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RESUMO

A doenca hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD) representa um amplo
espectro clinico-patologico que envolve a esteatose e esteato-hepatite com possivel
progressdo para a cirrose e carcinoma hepatocelular. Com o acumulo de lipidios nos
hepatdcitos caracteristico da esteatose, a progressao da MAFLD se da pela agdo conjunta de
diversos fatores, especialmente o estresse oxidativo ao impulsionar a inflamagao e apoptose.
Esse distarbio multissistémico ¢ a mais comum das doengas cronicas do figado, e embora
atinja em torno de um quarto da populacdo mundial, ainda n3o possui tratamento
estabelecido. O presente estudo buscou avaliar marcadores do estresse oxidativo, inflamacao
e apoptose a partir do estabelecimento de um modelo in vitro da MAFLD. O acumulo de
lipidios foi induzido em células HepG2 pela exposi¢do aos 4cidos oleico e palmitico em
diferentes concentragdes por 24 e 48 horas e avaliado qualitativa e espectrofotometricamente
apos coloracdo com corante Oil Red O. A viabilidade e o dano celular foram determinados
pelo método MTT e pela atividade das enzimas lactato desidrogenase e aminotransferases
liberadas no meio de cultivo. O estresse oxidativo foi avaliado pela quantificagdo de
biomarcadores de peroxidagdo lipidica, carbonilacio de proteinas e pelos niveis de
glutationa total e reduzida. Também foi analisada a expressdo proteica de intermediarios da
inflamacao e apoptose pela técnica de western blotting. Os resultados revelam a eficacia do
modelo em promover a esteatose e o estresse oxidativo em células HepG2, principalmente
quando expostas a mistura de oleato e palmitato a 2 mM, apresentando niveis aumentados
de biomarcadores do estado redox. Consoante a estes resultados, a razdo dos niveis de
glutationa em suas formas reduzida e oxidada sugere alteracdes significativas no sistema
glutationa em resposta ao aumento da peroxidacdo lipidica, que pode estar relacionada ao
aumento da expressao de NF-«kB, indicando possivel ativagdo do processo inflamatorio. Por
outro lado, redugdes mais expressivas na viabilidade celular em associagdo a um efeito
citotoxico foram encontradas em células expostas ao acido palmitico, consistentemente a
maior expressao de caspase-3, que reforca o efeito lipotdxico de acidos graxos saturados.
Portanto, o modelo proposto neste trabalho constitui uma ferramenta util e relevante para a
investigagdo de mecanismos moleculares e abordagens terapéuticas para a MAFLD.

Palavras-chave: esteatose hepatica; NAFLD; células HepG2; inflamacao; lipotoxicidade.



ABSTRACT

Metabolism-associated fatty liver disease (MAFLD) represents a broad clinical-pathological
spectrum involving steatosis and steatohepatitis with possible progression to cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. With the lipid overaccumulation within hepatocytes,
characteristic of steatosis, the progression of MAFLD is due to the joint action of several
factors, especially oxidative stress, which drives to inflammation and apoptosis. This
multisystem disorder is the most common chronic liver disease, and although it affects
around a quarter of the global population, it still has no established treatment. The present
study aimed to evaluate markers of oxidative stress, inflammation and apoptosis by the
establishment of an in vitro model of MAFLD. Lipid accumulation was induced in HepG2
cells by exposure to oleic and palmitic acids at different concentrations for 24 and 48 hours
and evaluated qualitatively and spectrophotometrically after staining with Oil Red O.
Viability and cell damage were determined by the MTT method and by the activity of the
enzymes lactate dehydrogenase and aminotransferases released in the culture media.
Oxidative stress was assessed by quantifying biomarkers of lipid peroxidation, protein
carbonylation, and total and reduced glutathione levels. Protein expression of inflammation
and apoptosis intermediates was also analyzed using the western blotting technique. The
results reveal the effectiveness of the model in promoting steatosis and oxidative stress in
HepG?2 cells, especially when exposed to a mixture of oleate and palmitate at 2 mM, showing
increased levels of biomarkers of redox state. In agreement with these results, the ratios of
oxidized and reduced levels of glutathione suggest significant changes in the glutathione
system in response to increased lipid peroxidation, which may be related to increased
expression of NF-kB, indicating possible activation of the inflammatory process. On the
other hand, more expressive reductions in cell viability associated with a cytotoxic effect
were found in cells exposed to palmitic acid, consistent with a greater expression of caspase-
3, which reinforces the lipotoxic effect of saturated fatty acids. Therefore, the proposed
model constitutes a useful and relevant tool for the investigation of molecular mechanisms
and therapeutic approaches for MAFLD.

Keywords: hepatic steatosis; NAFLD; HepG2 cells; inflammation; lipotoxicity.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

1.1 Problema

A doenca hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD) é uma condi¢ao
do figado caracterizada pelo acimulo excessivo de lipidios no citoplasma dos hepatdcitos,
chamada de esteatose hepatica. A MAFLD compreende um amplo espectro de condigdes
que envolve além da esteatose, a esteato-hepatite, fibrose, cirrose e eventualmente carcinoma
hepatocelular, representando um grande desafio para a saude mundial (GALLEGO-DURAN
et. al,2021).

Nos dias atuais, a MAFLD afeta mais de um quarto da populagdo global, sendo a
mais comum das doencas cronicas do figado e a causa de cancer hepatico que mais cresce
no mundo (YOUNOSSI et al., 2016). A alta prevaléncia da MAFLD tem sido influenciada
por habitos contemporaneos, e cresce paralelamente aos indices de obesidade, diabetes e
outras condi¢cdes metabodlicas, sendo por muitas vezes considerada a manifestacao hepatica
da sindrome metabolica (INOUE et al., 2018; YOSHIOKA et al., 2020). Apesar de tal
impacto, essa condi¢do ainda ¢ pouco compreendida devido a sua heterogeneidade
fenotipica. Mais recentemente, evidéncias crescentes de estudos pré-clinicos e clinicos
destacam o papel do estresse oxidativo na progressao da doenga, representando um alvo em
potencial para o tratamento e estudo da MAFLD.

Dada a complexidade de pardmetros histologicos e transtornos metabolicos
envolvidos na MAFLD, ainda ndo existem tratamentos terapéuticos eficazes para a doenca.
Isso se deve principalmente a dificuldade de estratificacdo de pacientes, haja vista que a
MAFLD ¢ assintomatica em seus estadgios iniciais € o padrdo ouro para o diagnostico
completo ¢ a bidpsia hepatica.

Assim, nas ultimas décadas, modelos experimentais da MAFLD tém sido propostos
para investigar mecanismos bioquimicos € moleculares que levam a patogénese e progressao
da doenga. Desse modo, os modelos celulares mais utilizados se baseiam na exposi¢ao das

células a acidos graxos, cujo acumulo lipidico resultante ¢ considerado um marco fenotipico
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da doenca. Apesar de ja existirem diferentes modelos de estudo da esteatose hepatica, ha
pouco consenso sobre uma padronizacdo e mais escassos ainda os trabalhos que avaliam o

impacto do acumulo de lipidios sobre o estresse em associagdo a outros parametros no

estabelecimento da MAFLD.

1.2 Hipotese

Diante da complexidade fenotipica da MAFLD, este trabalho se baseia na hipotese
de que a exposicdo aos acidos palmitico e oleico seja capaz de induzir alteragdes
caracteristicas da doenga, como o estresse oxidativo, apoptose e inflamagdo em um modelo

in vitro induzido em células da linhagem HepG2.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral

Avaliar o estresse oxidativo, a inflamagdo e a apoptose em modelo da doenca
hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD) induzido por acidos graxos em

células da linhagem HepG2.

1.3.2 Objetivos especificos

Determinar as concentragdes dos acidos graxos palmitico e oleico e o tempo de
incubacdo ideais para a inducdo da MAFLD em células HepG2.

Avaliar o efeito da sobrecarga lipidica induzida em células HepG2 sobre:

= o conteudo intracelular de lipidios neutros;

= aviabilidade e o dano celular;

* Dbiomarcadores da peroxidacdo lipidica e oxidagdo de proteinas;

= 0 sistema glutationa;

= aexpressdo proteica de biomarcadores de apoptose e inflamagao.

1.4 Justificativa
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A MAFLD ¢ uma preocupacao de saude mundialmente prevalente e que oferece risco
para diversas comorbidades, sendo assim referida como uma doenca multissistémica. No
entanto, apesar de sua alta incidéncia, os mecanismos moleculares que levam ao
estabelecimento e progressao da MAFLD ainda nao sdo inteiramente compreendidos e
parecem envolver fatores heterogéneos que dificultam a estratificacdo de pacientes e
subfenotipos. Além disso, a doenga ainda nao possui tratamento farmacologico aprovado ou
diretrizes médicas bem estabelecidas.

Desse modo, ¢ urgente a necessidade de abordar os mecanismos moleculares e
estratégias terapéuticas potencialmente importantes para a MAFLD. Apesar dos esforgos
robustos da pesquisa dedicada ao estudo da patogénese, prevengao e tratamento da MAFLD,
o conhecimento sobre tais assuntos ainda ¢ limitado. Com diversos modelos in vivo sendo
utilizados, um modelo in vitro que engloba caracteristicas-chave da doenga ¢ particularmente
util para uma investigacdo mais focada em parametros especificos da MAFLD. Portanto, a
utilizacao de um modelo in vitro da doenga também representa uma estratégia na reducao do uso
de animais de experimentacdo em ensaios pré-clinicos, em consonancia com as politicas de
sustentabilidade e ética animal.

Embora ja existam modelos in vitro estabelecidos e ainda em estudo da esteatose
hepatica, ainda ha grande divergéncia de condi¢des e metodologias aplicadas para este fim,
como a concentracdo e natureza dos acidos graxos, mecanismos de entrega, tempo de
incubacdo, diluicao, linhagens celulares, entre outros fatores.

Estudos recentes reforcam a importancia do estresse oxidativo na MAFLD em
modelos animais e clinicos, cuja sobrecarga de lipidios leva ao aumento da peroxidacgao
lipidica e deplecdo do sistema antioxidante, entre outros fatores, tornando o figado mais
vulneravel a lesdes e ao processo inflamatdrio. Entretanto, poucos estudos investigam
propriamente o estresse oxidativo em modelos in vitro da MAFLD, o que enfatiza a
relevancia e necessidade do presente trabalho na compreensao do papel da homeostase redox
na progressdao da doenca e sua importdncia na prospec¢do de alternativas terapéuticas

eficazes.

2 REFERENCIAL TEORICO
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2.1 Definicao

A doenga hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD) ¢ uma condigao
clinico-patologica do figado caracterizada pelo aciimulo excessivo de triacilglicerdis (TAG)
no espaco intracelular dos hepatdcitos. Essa disfuncdo possui um curso potencialmente
progressivo, que envolve a esteatose e a esteato-hepatite, caracterizada por inflamacdo e
morte celular (Figura 1). Além disso, diferentes estagios de fibrose podem se estabelecer,
com possivel progressdo para cirrose e eventualmente carcinoma hepatocelular

(GALLEGO-DURAN et. al, 2021).

Figura 1 — Espectro de condi¢des que constituem a doenga hepatica gordurosa associada ao
metabolismo (MAFLD). Progressdo esquematica da MAFLD (A). Sec¢des histologicas representando o
figado normal, esteatose, esteato-hepatite e cirrose (B). CV, veia central; PT, triade portal (veia porta, artéria
hepatica e ducto biliar).

Figado
normal

Esteatose

/

Carcinoma
Cirose hepatocelular
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Normal
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Esteato-hepatite

Cirrose



16

Fonte: COHEN, HORTON, HOBBS, 2011.

