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TREM-2 NA REGENERAGCAO HEPATICA: ALTERACOES DA
MICROBIOTA INTESTINAL

Coelho 1. %, Duarte N.", Macedo M. P.?, Penha-Gongalves C.'

1- Instituto Gulbenkian de Ciéncia (IGC), Investigagdo, Oeiras
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A microbiota intestinal estabelece uma relagdo de simbiose com o Ho-
mem crucial para a homeostasia do organismo. Diversos estudos tém
demonstrado que altera¢cdes na microbiota modulam a permeabilida-
de intestinal, possibilitando a chegada de organismos patogénicos ou
seus metabolitos a circulagdo, potenciando assim um estadio crénico
de inflamagdo, comum na patogénese da resisténcia a insulina e no
desenvolvimento da diabetes tipo 2 (DT2). Foram descritas associa-
¢Oes entre alteracdes da composicdo da microbiota e doengas hepati-
cas, como a doenca do figado gordo néo alcodlica (NAFDL) e esteato-
-hepatite (NASH), conhecidas co-morbilidades da DT2 e obesidade.
Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-2 (Trem-2) é um re-
cetor imune envolvido na ativacdo de macréfagos que tem um papel
importante na fagocitose por parte da microglia em doengas neuro-
degenerativas. Além disso, varios estudos reportam o papel do Trem-2
na doenga inflamatéria do intestino, onde se observou que a auséncia
de Trem-2 previne colite.

Este trabalho teve como objetivo investigar a composi¢do da micro-
biota intestinal durante a regeneracdo hepética e qual o impacto da
expressdo de Trem-2. Utilizamos um modelo crénico de fibrose hepa-
tica, induzido pela administracdo de tetracloreto de carbono (CCl4) e
um modelo agudo, induzido pela administracdo de acetaminofeno.
Ratinhos com e sem ablacdo de Trem-2 (Trem-2 KO) foram avaliados
no tempo de regeneracéo hepéatica. Amostras de fezes foram recolhi-
das e a composicdo da microbiota intestinal avaliada através da se-
quenciacdo do 16 rRNA.

Observou-se um atraso na recuperagao do dano hepatico nos animais
Trem-2 KO em relagdo aos animais wild-type, nos dois modelos. Re-
lativamente a microbiota, observou-se alteracdo da sua composicao,
com diversidade reduzida e enriquecimento do filo Proteobacteria.
No entanto, estas alteragdes foram idénticas entre os ratinhos wild-
-type e Trem-2 KO e ndo explicam o atraso na regenerac¢do observado
nos ratinhos Trem-2 KO. Surpreendentemente, observamos que os
ratinhos Trem-2 KO controlo, sem inducdo de dano hepatico, apre-
sentam uma microbiota intestinal diferente dos wild-type indicando
uma potencial susceptibilidade/resisténcia para outras doencas de-
pendentes deste factor.

Estes resultados demonstram que a expressdo de Trem-2 é critica
para a regeneragdo hepatica independentemente da composicdo da
microbiota. Além disso, os ratinhos Trem-2 KO tém uma composigado
da microbiota intestinal diferente da dos wild-type, sugerindo que a
expressdo de Trem-2 tem a capacidade de modular a microbiota in-
testinal.
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DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DMT2) ASSOCIADA A SiN-
DROME DA APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO (SAOS):
UM ESTUDO PROTEOMICO
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Introducao: A prevaléncia da SAOS é elevada em doentes com DMT2.
O nao tratamento da SAOS pode levar ao agravamento ou desenvol-
vimento da DMT2. Temos vindo a demonstrar que a SAOS altera o
proteoma do glébulo vermelho (GV). A SAOS aumenta a overoxida-
¢do da peroxirredoxina 2 (PRDX2) (enzima antioxidante), o que pode
levar a desregulagdo da homeostasia do GV e ao desenvolvimento de
doengas metabdlicas. Apos tratamento com ventilagdo ndo invasiva
(PAP), esta overoxidacdo diminuiu seguida de um aumento de PRDX2
decamérica overoxidada com fungbes chaperone na protecéo celular
(Feliciano et al. 2017). No presente estudo, fomos investigar o estado
redox/oligomérico da PRDX2 em doentes DMT2 com SAOS, antes/
apds PAP, para melhor compreender a interligagdo entre estas pato-
logias.

