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RESUMO

A doenga hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD) representa um amplo
espectro de condigdes clinico-patologicas do figado caracterizadas por acumulo de
triacilglicerois nos hepatécitos, podendo evoluir para esteato-hepatite, fibrose e por fim a
cirrose e carcinoma hepatocelular. A etiopatogénese da MAFLD ¢ multifatorial e
assintomatica e, embora seus mecanismos moleculares ainda ndo sejam compreendidos, o
estresse oxidativo € considerado o principal determinante. Portanto, objetivou-se neste estudo
padronizar um modelo in vitro da MAFLD em células da linhagem HepG2. Para indugdo do
acumulo de lipideos as células foram mantidas em meio DMEM, privadas de soro fetal
bovino por 24 horas e entdo incubadas com os acidos graxos, palmitico (0,7mM) ou mistura
dos acidos oleico e palmitico (ImM e 2mM) na propor¢do de 2:1, respectivamente. Para a
quantificagdo do teor intracelular de lipideos as células foram coradas com Oil red O, a
viabilidade celular e a citotoxicidade foram avaliadas através da técnica de MTT e liberagao
de LDH, respectivamente, o dano hepatocelular pela liberagdo de aminotransferases hepaticas
e o estresse oxidativo através da quantificacdo dos biomarcadores de peroxidagao lipidica e
dos niveis de glutationa total. O teor de lipideos foi significativamente maior em células
expostas a mistura de acidos graxos nas concentragcdes de 1 ¢ 2mM, ndo sendo observado
reducao da viabilidade ou aumento dos niveis de aminotransferases e liberacao de LDH. O
biomarcador de peroxidacdo lipidica também ndao aumentou apods o tratamento, mas niveis
reduzidos de glutationa total foram evidenciados. Os resultados obtidos demonstram que o
modelo proposto foi eficiente em induzir esteatose e estresse oxidativo em células HepG2,
principalmente quando expostas as concentragdes de 1 e 2mM da mistura lipidica.

Palavras-chave: Acidos graxos. Células HepG2. Espécies reativas de oxigénio. Esteatose
hepatica. Glutationa.



ABTSRACT

Metabolism-associated fatty liver disease (MAFLD) represents a wide spectrum of clinical
and pathological conditions of the liver characterized by the accumulation of triacylglycerols
in hepatocytes, which may progress to steatohepatitis, fibrosis and eventually to cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. The etiopathogenesis of MAFLD is multifactorial and
asymptomatic and, although its molecular mechanisms are not yet understood, oxidative
stress is considered the main determinant. Therefore, the aim of this study was to establish an
in vitro model of MAFLD in HepG?2 cells. To fat-overloading induction, cells were kept in
DMEM medium, deprived of fetal bovine serum for 24 hours and then incubated with fatty
acids, palmitic (0.7mM) or mixture of oleic and palmitic acids (ImM and 2mM) in proportion
2: 1, respectively. To quantify the intracellular lipid content, cells were stained with Oil red
O, cell viability and cytotoxicity were evaluated using the MTT and LDH release techniques,
respectively, hepatocellular damage by the release of liver aminotransferases and oxidative
stress through quantification of lipid peroxidation biomarkers and total glutathione levels.
The lipid content was significantly higher in cells exposed to a mixture of fatty acids at
concentrations of 1 and 2mM, with no reduction in viability or increased levels of
aminotransferases and LDH release. The lipid peroxidation biomarker also did not increase
after treatment, but reduced levels of total glutathione were evidenced. The results obtained
demonstrate that the proposed model was efficient in inducing steatosis and oxidative stress
in HepG2 cells, especially when exposed to concentrations of 1 and 2mM of the lipid mixture.

Keywords: Fatty acids. HepG?2 cells. Oxigen-reactive species. Hepatic steatosis. Glutathione.
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1 INTRODUCAO

A doenga hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD), nova
nomenclatura dada a patologia antes denominada como doenga hepatica gordurosa nao
alcodlica (NAFLD), ¢ uma condicdo clinico-patologica do figado caracterizada pelo acumulo
citoplasmatico excessivo de triacilglicerois (TAG) nos hepatécitos. Essa disfungdo possui um
curso potencialmente progressivo, podendo levar a quadros de esteato-hepatite (NASH),
fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular (FOUAD et al., 2020; ANSTEE et al., 2019;
YOUNOSSI, 2018). Embora os mecanismos moleculares exatos que impulsionam a
progressdo da doenca ainda ndo sejam completamente esclarecidos, ha uma clara associagao
com a obesidade, dislipidemias e resisténcia a insulina e devido a esta relagdo, tem sido
considerada a manifestacdo hepatica da sindrome metabodlica (figura 1) (YOSHIOKA et al.,

2020).

Figura 1- Patogénese da MAFLD

Fonte: AKSHINTALA et al., 2019.

Predisposigio
genstica

A primeira teoria proposta para explicar o desenvolvimento e progressao da MAFLD
considerava um processo patogénico de “dois Aits”, no qual o “primeiro hif” consiste no
aumento de gordura hepatica, caracterizado pelo acumulo de TAG (esteatose) e resisténcia a
insulina, aumentando assim, a vulnerabilidade do figado a eventos subsequentes. O “segundo
hit” esta associado a varios fatores, como estresse oxidativo, estresse no reticulo
endoplasmatico (ER), citocinas pré-inflamatorias e disfungdo mitocondrial, o que, por sua

vez, leva a quadros de esteato-hepatite e fibrose (CHAO et al, 2019; SCHWIMMER et al.,
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2005). No entanto, com o desenvolvimento de novas tecnologias e ensaios clinicos, essa visao
se tornou simplista para elucidar a complexidade da MAFLD em humanos. Assim, essa teoria
foi atualizada para o modelo de “multiplos 4its” que envolve diversos fatores envolvidos na
etiopatogénese que podem agir de maneira paralela ou sequencial e de alguma forma sinérgica
em individuos geneticamente predispostos, para causar MAFLD e, assim, definir o espectro

fenotipico da doenca (FANG et al., 2018; CHAO et al., 2019; DAY, 2006; et al., 2019)

1.1 Aspectos epidemiologicos

A busca por nutrientes para suprir as necessidades basicas do organismo sempre
exerceu uma importante influéncia nas agdes humanas. Entretanto, as mudangas no estilo de
vida nas ultimas décadas, provocaram grandes modificacdes nos habitos alimentares,
tornando o consumo excessivo de calorias um fenomeno global (PINHEIRO, 2005;
RINELLA; CHARLTON, 2016). Segundo a Organizagdo Mundial da Sauade (2020), a
ingestdo didria de quilocalorias per capita no mundo em 2015 foi 18,87% maior do que a
consumida em 1964. Assim, doengas de origem metabolica, como obesidade, diabetes e a
MAFLD, se tornaram cada vez mais comuns. Dados da Organizagdo Mundial de Saude
(2020) demonstraram também que aproximadamente 39% dos adultos com 18 anos ou mais
apresentavam sobrepeso em 2016 e 13% eram obesos. Paralelamente ao aumento da
obesidade, o numero de individuos afetados pela MAFLD também aumentou
significativamente, sendo que aproximadamente 51% dos pacientes portadores da doenca s@o
obesos (YOUNOSSI et al., 2016).

Younossi et al. (2016) realizaram uma analise reunindo mais de 700 trabalhos
publicados nos bancos de dados PubMed e MEDLINE entre 1989 e 2015 ¢ demonstraram os
resultados que estimam a prevaléncia, incidéncia e progressao da MAFLD. Segundo o estudo,
a prevaléncia de MAFLD diagnosticada por imagem foi estimada em 25,24% da populagdo
global, sendo a América do Sul uma das regides de maior incidéncia. Dentre os paises latino-
americanos, o Brasil ¢ o que apresenta maior prevaléncia, alcangando aproximadamente 30%
da populagdo brasileira (ABDELMALEK, 2016). Além disso, de acordo com o mesmo
estudo, entre os pacientes portadores da doenca 59,10% possuem NASH e a incidéncia de
fibrose avangada nesses individuos foi de aproximadamente 68 em 1.000 pessoas / ano
(YOUNOSSI et al., 2016). Devido a sua alta prevaléncia, o impacto econdmico no uso de
servicos de satde ¢ enorme. Ghamar Chehreh et al. (2013) acompanharam 520 pacientes com

MAFLD por dois anos para avaliar os custos com servigos de saide e apresentaram os
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resultados em PPP $ (Paridade do poder de compra), um indicador utilizado para determinar
os valores relativos de duas moedas diferentes levando em consideragdo o impacto das taxas
de cambio. Segundo os pesquisadores, o custo anual para pacientes com MAFLD e suas
comorbidades associadas ¢ de PPP $ 1 bilhdo e aproximadamente PPP $ 5043 por pessoa.
Assim, a MAFLD constitui um importante problema de saude publica na atualidade e um

grande desafio devido ao seu impacto clinico, financeiro e social.

1.2 Etiopatogénese

1.2.1 Resisténcia a insulina

A sinalizacdo da insulina € essencial para manuten¢do do metabolismo lipidico e de
carboidratos no organismo. No estado pds-prandial, a concentra¢do plasmatica elevada desse
horménio, devido a hiperglicemia, ativa diretamente o receptor de insulina tirosina cinase,
promovendo a fosforilacdo do substrato do receptor de insulina (IRS), como IRS-1 e IRS-2
que se ligam e ativam a fosfatidilinositol-3-cinase com subsequentemente ativacdo de uma
serina/treonina-cinase (Akt). A fosforilacdo dependente de Akt suprime a expressdes da
glicose-6-fosfatase (G6Pase) e da fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK), resultando na
inibicdo da produgdo hepatica de glicose. Além disso, a insulina estimula a regulacdo positiva
da sintase de acidos graxos (FAS), aumentando a lipogénese hepatica (figura 2). Assim,
impactos na sinalizagdo desse hormonio, sdo observados em diversas disfungdes metabolicas

(HONMA et al., 2018; SAMUEL; SHULMAN, 2016).