Até muito recentemente, a MAFLD era chamada de doenga hepatica gordurosa nao
alcoolica (NAFLD), cujo nome ainda pode ser encontrado na pesquisa clinica € no ambiente
hospitalar. O termo NAFLD foi cunhado por Ludwig et al. (1980) na tentativa descrever
achados histologicos semelhantes a hepatite alcoolica, como hepatomegalia e hepatite-
lobular, em pacientes prevalentemente obesos e sem histérico de ingestdo de alcool.
Trabalhos subsequentes reforcaram os achados de Ludwig confirmando a severidade da
NAFLD e, com o passar do tempo, novos estudos demonstraram que essa doenga contempla
uma sindrome clinico-patoldgica ampla. Desde entdo, a NAFLD tem sido reconhecida como
um espectro de condi¢des que incluem a esteatose, esteato-hepatite, fibrose e cirrose, na
auséncia de consumo significativo ou recente de 4lcool (10 a 20 g de etanol por dia) (EASL-
EASD-EASO, 2016).

No entanto, devido a heterogeneidade fenotipica e a imprecisdo de terminologias ¢
defini¢Oes envolvidas na NAFLD, uma reformulacao de sua nomenclatura se fez necessaria.
Desse modo, o acronimo MAFLD foi recentemente proposto por um consenso internacional
de pesquisadores para o melhor entendimento e elaboragdo da pesquisa médica e de
abordagens clinicas (ESLAM et al., 2020). Assim, diante das recentes atualizagdes, a
MAFLD esté sujeita a subclassificagdes baseadas em sua heterogeneidade fenotipica, o que
torna o desenvolvimento de modelos de estudo uma ferramenta fundamental para o melhor
entendimento das vias fisiopatologicas envolvidas e a investigagdo de abordagens

terapéuticas eficazes.

2.2 Aspectos gerais e epidemioldgicos

Nas ultimas décadas, as mudancas no estilo de vida também afetaram
contingencialmente os habitos alimentares da populagdo, tornando um fenomeno global o
consumo excessivo de alimentos com alta densidade energética (PINHEIRO, 2005;
RINELLA, CHARLTON, 2016). Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS, 2016),
a ingestao diaria de quilocalorias per capita mundial foi 18,87% maior em 2015 do que a
consumida em 1964. Assim, doengas de origem metabdlica, como obesidade, diabetes ¢ a
MAFLD, se tornaram cada vez mais comuns. Dados de 2016 demonstram que

aproximadamente 39% dos adultos com 18 anos ou mais apresentavam sobrepeso e 13%
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eram obesos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2016). Além disso, a incidéncia
do diabetes também cresceu com o passar dos anos. Estudos da OMS revelam que o numero
de pessoas portadoras de diabetes quase quadruplicou de 1980 a 2014, crescendo mais
rapidamente em paises de baixa e média renda, como o Brasil. Paralelamente ao aumento
da obesidade e do diabetes, a prevaléncia da MAFLD também aumentou significativamente,
visto que mais de 50 e 80% dos pacientes portadores da MAFLD e de esteato-hepatite sdo
obesos, € 22% convivem com o diabetes tipo 2 (YOUNOSSI et al., 2016).

Dada a auséncia de sintomas, complexo diagnéstico e a negligéncia de pacientes e
profissionais, a real prevaléncia e incidéncia da MAFLD pode ser dificil de se estimar e
representa um desafio para os pesquisadores. Na metanalise de Younossi ef al. (2016) com
dados publicados entre 1989 e 2015, a prevaléncia de MAFLD diagnosticada por imagem
foi estimada em mais de um quarto da populacio global, sendo a América do Sul uma das
regides de maior incidéncia. Dentre os paises latino-americanos, o Brasil apresenta a maior
prevaléncia, afetando aproximadamente 30% da populagdo (ABDELMALEK, 2016). Além
disso, em projecdo para o ano de 2030, estima-se que a abrangéncia da MAFLD seja de
100,9 milhdes de pessoas em todo o mundo, o que corresponde a um aumento de 21% em
relacdo a 2015, constituindo um importante problema de satide publica e um grande desafio
devido ao seu impacto clinico, financeiro e social (ESTES et al., 2017).

Clinicamente, a exclusdo do consumo significativo de alcool, de infecgdes virais ou
do uso de drogas ndo ¢ mais um pré-requisito para o diagnostico da MAFLD, como o era
anteriormente para a NAFLD (SINGAL et al., 2018; ESLAM et al., 2020). Com base na
aceitacdo de que a MAFLD pode comumente coexistir com outras condi¢des, seu
diagnostico ¢ determinado pela observagdao de anormalidades associadas ao metabolismo
(Figura 2). O critério primario para seu diagndstico positivo ¢ a detec¢do da esteatose
hepética, confirmada por evidéncias histoldgicas (bidpsia), de imagem ou por biomarcadores
hepaticos do acumulo de lipidios (como niveis séricos de triacilglicerois, acidos graxos
livres, apolipoproteinas, colesterol, etc.). Além deste parametro, deve-se observar pelo
menos uma das seguintes condi¢des na saude do paciente: sobrepeso/obesidade, diabetes
melito tipo 2 ou evidéncia de desregulacdo metabdlica, definida por pardmetros como altos

niveis séricos de colesterol e pressao arterial elevada (ESLAM, SANYAL, GEORGE, 2020).

Figura 2 — Critérios para o diagndstico positivo da doenga hepatica gordurosa associada ao

metabolismo (MAFLD).
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A maioria dos individuos com MAFLD sao clinicamente assintomaticos nos estagios
iniciais da doenca, o que pode dificultar seu diagndstico precoce e a determinagdo de um
prognostico (KUPCOVA et al., 2019). Além disso, o padrdo ouro para a identificagdo da
doenga e inico método capaz de determinar a gravidade do dano hepatico ¢ a bidpsia do
figado, que por ser um procedimento invasivo, ndo ¢ sempre o exame solicitado
(NEWSOME et al., 2020). Exames de imagem, como a ultrassonografia, sdo recomendados
na primeira linha de diagndstico, mas também apresentam limitagdes como custo e em certos
procedimentos, a impossibilidade de deteccdo da esteatose abaixo de 20% (ZHOU ef al.,
2019). Assim, testes alternativos para o diagnostico nao invasivo da MAFLD se baseiam na
avaliacdo dos niveis de biomarcadores de dano hepatico, como as enzimas alanina e
aspartato aminotransferase (ALT e AST), que estdo comumente elevadas no espectro da
doenca (BORLAK, CHOUGULE, SINGH, 2014). Além disso, a heterogeneidade fenotipica
dos pacientes, influenciada por diversos fatores, como idade, sexo, estado hormonal e
metabolico, etc., dificulta a padronizacdo de um diagnodstico unico, além de se refletir
também no desenvolvimento de abordagens terapéuticas.

Apesar de seu grande impacto na saude e economia mundial, a MAFLD ainda ndo

possui farmacoterapia aprovada e os tratamentos profilaticos se baseiam no aprimoramento
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da atividade fisica e na redu¢do do consumo de frutose e lipidios na dieta, como &cidos
graxos saturados e gorduras trans (YOUNOSSI et al., 2017). Tais intervengdes geralmente
objetivam promover a redugao da adiposidade, podendo conduzir a uma melhora relativa da
esteatose hepatica, da inflamacao e lesdao hepatocelular de individuos com esteato-hepatite,
além de reduzir o risco para doencas cardiovasculares (PROMRAT et al., 2010; SULLIVAN
etal.,2012).

Por outro lado, o consumo de frutas e vegetais ricos em compostos bioativos
(polifendis, fibras, vitaminas, etc.) ¢ fortemente encorajado dada sua eficacia na redugao do
risco de doengas cronicas (DONGIOVANNI et al., 2016). Dessa forma, varios ensaios
clinicos que investigam o potencial de produtos naturais contra o espectro da MAFLD tém
sido desenvolvidos, obtendo resultados promissores. De fato, diversas evidéncias conferem
as plantas uma fonte abundante de compostos bioativos capazes de atenuar a esteatose,
restaurar a fung¢do mitocondrial, melhorar a toxicidade hepatica induzida pelo estresse
oxidativo, além de propriedades como a atividade anti-inflamatéria e hipolipidémica
(FERRAMOSCA, DI GIACOMO, ZARA, 2017; AJITH, 2018). No entanto, apesar do
evidente potencial terapéutico dos produtos naturais e de outras estratégias, mais estudos s@o
necessarios para a elucidagdo de seus mecanismos de atuagdo ¢ melhor compreensio de

efeitos hepatoprotetores.

2.3 Patogénese e progressao

Embora a patogénese da MAFLD nio seja ainda totalmente compreendida, diversas
hipoteses atribuem a esteatose o primeiro € mais proeminente estdgio para o
desenvolvimento da doenga (CHALASANI et al., 2018). A esteatose hepatica, popularmente
conhecida como figado gorduroso, ¢ caracterizada pela retengdo de lipidios nos hepatocitos,
principalmente na forma de TAG, em quantidade superior a 5% do peso liquido das células
e esta presente em 100% dos casos de MAFLD. Ainda que seja um estagio reversivel, um
quarto dos casos de esteatose se desenvolve para esteato-hepatite, e destes, mais de um
quarto progridem para fibrose severa (HU et al., 2018).

O actimulo de TAG ¢ resultado de alteragcdes no metabolismo lipidico intra e extra-
hepatico decorrentes principalmente da resisténcia a insulina (RI), um dos principais fatores
de risco da MAFLD (MARCHESINI et al., 1999). TAG sao gerados a partir de 4cidos graxos

livres (AGL) e suas principais fontes sdo o processo de lipolise do tecido adiposo, a sintese
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intracelular de novo e os lipidios da dieta, que sdo captados pelo figado na forma de
quilomicrons. Nos hepatocitos, os AGL podem ser oxidados, principalmente na f-oxidagao
mitocondrial ou esterificados na sintese de TAG, para o armazenamento em goticulas ou
para a exportacdo associados a apolipoproteina B (ApoB) na forma de lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL) (LEONARDO; LORIA, 2002). Além disso, transformagdes
significativas no tecido adiposo culminam na hipertrofia dos adipécitos, alteragdes no padrao
de secrecdo de adipocinas e infiltragdo de macréfagos no tecido, levando a um aumento da
taxa de apoptose dos adipocitos e a ativagao do processo inflamatério. Em conjunto, estes
fatores culminam em alteragdes no balango entre as vias de sintese, degradagao e secre¢ao
de lipidios no figado, contribuindo para o acimulo intracelular de 4cidos graxos e seus
metabolitos (PAREKH; ANANIA, 2007; MCCARTHY; RINELLA, 2012).

Diante do papel central da esteatose hepatica, Day e James (1998) propuseram
inicialmente o modelo dos “dois hits” para elucidar o mecanismo etiopatogénico da
MAFLD. Nessa hipotese, o acimulo citoplasmatico de TAG resultante da RI constitui o
“primeiro hif”. Ainda que reversivel, a esteatose representa um estado vulneravel para o
desenvolvimento do “segundo Ait’, que se caracteriza principalmente pelo estresse oxidativo
ao desempenhar um papel central na progressdao da doenga. Nesse mecanismo, a saturacao
do metabolismo de lipidios causada pela sua sobrecarga, leva a alteracdes na funcao
mitocondrial e a0 aumento na produgdo de espécies reativas aliado a ineficiéncia do sistema
antioxidante. O estresse oxidativo resultante também pode causar danos celulares pela
peroxidagdo lipidica e esté estritamente relacionado a ativagao do sistema imune.