Material e Métodos: Amostras de GVs de controlos (n=22 sendo 3
DMT2) e doentes SAOS antes/apds 6 meses de tratamento com PAP
(n=29 sendo 8 DMT2) foram analisadas por western-blot ndo reduzi-
do, com anticorpo para a PRDX2 e PRDXSO,,, (over oxidada). Os gru-
pos foram comparados estatisticamente e correlacionados com dados
clinicos e bioquimicos.

Resultados: Nos GVs de doentes DMT2/SAQS, o nivel de mondémeros
da PRDX2 mostrou-se aumentado e diminuia apds PAP. Contudo, o
nivel destes monémeros PRDXSO, , estava diminuido e néo se alte-
rou com o tratamento. Apds PAP, o nivel de decameros PRDX250,,,
foi também menor nestes doentes. Os niveis de monémeros PRDX2
e PRDX2S0, , correlacionaram-se negativamente com os niveis de in-
sulina/triglicéridos e HbA1C, respetivamente. Apos PAP, os niveis de
decameros PRDX2S0, , correlacionaram-se positivamente com os ni-
veis de adrenalina.

Conclusées: O estado redox/oligomérico da PRDX2 do GV é diferen-
cialmente modulado nos doentes DTM2/SAOS em comparagdo com
doentes SAOS. Decameros PRDXSO, , induzidos pelo tratamento e as-
sociadas a fungdo protetora chaperone estdo diminuidos em doentes
DMT2/SAOS. O impacto clinico destas descobertas, necessita de mais
investigagao e validagao.
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REVERSAO DA DIETA RICA EM GORDURA PARA UMA
DIETA NORMAL, NO INiCIO DA IDADE ADULTA, PREVINE
A SINDROME METABOLICA MAS NAO MELHORA A QUA-
LIDADE ESPERMATICA
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Nas Ultimas décadas, a prevaléncia mundial das doencas metabdlicas
aumentou, principalmente devido a estilos de vida pouco saudéaveis,
com énfase na adogdo de dietas ricas em gordura (HFD). Simultanea-
mente assistiu-se a um declinio nas taxas de fertilidade e em para-
metros de fertilidade masculina. Porém, desconhecem-se os meca-
nismos moleculares responsaveis pelos efeitos das HFD na fertilidade
masculina.

Neste trabalho postulamos que as HFD alteram a qualidade esperma-
tica e avaliamos os efeitos de uma reverséo de dieta (HFD para dieta
normal), no inicio da idade adulta, na prevencdo de doencas metabé-
licas, no metabolismo testicular e qualidade espermatica.

Para tal, 36 ratinhos C57BL6/J macho foram divididos num grupo
controlo alimentado com uma dieta standard (hidratos de carbono:
61,6%, proteina: 20,5%, gordura: 7,2%); um grupo alimentado com
HFD (hidratos de carbono: 35,7%, proteina: 20,5%, gordura: 36,0%)
durante 200 dias; e um grupo alimentado com HFD durante 60 dias,
ai substituida por uma dieta standard (HFDt). A massa corporal total
e de cada drgdo foram aferidas aquando do sacrificio. A funcdo me-
tabolica geral foi avaliada através dos testes intraperitoneais de Tole-
rancia a Glicose (ipGTT) e de Resisténcia a Insulina (ipITT). A qualidade
espermatica epididimal foi caracterizada em termos de concentragao,
motilidade, viabilidade e morfologia.

Os nossos resultados demonstram que a reversdo da dieta efetiva-
mente reduz a massa corporal e a percentagem de massa gorda, e
aumenta o indice gonadossomatico. Esta recuperagdo é acompa-
nhada por uma normalizacdo da fun¢do metabdlica geral, sendo que
a glicémia em jejum e durante o ipGTT e 0 ipITT é mais elevada no
grupo HFD que nos restantes grupos. A motilidade e a viabilidade
espermaticas diminuiram por agdo do consumo de HFD e ndo foram
restaurados apos reversdo da dieta. Além disso, a percentagem de
espermatozdides com defeitos morfoldgicos aumentou em todos os
animais alimentados com HFD, mesmo temporariamente. Este é o pri-
meiro estudo a demonstrar que o excesso de peso/obesidade, antes
da idade adulta, pode causar danos irreversiveis a fungdo testicular e
a qualidade espermatica, mesmo que a reversdo da dieta recupere a
funcdo metabdlica global.
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A SINTASE DO OXIDO NIiTRICO INDUZIVEL INIBE A FOR-
MAGAO DE CDRS DEPENDENTES DA INSULINA