Figura 2 — Esquema da sinalizac@o hepatica da insulina

Receptor de
insulina

~~ PEPCK/
GEPase

Fonte: GRAJALES; FERREIRA; VALVERDE, 2019.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Honma%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29717275
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samuel%20VT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26727229
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Na MAFLD, irregularidades na sinaliza¢do da insulina sdo um importante fator que
favorece a sua a progressdo. Em vérios modelos experimentais da doenga foi observada uma
alteracdo nos niveis de fosforilagdo de IRS-2, o que, contribui para o desenvolvimento da
resisténcia a insulina. Além disso, foi observada também, uma regulacdo positiva na
expressdo de enzimas chave para gliconeogénese como a G6Pase e PEPCK, resultando na
incapacidade de supressdo da producao de glicose hepatica. No entanto, a sinalizagdo da
insulina pela via lipogénica ndo foi suprimida, mas sim estimulada, indicando assim, que as
desordens na sinalizagdo da insulina no figado esteatotico sdo limitadas a via que envolve a
supressdo da gliconeogénese, sendo considerada uma resisténcia seletiva a insulina (HONMA
et al., 2018; NAKAMURA; TERAUCHI, 2013).

Uma analise realizada em amostras hepaticas de pacientes com MAFLD, demonstrou
uma forte correlacdo positiva entre os niveis de mRNA (&cido ribonucleico mensageiro) de
IRS-1 com os niveis de mRNA de FAS, mas ndo foram associados negativamente aos niveis
de mRNA de PEPCK ou G6Pase. Por outro lado, os niveis hepaticos de mRNA do IRS-2
foram correlacionados negativamente com os niveis de mRNA PEPCK e G6Pase, ndo sendo
observada associacdo entre as expressoes IRS-2 e FAS, demonstrando que a expressao do
IRS-1 esta envolvida na regulagdo positiva de FAS, enquanto a regulagao negativa do IRS-2
exerce um papel importante na supressao prejudicada da PEPCK e da G6Pase (HONMA et
al.,, 2018). Além disso, em pacientes portadores da doenca foi constatado também, que a
expressao de IRS-1 estd associada com niveis elevados de SREBP-1c¢ (Fator de transcrigdo 1
de ligacao ao elemento regulador de esterol), mas nao com a expressao do IRS-2 (KOHIJIMA
et al., 2008).

Assim, a resisténcia seletiva a insulina no organismo superestimula as ilhotas de
Langerhans em resposta a ineficiéncia na supressdo da producdo de glicose hepatica,
promovendo um aumento nos niveis plasmaticos de insulina. A hiperinsulinemia promove a
constante ativagdo e expressao de IRS-2, com subsequente aumento de SREBP-1c, resultando
assim, na regulacdo positiva da lipogénese de novo, agravando ainda mais o quadro de
esteatose (CHAO et al., 2019; KOHJIMA et al., 2008; NAKAMURA; TERAUCHI, 2013).

Dessa forma, a deposi¢do excessiva de acidos graxos nos hepatodcitos estd claramente
associada ao desenvolvimento da resisténcia a insulina na MAFLD. Muitos estudos apontam
o acumulo de certas espécies lipidicas como as ceramidas e os diacilglicerdis (DAG) no
comprometimento na sinalizagdo da insulina (BIRKENFELD; SHULMAN, 2014; SAMUEL;
SHULMAN, 2016). Roedores alimentados com dieta hiperlipidica mostraram aumentos

significativos nos niveis hepaticos de DAG. A concentragdo intracelular elevada desse lipidio


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Honma%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29717275
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakamura%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24284392
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Terauchi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24284392
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chao%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30642126
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakamura%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24284392
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Terauchi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24284392
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shulman%20GI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23929732

13

préximo a membrana leva a ativagdo de proteina cinase tipo C épsilon (PKC-¢) que, por sua
vez, inibe o receptor de insulina cinase, promovendo entdo, a diminuicdo da fosforilagdo de
IRS-2 e a sinalizagdo de insulina a jusante (SAMUEL et al., 2004). Verificou-se também, que
a expressdao hepatica da PKCe em camundongos knockout para o gene PKCeg, alimentados
com dieta hiperlipidica, protegeu da resisténcia a insulina, apesar do desenvolvimento de
esteatose hepatica, determinando o papel especifico e direto da PKCe na aquisicdo da
resisténcia a insulina (FRANGIOUDAKIS et al.,2009).

Além dos DAG, varias linhas de evidéncia apontam o papel das ceramidas na
patogénese da resisténcia a insulina na MAFLD. Camundongos alimentados com dieta rica
em gordura juntamente com mirriocina, inibidor da serina palmitoil transferase 1, atenuou o
aumento de ceramidas e melhorou a sensibilidade a insulina (HOLLAND et al., 2007). Assim,
o acumulo de metabolitos lipidicos especificos (diacilglicerdis e ceramidas) no figado, devido
a dietas ricas em acidos graxos, demonstra ser uma importante via que leva a ineficiéncia na
sinalizag¢do hepatica da insulina (BIRKENFELD; SHULMAN, 2014; SAMUEL; SHULMAN,
2012).

1.2.2 Obesidade

A obesidade, especialmente o acumulo de gordura visceral, exerce um importante
impacto nos tecidos envolvidos na regulagdao de nutrientes, sendo considerada um dos fatores
de risco predominante para o desenvolvimento da sindrome metabolica. Varias linhas de
evidéncia indicam o critico papel da inflamagdo cronica do tecido adiposo no
desenvolvimento de disfungdes metabolicas como resisténcia a insulina, diabetes tipo 2,
dislipidemia, hipertensao ¢ MAFLD (LUMENG; SALTIEL, 2011; XU et al., 2003; JUNG;
CHOI, 2014).

O tecido adiposo ¢ considerado o principal local para o armazenamento do excesso de
energia no organismo € um importante regulador do balango energético sistémico, sendo
constituido de varios tipos celulares, incluindo, principalmente, adipocitos, pré-adipocitos,
células endoteliais e células do sistema imunolégico. Os adipdcitos sdo células especializadas
com capacidade para armazenar com seguranca a energia excedente na forma de TAG
(HAUSMAN et al., 2001; ABATE; SUMNER; CHANDALIA, 2013). Quando a energia ¢
novamente requisitada, entre as refei¢des ou durante exercicios fisicos, os TAG armazenados
podem ser mobilizados através da lipolise para entdo serem liberados na circulagdo e usados

por outros tecidos (BODEN, 1997).
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No estado obeso, o aumento nas taxas de lipolise, especialmente no tecido adiposo
visceral, promove um maior influxo de AGL (Acidos graxos livres) para o figado pela veia
porta, aumentando o contetdo lipidico no interior dos hepatocitos e desencadeando o
desenvolvimento de esteatose (JUNG; CHOI, 2014). Os AGL s3ao também ligantes do
complexo receptor toll-like 4 (TLR4) ligado @ membrana e estimulam a produg¢do de citocinas
pro-inflamatorias, contribuindo para o desenvolvimento de complicagdes metabolicas
associadas a obesidade (SHI et al., 2006).

Entretanto, o tecido adiposo ndo ¢ somente o principal local de armazenamento do
excesso de energia derivado da ingestdo de alimentos, mas também, um oOrgdo que
desempenha uma importante fun¢do endoécrina (JUNG; CHOI, 2014; MURAWSKA-
CIALOWICZ, 2017). Esse tecido ¢ responsavel por secretar uma série de sustancias bioativas,
como as quimiocinas e citocinas, que estdo envolvidas na homeostase energética e
inflamagdo. Além disso, essas substancias estdo associadas ao desenvolvimento e progressao
da MAFLD (JUNG; CHOI, 2014; MILIC; LULIC; STIMAC, 2014). Individuos obesos
apresentam um grande conteido de macrofagos no tecido adiposo, essas células sdo
responsaveis por secretar quantidades expressivas de citocinas pro-inflamatorias, como o
fatore de necrose tumoral alfa (TNF-o) e a interleucina 6 (WEISBERG et al 2003; MILIC;
LULIC; STIMAC, 2014). Essas citocinas suprimem a produgdo de algumas substincias
essenciais para a regulacdo do metabolismo lipidico no figado, como a adiponectina, uma
adipocina responsavel por modular a resposta inflamatoria e proteger o figado de esteatose,
pois aumenta a capacidade da insulina em suprimir a producdo hepatica de glicose, inibe a
lipogénese através da regulacao negativa do SREBP-1c e aumenta a oxidacao de gordura
hepatica através da ativacdo da proteina cinase ativada por adenosina 3',5'-monofosfato
(AMP) e da expressio do gene PPAR-a (Receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma alfa) (WEISBERG et al 2003; BERG et al., 2001; SHKLYAEV et al., 2013
YAMAUCHI et al., 2002). Em camundongos obesos com lesdes hepaticas induzidas por
lipopolissacarideo, a adiponectina diminuiu os niveis de TNF-o e induziu a ativagdo de
PPAR-q, diminuindo os danos ao figado (MASAKI el al., 2004). HUI et al. (2004) realizaram
um estudo em 109 pacientes com MAFLD e constataram que os niveis circulantes de
adiponectina sdo mais baixos em individuos com a doenga do que em controles saudéveis,
indicando o importante papel protetor da adiponectina.

A leptina ¢ outro importante regulador da MAFLD produzida no tecido adiposo, sendo
responsavel por estimular diretamente a proteina cinase ativada por AMP, que est4 envolvida

na ativagdo da P-oxidacdo e glicdlise, bem como na inibigdo da lipogénese. Ademais, a
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leptina também atua na melhora da resisténcia a insulina hepatica, pois suprime a atividade de
estearoil-CoA dessaturase, uma enzima que desempenha um papel importante no
metabolismo e catalisa a rea¢do limitante da taxa da sintese de 4cidos graxos monoinsaturados
(JUNG; CHOI, 2014; MILIC; LULIC; STIMAC, 2014). Em pacientes com esteatose, o nivel
de leptina sérica parece diminuir a medida que a lesdo nos hepatdcitos se desenvolve (SERIN
et al., 2003). Além disso, analises realizadas em ratos diabéticos demonstraram que a infusao
de adenovirus-leptina ndo apenas diminui a sintese hepatica de TAG, mas também aumentou
a p-oxidag¢do através da regulacdo negativa de SREBP-1c e regulagdo positiva de PPAR-a

(LEE et al., 2002).