No entanto, apesar da relevancia de ambos os fatores no desenvolvimento da
MAFLD, o modelo dos “dois hits” € inadequado diante da heterogeneidade de mecanismos
envolvidos nos diversos fenotipos da doenca. Logo, a compreensdo atual sobre a
etiopatogénese da MAFLD envolve a hipotese de “multiplos %its” (KUPCOVA et al, 2019).
Tais hits consistem em uma agao conjunta e/ou sequencial de fatores variados em individuos
geneticamente predispostos, como o estresse oxidativo associado a disfun¢do mitocondrial,
peroxidagdo lipidica e ao estresse do reticulo endoplasmatico, aspectos nutricionais e
epigenéticos, intermedidrios inflamatdrios, hormonios secretados do tecido adiposo e a
microbiota intestinal (Figura 3) (MARCHISELLO et al., 2019; BUZZETTI, PINZANI,
TSOCHATZIS, 2016).
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Figura 3 — Fatores de risco e eventos moleculares e fisioldgicos envolvidos na patogénese e progressao da

doenca hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD).
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2.3.1 Resisténcia a insulina

A sinalizacao da insulina ¢ essencial para manutengao do metabolismo lipidico e de
carboidratos no organismo. No estado pds-prandial e a concentragdes plasmaticas elevadas,
a insulina se liga ao seu receptor, induzindo a autofosforilacdo de residuos de tirosina em
sua subunidade intracelular. Esse processo causa a fosforilagdo e ativacao dos substratos do
receptor de insulina (IRS), como IRS1 e IRS2, cujos residuos fosforilados atuam como sitios
de ligagdo para proteinas que atuam em vias de coordenagdo do trafego intracelular de
vesiculas, sintese de outras proteinas, ativagdo ou inibigdo da atividade de enzimas e
expressao génica (SAKURAI et al., 2021).

Em uma dessas vias, a fosforilagdo da fosfatidilinositol-3-cinase (PI3-K) com
subsequente ativacdo de uma serina/treonina-cinase (Akt) desencadeia uma cascata de
enzimas quinase. A Akt ativada fosforila e inibe a FOXO1 (do inglés Forkhead box Other
1), reduzindo a atividade transcricional de varios genes, incluindo as enzimas
gliconeogénicas glicose-6-fosfatase (G6Pase) e fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK),
suprimindo assim a producdo de glicose pela gliconeogénese hepatica. A Akt ainda media o
metabolismo lipidico nos hepatocitos pela ativagao do fator de transcrigdo 1 de ligacao ao
elemento regulador de esterol (SREBP-1c), que ¢ regulado tanto a nivel transcricional quanto
proteolitico pela agdo da mTORCI1 (complexo 1 da proteina alvo mecanistico da
rapamicina), uma das moléculas na via de sinalizagdo da Akt. O SREBP-Ic entdo leva a
transcri¢do de diversos genes envolvidos na sintese de lipidios, como aqueles que codificam
a acetil-CoA carboxilase (ACC), acido graxo sintase (FAS) e enzimas do complexo de
alongamento de acidos graxos, promovendo a lipogénese hepatica (Figura 4) (SAKURALI et

al., 2021).

Figura 4 — Representacdo esquematica da resisténcia a insulina como fator etiopatogénico da esteatose
hepatica. ACC, Acetil-CoA carboxilase; AGL, Acidos graxos livres; Akt, Serina/treonina-cinase; ApoB100,
Apolipoproteina B 100; ChREBP, Proteina de liga¢do do elemento resposta de carboidrato; DAG,
Diacilglicerdis; ERO, Espécies reativas de oxigénio; FAS, Acido graxo sintase; FOXO1, Forkhead box
Other I; G6Pase, Glicose-6-fosfatase; IL-6, interleucina 6; IRS1/2, Substrato do receptor de insulina 1 e 2;
mTORCI1, Complexo 1 da proteina alvo mecanistico da rapamicina; P, Grupo fosfato; PCKe, Proteina cinase
tipo C épsilon; PEPCK, Fosfoenolpiruvato carboxicinase; PIK3, Fosfatidilinositol-3-cinase; RE, Reticulo
endoplasmatico; SREBP1c, Fator de transcri¢do 1 de ligacéo ao elemento regulador de esterol; TAG,
Triacilglicero6is; TNFa, Fator de necrose tumoral alfa; VLDL, Lipoproteina de densidade muito baixa.
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Dada a importancia da insulina, alteragdes em sua sinalizacdo sdo observadas em
diversas disfun¢des metabolicas (HONMA et al., 2018; SAMUEL, SHULMAN, 2016). Nao
obstante, a RI ¢ um importante fator de risco para a patogénese e progressao da MAFLD.
Nessa condi¢do, a resposta biologica a estimulacao pela insulina ¢ prejudicada nos tecidos-
alvo, principalmente figado, musculo e tecido adiposo. Com a disposi¢cdo de glicose

comprometida, ocorre um aumento compensatorio de sua producdo intracelular e a
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consequente produ¢do adicional de insulina nas células beta pancredticas, levando aos
estados de hiperglicemia e hiperinsulinemia. No tecido adiposo, a RI leva a uma deficiéncia
na inibicao da lipdlise, com o consequente aumento do efluxo de AGL para o figado, além
de promover sua disfun¢do levando a produgdo e secre¢do aumentada de adipocinas e
citocinas pro-inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 6
(IL-6) (MILIC, LULIC, STIMAC, 2014). Além disso, a RI ainda contribui para o acamulo
de TAG nos hepatocitos pela regulagdo negativa da expressao da ApoB, impedindo sua
exportacdo para o tecido adiposo na forma de VLDL (VAZQUEZ et al., 2008; ANGULO,
2002).

Assim, em resposta aos niveis aumentados de glicose, outro fator de transcricao
importante, a proteina de ligagdo do elemento resposta ao carboidrato (ChREBP), induz a
expressao de enzimas fundamentais da glicdlise e da lipogénese (AL SHARIF et al., 2014).
Diversos modelos experimentais comprovam o efeito de ChREBP sobre a MAFLD, ja que
sua expressdo se encontra frequentemente elevada no figado de ambos pacientes com
obesidade e esteato-hepatite (HURADO et al., 2011; BENHAMED et al., 2012). No estudo
de Dentin et al. (2006), a inibi¢ao hepatica tempordria de ChREBP em camundongos obesos
resultou na melhora da esteatose hepatica pela inibicdo de enzimas lipogénicas.
Similarmente, o knockout hepatédcito especifico de ChREBP em camundongos também
apresentou um efeito protetor contra a esteatose induzida por uma dieta rica em carboidratos
(JOIS et al., 2017).

Consoante a estes resultados, diversas linhas de evidéncia indicam que a RI € seletiva
e ndo afeta a sintese de lipidios do mesmo modo que o faz ao metabolismo de carboidratos
(LEITE et al., 2014). Em muitos modelos experimentais e clinicos da MAFLD, se observa
uma regulacdo positiva na expressdo de G6Pase e PEPCK, resultante do comprometimento
dos efeitos supressores da insulina na gliconeogénese. Por outro lado, a sinalizagdo da
insulina através da via lipogénica hepética ndo se encontra suprimida, mas sim estimulada,
corroborando a hipotese de uma resisténcia seletiva a insulina (HONMA et al., 2018;
NAKAMURA; TERAUCHI, 2013). Dados obtidos também revelam alteracdes na expressao
de IRS-2, fator que contribui para o desenvolvimento da insulinorresisténcia. Em uma
analise realizada com amostras hepaticas de pacientes da MAFLD, Honma et al. (2018)
observaram uma forte correlagdo positiva entre IRS-1 e a expressdo de mRNA da FAS, em
oposicdo a uma correlagdo negativa entre IRS-2 e os niveis de mRNA da G6Pase e PEPCK.

Estes resultados sugerem que a expressao de IRS-1 esta envolvida na regulacdo positiva de
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FAS, enquanto a regulagdo negativa do IRS-2 exerce um papel importante na supressao
prejudicada da PEPCK e da G6Pase. Além disso, em pacientes portadores da doenca, foi
constatado também que a expressao de IRS-1 estd associada com niveis elevados de SREBP-
Ic, mas ndo com a expressao de IRS-2 (KOHJIMA et al., 2008).

Além disso, desregulagdes na via PI3-K/Akt também estdo associadas com a
progressdo da MAFLD (MICHELOTTI, MACHADO, DIEHL, 2013). Em um estudo de
inducdo da expressao de PI3-K em animais transgénicos, Kudo et al. (2011) observaram uma
alta expressdao de Akt e mTOR, além do desenvolvimento de esteatose, esteato-hepatite e
cancer hepatico. Em outro estudo, pesquisadores comprovaram que a ativagao de Akt pode
levar ao estabelecimento da MAFLD associada a altos niveis de TAG, enquanto sua inibi¢ado
era capaz de prevenir a esteatose hepatica em camundongos obesos (LEAVENS et al., 2009).

Dessa forma, a deposicao excessiva de acidos graxos nos hepatdcitos esta claramente
associada ao desenvolvimento da resisténcia a insulina na MAFLD. Muitos estudos apontam
o acumulo de intermedidrios da sintese de TAG, os diacilglicerdis (DAG), no
comprometimento da sinalizagdo da insulina (PETERSEN, SHULMAN, 2017). Roedores
alimentados com dieta hiperlipidica mostraram aumentos significativos nos niveis hepaticos
de DAG. A concentragdo intracelular elevada desse lipidio préximo a membrana leva a
ativagdo da proteina cinase tipo C épsilon (PKC-g) que, por sua vez, inibe o receptor de
insulina cinase, promovendo entdo, a diminuicao da fosforilacdo de IRS-2 e da sinalizacao
de insulina a jusante (PETERSEN et al., 2016). Verificou-se também, que a expressao
hepatica da PKCe em camundongos knockout alimentados com dieta hiperlipidica, foi capaz
de prevenir a RI, apesar do desenvolvimento de esteatose hepatica, determinando o papel
especifico e direto da PKCe na aquisi¢ao da RI (FRANGIOUDAKIS et al.,2009).

Assim, o acimulo de metabdlitos lipidicos especificos no figado, muitas vezes em
decorréncia de dietas ricas em acidos graxos, demonstra ser um importante mecanismo que
leva a ineficiéncia na sinalizacdo hepatica da insulina e ao estabelecimento da MAFLD

(BIRKENFELD, SHULMAN, 2014; SAMUEL, SHULMAN, 2012).

2.3.2 Estresse oxidativo e disfuncio mitocondrial

Espécies reativas, especialmente as de oxigénio (ERO), sdo continuamente

produzidos nas células como subprodutos do metabolismo energético. A depender de sua

natureza, tipos celulares e ambiente tecidual, niveis basais de ERO sdo responsaveis por



26

desempenhar fungdes importantes em processos fisiolégicos normais, como a ativagdo de
proteinas cinase, estimulo a proliferagdo e diferenciagdo celular, defesa contra agentes
infecciosos e morte celular por necrose ou apoptose (SARSOUR et al., 2009; FORRESTER
et al., 2018). Muitas dessas atividades sao geradas pela ativagdo de fatores de transcri¢ao
sensiveis a processos redox, tais como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e a proteina ativadora
1, que regulam a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, dentre outras fungdes (LUGRIN
etal.,2014).