Oliveira R. M., Correia M., Barral D., Macedo M. P,
CEDOC - Nova Medical School, Biologia Molecular, Lisboa

Introducgéo: A inflamac&o subclinica cronica tem sido associada ao de-
senvolvimento de prédiabetes e diabetes tipo 2. Esta ainda fortemente
relacionada com a sobreexpressdo da enzima sintase do 6xido nitrico
induzivel (iNOS) e com o consequente aumento da biodisponibilidade
de oxido nitrico. Consequentemente, a expressao da enzima encontra-
-se drasticamente aumentada no figado, mUsculo-esquelético e tecido
adiposo de animais sujeitos a uma dieta gorda e em pacientes com
diabetes. No figado, a iNOS regula a sensibilidade a insulina e a sua
sobreexpressdo promove resisténcia a insulina, hiperglicemia e hipe-
rinsulinémia. Dada a ligagdo entre a via de sinalizagdo da insulina e o
oxido nitrico/iNOS, quisemos explorar a forma como estes alteram a
internalizacdo do recetor da insulina (InsR). Anteriormente mostramos
que o InsR é internalizado através de estruturas ricas em actina, as cir-
cular dorsal ruffles (CDRs), que se formam exclusivamente na superficie
dorsal das células, 1 minuto ap6s estimulagdo com insulina. Sendo a in-
ternalizagdo do InsR fundamental para a ativagdo da respectiva via de
sinalizado, para além da sua metabolizacdo e para a downregulation
do recetor, colocamos a hipdtese que a internalizagdo do InsR mediada
por CDRs é perturbada pela inflamagédo induzida por NO.

Métodos: Células Hepa 1-6 de figado de ratinho foram utilizadas para
estudar o trafego intracelular do InsR. As células foram estimuladas
com diferentes concentra¢des de insulina (50, 75 ou 100 nM) e em
diferentes tempos. Para mimetizar uma situacdo de inflamacéao, efe-
tuamos uma sobreexpressdo da iNOS, durante 24 horas, realizando-se
posteriormente o estimulo com insulina. Para observar a existéncia de
CDRs ap06s estimulagdo com insulina, as células foram fixadas e pro-
cessadas para imunofluorescéncia, tendo sido marcadas com faloidi-
na, um marcador de actina, e cortactina; e a percentagem de células
que formam estas estruturas foi calculada.

Resultados: Apds o estimulo com insulina, observamos a formagao
de CDRs, sendo este um processo dependente do tempo de exposi-
¢do e da concentragdo desta hormona. Podemos ainda observar que
o InsR se encontra localizado nestas estruturas. Apos sobreexpressao
da iNOS, ocorre uma diminuigdo drastica no nimero de hepatdcitos
que formam CDRs concomitante com a diminui¢do na ativacdo da via
de sinalizagdo da insulina, sugerindo que a inflamagao promovida por
excesso NO interfere com a internalizagdo do InsR.
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AUSENCIA DA ENZIMA DEGRADADORA DA INSULINA
NO FIGADO AGRAVA SOBRECARGA DE GLICOSE POS
PRANDIAL E FIGADO GORDO NAO ALCOOLICO INDUZI-
DO POR DIETAS HIPERCALORICAS
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Introducéo: A enzima degradora da insulina (EDI) esta interligada
ao metabolismo da glicose e o seu gene ja foi associado a suscepti-
bilidade da diabetes mellitus tipo 2 (DM2). A sua delecdo especifica
no figado afeta a resposta a sobrecarga de glicose pds prandial por
mecanimos que ndo estdo compreendidos. Além disso, a associagdo
da EDI no figado com as condigdes disglicémicas que acompanham
a prédiabetes ndo se encontra esclarecida. Este trabalho explora a hi-
pdtese que a auséncia da EDI no figado reduz a capacidade de degra-
dacéo hepatica de insulina, aumentando a sobrecarga de glicose pds
prandial e exacerbando os efeitos lipogénicos da insulina em regimes
hipercaléricos.

Métodos: Murganhos C57BI/6 com o locus da EDI rearranjado para
delecao condicional foram cruzados com animais que expressam a re-
combinase Cre sob o promotor do gene da albumina, resultando em
animais com a delegdo especifica da EDI nos hepatdcitos (F-EDI-KO).
Animais C57BI/6 normais e F-EDI-KO foram submetidos a uma dieta
hipercaldrica das 6 as 18 semanas de idade. A Prova de Tolerancia a
Glicose Oral (PTGO) foi realizada ap6s esse periodo, com recolha de
sangue para a avaliagdo da depuragdo/clearance da insulina hepatica.
Apos o sacrificio, a resposta hepatica foi avaliada por histopatologia e
por quantificacéo de triglicéridos.

