao foram observados efeitos significativos da idade nem interagéo entre
idade e gendtipo. As diferencas numéricas e a variabilidade entre os grupos nao
forneceram evidéncia suficiente de efeito sistematico da transgenia ou do
envelhecimento sobre a deposicdo de colageno pela abordagem histomorfométrica
empregada. Esses achados devem ser interpretados no contexto da amostragem
perivascular utilizada e nado equivalem a demonstracdo de auséncia de outras
alterac6es hepaticas ou de fibrose em todo o érgao.
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