Diversas organelas, como mitocondrias, peroxissomos ¢ o reticulo endoplasmatico
(RE), geram ERO durante processos fisioldgicos. Na maioria das células, a mitocondria ¢
considerada a fonte mais quantitativamente relevante de ERO e especialmente importante
devido a sua participagdo no metabolismo energético. Na cadeia respiratoria mitocondrial, o
oxigénio molecular ¢ reduzido a agua e esse processo leva a formacdo de intermediarios
reativos, como o anion superdxido (O27), o perdxido de hidrogénio (H202) e o radical
hidroxil, correspondentes a reducdo de um, dois e trés elétrons respectivamente
(FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

A continua producao de ERO durante os processos metabodlicos, normalmente, €
balanceada por mecanismos de defesa antioxidante, que mantém a homeostase de
oxirredugdo através da prevengdo direta da formacao de ERO, bloqueio ou captura dos
radicais formados e processos de reparo, removendo biomoléculas danificadas antes que sua
agregacao desencadeie alteragdes no metabolismo celular (CHEESEMAN, SLATER, 1993).
O sistema endogeno de defesa antioxidante inclui enzimas como glutationa peroxidase
(GPx), superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e componentes ndo enzimaticos,
proteinas, como transferrina e ferritina e sequestradores de baixo peso molecular, como o
acido urico, coenzima Q e o 4cido lipoico (AGUILAR, NAVARRO, PEREZ, 2016). Mais
especificamente, por exemplo, o anion superoxido (O2) ¢ dismutado em perdxido de
hidrogénio (H20>) pela SOD, e o H2O» pode ser decomposto em H>O e Oz pela CAT. Além
disso, H>O> e hidroperoxidos lipidicos resultantes da peroxidacao lipidica sdo decompostos
pela GPx utilizando glutationa (GSH) como doadora de elétrons, e H2Oz ¢ reduzido a H>O
pela peroxirredoxina 1-5 utilizando tioredoxina reduzida como doador de elétrons. Ademais,
os xenobioticos sdo geralmente desintoxicados pela glutationa transferase (GST) (ZHANG
et al., 2019; FIGUEIRA et al., 2013). Além da defesa endogena, moléculas antioxidantes

exogenas também podem ser adquiridas da dieta, principalmente vitaminas C e E (4cido
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ascorbico e a-tocoferol), carotenoides e compostos fenolicos (AGUILAR, NAVARRO,
PEREZ, 2016).

No entanto, um desequilibrio entre a produgao de ERO e a capacidade dos sistemas
de defesa antioxidante frequentemente leva a perda da homeostase redox, promovendo um
estado deletério de estresse oxidativo (PARADIES et al., 2014). Em altas concentragdes, as
ERO causam modificagdes primariamente em constituintes bioquimicos da célula, seja pela
degradacao ou simples alteragdo em estruturas e vias envolvidas, como a liberagao de ions
calcio do reticulo endoplasmatico, desencadeamento da peroxidagao lipidica em membranas
celulares, mudangas conformacionais e consequente perda de fungdo em peptideos e a
oxidacao do DNA (ASHRAF, SHEIKH, 2015). Com isso, o estresse oxidativo muitas vezes
promove lesdo hepdtica e morte celular e estd associado a patogénese e progressdo de

diversas doencas, incluindo a MAFLD (Figura 5) (MAULIK et al., 2013).

Figura 5 — Representagdo esquematica do estado de estresse oxidativo na progressao da doenga hepatica
gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD). AG, Acidos graxos; ATP, Adenosina trifosfato; Ca®", fon
calcio; CAT, Catalase; CHOP, Proteina homdloga do fator de transcricao C; ERO, Espécies reativas de
oxigénio; GSH, glutationa; GPx, Glutationa peroxidase; GR, Glutationa redutase; GSSG, Glutationa
dissulfeto; INK, C-Jun N-terminal cinase; NF«B, fator de transcri¢do nuclear kappa B; Nrf2, Fator nuclear
E2 associado ao fator 2; SOD, Superoxido dismutase; RE, Reticulo endoplasmatico.
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O papel central do estresse oxidativo na progressdo da MAFLD ¢ sustentado por
estudos em modelos experimentais e clinicos que demonstram a associacdo da esteatose com

a maior producao de ERO e a disfun¢do mitocondrial (SUMIDA et al., 2013). Pacientes
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portadores da MAFLD muitas vezes apresentam um estado antioxidante prejudicado, com
niveis séricos diminuidos das vitaminas C e E, além de baixa atividade ou expressao de
enzimas ¢ demais componentes do sistema antioxidante enddgeno, salvos os casos em que
se encontram aumentados, provavelmente como parte de um mecanismo de resposta
compensatdria ao desequilibrio de oxirreducdo. Junto a estes resultados, diversos estudos
também revelam que as concentragdes ¢ atividades de biomarcadores do estresse oxidativo
geralmente se encontram elevadas em pacientes € modelos da MAFLD, dentre eles o 6xido
nitrico, produtos da peroxidagao lipidica (MDA, substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), lipoperéxidos e 4-hidroxi-2-nonenal (HNE)) e produtos da oxidacdo de proteinas
e do DNA (ORE, AKINLOYE, 2019; KOROGLU et al., 2016; VILAR-GOMEZ et al.,
2020; BAHCECIOGLU et al., 2005; GOMEZ-LECHON et al., 2007).

A maior disponibilidade de lipidios em células esteatoticas leva a desregulacdes nas
vias reguladas pelo receptor ativado por proliferadores de peroxissomos alfa (PPAR-a), que
aumentam a transcricdo de genes envolvidos na B-oxidagdo. Assim, a oxidacdo de AGL
frequentemente aumenta em vias alternativas, principalmente nos peroxissomos ¢
microssomos do reticulo endoplasmético (BROWNING; HORTON, 2004). Tais fatores
conduzem a um aumento significativo da produ¢ao de ERO, citocinas pré-inflamatorias e de
intermediarios toxicos.

Outro mecanismo importante do sistema antioxidante ¢ a ativacdo da transcri¢ao
induzida pelo estresse oxidativo. O fator nuclear E2 associado ao fator 2 (Nrf2), por
exemplo, ¢ um fator de transcricdo sensivel ao estado de oxirreducdo e um dos maiores
reguladores do balanco redox (GALICIA-MORENO et al., 2020). Niveis elevados de ERO
levam a liberacao de Nrf2 e sua translocagdo para o nucleo para promover a transcri¢ao de
genes que codificam componentes antioxidantes (SMOLKOVA et al., 2020). Entre outras
respostas, o Nrf2 regula os niveis de glutationa e mantém a razdo de glutationa
reduzida/oxidada (GSH/GSSG) adequada. Este fator ainda controla a expressao de diversas
enzimas detoxificadoras capazes de eliminar espécies reativas, como H»>O» e radicais
peroxido do citosol, mitocondria e RE (HAYES, DINKOVA-KOSTOVA, 2014). Além
disso, o Nrf2 estad envolvido no metabolismo lipidico e pode desempenhar um papel
importante na protecdo contra o dano hepatico durante o desenvolvimento da esteatose e
esteato-hepatite. Alguns estudos in vivo da MAFLD usando modelos de dieta hiperlipidica
ainda mostraram uma correlagdo negativa entre a transcricdo induzida por Nrf2 e a

lipogénese hepatica, sugerindo que o Nrf2 pode diminuir a sintese de 4cidos graxos e seu
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acumulo no citoplasma, além de aliviar a deposi¢ao intracelular de lipidios (ZHANG et al.,
2012).

Como citado anteriormente, as mitocondrias sao importantes contribuintes e alvos do
estresse oxidativo encontrado no espectro da MAFLD. Nos hepatocitos, essas organelas
estdo envolvidas ndo somente na respiragdo celular, mas também em vias anapleroticas,
como a gliconeogénese e outras atividades de biossintese (GARCIA-RUIZ, FERNANDEZ-
CHECA, 2018). Durante a MAFLD, a oxidagao aumentada de lipidios produz espécies
reativas em excesso, levando a danos celulares que contribuem para o estresse oxidativo e a
disfun¢do mitocondrial, caracterizada pela perda da eficiéncia do metabolismo energético
nas mitocondrias (NICOLSON, 2014).

AlteragcOes funcionais e estruturais caracteristicas da disfun¢do mitocondrial
contribuem consistentemente para a patogénese da MAFLD. Dentre essas alteragdes estdo
mudangas morfoldgicas, lesdes ultraestruturais, deplecdo de DNA mitocondrial (mtDNA) e
comprometimento da atividade de complexos da cadeia respiratoria e da P-oxidagdo
mitocondrial (PARADIES ef al., 2014). Na mitocondria, os principais constituintes afetados
pelas ERO sdo a membrana e o material genético. A membrana mitocondrial contém uma
concentragdo substancial de fosfolipidios contendo acidos graxos poli-insaturados, que sao
mais susceptivos ao dano oxidativo e levam a peroxidacgdo lipidica (FERRAMOSCA, DI
GIACOMO, ZARA, 2017). Por sua vez, a peroxidacao desses componentes da membrana,
especialmente o dcido docosahexanoico, levam a um maior comprometimento da atividade
da cadeia respiratoria, com a consequente superprodu¢do de ERO (INFANTE, HUSZAGH,
2000). Esse ciclo vicioso ainda parece aumentar a proteodlise pré-secretora de ApoB no
reticulo endoplasmatico, contribuindo para o acimulo de TAG no interior dos hepatdcitos
(CAO, KAUFMAN, 2014).

Estudos demonstraram que as mitocondrias de camundongos com esteatose hepatica
sdao grandes e inchadas, limitadas em niimero, € que a matriz mitocondrial possui inclusdes
e hipodensidades paracristalinas anormais (IBDAH et al., 2005). Além disso, deplegdes e
mutagdes no mtDNA de hepatocitos prejudicam a fungdo mitocondrial podendo causar
esteatose e outras lesdes hepdticas, muitas vezes reforcadas pela expressdo diminuida de
produtos peptidicos codificados por mtDNA (SANTAMARIA et al., 2003). Em decorréncia
de todas essas agressoes, a disfuncdo mitocondrial também favorece vias alternativas de
oxidacao de acidos graxos nos peroxissomos € microssomos do reticulo endoplasmatico (®-

oxidagdo), resultando na formacao adicional de ERO (BROWNING, HORTON, 2004).
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Outro importante fator associado a disfun¢do mitocondrial encontrada na MAFLD ¢
a acdo do fator de necrose tumoral o (TNF-a). Foi observado que o TNF-a pode induzir
perturbagdes mitocondriais como alteragdes morfoldogicas anormais na membrana € o
inchago da organela, promovendo sua ruptura e consequentes interferéncias entre complexos
da cadeia respiratoria. Além disso, a citocina também pode alterar a cadeia de transporte de
elétrons promovendo a ativagao do fator induzivel por hipoxia-1a, a ainda danos no mtDNA
(CHEN et al., 2012).

Além da disfungdo mitocondrial, o estresse oxidativo também pode provocar
desregulacdes em outras organelas importantes, como o reticulo endoplasmatico (RE). O RE
¢ uma organela membranosa que fornece um ambiente especializado para a produgdo e
modificagdo pos-traducional de proteinas extracelulares e de membrana, biossintese lipidica
e manuten¢io da homeostase do Ca®" intracelular. No limen do RE, proteinas recém-
sintetizadas sofrem modificagdes pds-traducionais como a N-glicosilagdo, formagao de
ligacdes dissulfeto e oligomerizagdo, o que requer a presenga de proteinas chaperonas
(ASHRAF, SHEIKH, 2015). Assim, o reticulo ¢ considerado um ponto de checagem e
somente proteinas enoveladas corretamente podem ser transportadas para o aparato de Golgi.
No entanto, como o figado ¢ alvo e palco de muitos distirbios que vao além do estresse
oxidativo (por exemplo, privacdo de nutrientes, hiperlipidemia, infec¢des virais,
metabolismo de drogas, etc.), a homeostase do RE nos hepatocitos pode ser perturbada,
levando a alteracdes no metabolismo lipidico e ao surgimento de doencas hepéticas
(GENTILE, FRYE, PAGLIASSOTTI, 2011; ZHOU, LIU, 2014).

Diversas linhas de evidéncia sugerem uma estrita associagdo entre distirbios no RE,
denominados conjuntamente de estresse no RE, e o desenvolvimento da MAFLD. Esses
disturbios levam a ativacdo de varias vias de estresse intracelular que podem iniciar ou
exacerbar a RI, o estresse oxidativo e a inflamacao e, em alguns casos, culminar na morte
dos hepatocitos e no dano hepatico (FANG et al., 2013).