1.2.3 Captacio e destinos dos lipidios hepaticos

O figado € o 6rgao central do metabolismo lipidico, desempenhando importante papel
na sintese, exportacdo, redistribui¢do e utilizagdo de acidos graxos como substratos
energéticos. Em condigdes fisiologicas, a concentragdo de TAG hepaticos ¢ baixa, podendo se
alterar em resposta a alimentacdo e ao jejum. Todos esses processos sdo rigidamente
regulados por interacdes complexas entre hormoOnios, receptores nucleares e fatores de
transcricdo. Dessa forma, complicagdes nas vias que mantém a homeostase do metabolismo
lipidico podem resultar na retengao de gordura no figado e o subsequente desenvolvimento de
disturbios metabdlicos como a MAFLD (MASHEK, 2013; IPSEN; LYKKESFELDT;
TVEDEN-NYBORG, 2018; GLUCHOWSKI et al., 2017).

Em individuos portadores de MAFLD os lipidios hepaticos sdo derivados
principalmente da lip6lise de TAG do tecido adiposo (60%), da lipogénese de novo (26%) e
da hidrolise dos TAG da dieta (15%) (DONNELLY et al., 2005). Além disso, o influxo de
acidos graxos exdgenos para o figado depende em grande parte dos transportadores de acidos
graxos localizados na membrana dos hepatdcitos, principalmente a familia de proteinas de
transporte de acidos graxos, como as proteinas de transporte de acidos graxos (FATP) 2 e 5,
cluster de diferenciagdo 36 (CD36) e caveolinas (figura 3). A difusdo passiva também exerce
um importante papel na captacdo hepatica de AGL, mas esse processo possui um impacto
menor no influxo total (MASHEK, 2013; IPSEN; LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG,
2018). Estudos revelaram que camundongos knockout para o gene FATPS reduziram a
captacdo de 4cidos graxos e o contetido de TAG hepaticos, indicando o importante papel de
FATP na captagdo de hepatica de lipideos e no desenvolvimento de esteatose (DOEGE et al.,
2006; DOEGE et al., 2008). Zhu et al. (2011) demonstraram também que a expressdo génica
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de FATP2 e 5 foi aumentada em adolescentes com NASH em comparagdo com controles
normais.

A proteina CD36, responsavel pelo transporte de acidos graxos de cadeia longa,
também ¢ superexpressa no figado esteatotico por meio da regulagdo transcricional de
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y) (IPSEN;
LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG, 2018). Hepatocitos expostos ao acido palmitico
(AP) e acido oleico (AO) aumentam a expressdo de CD36 ¢ da proteina de transporte de
acidos graxos FATP-2, aumentando a captagdo lipidica (CHABOWSKI et al., 2013).
Ademais, ratos alimentados com dieta hiperlipidica desenvolvem esteatose hepatica
juntamente com o aumento dos niveis de mRNA de CD36 (KOONEN et al., 2007; WILSON
et al., 2016). As caveolinas, uma familia de trés proteinas de membrana que desempenham
um papel essencial no trafico lipidico e na formacao de goticulas lipidicas, sdo do mesmo
modo superexpressas em pacientes portadores da doenca (IPSEN; LYKKESFELDT;
TVEDEN-NYBORG, 2018). A expressao de caveolina 1 foi aumentada no figado de
camundongos com MAFLD e localizada principalmente nas regioes onde a esteatose era mais
grave (QIU et al, 2013).

Devido a sua hidrofobicidade, os 4cidos graxos ndo se difundem livremente no citosol
e precisam ser transportados por proteinas especificas de ligagdo a acidos graxos (FABP),
sendo a isoforma FABPI a mais predominante. A proteina FABP1 facilita o transporte,
armazenamento e utiliza¢do de acidos graxos, além de desempenhar um efeito protetor contra
a lipotoxicidade, se ligando os AGL citotoxicos e facilitando sua oxidagdo ou incorporagdo
em TAG (IPSEN; LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG, 2018). Além disso, os niveis de
FABP podem variar em pacientes com MAFLD de acordo com a gravidade da doenga, niveis
elevados de proteina FABP1 foram encontrados em individuos obesos com esteatose em
comparacdo com controles, mas diminuiram em pacientes com NASH e fibrose. Assim, o
aumento de FABP esté4 correlacionado com os estdgios iniciais da doenca como mecanismo
compensatdrio para eliminar a lipotoxicidade (CHARLTON et al., 2009).

Apos a captacdo hepatica, os 4cidos graxos atuam como ligantes enddgenos que
ativam as vias reguladas por PPAR-a, responsdvel por aumentar a transcricio de genes
envolvidos na B-oxidagdo, promovendo maior oxidacdo de 4cidos graxos e geracdo de
espécies reativas do oxigénio (ROS) (GEISLER; RENQUIST, 2017). Em pacientes com
NASH a expressao de PPAR-a foi desregulada em comparag¢do com individuos esteatodticos e
saudaveis e diminuiu com a progressdo para o estagio de fibrose (FRANCQUE et al., 2015).

Assim, o aumento na expressido PPAR-a, com subsequente aumento da B-oxidacao,
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demonstra ser uma resposta adaptativa ao acumulo de acidos graxos hepaticos, que tenta
reduzir a sobrecarga lipidica e a lipotoxicidade, mas também produz ROS e induz o estresse
oxidativo (figura 3) (IPSEN; LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG, 2018). Outro destino
para os acidos graxos no figado ¢ a lipogénese de novo. Através dessa via, os AGL sao
convertidos em TAG por uma série de etapas de dessaturacao, alongamento e esterificacao.
Dessa forma, o aumento do contetido lipidico nos hepatdcitos, pode promover o aumento da
lipogénese de novo e subsequentemente causar esteatose e progressio da MAFLD, pois
metabolitos lipidicos intermediarios da sintese de TAG como o palmitato, podem desencadear

processos inflamatorios e apoptose (LISTENBERGER et al., 2003).

Figura 3- Metabolismo lipidico hepatico na MAFLD
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Fonte: IPSEN; LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG, 2018.

Além da fosforilacdo oxidativa, a exportacdo de TAG ¢ a unica maneira de reduzir o
contetdo hepatico de lipidios, sendo realizada em particulas de lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) hidrossoltiveis. Essas particulas sdo formadas no ER em um processo
catalisado pela enzima microssdmica de transferéncia de TAG, responsavel por transferir os
TAG hepéticos para a apolipoproteina B100 (apoB100), cuja expressdo ¢ aumentada de
acordo com a exposicdo dos hepatocitos a dcidos graxos. No entanto, a exposi¢ao prolongada
pode levar ao estresse do ER e, consequentemente, a degradagdo pos-traducional da apoB100

(IPSEN; LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG, 2018). Estudos revelaram que a secregdo
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de VLDL-apoB100 permaneceu inalterada em pacientes com esteatose hepatica em
comparac¢do com individuos saudaveis, sugerindo que os portadores da doenca ndo secretam
mais particulas VLDL, mas sim maiores ¢ mais ricas em TAG (FABBRINI et al., 2008).
Entretanto, o aumento no didmetro das particulas pode alterar sua secre¢do e essa limitacao
pode resultar em reten¢do lipidica e contribuir pra o desenvolvimento da doenca (HORTON et

al., 1999).

1.2.4 Alteracdes nas fun¢des mitocondriais e estresse oxidativo

As mitocondrias, uma das organelas mais abundante nos hepatocitos, sdo responsaveis
por desempenhar funcdes essenciais para a manutencdo da homeostase do metabolismo
celular. Sua estrutura altamente complexa permite que o fluxo de elétrons, derivados da
oxidacao da glicose e lipideos, gere ATP (Adenosina trifosfato) através da cadeia respiratoria
mitocondrial. Suas fungdes se estendem além dos limites da célula e influenciam a fisiologia
do organismo, regulando a comunicacdo entre células e tecidos. Assim, evidencias apontam
disfungdes nessa organela como fator critico para progressio da MAFLD
(NUNNARI; SUOMALAINEN, 2012; NASSIR; IBDAH, 2014; FERRAMOSCA; DI
GIACOMO; ZARA, 2017).

Estudos demonstraram que as mitocondrias de camundongos com esteatose hepatica
sdo grandes e inchadas, limitadas em niimero, € que a matriz mitocondrial possui inclusoes e
hipodensidades paracristalinas (IBDAH et al., 2005). Essas perturbac¢des ultraestuturais sao
indicativas de alteragdes funcionais, principalmente no processo de fosforilagdo oxidativa.
Além disso, essas alteragdes levam a uma maior producdo de ROS, com subsequente aumento
da peroxidagdo lipidica, promovendo danos oxidativos em fosfolipidios da membrana
mitocondrial como as cardiolipinas, responsaveis por desempenhar um importante papel na
bioenergética mitocondrial, bem como na apoptose. Devido a isso, a MAFLD tem sido
considerada uma doenga mitocondrial (PARADIES et al., 2014, FERRAMOSCA; DI
GIACOMO; ZARA, 2017).

Para desempenhar o seu papel na sintese de ATP, as mitocondrias consumem cerca de
90% do oxigénio celular. No entanto, aproximadamente 0,2% - 2% do oxigénio consumido
sdo convertidos em ROS, principalmente através da producdo do anion superdxido
(PARADIE et al., 2014). Nesse sentido, a cadeia transportadora de elétrons € a principal fonte
de ROS, gerados principalmente pelo extravasamento de elétrons nos complexos I e III,

resultando na formagdo do radical superoxido, que ¢ entdo convertido em perdxido de
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hidrogénio (H,O,) através do processo de dismutagdo realizado pelas enzimas cobre-zinco
superoxido dismutase no espago intermediario e pela manganés superoxido dismutase na
matriz mitocondrial. O perdxido de hidrogénio, embora ndo seja um radical, pode gerar
espécies mais reativas pelas reacdes de Haber-Weiss / Fenton na presenga de cations
bivalentes. Assim, sua detoxificacdo ¢ essencial, sendo realizada principalmente pelas
peroxirredoxinas (Prx), particularmente PrxIII e pelas peroxidases da glutationa reduzida
(Gpx), incluindo Gpx1, e mais importante pela Gpx4 mitocondrial (figura 4) (PARADIES et
al., 2014; GARCIA-RUIZ; FERNANDEZ-CHECA, 2018; NASSIR; IBDAH, 2014).

Figura 4 - Geragdo de ROS mitocondrial e estratégias antioxidantes
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Fonte: GARCIA-RUIZ; FERNANDEZ-CHECA, 2018.