Resultados: A dieta hipercaldrica causou a esperada sobrecarga de
glicose pos prandial em animais normais. Contudo, animais F-EDI-KO
apresentaram um significativo incremento nas excursdes glicémicas,
conforme calculado pela area sobre a curva durante a PTGO. A depu-
ragdo sérica de insulina foi afetada pela dieta hipercalérica em animais
normais, presumivelmente devido a uma diminuicdo na actividade da
EDI causada pela dieta hipercalérica. Com isso, F-EDI-KO e animais
normais em dieta hipercalérica apresentaram uma depuragédo sérica
de insulina semelhante. Porém, F-EDI-KO apresentaram um signficati-
vo agravamento do figado gordo néo alcodlico observado ndo sé nos
resultados histo-patolégicos, mas também na dosagem de triglicéri-
dos no figado.

Conclusao: Estes resultados indicam que a EDI tem um relevante pa-
pel na degradacéo hepatica da insulina, contribuindo para a redugdo
dos seus efeitos lipogénicos. Sua contribui¢do, nomeadamente na re-
dugdo da acumulagdo/sintese intra-hepatica de triglicéridos, parece
ser fundamental para o desenvolvimento do figado gordo ndo alco6-
lico e da sobrecarga glicémica pds prandial em individuos expostos a
dieta hipercaldrica.
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Introducado: As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de
morbilidade e mortalidade na populagdo diabética. Os tecidos adi-
posos tém um papel importante na regulacdo do metabolismo e o
tecido adiposo epicardial (TAE) regula a fisiologia do coragao e dos va-
sos sanguineos. Os mecanismos de controlo de qualidade proteica séo
finamente regulados de forma a garantir uma proteostase funcional e
consequentemente uma adequada homeostase cardiaca.

Objetivos: O objectivo deste trabalho foi estudar de que forma a
proteostase esta alterada no TAE em comparagdo com o tecido adi-
poso subcutaneo de pacientes com insuficiéncia cardiaca com e sem
diabetes.

Métodos: A expressdo de diversos genes e proteinas marcadores de
autofagia (AMPK, mTOR, Beclin-1, LC3-1 e LC3-II, Lamp2, p62 e PINKT),
do stress do reticulo endoplasmatico (RE) (GRP78, GRP94, IRElq,
PERK), ubiquitinacdo proteica e apoptose (CHOP, caspase-4, Bim e
Bcl-2) foram analisados por RT-PCR e Western blot, respectivamente,
no TAE e subcuténeo de individuos diabéticos e ndo diabéticos reco-
Ihidos durante operagdes cardiacas no Centro Hospitalar da Universi-
dade de Coimbra.

Resultados: Existe um aumento da expressdo dos niveis de mRNA
(p< 0,001) de varios marcadores do stress do RE (GRP78, GRP94, PERK,
CHOP) noTAE quando comparado com o tecido adiposo subcutaneo
o que também se reflete a nivel da expressdo proteica (p< 0,05) para
GRP78, GRP94. A expressao de mRNA de PERK, IRE1a esta também
aumentada (p< 0,05) em pacientes diabéticos. A razdo entre os niveis
de caspase-4 e pro-caspase-4, um marcador da apoptose induzida
pelo stress do RE, estd também aumentada (p=0,01) em doentes dia-
béticos. Verificou-se ainda, através de Western blot, qRT-PCR, e imu-
nohistoquimica, um aumento dos marcadores de autofagia (p< 0,05)
(AMPK, mTOR, Beclin-1, LC3-1 e LC3-Il, Lamp2, p62 e PINK1) no TAE em
doentes com deficiéncia cardiaca. Além disso, os niveis de mRNA de
Bim (pr6-apoptoético) e Bcl-2 (anti-apoptotico) estavam aumentados
no TAE, mas a razdo entre ambos ndo se mostrou significativamente
alterada.

Conclusdo: A ativacdo do stress do RE e da autofagia no TAE estdo
associados com as doengas cardiacas e diabetes. Este estudo podera
levar a identificacdo de novos biomarcadores para estados iniciais das
cardiomiopatias e possiveis alvos terapéuticos.