Sob condigdes de estresse, como a superproducao de ERO e a lipotoxicidade
caracteristicas da esteatose hepatica, proteinas ndo enoveladas ou mal enoveladas se
acumulam no limen do RE, levando a ativagdo da resposta a proteinas ndo dobradas (UPR)
para restaurar a homeostase da organela. De fato, estudos comprovam que a UPR esta ativada
em varios niveis no figado de pacientes com MAFLD (PURI et al., 2008). As acdes dessa

resposta envolvem reduzir a carga de proteinas secretoras, aumentar a transcri¢do de
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chaperonas e dobrases para permitir o enovelamento apropriado de proteinas e promover a
autofagia e degradacdo associada ao RE.

Mais especificamente, a atividade da UPR ¢ regulada principalmente por trés
proteinas transdutoras de estresse que se localizam na membrana do RE: a proteina quinase
RNA-actived protein Kinase (PKR)-like ER kinase (PERK), o fator de transcri¢cao 6 (ATF6)
e a proteina-sinal IRE1 (inositol-requiring signaling protein 1). Por meio dessas vias, o
estresse do RE ativa uma série de cascatas de sinalizacdo downstream (Figura 6). Assim, a
partir da ativacdo de fatores especificos, a PERK promove a transcri¢do de proteina
homologa do fator de transcricdo C (CHOP), que também ¢ um substrato de ATF6. O ATF6
regula positivamente a expressdo de proteinas que medeiam as respostas inflamatdrias
através da via C-Jun N-terminal quinase (JNK). Por sua vez, IRE1 promove a ativacdo da
via JNK, induzindo a expressdo de proteinas proapoptoticas, reguladas positvamente
também pela ativagdo de CHOP (LEBEAUPIN et al., 2018; HETZ, CHEVET, HARDING,
2013).

Figura 6 — Papel do estresse no reticulo endoplasmatico e estresse oxidativo na progressao da MAFLD.
ADP, Adenosina difosfato; AGL, Acidos graxos livres; ATF4/6; ATP, Adenosina trifosfato; Ca2*, fon célcio;
CHOP, Proteina homologa do fator de transcrigdo C; ERO, Espécies reativas de oxigénio; GSH, Glutationa
reduzida; GSSG, Glutationa oxidada; JNK, C-Jun N-terminal cinase; IRE1, do inglés Inositol-requiring
signaling protein 1; Nrf2, Fator nuclear E2 associado ao fator 2; PERK, do inglés RNA-actived protein
Kinase (PKR)-like ER kinase; SERCA, Reticulo sarco/endoplasmatico Ca**-ATPase; UPR, Resposta a
proteinas ndo dobradas.
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Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2020.

O RE também ¢ uma fonte importante de ERO. O aumento das ERO nessa organela,
principalmente H>O», esta por vezes relacionado a utilizacdo excessiva de GSH para reduzir
proteinas oxidadas e mal enoveladas (ZEESHAN et al., 2016). Varios estudos ainda
mostraram que o estresse prolongado do RE ¢€ responsédvel pelo aumento na produgdo de
ERO mediada pela UPR, regulando positivamente a atividade de CHOP, cuja expressao esta
notavelmente elevada em modelos in vivo da esteato-hepatite. Em uma andlise robusta
realizada em varios modelos de ratos diabéticos, pesquisadores demonstraram que a dele¢ao
de CHOP foi capaz de melhorar a funcao das células P e aliviar o dano oxidativo, indicando
que a ativagdo de CHOP poderia agravar o estado de estresse e contribuir para o
desenvolvimento da MAFLD (SONG et al., 2008).

Além disso, a ativagdo da UPR também est4 envolvida na producdo de ERO, induzida
por CHOP e na reducdo de mecanismos antioxidantes, como a a deplecdo de glutationa
(GSH) e a regulacdo negativa de Nrf2, que induz a expressao de genes contendo elementos
da resposta antioxidante (COMINACINI et al., 2015). Consistentemente, em camundongos
alimentados com uma dieta deficiente em metionina e colina, a delecdo de Nrf2 desencadeou
o estresse oxidativo, levando a uma rapida progressao para esteato-hepatite (SUGIMOTO et
al., 2010).

Em um modelo com animais obesos, JO ef al. (2013) observaram que o aumento dos
niveis de VLDL hepatico era sistematicamente estimulado pela via PERK. O mesmo estudo
indicou que camundongos deficientes no receptor de VLDL (VLDLR) e apoE foram
protegidos da esteatose hepatica. Em conjunto, 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.

Outro importante efeito deletério exercido pelo acimulo de lipidios e pela acao de
ERO nos hepatocitos ¢ a interrup¢do da homeostase do cdlcio intracelular, armazenado
abundantemente no limen do RE (SUGIMOTO et al., 2010). A regulagdao do célcio no
interior das células ¢ mediada principalmente pela enzima reticulo sarco/endoplasmatico
Ca’"-ATPase (SERCA), que o bombeia para as cisternas do reticulo a partir do citoplasma.
Porém, o estresse nessa organela e a sobrecarga de AGL saturados podem diminuir a
atividade da SERCA, promovendo a interrup¢do do armazenamento do célcio (WEIL

WANG, GENTILE, 2009). Assim, esse extravasamento pode levar a alteracdes metabolicas
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e a apoptose através do desenvolvimento de disfungdes metabodlicas (YIN et al., 2015;
CHEN et al., 2020).

Em um estudo recente, ZHENG et al. (2019) revelaram que a deficiéncia na enzima
glicolitica glicerol-fosfato desidrogenase induz o estresse no RE, resultando em esteatose
hepéatica. Além disso, o aumento da demanda de ATP por proteinas chaperonas durante a
UPR gera uma pressdo adicional sobre a fosforilagdo oxidativa, resultando no
comprometimento das fungdes oxidativas de mitocondrias potencialmente disfuncionais
(CHEN et al., 2020). Portanto, essa interacdo entre o estresse no RE e a disfungao
mitocondrial gera um ciclo vicioso que promove o estresse oxidativo e a morte celular em

um arcabougo associado ao estabelecimento e progressao da MAFLD.

2.3.4 Apoptose e inflamacio

A apoptose ¢ um mecanismo fisioldégico altamente organizado, que ocorre
naturalmente a taxas basais para manutencdo da homeostase tecidual. Morfologicamente,
esse processo ¢ caracterizado pela condensagdo da cromatina, perda de volume e aumento
da granulosidade celular, formacdo de pregas na membrana plasmatica e fragmentacdo do
conteudo celular em corpos apoptdticos, que sao entdo digeridos pelos macrofagos (ZHAO
et al., 2021). No entanto, sua desregulacao esta envolvida em varias patologias, incluindo
doencas metabolicas. Diversos estudos indicam que acidos graxos saturados, assim como o
colesterol livre, encontrados em niveis elevados em pacientes com MAFLD, sdo os
principais mediadores da lipotoxicidade, desencadeando vias de sinalizagdo especificas do
processo de morte celular (KUCHAY, CHOUDHARY, MISHRA, 2020). Além disso, a
expressdo aumentada de marcadores de apoptose nos hepatdcitos de pacientes da MAFLD
se correlacionam consistentemente com a severidade histologica dos componentes da doenga
(KANDA et al., 2018).

A apoptose ocorre por duas vias moleculares distintas. A via extrinseca envolve a
ativagdo de receptores induzida por ligantes de morte, resultando no complexo de morte
celular. Por sua vez, a via intrinseca pode ser ativada por disfun¢cdo mitocondrial, estresse
no RE, permeabilizacdo lisossomal e danos no DNA nuclear. O estresse no RE e o estresse
oxidativo podem induzir a apoptose através da via JNK e CHOP, que ativam a proteina pro-
apoptotica Bax, levando a disfun¢do mitocondrial. Ambas as vias ativam proteases

intracelulares, as caspases, que podem ativar outras caspases em uma cascata proteolitica
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amplificando a via de sinalizagdo da apoptose e resultando na morte celular (ZHAO et al.,
2021).

A via extrinseca ¢ iniciada pela ativagao de receptores de morte localizados na
membrana plasmatica através de sinais externos. Esses receptores, das familias Fas e TNF,
possuem um dominio citoplasmatico (denominado de dominio de morte) que permite a
propagacdo do sinal apoptotico, e um dominio extracelular, responsavel pela ligagdo do
receptor com seu ligante especifico (AKAZAWA et al., 2007). Através de uma variedade
de sinais downstream, o complexo de sinalizagao indutor de morte (DISC) associado ao Fas
recruta e ativa a caspase iniciadora 8, que por sua vez ativa as caspases executoras 3, 6 ¢ 7,
tanto diretamente, quanto indiretamente pelo envolvimento da via mitocondrial. Diversos
estudos reportam que a expressdo da proteina Fas se encontra aumentada no figado de
pacientes da esteato-hepatite (ALKHOURI, CARTER-KENT, FELDSTEIN, 2011;
AKAZAWA et al.,2007). No estudo de Feldstein et al. (2003), os pesquisadores observaram
um aumento da sensibilidade a apoptose de hepatdcitos mediada por Fas em camundongos
com MAFLD induzida pela alimentacdo com uma dieta rica em carboidratos, que engloba
muitas das caracteristicas da doenca em humanos, como obesidade, resisténcia a insulina,
hiperleptinemia, niveis séricos elevados de AGL e esteatose hepatica. Além disso, a
exposicao de células hepaticas humanas a AGL resultou em um aumento da expressdo de
Fas e da sensibilidade a apoptose mediada por esse receptor (ZOU et al., 2007).

Outro constituinte importante da via extrinseca, o TNF-a ¢ uma citocina pro-
inflamatoria pleiotropica produzida principalmente por macrdfagos ativados e estd
envolvido em diversos aspectos fenotipicos da MAFLD, como abordado anteriormente. A
partir da ligagdo aos seus receptores, o0 TNF-a promove a ativagdo do dominio de morte e a
formac¢ao do complexo I. Este complexo se liga a0 dominio de morte resultando na ativagado
da caspase 8, podendo também induzir a ativa¢do da via JNK, que contribui para a morte
celular (HUI ef al., 2004). A elevagdo da expressio de TNF-a e de seus receptores ¢
comumente encontrada em figados de pacientes portadores de esteato-hepatite, estando
correlacionados a estagios mais avancados de fibrose. Mais estudos comprovam que o
tratamento imunogénico contra o TNF- a e o silenciamento da expressdo de seus receptores
possuem um efeito protetor contra a esteatose € o dano hepatico (ZHANG et al., 2010). Além
disso, em ratos alimentados com uma dieta rica em colesterol, foi observado que o TNF-a ¢

capaz de induzir a liberagdo de complexos proteicos da membrana mitocondrial, ativagdo da
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caspase 3 e geracdo de ERO, além de causar a deplecdo mitocondrial da glutationa (MARI
et al., 2000).

Por sua vez, as vias de sinalizagdo induzidas pelo ligante indutor de apoptose
relacionada ao TNF (TRAIL) se sobrepdem em grande parte a via dependente de Fas, com
a formacao do DISC e a ativacdo da caspase 8. No estudo de Malhi et al. (2007), o tratamento
de hepatocitos in vitro com acido oleico promoveu a regulagdo positiva de receptores do
TRAIL, estando associada a via JNK. Ademais, a expressdao aumentada desses receptores
pode ser observada no figado de pacientes com esteato-hepatite.