Devido a isso, o equilibrio redox dos componentes da cadeia transportadora de
elétrons (ETC) ¢ fundamental para a manutencdo da homeostase celular. Entretanto, o alto
teor de lipidios nos hepatocitos, principal caracteristica da MAFLD, ¢ responsavel por causar
um aumento no gradiente eletroquimico mitocondrial. Sob essas condi¢des, a meia-vida dos
transportadores intermediarios de elétrons € prolongada, facilitando a transferéncia de elétrons
para o oxigénio, aumentando assim, a geragdo de anions superdxido. Esse desequilibrio critico
a favor da geracdo de ROS promove a deplecio das enzimas antioxidantes e
consequentemente, o estresse oxidativo (PARADIE et al, 2014; GARCIA-
RUIZ; FERNANDEZ-CHECA, 2018). Uma diminui¢do significativa nos niveis séricos de
glutationa (GSH) e um aumento no marcador de oxidagio do DNA (Acido

desoxirribonucleico), 8-hidroxi-2-desoxiguanosina, foram encontrados no figado de pacientes
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com MAFLD (IRIE et al., 2016). Além disso, a sobrecarga lipidica também ¢ responsavel por
um maior grau de oxidacao extra mitocondrial, realizada principalmente pelos peroxissomos e
citocromo. Entretanto, esses processos contribuem para a geracdo de quantidades
consideraveis de ROS e acidos dicarboxilicos (IPSEN et al., 2018). GARCIA-RUIZ et al.
(2007) demonstram que a B-oxidacao peroxissdomica de acidos graxos de cadeia longa foi 1,35
vezes maior em camundongos ob / ob do que em controles selvagens.

Varios estudos apontam o estresse oxidativo como um dos principais mediadores do
dano hepatico na MAFLD e assim, um dos principais contribuintes para a progressao da
esteatose simples para a esteato-hepatite (FERRAMOSCA; DI GIACOMO; ZARA, 2017).
Devido a falta de histonas, mecanismos de reparos pouco eficientes e pela proximidade com a
ETC, o mtDNA (Acido desoxirribonucleico mitocondrial) é um dos principais alvos do dano
oxidativo. Diferentes tipos de danos ao mtDNA foram detectados em pacientes com MAFLD,
incluindo delegdes, mutacdes pontuais e aumento do nivel de 8-hidroxi-desoxiguanosina
(NOMOTO et al., 2008; CALDWELL et al., 1999). O acumulo de mutagdes pode levar a
expressao reduzida de polipeptideos codificados pelo mtDNA, resultando em disfungdes na
ETC e consequentemente, aumento na producao de ROS e reducdo na sintese de ATP. Essa
condicdo, desencadeia um ciclo vicioso no qual a disfungdo mitocondrial produz grandes
quantidades de radicais livres que, por sua vez, podem induzir danos oxidativos adicionais a
estrutura e fungcdo mitocondrial (PARADIES et al., 2014).

Outra estrutura mitocondrial particularmente propensa ao dano oxidativo sdo os
fosfolipidios de membrana, responsaveis por modular a barreira da permeabilidade, as
propriedades estruturais e funcionais das atividades enzimaticas associadas a membrana e por
fornecer uma matriz para a montagem e fun¢do de uma variedade de processos cataliticos. Os
acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa sdo um dos componentes essenciais dos
fosfolipidios mitocondriais ¢ devido a sua estrutura, sdo altamente propensos ao dano
oxidativo, sua reacdo com agentes oxidantes promove a formagdo de varios intermedidrios
reativos, dentre eles o malondialdeido ¢ o 4-hidroxi-trans-2-nonenal, metabolitos altamente
toxicos e relacionados com vdrias patologias (MUSATOV EL et al., 2002; AJITH, 2018;
MARNETT, 1999; ZARKOVIC, 2003). Além disso, a permeabilidade da membrana alterada,
devido a peroxidacdo lipidica, possibilita o influxo de calcio e ferro nas mitocondrias,
favorecendo a reacdo de Fenton e consequentemente, a geragdo de radical hidroxil (OHe),
com tempo de meia vida curto e altamente deletério, acentuando ainda mais o dano as

estruturas mitocondriais (PARADIES et al., 2014).
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Além de desencadear a peroxidagdo lipidica da membrana, o estresse oxidativo, ¢
responsavel por gerar varios mediadores pro-inflamatérios, como o TNF-a. Essa citocina
multipotente, desempenha um papel central em varias etapas do desenvolvimento da MAFLD
e progressdo para NASH (KAKINO et al.,2018). Nakayama el al. (2007) demonstraram que
em camundongos com NASH os niveis circulantes de TNF-a sdo significativamente maiores
do que o encontrado nos controles. O TNF-a também estd envolvido na ativa¢do da ciclo-
oxigenase-2, geragdo de prostaglandinas e recrutamento de células imunolédgicas,
desencadeando criticos processos inflamatorios. Entre todos os biomarcadores pro-
inflamatérios, o TNF-a também exerce um papel importante no desenvolvimento da
resisténcia a insulina, reduzindo a expressdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4),
regulado por insulina e localizado principalmente nos adipocitos, musculos esqueléticos e
cardiacos, além de promover a fosforilagdo em serinas do receptor de insulina, desencadeando
a resisténcia periférica a insulina (AKASH; REHMAN; LIAQAT, 2018).

Ademais, o TNF-a produzido pelas células de Kupffer e pelos hepatocitos pode se
ligar aos receptores de morte das células hepaticas, incluindo o receptor de fator de necrose
tumoral (TNF) e receptores de ligantes indutores de apoptose relacionados a TNF, ativando a
via extrinseca de apoptose. A via de apoptose induzida por TNF-a ¢ bem caracterizada e
ocorre, principalmente, pela ativagdo do receptor de TNFI1, que promove a formagdao do
complexo de sinalizagdao indutor de morte e a liberagao do silenciador de dominios de morte.
Assim, ocorre o recrutamento e ativacdo das caspases iniciadoras, como a caspase 8, com
subsequente ativagao das caspases executoras, como as caspase 3 e 7. A caspase 3 ¢
responsavel pela degradacao do DNA gendmico por meio da ativagdo de DNAse, que causa
essencialmente a morte celular programada (OCEANDY et al., 2019; RIEDL; SHI, 2004). No
entanto, o elevado contetido de AGL intra-hepatico, que ocorre na MAFLD, induz a
expressao de desacopladores de proteinas, como o desacopladores de proteinas 2. A ativagao
desses desacopladores permite que os protons entrem novamente na matriz mitocondrial,
ignorando a ATP sintase, contribuindo ainda mais para a deplecdo na sintese de ATP nas
células. Como a apoptose € um processo consumidor de energia, o aumento da atividade dos
desacopladores de proteinas tem o potencial de restringir a apoptose, desencadeando
processos necroticos e, consequentemente, danos ao figado (PESSAYRE, 2007; RASHID et
al., 1999).

Assim, devido a elevada producgdo de citocinas pro-inflamatérias, ROS, produtos de
peroxidagdo lipidica e as severas lesdes ao figado, células fibrogénicas como as células

hepaticas estreladas, sdo estimuladas. Com o aumento da populagdo hepatica dessas células
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ocorre também, o acimulo progressivo de proteinas cicatrizantes, que sdo progressivamente
substituidas por uma matriz rica em colageno formador de fibrila, que formam nddulos
regenerativos e distorcem a arquitetura do figado, desencadeando a fibrogénese hepatica
(TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017; URTASUN; NIETO, 2007). Quadros de lesdes hepaticas
progressivas e fibrose podem progredir a doenca para um estdgio terminal cirrético, que
aumenta significativamente os riscos de desenvolver complicagdes importantes como
hipertensdo portal, descompensagdo, encefalopatia hepatica, hemorragia, sindrome
hepatorenal e carcinoma hepatocelular (GE; RUNYON, 2016; ZHOU; ZHANG; QIAO, 2014;
BERTOT; ADAMS, 2016).

1.2.5 Estresse no reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico ¢ um componente celular que estd estrutural e
funcionalmente conectado com muitas outras organelas, sendo imprescindivel para a
integragdo de diversas sinalizagdes emanadas de outros compartimentos celulares. Essa
organela também ¢ responsavel por desempenhar diversas fungdes no interior das células,
incluindo a biossintese de lipidios, sintese, maturacdo, dobragem e transporte de proteinas e a
regulagdo do armazenamento ¢ da dinamica do célcio (GHEMRAWI; BATTAGLIA-HSU;
ARNOLD, 2018). O ER também ¢ responsavel pela producdo de parte do oxigénio reativo
celular, gerados principalmente durante o dobramento de proteinas como resultado da
formacao de ligagdes dissulfeto. Dessa forma, o estado redox estd intimamente ligado a
manutencdo da homeostase nessa organela (CAO; KAUFMAN, 2014).

Disfuncdes no ER sdo uma das caracteristicas marcantes de pacientes com MAFLD,
pois o excesso de nutrientes, principalmente de &cidos graxos, ¢ um dos principais
responsaveis por desencadear alteracdes metabdlicas e promovendo estresse no ER.(CHEN et
al., 2020; CAO; KAUFMAN, 2014; GHEMRAWI; BATTAGLIA-HSU; ARNOLD, 2018;
FENG et al.,, 2003). Sob condigdes de estresse e lipotoxicidade, proteinas dobradas e
desdobradas se acumulam no lamen do reticulo, desencadeando assim, varias vias para
restaurar a homeostase, incluindo a ativa¢do da proteina requerente de inositol la (IRE1a), do
fator de transcricio 6 (ATF6) e da ER cinase semelhante a0 RNA (Acido ribonucleico) da
proteina cinase (PERK), levando, consequentemente, a ativacdo da via UPR (Resposta de
proteina desdobrada). Por essas vias, uma miriade de cascatas de sinaliza¢do sdo estimuladas.
Dentre elas, a fosforilacdo do fator de iniciacdo eucaridtico 20, principal substrato do PERK,

parece desempenhar um importante papel na MAFLD, pois induz transcricdo de varios genes,
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incluindo o fator de transcri¢do 4 (ATF4) (JO et al., 2013; CHEN et al., 2020). JO et al
(2013) demonstraram que a via PERK - ATF4 estimula o aumento dos niveis de VLDL
hepatico em modelos de animais obesos. O mesmo estudo indicou que camundongos
deficientes em VLDLR e apolipoproteina E foram protegidos da esteatose hepatica induzida
por tunicamicina, esses dados indicam que niveis elevados de VLDLR hepaticos durante o
estresse no ER seriam um dos mecanismos para induzir esteatose hepatica através do acumulo
de TAG na forma de VLDL. A regulagdo positiva de ATF4, também promove a transcri¢ao
da proteina homodloga do fator de transcricido C / EBP (CHOP), responsavel por ativar vias
pro-apoptoticas como as proteinas BH3. Além disso, a ativagdo de IREla e ATF6 também
medeia respostas inflamatorias e apoptoticas através de vias de sinalizagdo como a C-Jun N-
terminal cinase (JNK), que também ¢ responsavel por induzir a expressdo de proteinas BH3
(LEBEAUPIN et al., 2018; HETZ; CHEVET; HARDING, 2013). Assim, o estresse no
reticulo provocado por disfun¢des no metabolismo lipidico pode levar a inflamacdo e morte
celular através da ativagdo de diversas vias (CHEN et al., 2020; MOTA et al., 2016). Além
disso, varias linhas de evidencia indicam que a saturagao lipidica no ER pode levar a ativacao
da UPR independentemente das proteinas desdobradas, evidenciando um papel direto dos
lipidios na resposta ao estresse do ER (VOLMER; VAN DER PLOEG; RON, 2013).