Além disso, a apoptose pode ser iniciada pela mitocondria na via intrinseca. Nos
hepatdcitos, a disfuncao mitocondrial desempenha um importante papel ao amplificar o sinal
de morte celular e integrar ambas as vias em uma via final comum. A disfun¢do mitocondrial
resulta na liberagdo de varias proteinas pré-apoptoticas no citosol, incluindo o citocromo ¢
(MARANZANA et al., 2013). Essa hemoproteina forma entdo um complexo de ativacdo
com o fator de ativagdo da protease apoptdtica 1 e a caspase 9, conhecido como apoptossomo
(PARADIES et al., 2014). Este complexo ativa as caspases efetoras que executam as
mudangas apoptdticas finais (RIEDL, SHI, 2004). Os eventos mitocondriais sdo regulados
pelas proteinas da familia Bcl-2, que compreende as proteinas antiapoptoticas Bel-2 e Bel-
xL, as proteinas pro-apoptodticas, como Bax e Bak, e as proteinas BH3. No estudo de Li et
al. (2014), os pesquisadores observaram um aumento significativo na expressao de Bax,
enquanto a razdo Bcl-2/Bax diminuia de maneira tempo dependente em relacdo a duragao
da dieta administrada em animais com MAFLD.

Muitas linhas de evidéncia sugerem que a alteracao de outras formas de morte celular
em hepatdcitos pode contribuir para a progressao da MAFLD. A expressdao de mediadores
da necrose celular em pacientes com esteato-hepatite e em modelos animais da doenca esta
consistentemente elevada em associacdo a inflamagdo. A autofagia ¢ outro processo comum
a pacientes com MAFLD. Por exemplo, Kwanten et al. (2016) mostraram que a deficiéncia
de autofagia nos hepatdcitos leva a apoptose e inflamagao em camundongos por meio da
UPR desencadeada no RE. Além disso, a inibi¢do da sinalizagdo da citocina IL-1 também
foi capaz de reduzir a morte de hepatocitos, fibrose, inflamacdo e a esteatose hepatica em
modelos murinos da MAFLD (WANG et al., 2021).

Consequentemente, a morte de hepatocitos, em seus diferentes mecanismos, € um
dos principais gatilhos da inflamagdo hepética na progressdo da MAFLD. Estudos sobre o

papel da apoptose mostram que o aumento da libera¢ao de fragmentos de material genético
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e de corpos apoptoticos estimula a ativagdo da fibrose e promove o recrutamento de células
do sistema imune, ativando o processo inflamatdrio. Além disso, algumas dessas células,
como as cé¢lulas de Kupffer, produzem ligantes de TNF, TRAIL e Fas por meio da fagocitose
de corpos apoptdticos, promovendo posteriormente a apoptose de hepatocitos em um ciclo
vicioso de morte celular e inflamacao.

Como visto anteriormente, o tecido adiposo desempenha um papel fundamental na
regulacao do desenvolvimento da esteato-hepatite, secretando adipocinas e citocinas pro-
inflamatoérias, como adiponectina, leptina, TNF e IL-6. Além disso, algumas moléculas
lipidicas, como o &cido palmitico e ceramidas, liberadas pelos adipocitos também
prejudicam a fun¢do do RE e das mitocondrias, causando o estresse celular e até mesmo a
morte dos hepatocitos, o que contribui duplamente para a inflamacdo (SAKURALI et al.,
2021). A expressao de IL-6 e TNF-a ¢ profundamente aumentada em adipocitos de pacientes
obesos e insulinorresistentes e consequentemente de portadores da MAFLD, promovendo a
elevagdo dos niveis séricos de tais citocinas.

No estudo de Moschen et al. (2010), os pesquisadores constataram que a expressao
de IL-6 era mais de 100 vezes maior no tecido adiposo (subcutaneo e visceral) quando
comparado a expressao hepatica, sugerindo que na obesidade severa, o tecido adiposo ¢ de
fato a maior fonte dessa citocina. No entanto, o figado constitui o principal alvo de citocinas
derivadas do tecido adiposo, visto que a exposicao continua a IL-6/TNFa afeta diretamente
a RI hepatica, sugerindo também que a inflamagdo no tecido adiposo pode preceder a
inflamacao no figado (TILG, MOSCHEN, 2010).

Uma variedade de estudos experimentais e clinicos mostram o envolvimento de
citocinas no espectro da MAFLD, como IL-1p, IL-6, TNF-a e os interferons y e o (IFN-y e
IFN-a) (HADINIA et al., 2019; MRIDHA et al., 2017; LUO et al., 2013). Niveis séricos
aumentados de IL-1p e IL-6, por exemplo podem ser encontrados em pacientes com esteato-
hepatite e fibrose (KAR et al., 2019). Em um estudo do dano hepatocelular e da inflamagao
em pacientes com esteato-hepatite, a expressao transcricional de TNF-a também se mostrou
elevada no tecido adiposo e hepatico, revelando uma clara correlagdo entre os niveis de
aminotransferases e a severidade histologica da MAFLD. Diante destes resultados, os niveis
e expressao de tais citocinas constituem importantes biomarcadores da progressao da doenga
(LAMADRID et al., 2021).

Diversos fatores de transcri¢ao nucleares e vias intracelulares estdo envolvidas na

regulacdo da producao de citocinas pro-inflamatorias, no entanto, o fator NF-xB desempenha
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um papel especialmente importante na doenca (BAKER, HAYDEN, GOSH, 2010). Por
exemplo, os altos niveis de AGL circulantes em pacientes com MAFLD induzem a ativagdo
da via hepatica do NF-«B (BODEN et al., 2005). A atividade do NF-xB ¢ controlada pela
sinalizagdo de estimulos intra e extracelulares. Moléculas inibidoras de NF-kB (IkB)
sequestram este fator de transcri¢do no citosol de células em homeostase e previnem sua
destinacdo nuclear e, portanto, a ativacdo de sua funcdo transcricional (Figura 7). No
processo inflamatorio, porém, citocinas ¢ padrdes moleculares associados a patdgenos
estimulam receptores de superficie celular como os receptores associados ao TNF (TNFR)
e do tipo toll (TLR), que iniciam cascatas de sinalizagdo convergindo na ativagdo do
complexo quinase do 1IkB (IKK) (LIU et al., 2017). A fosforilagdo do IkB catalisada pelo
complexo promove sua degradacdo e libera o NF-«xB, que se transloca para o nicleo e pode
enfim promover a transcri¢ao de genes alvo (HAYDEN, GOSH, 2008). Os genes regulados
pelo NF-kB direcionam a diferenciagdo e proliferacao de diferentes tipos de células imunes.
Dentre elas, macrofagos ativados produzem citocinas como IL-1, IL-6, TNF-a ¢ induzem
a geragdo de mais citocinas por outras células desencadeando o processo de inflamagdo

(PEISELER, TACKE, 2021).

Figura 7 — Representacdo esquematica do mecanismo de ag@o do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-
kB). IKK, Complexo quinase do IkB; IkB, Inibidor de NF-kB; mRNA, Acido ribonucleico mensageiro; P,
Grupo fosfato; p65, Subunidade do NF-kB; TNFR, Receptor associado ao fator de necrose tumoral; TLR,

Receptor do tipo toll; Ub, Ubiquitina.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Assim, devido a elevada producdo de citocinas pro-inflamatorias, ERO, produtos de
peroxidacdo lipidica e o desencadeamento da apoptose e de lesdes hepaticas, células
fibrogénicas como as células estreladas do figado, sdo estimuladas. Com o aumento dessas
células ocorre também o aciumulo progressivo de proteinas cicatrizantes, que sdao entao
substituidas por uma matriz rica em coldgeno formador de fibrila, desencadeando a
fibrogénese hepatica (TSUCHIDA, FRIEDMAN, 2017; URTASUN, NIETO, 2007).
Quadros de lesdes hepaticas e fibrose podem expandir o espectro da MAFLD para um
estagio terminal cirrotico, que aumenta consideravelmente os riscos do estabelecimento de
complicagdes severas como o carcinoma hepatocelular (GE, RUNYON, 2016; ZHOU,
ZHANG, QIAO, 2014; BERTOT, ADAMS, 2016).

2.4 Modelos de estudo da MAFLD

Nas ultimas décadas, alguns modelos experimentais tem sido desenvolvidos e
aplicados em estudos pré-clinicos para elucidar mecanismos fisiopatologicos da MAFLD e
na busca de alternativas terapéuticas eficazes. Nesse sentido, ao investigar a esteatose
hepéatica, McMillian ef al. (2001) foram pioneiros na utilizagdo da cultura de células. No
estudo, o acamulo de lipidios foi induzido em células da linhagem HepG?2 através da adi¢ao
de compostos conhecidamente esteatogé€nicos, como estrogénio e outros esteroides, e
analisado por método fluorimétrico baseado no corante lipofilico Nile red. No entanto, os
modelos mais bem estabelecidos sdo baseados na exposi¢dao a uma mistura de acidos graxos,
ap6s a qual o acimulo de lipidios resultante ¢ considerado uma referéncia fenotipica da
doenca. Geralmente, o acido oleico (AO) (18:1) e o 4cido palmitico (AP) (16:0) sdo
empregados para este fim, visto que sdo os 4cidos graxos mais abundantes na dieta e
organismo humanos (ABDELMAGID ef al., 2015). A exposicdo a mistura de AO e AP ¢
capaz de simular condi¢des dietéticas frequentemente observadas in vivo e assim induzir
diversos hallmarks da MAFLD, como o acumulo citoplasmatico de TAG, estresse no
reticulo endoplasmatico, inflamag¢do e morte celular.

No estudo de Ricchi et al. (2009), a indugdo da esteatose foi testada em trés linhagens
de células hepaticas (HepG2, WRL-68 e HuH7) apds 24 horas de exposicao ao AO, AP e a

mistura de ambos em diferentes concentragdes. Os dados revelaram que a intensidade do
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acumulo de lipidios foi mais eficaz em células tratadas com oleato em contraposi¢ao aquelas
expostas ao palmitato, que por sua vez foi responsavel por promover a morte celular por
apoptose, confirmando a lipotoxicidade associada a lipidios saturados. Em um modelo
semelhante, Yao et al. (2011) induziram a esteatose utilizando a combinagdo de AO e¢ AP
nas concentragdes de 1,0, 2,0 e 3,0 mM em células HepG2. No estudo, os pesquisadores
observaram que os tratamentos mais concentrados (2,0 e 3,0 mM) apresentaram
lipotoxicidade apds periodos de 12, 24 e 36 horas, sugerindo que outros mecanismos do
espectro da doencga podem estar envolvidos.

Culturas primdrias de hepatocitos humanos ou murinos também sdo utilizados em
modelos in vitro da MAFLD. No estudo de Gomez-Lechon et al. (2007), além de verificarem
um efeito dose e tempo-dependente da exposicdo de células HepG2 com oleato e palmitato,
os pesquisadores também cultivaram hepatdcitos isolados de organismos humanos para
avaliar o acumulo de lipidios. Os resultados indicaram similaridades entre ambas as células
testadas e também em comparacao a dados obtidos de pacientes da MAFLD.

Desse modo, muitos esforcos tém sido empregados no desenvolvimento de
abordagens in vitro baseados em tecidos humanos, com grande destaque para novas
tecnologias, como o uso de modelos de tecido tridimensionais. Dentre outras vantagens,
estes modelos permitem o estabelecimento de um ambiente hepatico mais semelhante ao
fisiologico, de vascularizacao e a interacao entre diferentes tipos celulares (GATZIOS et al.,
2021). Entretanto, apesar da tentativa de recriarem a complexidade fisiolégica humana, essas
tecnologias ainda ndo foram bem estabelecidas e apresentam limitagdes que envolvem a
baixa reprodutibilidade e disponibilidade em associagdo ao elevado custo, complexidade e a
inviabilidade de execucdo em larga escala (BENAM et al., 2015).

Assim, os modelos in vitro baseados na cultura bidimensional convencional, como
culturas de células primarias e de linhagens imortalizadas, continuam sendo amplamente
empregadas na pesquisa de doencas hepaticas. Culturas primarias de hepatdcitos e outros
tipos celulares representam modelos fisiologicamente relevantes para condi¢des clinicas,
porém devido a questdes éticas, pouca disponibilidade de amostras hepaticas humanas, baixa
estabilidade e grande susceptibilidade a contaminagdo, esse método se torna dispendioso
(DAMBACH, ANDREWS, MOULIN, 2005). Alternativamente, o cultivo de linhagens
celulares imortalizadas demonstra uma alta capacidade replicativa, fendtipo estavel, com
maior facilidade de padronizagdo e manutencdo e tempo de vida prolongado (KANURI,

BERGHEIM, 2013).
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Diante disso, a linhagem HepG2 ¢ a mais amplamente empregada no estudo de
funcdo e doengas hepaticas. Derivadas de bidpsias de um tipo diferenciado de carcinoma
hepatocelular, as células HepG2 apresentam caracteristicas altamente proliferativas e nao
tumorigénicas, além de desenvolverem morfologia epitelial quando crescida em superficie
solida (ADEN et al., 1979). A partir de extensas caracterizagdes, constatou-se que essa
linhagem expressa fun¢des hepaticas diferenciadas, como a sintese e secrecao de proteinas
plasmaticas, metabolismo do colesterol ¢ TAG, metabolismo e transporte de lipoproteinas,
sintese de acidos biliares, sinalizagdo da insulina e sintese de glicogénio (JAVITT, 1990;
MEIER et al., 2007). Células HepG2 também s3o muito utilizadas no estudo dos
mecanismos de defesa antioxidante e do estresse oxidativo, porém poucos estudos
investigam este papel no desenvolvimento da MAFLD (KNASMULLER et al., 2004).

Além disso, sdo empregados também diversos modelos animais, em sua maioria
murinos, que contemplam caracteristicas fisio e histopatologicas da MAFLD. Modelos
induzidos por dieta, como a dieta rica em gordura (HFD) e a deficiente em metionina e colina
(MCD) sdao os mais comuns no estudo da doenca. Camundongos alimentados com HFD
desenvolvem obesidade com aumento da adiposidade e sindrome metabdlica e apresentam
esteatose hepatica grave a partir do acimulo de lipidios micro e macrovesicular e aumento
de TAG hepatico total, junto aos niveis de colesterol e aminotransferases, mas geralmente
sem desenvolvimento de fibrose (SPEAKMAN, 2019; CLAPER et al., 2013).

Na dieta de MCD, h4 uma deficiéncia em metionina e colina, que sdo essenciais para
a B-oxidacdo hepatica e para a exportacdo de TAG na forma de VLDL. Neste tipo de
intervencdo, os animais desenvolvem inflamagdo severa, estresse oxidativo, dano
mitocondrial, apoptose e fibrogénese, porém o perfil metabolico se diferencia em muito do
espectro encontrado em humanos (KORfNKOVA et al., 2020; TAKAHASHI, SOEJIMA,
FUKUSATO, 2012). Outros modelos comumente utilizados envolvem manipulag¢do
genética que permite estudar diferentes vias do metabolismo lipidico e da glicose durante o
desenvolvimento da esteatose e fibrose. Os mais comuns sdo aqueles que tem a fungdo da
leptina prejudicada, seja por uma deficiéncia no proprio gene da adipocina (ob/ob) ou em
seus receptores (db/db). Animais com este painel genético, desenvolvem obesidade e alguns
aspectos da MAFLD podem ser observados (WANG et al., 2014).

Entretanto, as incompatibilidades fenotipicas, a dura¢ao do periodo de administracao
e conteudo da dieta, sexo, espécie, e o background genético e metabdlico destes modelos

podem dificultar o estudo da MAFLD (YU et al., 2010; SEOK et al., 2013). Desse modo,
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certas abordagens in vivo falham em mimetizar algumas das comorbidades tipicamente
observadas em humanos portadores da doenca, como vias metabdlicas e moleculares que
inexistem nos animais de estudo. Além disso, a preocupacao da comunidade cientifica ¢
crescente diante da consideracao ética do uso de animais em pesquisas, que se torna cada
vez mais restrito (KORINKOVA et al., 2020). Nesse sentido, a utilizagdo do cultivo celular
representa uma importante alternativa para a redu¢do do uso de animais em face das novas
diretrizes e politicas de sustentabilidade, além de permitirem a investigagao de mecanismos
moleculares que ndo sao possiveis em modelos in vivo, devido a incompatibilidades em vias
bioquimicas e alteracdes moleculares apds a eutandsia.

Outro fator que reforga a importancia do desenvolvimento de modelos de estudos da
MAFLD ¢ a dificuldade de se realizar analises em humanos, ja que a avaliacao da gravidade
histologica da doenga requer a observacdo de achados patologicos do figado. Porém, a
biopsia hepatica repetida ¢ extremamente invasiva, de alto custo e, em ultima analise,
impraticavel. Dessa forma, os estudos da MAFLD em humanos se limitam a amostras
sorologicas, ndo permitindo a investigagdo de mecanismos moleculares mais robustos
(TANAKA et al., 2019). Assim, modelos in vitro sao, em muitos aspectos, uma alternativa
adequada para o estudo da MAFLD, devido a maleabilidade, curta escala de tempo e a

capacidade de abordar varias caracteristicas da doenga.
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Differential effect of oleic and palmitic acids on hepatic steatosis and oxidative stress

in HepG2 cells

A cell model of metabolism-associated fatty liver disease is presented. The biochemical analysis
carried out on HepG2 cells exposed to oleic and palmitic acids in different concentrations reveals
consistent increase in intracellular lipid droplet content. Along with that, higher doses of fatty acids
can lead to a state of oxidative stress verified by alterations in markers of lipid peroxidation, protein
carbonylation and levels of antioxidant components. Activation of inflammation, indicated by
increased NF-kB expression might be associated to redox imbalance. On the other hand, palmitic
acid overload leads to more expressive reductions on cell viability in correlation to significantly
higher expression of pro-caspase-3, reinforcing the lipotoxic effect of saturated fatty acids.
Therefore, the proposed model constitutes a useful and relevant tool for the investigation of

molecular mechanisms and therapeutic approaches for MAFLD.

Keywords NAFLD; HepG2 cells; antioxidants; inflammation; apoptosis.

Introduction

Metabolism associated fatty liver disease (MAFLD), formerly known as Non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD), is a clinical pathological liver condition characterized
by excessive lipid accumulation within hepatocytes, especially in the form of triglycerides.
It has a potential progressive course, involving simple steatosis and steatohepatitis,
characterized by inflammation and cell death which leads to fibrosis, cirrhosis and eventually
hepatocellular cancer (GALLEGO-DURAN et. al, 2021).

MAFLD is the most common chronic liver disease affecting over 25% of population
worldwide and its high prevalence is strictly associated with conditions such as obesity,
insulin resistance and dyslipidemia (YOUNOSSI et al., 2016; INOUE et al., 2018).

Due to this relation, MAFLD has been considered to be the hepatic manifestation of
the metabolic syndrome (YOSHIOKA et al., 2020). However, there are no approved
therapies nor established treatment prescriptions for MAFLD. Current prophylactic
treatments are based on improving physical activity, reducing fat intake and controlling
associated metabolic disorders (HAJIGHASEM, FARZANEGI and MAZAHERI, 2018).

Although the exact molecular mechanisms that drive the pathogenesis of the disease

are still not completely understood, several lines of evidence suggest the occurrence of
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assorted molecular events, or multiple hits, acting synergistically in the establishment and
progression of MAFLD (KUPCOVA et al, 2019). Such hits consist of varied factors in
metabolically predisposed individuals, like oxidative stress, nutritional and epigenetic
aspects, inflammatory intermediates, hormones derived from adipose tissue and abnormal
gut microbiota (MARCHISELLO et al., 2019; BUZZETTI, PINZANI and TSOCHATZIS,
2016).

Oxidative stress is one the most critical contributors in the development of MAFLD
(BRAUD et al., 2017). In this mechanism, the saturation of lipid metabolism caused by its
overload, leads to alterations in the mitochondrial function and to an increase in the
production of reactive oxygen species (ROS) allied to a loss of antioxidant system efficiency
(ASHRAF and SHEIKH, 2015; GARCIA-RUIZ and FERNANDEZ-CHECA, 2018). The
resulting oxidative stress can also cause cell injury through lipid peroxidation and damage
to molecular components, such as DNA, proteins and enzymes leading to modifications in
cellular processes (ORE and AKINLOYE, 2019). Thus, this lack on redox balance is closely
related to cell death activation and recruitment of immune cells. The central role of oxidative
stress in MAFLD progression is supported by studies conducted in experimental and clinical
models that demonstrate a clear association between steatosis and increased ROS production
and mitochondrial dysfunction (SUMIDA et al., 2013; VILAR-GOMEZ et al., 2020).

Moreover, given the difficulty of carrying out analyzes in humans, which require the
observation of invasive pathological findings in the liver, clinical studies of MAFLD are
limited to serological samples, not allowing the investigation of more robust molecular
mechanisms (TANAKA et al., 2019). Thereby, in the past few decades, in vitro models of
MAFLD have been used to study the hepatocellular consequences of steatosis in cell lines.
In this regard, the best-established models are based on the exposure to a mixture of fatty
acids (FFAs), after which the resulting lipid accumulation is considered a phenotypic
benchmark of the disease (GOMEZ-LECHON et al., 2007). The lipoapoptosis and stress
mediated by FFAs often correlate with observations found in in vivo and clinical studies.
Thereafter, well settled models are essential tools for the biochemical and molecular
investigation of fat accumulation within liver cells.

Although there are different FFAs based in vifro models, there is little consensus
regarding standardization and even scarcer studies evaluating the impact of lipid
accumulation on the oxidative stress associated with the establishment of MAFLD. Thus,

the present study aims to evaluate the effect of a cell model of steatosis with a lipid



45

overaccumulation profile in which the oxidative stress, inflammation and apoptosis could be
investigated. For that purpose, multiple data sources show that distinct FFAs have different
effects on lipotoxicity, inflammation and stress. Oleic (C18:1) and palmitic (C16:0) acids
are the most abundant FFAs in human diet and in liver triglycerides of both normal
individuals and patients with steatosis (ABDELMAGID et al., 2015). Therefore, HepG2
cells, a well-characterized and widely used human hepatoma cell line in the study of liver
function, were incubated with mixtures with different proportions of oleate and palmitate to

induce fat accumulation.

Materials and methods

Cell culture

HepG2 cell line was obtained from the Cell Bank of Rio de Janeiro. Cells were
cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma Aldrich, MO, EUA)
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma Aldrich) and 1% penicillin-
streptomycin (Sigma Aldrich) under a 5% CO; humid atmosphere at 37°C. For subculturing
purpose, HepG2 cells were detached with 0.25% trypsin-EDTA at 37°C at a frequency of 2

to 3 days. Cultures were used at 80% confluency.

Induction of steatosis in MAFLD cell model

To induce lipid accumulation, HepG2 cells were seeded in appropriate dishes (flasks
or plates, according to the amount of cell needed) in supplemented media for adhesion. After
starvation with unsupplemented media for 24 h, cells were exposed to different ratios of
long-chain FFAs conjugated to fatty-free bovine serum albumin 4,5% (palmitic at 0.7mM
(P) or oleic and palmitic acids at final concentrations of 1 (OP1) and 2mM (OP2) in a 2:1
ratio). For this purpose, stock solutions of the oleate and palmitate were prepared at
concentrations of 150 mM diluted in ethanol and stored at -20°C until usage, when they were
diluted to working solutions of 3 mM in DMEM conjugated to BSA. Ethanol was used as
vehicle solution in control group (C). After incubation for 24 and 48h, steatotic or control

cells were collected and used in the following assays.
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Oil Red O staining and intracellular lipid content

To assess intracellular lipid content, cells were fixed in 4% paraformaldehyde for 15
min and then stained with Oil Red O (ORO) 60% for 50 min at room temperature. For
qualitative analysis, the stained cells were washed with distilled water and incubated with
60% isopropanol to dissolve the ORO reagent, which solution was measured at 510 nm. For
microscopic analysis, after staining with ORO, the cells were also stained with Hematoxylin
for better visualization of the nuclei. Photomicrographs were then captured under a light

microscope at 400x magnification.