O estresse no ER também ¢ responsdvel pelo aumento na geracdo de ROS,
principalmente de H,O; e, consequentemente, contribuindo para a redugdo de antioxidantes
celulares, como a GSH, em individuos portadores da doenga. Varios estudos demonstraram
que a regulagdo positiva de CHOP aumenta a produgdo de ROS pelo reticulo (CHEN et al.,
2020). Uma importante analise realizada em varios modelos de ratos diabéticos demonstrou
que a auséncia de CHOP melhorou a fun¢do das células B e aliviou o dano oxidativo,
indicando que a ativagdo de CHOP poderia agravar o estresse oxidativo e contribuir para o
desenvolvimento da MAFLD (SONG et al., 2008).

Outro importante efeito deletério exercido pele sobrecarga de AGL e pelo aumento na
geracdo de ROS ¢ o desequilibrio na regulagdo do calcio intracelular, armazenado
principalmente no limen do reticulo. A homeostase do célcio ¢ mediada principalmente pela
reticulo sarco / endoplasmico Ca 2+ - ATPasa (SERCA), que o bombeia do citoplasma para o
reticulo. O estresse prolongado nessa organela pode diminuir a atividade de SERCA,
promovendo extravasamento de cdlcio para o citoplasma. O excesso desse elemento fora do
ER pode contribuir para o desenvolvimento de disfungdes mitocondriais e desencadear vias
apoptoticas. Além disso, disfun¢des mitocondriais também podem promover estresse no

reticulo (SUGIMOTO et al., 2010; WEI et al., 2009; DENIAUD et al., 2008). Um recente
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estudo constatou que a deficiéncia na enzima glicerol fosfato desidrogenase mitocondrial
inibe a ubiquitinag¢do da ciclofilina D e induz estresse no ER, resultando em esteatose hepatica
(ZHENG et al, 2019). Assim, a interferéncia entre o estresse do ER e a disfuncdo
mitocondrial forma um ciclo vicioso que promove o esteatose, estresse oxidativo e morte

celular durante a progressdao da MAFLD (CHEN et al., 2020).

1.2.6 Estratégias terapéuticas

Os impactos econdomicos e de satude publica da MAFLD despertam grande interesse
entre as industrias de biotecnologia e farmacéutica no desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas, pois atualmente, ndo existe tratamento farmacologico aprovado para a doenga e
as terapias existentes sdo limitadas, se baseando principalmente na redu¢do da ingestdo de
gorduras e aprimoramento da atividade fisica. Dessa forma, ensaios clinicos visando o
desenvolvimento de terapias estdo evoluindo rapidamente a medida que novos alvos e
tecnologias de diagnostico surgem (YOUNOSSI et al., 2011; NASCIMBENI et al., 2013;
FRIEDMAN et al., 2018; AJITH, 2018). FU et al. (2017) demonstraram que a substitui¢ao de
mitocondrias disfuncionais por mitocondrias exdgenas funcionais atenuou o lipidio excessivo
intra-hepatico e recuperou a fungao dos hepatocitos.

Além disso, os compostos bioativos derivados de plantas, também podem ser agentes
promissores no tratamento da MAFLD, pois sdo capazes de atingir as mitocondrias e restaurar
sua fungdo, melhoram a toxicidade hepatica induzida pelo estresse oxidativo, atenuam a
esteatose e possuem atividade anti-inflamatéria (FERRAMOSCA; DI GIACOMO; ZARA,
2017; AJITH, 2018). Um estudo realizado em células HepG2 demonstrou que o extrato de
Artemisia capillaris melhorou significativamente a esteatose induzida por AGL, diminuiu a
atividade das vias pro-apoptoticas JNK e PUMA (Modulador de apoptose regulado
positivamente por p53), reduziu o nivel de expressdo da proteina X associada ao BCL-2
(Linfoma de células B2) e Caspase-3 e aumentou a manifestacio de BCL-2 e Caspase-9
(JANG et al.,, 2014). Outro estudo evidenciou o potencial hipolipidémico e indutor de
autofagia das antocianinas da cereja em células hepaticas com acumulo de lipideos (CHU et
al., 2019). No entanto, apesar da evidente eficicia dos produtos naturais e de outras
estratégias terapeuticas, mais estudos sdo necessarios para a elucidacdo de seus mecanismos
de atuacdo e melhor compreensdo de seus efeitos hepatoprotetores (FERRAMOSCA; DI
GIACOMO; ZARA, 2017).
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1.3 Modelos propostos para estudos da MAFLD

O aumento alarmante nas ultimas décadas na prevaléncia da MAFLD, sua relevancia
clinica, falta de compreensdo dos mecanismos basicos envolvidos em sua patogénese,
envolvimento do estresse oxidativo e necessidade de novas estratégias terapéuticas, tornou de
grande relevancia o desenvolvimento de modelos de estudos que permitam a investigacao das
diversas vias envolvidas e a busca por estratégias eficazes e seguras de tratamento. Além
disso, a utilizagdo de modelo in vitro da doenga também representa uma estratégia na reducao
do uso de animais de experimentagdo em ensaios pré-clinicos (YOUNOSSI, 2018; FOUAD et
al., 2020; YOUNOSSI et al., 2016).

Dessa forma, varios modelos in vitro tém sido propostos nos ultimos anos. Nos
estudos de Ricchi et al., (2009) trés linhagens de células hepaticas (HepG2, WRL-68 e HuH7)
foram expostas ao AP (0,33mM e 0,66mM), AO (0,66mM e 1,32mM) e a misturas de AO e
AP (proporg¢do 2: 1) nas concentragdes de ImM e 2mM. Os dados mostraram que a extensao
da esteatose foi mais grave nas células tratadas com AO do que nas expostas ao AP, mas um
efeito oposto foi observado na apoptose. Ainda de acordo com os autores, a concentragao de
triglicerideos nas células HepG2 revelou ser sempre maior do que a encontrada nas células
WRL-68, mas menor do que em HuH-7 tratadas com o mesmo esquema experimental.
Diferencas na atividade das caspases também foram encontradas, apos exposicao ao AP as
c¢lulas HepG2 e WRL68 apresentaram diminuig¢do na atividade das caspases 3 e 7, mas na
linha celular HuH7 isso ndao foi observado. Apesar dos experimentos iniciais terem sido
realizados nas trés linhagem celulares, a HepG2 foi escolhida pelos autores para dar
continuidade ao trabalho. Por outro lado, Zhao et al. (2018) demonstraram que células HepG2
tratadas com palmitato nas contra¢des de 50, 100 e 200uM suprimiram a oxidacdo acidos
graxos € aumentaram o conteudo intracelular de lipideos. Yao et al., (2011), também
propuseram um modelo in vitro da doenga utilizando células HepG2. Para induzir a
sobrecarga lipidica, as células foram expostas a uma mistura de AGL (AO/AP, 2: 1) nas
concentragoes finais de 1, 2 e 3mM. De acordo com os resultados, todas as concentracoes
testadas induziram o acimulo intracelular de lipideos, no entanto, a concentracdes de 2 e
3mM apresentaram lipotoxicidade apos 12, 24 e 36 horas de tratamento. Apesar de terem sido
utilizadas diversas concentracdes de AGL nos diferentes modelos de MAFLD nenhum deles
avaliou o impacto da sobrecarga lipidica na producdo de ROS e no estado redox celular.

Uma série de linhagens celulares de hepatoma humano, incluindo HepG2, Hep3B,

HuH7 e HepaRG@G, sdao amplamente utilizadas em estudos de metabolismo e hepatotoxicidade.
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Dentre elas, a HepG2 ¢ mais utilizada, pois suas caracteristicas funcionais foram examinadas
extensivamente. E ainda, expressam muitas fun¢des hepaticas diferenciadas, como sintese e
secre¢do de proteinas plasmaticas, metabolismo de colesterol e TAG, metabolismo e
transporte de lipoproteinas, sintese de acidos biliares, sintese de glicogénio e sinalizagdo da
insulina e, devido a isso, sdo muito utilizadas em modelos da MAFLD (DONATO; TOLOSA;
GOMEZ-LECHON, 2005).

Além disso, existem também muitos modelos animais de MAFLD induzida por dieta
ou genéticos. Muitos deles levam ao acimulo significativo de lipideos no figado, mas nem
todos o fazem por vias relevantes para a MAFLD em humanos. Ademais, muitos ainda nao
possuem as caracteristicas metabolicas e transcriptomicas desejadas. Entretanto, apesar de
apresentarem limitagdes eles tém desempenhado um papel vital na elucidacdo dos
mecanismos fisiopatologicos da MAFLD (VAN HERCK; VONGHIA; FRANCQUE, 2017;
FRIEDMAN et al., 2018). A dieta deficiente em metionina e colina ¢ um dos modelos
dietéticos mais bem descritos para a MAFLD. Nele, camundongos sdo alimentados com dieta
contendo grandes quantidades de sacarose (40%) e gordura (10%), mas carente
de metionina e colina, duas substancias necessarias para a secre¢ao hepatica de TAG
como VLDL e também estdo envolvidas na f-oxidacdo de acido graxo mitocondrial,
resultando em acumulo de gordura hepatica, morte celular, estresse oxidativo e alteracdes nas
citocinas e adipocinas, mas com inflamacao e fibrose menores (LAU; ZHANG; YU, 2017;
IBRAHIM et al., 2016). Modelos com camundongos Lep °*/Lep ®> (Ob / Ob) também sio
muito utilizados, pois exibem uma mutagdo espontanea no gene da leptina, o que os torna
deficientes dessa adipocina. Dessa forma, os camundongos Ob / Ob sao hiperfagicos, inativos,
extremamente obesos e apresentam hiperglicemia, resisténcia a insulina e hiperinsulinemia
desde as primeiras semanas de idade. J4 com 12 semanas, os camundongos apresentam
esteatose leve a grave, mas com inchaco e inflamacdo lobular ausentes (LINDSTROM, 2007;
KRISTIANSEN et al., 2016; TRAK-SMAYRA et al., 2011).

Outro fator que eleva a importancia do desenvolvimento de modelos de estudos para a
MAFLD ¢ a dificuldade de se realizar andlises em humanos, pois para avaliagdo da gravidade
histolégica de MAFLD ¢ necessario o uso rotineiro de achados patoldgicos do figado,
entretanto a bidpsia hepatica repetida ¢ algo invasivo, caro e, em tltima analise, impraticavel.
Dessa forma, os estudos da doenga em humanos se limitam as amostras sorologicas, nao
permitindo a investiga¢do dos seus mecanismos moleculares (TANAKA et al., 2019).

Assim, apesar de haver muitos modelos propostos para estudos da MAFLD, o

desenvolvimento de novos modelos in vitro ¢ de grande importincia, pois contribui para
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reducdo do uso de animais de laboratdrio e para investigacdo dos mecanismos moleculares da
doenga. Além disso, existe ainda, uma grande divergéncia nas concentragdes de AGL
utilizadas pelos diferentes autores. Essas discordancias sdo determinantes na alteracdo de
pardmetros bioquimicos de interesse. Portanto, faz-se necessdria a padronizacdo das
concentragdes dos mesmos com o objetivo de investigar o estresse oxidativo e as diversas vias

envolvidas na progressao da doenca.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Padronizar um modelo in vitro para estudo da doenca hepatica gordurosa associada

ao metabolismo em células da linhagem HepG2.

2.2 Objetivos Especificos

= Determinar as concentragdes ideais dos acidos graxos palmitico e oleico para induzir o
acumulo intracelular de lipidios;

= Determinar a viabilidade celular e a citotoxicidade;

= (Caracterizar o estresse oxidativo ¢ o estado redox através da quantificagdo dos
biomarcadores de peroxidagdo lipidica e dos niveis de glutationa total;

= Avaliar o dano hepatocelular através dos niveis de alanina aminotransferase (ALT) e

aspartato aminotransferase (AST).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultura de células da linhagem HepG2

Células hepaticas humanas de linhagem continua HepG2, fornecem um modelo viavel

para estudos de metabolismo hepatico, pois mantém muitas caracteristicas de hepatdcitos
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normais, além de serem do tipo selvagem para o gene p53 portanto, serdo utilizadas neste
estudo (OU et al., 2011; RICCHI et al., 2009). A linhagem foi obtida do Banco de Células da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) low glicose, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), estreptomicina (100pug/mL) e penicilina (100U/mL) a temperatura de 37°C em
atmosfera umidificada com 5% de CO, em incubadora. Os subcultivos foram realizados em

intervalos de 2 a 3 dias, utilizando-se solugdo de tripsina/EDTA.

3.2 Inducio do aciimulo intracelular de lipidios

Para induzir o acimulo de 4acidos graxos nas células HepG2, com o intuito de
desenvolver um modelo in vitro da doenga, foram utilizados os acidos graxos palmitico e
oleico. No ensaio foram utilizadas uma solucdo de albumina sérica bovina (BSA) 4,5% em
DMEM e solugdes estoque dos acidos palmitico e oleico a 50mM em etanol. Inicialmente,
foram semeadas 8 x 10 células em placas de 12 pocos com meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de SFB e incubadas em estufa umidificada com 5% de CO, a 37°C
para adesdo. Apds 24 horas, o meio contendo soro foi removido, os pocos foram lavados com
PBS (Tampao fosfato-salino) e entdo foi realizada uma nova incubagdo com DMEM nao
suplementado por 24 horas. Apds o periodo de privacdo de SFB, o grupo controle foi
incubado com o veiculo (DMEM contendo etanol ¢ BSA), um grupo foi tratado apenas com
AP (0,7mM), outro com a mistura de AGL na concentrag¢ao de final de 1mM (0,33mM de AP
e 0,66mM de AO) e o ultimo com a mistura de AGL na concentragao final de 2mM (0,66mM
de AP e 1,32mM de 4cido AO). A concentra¢do de 0,7mM de AP e a propor¢do de 1:2 de
AP/AO sdao comumente encontradas no soro de pacientes portadores de MAFLD e por isso
foram utilizadas nesse trabalho (GC)MEZ—LECHC)N at al.,, 2007; ARAYA et al., 2004). Os
AGL foram diluidos a partir da solucdo de 50mM em meio DMEM nao suplementado
contendo 4,5% de BSA e os tratamentos realizados por 24 horas. Posteriormente, o meio foi
retirado e os pocos lavados com PBS. Para a quantificacdo dos niveis intracelulares de
lipidios, as células foram fixadas em temperatura ambiente com solu¢do a 10% de
paraformaldeido a 4°C, por 15 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com agua Milli-
Q e coradas com solucdo de Oil Red (50% Oil Red (6,25mg/mL em isopropanol) e 50% éagua
Milli-Q) por 50 minutos a temperatura ambiente. O corante foi entdo retirado e as células
lavadas novamente para remoc¢do do excesso de corante. Com os pocos secos, foram

adicionados em todos eles 500uL de isopropanol e deixado em agita¢do no agitador de placas
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por 30 minutos. A absorbancia foi entdo medida em leitor de microplacas em comprimento de
onda de 490nm. Para obten¢do das fotomicrografias, apds a coloracdo com Oil Red as células
foram coradas com hematoxilina de Meyer por 1 minuto e em seguida realizada novamente
mais 5 lavagens com dgua Mili-Q. As fotomicrografias foram obtidas utilizando uma camera
acoplada ao microscépio biolégico trinocular invertido com contraste de fase (Kozo, Japao)

em uma ampliacao de 200 vezes.

3.3 Determinacao da viabilidade celular e citotoxicidade

A viabilidade celular foi avaliada através da técnica de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-
il)-2,5-Brometo de Difeniltetrazolio). Esse ensaio quantifica a atividade mitocondrial
baseando-se na reducdo do MTT a cristais de formazan de cor azul, através da acdo da
succinato desidrogenase (MOSMANN, 1983). Para o ensaio, 2,5 x 10° células em meio
DMEM low glicose foram semeadas em microplacas de 96 pogos, apos o tempo de adesao de
24 horas o meio foi retirado e os pocgos lavados duas vezes com tampao PBS. Em seguida, as
c€lulas foras tratadas com os AGL por 24 horas, seguindo a metodologia descrita
anteriormente. Posteriormente, foi adicionado em todos os pocos solugdo contendo 5mg mL™
de MTT em meio DMEM e realizada incubagdo por 1 hora a 37°C. A solucao de MTT foi
entdo removida e 200uL de dimetilsulfoxido foram adicionados a cada pogo. A absorbancia
foi medida em leitor de microplacas em comprimento de onda de 570nm e a viabilidade

celular foi calculada através da seguinte formula:

Viabilidade celular (%) = meédia da absorbancia dos tratados x 100

média da absorbancia dos controles

A citotoxicidade foi avaliada pela liberacdo de lactato desidrogenase (LDH), uma
enzima citosolica liberada no meio quando as células sdo danificadas ou destruidas. Esse
ensaio se baseia na conversdo do piruvato a lactato catalisada pela LDH na presenca de
NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo). O decréscimo da absorbancia, devido a
oxidagdo do NADH, ¢ proporcional a atividade de LDH na amostra. Inicialmente, foram
plaqueadas 2 x 10° células em placas de 6 pogos e o tratamento com acidos graxos foi

realizado por 24 horas, o sobrenadante coletado dos pogos foi entdo utilizado para realizar a
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analise. Para a quantifica¢do dos niveis de LDH, foi utilizando kit comercial Labtest® (Lagoa
Santa, MG, Brasil) seguindo as instru¢des do fabricante. Para o controle positivo as células
foram lisadas com triton X-100 por 5 minutos. Os niveis de LDH no meio de cultura foram
calculados utilizando o fator de calibracdo de acordo com a lei de Lambert-Bee e os

resultados expressos em unidades/L.

3.4 Avaliaciao do dano hepatocelular

Os niveis das aminotransferases ALT e AST foram determinados por método
colorimétrico utilizando kits comerciais Labtest® (Lagoa Santa, MG, Brasil) de acordo com
as instrucdes do fabricante. Ambos 0s ensaios se baseiam na reacdo de transferéncia de
grupamentos amina de a-aminoacidos para a-cetodcidos a partir de substratos especificos. O
oxaloacetato e o piruvato formados durante a reacdo sao medidos separadamente através da
formacdo de hidrazona, que tem coloracdo intensa em meio alcalino. Para o ensaio,
primeiramente, foram plaqueadas 2 x 10° células em placas de 6 pocos com meio DMEM
suplementado com SFB, por 24 horas. Apds o tempo de adesdo, o meio foi retirado, os pogos
lavados duas vezes com PBS e realizada a privagdo de SFB por 24 horas. Em seguida, o
tratamento com acidos graxos foi realizado com meio DMEM sem vermelho de fenol, apds a
incubacdo o sobrenadante foi coletado dos pogos e utilizado para realizar as andlises. As
curvas de calibracdo foram preparadas com dilui¢des do reagente substrato para cada uma das
aminotransferases e usadas para determinar a atividade de ambas, que foi expressa em

unidades/mL.

3.5 Niveis de substincias reativas ao acido tiobarbitarico

A peroxidagado lipidica foi determinada através do ensaio de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS). Essa técnica baseia-se na intera¢do do acido tiobarbiturico com
alguns subprodutos da peroxidagdo lipidica, resultando na formag¢do de uma substancia que
pode ser lida por espectrofotometria (BUEGE; AUST, 1978). Primeiramente, 2 x 10° células
foram plaqueadas em placas de 6 pocos e tratadas com as diferentes concentragdes de AGL
por 24 horas. Posteriormente, as células foras coletadas e homogeneizadas em 1mL de tampao
PBS (pH 7,2), as células foram lisadas através de trés ciclos de congelamento e
descongelamento. Resumidamente, 2 x 107 células foram adicionadas a uma solug¢io contendo

acido tricloroacético e 4cido tiobarbitirico e, logo em seguida, foi acrescentado o
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butilhidroxitolueno, um antioxidante utilizado para prevenir peroxidacdo lipidica adicional
durante o procedimento. A mistura foi levada ao vortex e incubada em termobloco por 60
minutos a 95°C. Ao final, a reacdo foi interrompida em banho de gelo e a mistura centrifugada
por 15 minutos a 3000g em centrifuga refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a
leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotometro a 535nm. Os niveis de TBARS
foram calculados utilizando o 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrido para constru¢do da

curva de calibracao.

3. 6 Determinacao de glutationa total

O estado redox foi avaliado através dos niveis de glutationa total presente nas
amostras, de acordo com o método adaptado de Griftith (1980). O ensaio baseia-se na reducgao
continua do reagente de ellman (5,5'-ditio-bis- [dcido 2-nitrobenzoico]) (DTNB) a acido 5-
mercapto-2-nitrobenzoico (TNB) pela GSH formando a GSSG (Glutationa dissulfeto), que ¢é
reciclada pela glutationa redutase utilizando o NADPH (fosfato de dinucledtido de
nicotinamida e adenina). O produto final formado, TNB, possui coloragdao amarela e pode ser
lido espectrofotometricamente. Inicialmente, foram plaqueadas 2 x 10° células em placas de 6
pocos e realizada a incubagao com AGL, por 24 horas. Ao final, foi adicionado a cada pogo
ImL de PBS gelado, as células foram entdo coletadas com auxilio do cell scraper e
centrifugadas a 600g por 5 minutos. Apos obter o pellet celular, o sobrenadante foi descartado
e adicionado 500uL de acido sulfossalicilico a 5%, as células foram lisadas, incubadas por 5
minutos a 4°C e centrifugadas novamente por 10 minutos a 10000g em centrifuga refrigerada
a 4°C. Em uma microplaca de 96 pogos foram pipetados 10uL do sobrenadante, adicionados
150uL de solugdo contendo a enzima GR diluida, DTNB e tampao fosfato de potassio 0,1M
(pH 7,0), a mistura foi deixada em temperatura ambiente por 5 minutos. Logo em seguida, foi
adicionado 50uL de solugdo contendo NADPH e as leituras foram entdo realizadas em leitor
de microplacas a 412nm por 5 minutos com intervalos de 1 minuto entre elas. A construgdo da
curva padrdo foi realizada com solugdes padrao de GSH nas concentragdes de 1,5625 a

25mM.

3.7 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Kolmogorov—Smirnov.

Posteriormente, dados que apresentaram distribuicdo normal foram submetidos ao teste-t de
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Student ou andlise de variancia univariada ANOVA one-way seguida pelo teste de Tukey.
Dados ndo paramétricos foram analisados pelo Teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis
com pos-teste de Dunn. Diferengas foram consideradas significantes para p < 0,05. Todas as

analises foram realizadas utilizado o software GraphPad Prism 7.0.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Acamulo de lipidios em células HepG2

O tratamento das células HepG2 com AP e AO induziu o acimulo intracelular de
lipideos nas concentragdes de 1 ¢ 2mM da mistura lipidica. No entanto, como demonstrado
nas figuras 5 e 6, células expostas a 0,7mM de palmitato ndo apresentaram aumento
significativo no contetido de lipideos intracelular, demonstrando claramente um efeito

esteatotico dependente da dose de oleato utilizada.

Figura 5 - Fotomicrografias representativas apds coloragdo com Oil Red O em células HepG2 expostas a
sobrecarga lipidica por 24 horas (A) Controle; (B) 0,7mM de palmitato; (C) 0,33mM de palmitato e 0,66 de
oleato; (D) 0,66mM de palmitato e 1,32mM de oleato. Aumento de 200x.
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Figura 6 - Quantificagdo de lipidios realizada espectrofotometricamente a 510nm apds coloragdo com Oil Red O
em c¢lulas HepG2 expostas a sobrecarga lipidica por 24 horas. Os resultados estdo expressos como média +
desvio padrdo, n=6. O *** representa diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (p<<0,001).
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O palmitato e o oleato estdo fortemente presentes na dieta ocidental, sendo os acidos
graxos mais abundantes em TAG hepaticos de individuos normais e pacientes com MAFLD
(GOMEZ-LECHON et al., 2006; PENKE at al., 2017). Nos estudos de Ricchi et al. (2009), o
acimulo intracelular de lipideos mostrou ser claramente dependente da dose de AGL utilizada
no tratamento. Entretanto, células HepG2 expostas a maiores concentragdes de AO (0,66mM
e 1,32mM) e a mistura dos dois acidos graxos (proporg¢ao 2:1, concentracdes finais de ImM e
2mM) apresentaram acumulo lipidico significativamente maior do que quando tratadas apenas
com AP, dados que vao ao encontro aos apresentados no presente trabalho. Ainda de acordo
com o estudo, o oleato apresentou maior eficiéncia na indugao do acumulo de TAG em todas
as linhagens celulares testadas (HepG2, WRL-68 e HuH-7).

Resultados semelhantes foram relatados por Gomez-Lechon at al. (2007) ao incubar
células HepG2 e hepatocitos humanos primarios com 0,5, 1 e 2 mM da mistura de acidos
graxos (oleato/palmitato) em diferentes proporcdes (3:0, 2:1, 1:1, 1:2 e 0:3) por 24 horas.
Nesse estudo, o acimulo de lipideos também foi proporcional a dose utilizada no tratamento,
sendo a indu¢do maxima, alcangada pela mistura de AGL na concentrac¢do final de 2mM. As
relagdes 3:0, 2:1, 1:1 e 1:2 exibiram contetdo lipidico proximo, mas niveis inferiores foram
observados em células expostas apenas ao palmitato (proporgao 0:3).

Yao et al. (2011), através da coloracdo com Oil Red O, também identificaram um
aumento significativo de goticulas lipidicas no citoplasma de células HepG2 expostas a AGL
por 24 horas. Segundo os resultados, o maior teor de lipidios intracelular foi alcangado apds

tratamento com 3mM da mistura de AGL (AO/AP, 2:1), ndo sendo observada grandes
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diferengas entre os tratamentos com 1 e 2mM. Resultados similares aos encontrados nesse
trabalho.

Por outro lado, um estudo demonstrou que a exposi¢ao a diferentes concentragdes (50,
100 e 200uM) de AP induziu acimulo significativo de lipideos em células HepG2 de maneira
dose dependente. Além disso, a contragdo de 200uM também foi eficiente em induzir uma
diminui¢do significativa da lipdlise (ZHAO et al., 2018). Resultados divergentes dos
encontrados nos estudos citados anteriormente.

O elevado acumulo de goticulas lipidicas nas células observado, principalmente, apos
tratamento com 2mM da mistura de acidos graxos demonstra a eficiéncia do modelo proposto
em induzir esteatose, principal caracteristica da MAFLD. Além disso, modelos experimentais
utilizando células HepG2 expostas a elevadas concentragdes de AGL (palmitato/oleato, 2:1, 1
e 2mM) promovem um acumulo intracelular de lipideos muito semelhante aos encontrado no
figado de pacientes portadores da doenga (GOMEZ-LECHON at al., 2007; ARAYA et al.,
2004).

4.2 Viabilidade celular e citotoxicidade

Os ensaios de MTT e liberacao de LDH foram realizados de modo a determinar o
citotoxicidade da sobrecarga de AGL e seu impacto na viabilidade celular. Como
demonstrado na figura 7, nenhuma das concentragdes testadas apresentou impactos na
viabilidade celular, pois ndo houve diferenca significativa na viabilidade das células dos
grupos tratados em relagdo ao controle. Da mesma forma, a razdo de morte celular, avaliada
pelo ensaio de liberagdo de LDH, também ndo foi aumentada em células HepG2 na presenca

de AGL.

Figura 7 - Viabilidade e citotoxicidade em células HepG2 expostas a sobrecarga lipidica por 24 horas. (A)
Viabilidade celular avaliada pelo método MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Brometo de Difeniltetrazélio),
n=8; (B) Citotoxicidade determinada através da liberacdo de LDH (Lactato desidrogenase), para o controle
positivo, que representa 100% de lise celular, foi utilizado o triton X-100, n=6. Os resultados estdo expressos
como média + desvio padrdo. O *** representa diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,001).
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Os ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular demonstrados nesse estudo sdo
amplamente utilizados em andlises de toxicologia in vitro. A avalia¢do da liberacdo de LDH
baseia-se na liberacdo da enzima para o meio de cultura apdés dano a membrana celular,
estimando assim a quantidade de células lisadas. Ja ensaios como o MTT s3o baseados,
principalmente, na atividade mitocondrial das células, ou seja, estimam a quantidade de
células viaveis apos exposi¢do a determinado composto (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). Em
uma analise realizada por Gémez-Lechon et al. (2007), a viabilidade de células HepG2 e
hepatocitos humanos primarios foi determinada pelo teste MTT apds tratamento por 24 horas
de tratamento com a mistura de oleato e palmitato em diferentes proporg¢des. Os resultados
demonstraram que as varias propor¢des da mistura de AGL promoveram diferentes impactos
na viabilidade celular, pois ndo foi observado efeito citotoxico na relagao oleato/palmitato nas
propor¢oes de 3:0, 2:1, 1:1 e 1:2 at¢ 2mM, dados que corroboram com este estudo. No
entanto, a mistura de AGL a 2mM nas propor¢des com maior teor de palmitato (proporcdes
1:1, 1:2 e 0:3) demonstrou ser altamente toxica para as células, sugerindo um efeito citotéxico
dependente do aumento da concentracao de palmitato na mistura.

No estudo realizado por Yao et al., (2011) as células HepG2 foram expostas a mistura
de AGL (oleato/palmitato na proporcao 2:1) nas concentragdes de 0,25, 0,5, 1,2 e3mM e a
viabilidade celular foi determinada pelo teste MTT em intervalos de 12, 24 e¢ 36 horas.
Observou-se com os resultados, que as concentragdes de 0,25 a 1mM ndo apresentaram
citotoxicidade em nenhum dos intervalos de tempo testados. Entretanto, a mistura com as
maiores concentragdes (2 € 3mM) revelou ser toxica para as células independente do tempo,
com porcentagens de células vidveis entre 70-80% e 60-70%, respectivamente. Além disso, as
células HepG2 demonstraram uma maior sensibilidade nas concentragdes de 2mM e 3mM de
AGL ap0s tratamento por 12 e 24 horas.

Enquanto que nos resultados apresentados por Penkeet al., (2017) nao foram
observadas alteragdes na viabilidade analisada pelo teste WST-1 apods 4 horas de incubagdo
das células HepG2 com palmitato (0,5mM), oleato (ImM) e combinagdo de ambos (0,5mM /
ImM). Ainda de acordo com os resultados, o palmitato diminuiu significativamente a
viabilidade celular com 24 horas de tratamento e ainda mais apds 48 horas, j4 o oleato ndo
influenciou a viabilidade celular em nenhum dos intervalos de tempo testados, mas foi capaz
de melhorar o impacto negativo do palmitato no tratamento com a mistura de AGL,
evidenciando assim, um efeito protetor do acido oleico.

Além disso, células HepG2 e hepatdcitos murinos primarios expostos a mistura de

AGL (oleato/palmitato, propor¢cdo 2:1) nas concentracdes de 0,25, 0,5, 1, e 2mM ndo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Penke%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28974242
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apresentaram reducdo da viabilidade celular quando tratadas por 24 horas com até 1mM de
AGL. Contudo, tanto as células HepG2 quanto os hepatdcitos murinos primarios
apresentaram diminui¢do significativa da viabilidade celular quando expostos a mistura de
2mM (ZHOU et al., 2017).

Diferente dos resultados apresentados no presente trabalho, alguns estudos
demonstraram que a concentragdo de 2mM pode causar lipotoxicidade em células hepaticas
(ZHOU et al., 2017; YAO et al., 2011). Entretanto, a viabilidade celular permanece acima de
70%, nao impedindo a realizagdo das analises posteriores. Essa divergéncia de dados pode
ocorrer devido aos autores utilizarem diferentes metodologias para a inducdo do acimulo de

lipidios, resultando na alteracdo de importantes parametros bioquimicos.

4.3 Dano hepatocelular

O tratamento das células HepG2 com AGL ndo promoveu dano hepatocelular, pois
nao houve aumento significativo dos niveis de enzimas hepaticas (ALT/AST) nos grupos

tratados em relagao ao controle (figura 8).

Figura 8 - Niveis de enzimas hepaticas liberadas por células HepG2 expostas a sobrecarga lipidica por 24
horas.(A) ALT (Alanina aminotransferase) (B) AST (Aspartato aminotransferase) Os resultados estdo expressos
como média + desvio padrio, n=6.
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O dano hepatico pode ser sinalizado por marcadores de lesdo hepatica como as
enzimas ALT e AST. Dessa forma, a avaliagdo dos niveis séricos de AST pode ser utilizada
para a identificagdo ndo invasiva da MAFLD (NEWSOME et al., 2020). Nos estudos de
Goémez-Lechon et al (2007), células HepG2 e hepatdcitos humanos primarios expostos a
mistura de AGL (oleato / palmitato nas proporgdes de 3:0, 2:1, 1:1, 1:2) ndo demonstraram

reducdo na viabilidade apds 24 horas de tratamento. Ainda de acordo com o mesmo estudo,
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apos andlise por citometria de fluxo, ndo foi observado apoptose significativa em hepatdcitos
humanos primdrios expostos a mistura de AGL com maiores concentragdes de oleato
(proporgdes 3:0, 2:1, 1:1 e 1:2, até 2mM). No entanto, o AP sozinho (propor¢ao de 0:3)
induziu fragmentacdo do DNA na concentragdo de ImM da mistura lipidica.

Por outro lado, hepatocitos murinos primarios expostos ao palmitato e oleato nas
concentragdes de 0,125, 0,25, 0,5, 0,75, 1 e 2mmol/L ou a mistura dos dois (oleato/palmitato
proporgdes de 3:1, 2:1 e 1:1, concentragdes finais de 0,5, 0,75 ¢ 1 mmol/L) apresentaram
aumento na liberagdo de LDH, diminui¢do em WST-1 e na producdo de albumina, sendo
esses efeitos ligados a concentracdo total crescente de AGL e a propor¢do crescente de AP.
Revelando uma forte correlagdo entre o dano hepatocelular e as concentragdes crescentes de
AP (MORAVCOVA et al., 2015).

Apesar de alguns autores relatarem a ocorréncia de dano hepatocelular em células
expostas ao AP e AO, no presente trabalho os niveis de ALT e AST ndo foram aumentados.
No entanto, esse resultado corrobora com os dados de viabilidade celular e citotoxicidade
apresentados anteriormente. Comprovado que a exposicao de células HepG2 as concertagdes

de AGL utilizadas nesse trabalho ndo induz dano celular.

4.4 Marcadores de estresse oxidativo

Como demonstrado na figura 9 os niveis de TBARS nao foram aumentados apds o
tratamento das células com as diferentes concentracdes de AGL. Entretanto, niveis reduzidos
de GSH foram observados em células expostas a concentracdo de 1 ¢ 2mM da mistura de

AGL.

Figura 9 - Marcadores de estresse oxidativo em células HepG2 expostas a sobrecarga lipidica por 24 horas. (A)

TBARS (Substancias reativas ao acido tiobarbitirico), n=6; (B) Niveis intracelulares de GSH (Glutationa), n=3.

Os resultados estio expressos como média + desvio padrdo. O * representam diferenga significativa em relagio
ao grupo controle com p<0,05 e o ** com p<0,01.
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A peroxidacdo lipidica, desencadeada pela sobrecarga de lipideos em pacientes com
MAFLD, é um processo no qual espécies reativas atacam lipideos contendo duplas ligagdes
de carbono, principalmente, acidos graxos poli-insaturados que envolvem a remocdo de
hidrogénio de um carbono, com a inser¢cdo de oxigénio, resultando na formagao de radicais
peroxil lipidico e hidroperoxidos, além de varios outros metabolitos téxicos como o
malondialdeido (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014). Nesse sentido, a glutationa, um
tripeptideo, principal antioxidante sintetizado pelas células e fortemente presente em
hepatocitos, fornece os meios para a remoc¢do de peroxidos e regulagdo do ciclo celular. A
defesa antioxidante celular ¢é realizada, principalmente, por trés membros da familia da Gpx e
por uma das peroxirredoxinas (Prdx 6). Essas enzimas catalisam a redugdo de H,O, por GSH
em H,O (agua) e GSSG. A Gpx 4 pode reduzir os perdxidos lipidicos a alcoois lipidicos,
sendo imprescindivel na protecdo contra os danos da peroxidacdo lipidica. A GSSG formada
durante o processo ¢ potencialmente toxica para as células, mas as células normalmente
contém alta atividade da glutationa redutase, mantendo a maior parte da GSH na forma
reduzida (FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009).

No estudo de Chenet al. (2019), hepatodcitos primarios de murinos expostos ao AP na
concentracdo de 400uM apresentaram um aumento significativo na producdo de ROS em
relagcdo ao grupo controle. Além disso, de acordo com o mesmo estudo, os niveis de GSH em
hepatdcitos com sobrecarga de AGL foi significativamente menor do que em células controle,
indicando um critico papel exercido pelo AP na produgao de ROS e deplecao do sistema de
defesa antioxidante celular.

Dados semelhantes foram apresentados por Tsai et al. (2016) ao alimentarem ratos
Sprague dawley com dieta rica em gordura (HFD) por 11 semanas. De acordo com os
resultados, o conteido de AGL plasmatico e concentragdo hepatica de TAG foram
acentuadamente aumentados no grupo HFD em relagcdo ao grupo que recebeu dieta controle.
Os niveis de marcadores de peroxidagdo lipidica (TBARS) também estavam elevados nesse
grupo em comparagdo aos controles. Por outro lado, os niveis de enzimas antioxidantes, GSH,
Prx e Gpx estavam significativamente reduzidos em ratos do grupo HFD.

Ademais células HepG2 expostas ao palmitato por 1, 2 e 3 dias apresentaram niveis
significativamente menores de GSH total, sendo associado ao fluxo consistentemente
reduzido através da sintese de GSH. No entanto, o tratamento com oleato ndo exerceu
impacto no teor de GSH presente nos hepatdcitos, reforgando assim o papel lipotoxico

exercido pelo 4acido palmitico (SRIVASTAVA; CHAN, 2008).



39

Apesar de ndo terem sido observados aumento nos niveis de TBARS nas células
HepG2 apds exposicdo aos AGL, os niveis reduzidos de GSH sugerem uma deplecao
significativa das defesas antioxidantes intracelulares e, consequentemente, um desequilibrio
no estado redox celular. Essa deple¢cdo pode estar relacionada com o aumento na geracdo de

ROS promovido pela sobrecarga lipidica.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir deste trabalho demonstram que o modelo proposto foi
eficiente em induzir a esteatose e o estresse oxidativo, duas das principais caracteristicas da
MAFLD. As células expostas a mistura de AGL nas concentracdes de 1 e 2mM apresentaram
maior actmulo intracelular de lipideos do que quando tratadas apenas com palmitato.
Embora, ndo tenha sido observado aumento na peroxidagao lipidica, niveis reduzidos de GSH
foram evidenciados apds exposicdo das células a mistura de AGL nas concentragdes de 1 e
2mM, revelando um desequilibrio no estado redox celular. Dessa forma, o modelo in vitro
proposto neste estudo serd de grande importancia para o desenvolvimento de investigagdes
com o intuito de esclarecer os mecanismos envolvidos na patogénese da doenca e no

estabelecimento de estratégias terapéuticas.
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