Cell viability and cell damage

Cell viability was determined by the colorimetric assay based on the reduction of
MTT salt by viable cells (MOSMANN, 1983). HepG2 cells were seeded in a 96-well culture
plate, treated as previously described for 24 and 48 h and incubated with 0.5 mg/ml MTT
reagent that was diluted in DMEM. After 1 h of metabolization, the solution was replaced
with 100 pul of DMSO to solubilize formazan crystals. The intensity was measured in plates
at 570 nm absorbance using and the results are expressed in comparison to control group.

For the determination of cytotoxicity and cell damage, the activity of lactate
dehydrogenase (LDH) and aspartate (AST) and alanine aminotransferases (ALT) were
measured. Both assays were performed by commercial kits (Labtest Diagnostica). For that
purpose, HepG2 cells were cultured in phenol-red free media as well the dilution of oleic
and palmitic acids. After 24 and 48 h of lipid exposure, the supernatant was aspired and used

as sample.

Lipid peroxidation

The level of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) was estimated by the
method of Buege and Aust (1978) as an index of lipid peroxidation. For that purpose, the
model was performed in T75 flasks for each group and after 24 and 48 h the cells were
harvested, lysed and mixed with TCA (28% w/v in 0.25 N HCI), TBA (1% in 0.25 M acetic
acid) and BHT (125 mM in ethanol), heated for 15 min at 95°C and then placed in an ice
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bath. Precipitated material was removed by centrifugation, and the absorbance of the clear

supernatant was read at 535 nm.

Glutathione levels

To assess endogenous antioxidant system, total (GSH) and oxidized glutathione
(GSSG) content was determined using a kinetic assay by Rahman et al. (2007) with
modifications. Briefly, cells harvested from T75 flasks were solubilized in extraction buffer
(0.1% Triton-X and 0.6% sulfosalicylic acid in 0.1 M potassium phosphate buffer (KPE)
with 5 mM EDTA disodium salt). After freeze-thaw cycles, the cells were centrifuged at 3
000 g for 4 min at 4°C and the supernatant used in the assay. The samples (20 puL) were
added to a 96 well microplate, followed by 150 uL of working mixture (KPE, DTNB and
glutathione reductase) and 50 pL of NADPH (0.16 mg/mL) for an absorbance reading at 405
nm every 30 s for 4 min in total.

For GSSG, 2 pL of 2-vinylpyridine (1:10) was added to 100 uL of the cell
homogenate followed by 4 pL of triethanolamine (1:6) after 1 h of incubation, then the
derivative samples were assayed as described above. Oxidized and reduced glutathione salts

were used to build standard curves.

Western blotting

Total protein extraction was performed by harvesting treated cells in lysis buffer (150
mM NaCl, 1% Triton X-100, 50 mM Tris pH 8.0, 0.1% protease inhibitor cocktail) and
incubated for 30 min at 4°C. The homogenates were then centrifuged at 16 000 g for 20 min
and the resulting supernatant was taken as a protein sample. Total protein concentration was
measured by the Bradford reagent assay. After protein separation by a 12% SDS-PAGE,
protein bands were transferred electrophoretically to 0.2 (Amersham Biosciences) or 0.45
um (BIO-RAD Laboratories) nitrocellulose membranes for detection of caspase-3 (Casp-3)
and NF-«kB, respectively. Levels of proteins of interest were quantified by Western Blotting
with the primary rabbit monoclonal antibody against Casp-3 (1:1000; Cell Signaling) and
NF-kB p65 (1:1000; Cell Signaling) at 4°C overnight. As the normalizing control, primary

mouse monoclonal antibody against -actin (1:3000; Sigma) at room temperature for 1 h.
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HRP conjugated secondary antibodies were then incubated at room temperature for 1 h

followed by ECL detection and densitometric analysis.

Oxyblot

Protein samples were derivatized in a solution containing 10mM 24-
dinitrophenylhydrazine-10% trifluoracetic acid, as described by Levine ef al. The reaction
was stopped immediately after 20 min of incubation by neutralization with 2 M Tris base
and 30% glycerol, then separated by 10% SDS-PAGE with 5 pg of protein load per track.
For immunodetection by western blotting, gel was incubated with a primary rabbit anti-2,4-
dinitrophenol antibody (1:2000; Sigma) and a secondary anti-rabbit IgG-HRP antibody
(1:5000; Santa Cruz Biotech). After revelation with ECL, carbonylated proteins were

measured by densitometry as described above.

Statistical analysis

Data normality was tested using the Kolmogorov—Smirnov test. Parametric data were
analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey test and
expressed as the mean + standard deviation (SD). Non-parametric data were analyzed using
the Kruskal-Wallis test and Dunn post hoc test. Differences were considered significant for
p < 0.05. All analyses were conducted using GraphPad prism version 8.0.1 software for

Windows (San Diego, CA, USA).

Results

Lipid accumulation

To validate the in vitro model of MAFLD, we first analyzed the development of lipid
accumulation in HepG2 cells after 24 and 48 h exposure to oleic and palmitic acids in
different concentrations indicated by ORO staining (Figure 1A to J). In untreated control
cells, ORO staining revealed almost absence of intracellular lipid droplets. On the other
hand, after treatment with the different concentrations of FFA, lipids accumulated in the

cytoplasm of HepG?2 cells, particularly and more expressively in those exposed to oleate and
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palmitate combined at 1 and 2 mM. However, lower fat levels were found in cells treated
with palmitate alone at 0.7 mM, reinforcing the greater steatogenic effect of oleate. The

optical density analysis demonstrates a dose dependent manner increase of fat accumulation.
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Figure 1. FFA-induced steatosis in HepG2 cells determined by Oil Red O (ORO) staining and ORO-based
colorimetric assay. Representative photomicrographs of ORO and Hematoxylin staining in HepG2 cells
exposed to lipid overload for 24 hours in (A) C; (B) P; (C) OP1; (D) OP2 and for 48 hours in (E) C; (F) P; (G)
OP1; (H) OP2. 400x magnification. Optical density quantification of intracellular lipids at 510 nm after ORO
staining in cells exposed to lipid overload for (I) 24 and (J) 48 hours. Data are expressed as mean £+ SD (n=3).
*p<0.05, ****p<0.0001. C, control; P, 0.7mM Palmitate; OP1, 1 mM Oleate and Palmitate 2:1; OP2, 2 mM
Oleate and Palmitate 2:1.

Cell viability and cytotoxicity

As Figure 2 shows, the various concentrations of FFA did not affect the cell viability
when compared to the control group at 24 h in MTT assay. These results followed within 48
h, except for cells treated with palmitate at 0.7 mM, which promoted a significant reduction

in viable cells, indicating a palmitate-time dependent manner cytotoxicity.
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To further assess the effects of FFA-induced steatosis on HepG2 cells cytotoxicity,
we also analyzed the activity of LDH released in the culture media. The results show that all
treatments lead to an increase in LDH activity at 24 h of incubation, with P and OP2 groups
having more significant differences in comparison to the control. Similar findings were
obtained for P when incubated for 48 h whereas no statistical difference was found in the

supernatant of cells treated with both oleic and palmitic acids when compared to the control.

A B
1004 —— __ 1004 1
;\? o\o ek ok
z z
3 3
2 50 S 507
] ]
3 (5]
T 1
c P OP1  OP2 c P OP1  OP2
Cc D
kkkk Rk
corn
60 60
g ** g T
a 40_ a
I T 407
a == [m]
-l -l
20 20
0 I 0 :
c P oP1 oP2 c P OP1 oP2

Figure 2. Effect of lipid accumulation on cell viability and cytotoxicity in HepG2 cells. MTT assay conducted
in HepG2 cells exposed to lipid overload for (A) 24 and (B) 48 hours. Lactate dehydrogenase (LDH) activity
in supernatant of HepG2 cells exposed to lipid overload for (C) 24 and (D) 48 hours. Data are expressed as
mean £ SD (n=3). **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. C, control; P, 0.7mM Palmitate; OP1, 1 mM Oleate
and Palmitate 2:1; OP2, 2 mM Oleate and Palmitate 2:1.

Aminotransferases release from hepatocytes has been a traditional marker for liver
cell injury and are frequently elevated in MAFLD phenotypes. To determine if FFA-induced
steatosis could result in direct liver cell injury that might count for decreased cell
proliferation, we measured ALT and AST activities in the culture media of treated cells. As
shown in Figure 3, higher concentrations of lipid overload promoted significant increases in
the activity of enzymes in OP2 group after 24 h. Similar results were found at a period of 48
h, however in addition to OP2, OP1 group also showed elevated activity values of ALT and
AST in comparison to the control (Figure 3C and D).
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Figure 3. Effect of lipid accumulation on aminotransferases release in HepG2 cells. Alanine aminotransferase
(ALT) activity in supernatant of HepG2 cells exposed to lipid overload for (A) 24 and (B) 48 hours. Aspartate
aminotransferase (AST) activity in supernatant of HepG2 cells exposed to lipid overload for (C) 24 and (D) 48
hours. Data are expressed as mean + SD (n=3). **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. C, control; P, 0.7mM
Palmitate; OP1, 1 mM Oleate and Palmitate 2:1; OP2, 2 mM Oleate and Palmitate 2:1.

Oxidative stress

To evaluate the effect of induced steatosis on oxidative stress, we measured the levels
of lipid peroxidation and oxidized protein by carbonylation, assayed by TBARS and Oxyblot
methods, respectively. The results, presented in figure 4, show that the lipid overload
induced by OP2 led to a significantly increase in TBARS levels (Figure 4A and B) as well
as in carbonylated proteins (Figure 4C). In the other groups, TBARS and Oxyblot values

remained similar to those of the control group.



52

A B *
1.0
) £
Q. - Q.
@ mu’s % o
g E T g E
23 £ 3 0.5
£ £
£ £
T T
c P oP1 oP2 c P OP1 oP2
c B
2
T 1.0
=
[T}
E ? t r
8 L] L3
'g_ 0.5 |
y B

o-
]
o
o
-
o
T
N

Figure 4. Effect of lipid accumulation on lipid peroxidation and protein carbonylation in HepG2 cells.
Thiobarbituric reactive substances (TBARS) levels in cells exposed to lipid overload for (A) 24 and (B) 48
hours. (C) Total carbonylated protein expression in cells exposed to lipid overload for 24 hours. Data are
expressed as mean + SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01. C, control; P, 0.7 mM Palmitate; OP1, 1 mM Oleate and
Palmitate 2:1; OP2, 2 mM Oleate and Palmitate 2:1.

It is important to mention that Oxyblot data refer to tests carried out in cells after 24
h of exposure to FFAs, due to the fact that in this period the results were found to be more
promising than at the period of 48 h. Therefore, the following experiments were continued
only in 24 h and are presented below (glutathione levels and western blotting analysis).

Higher levels of lipid peroxidation and oxidative damage are regularly associated
with a depletion in the antioxidant system in MAFLD patients and models. However, in our
study, lipid overload did not lead to significant changes in total glutathione (GSH)
concentration (Figure 5A). Nevertheless, when assessed, oxidized glutathione (GSSG) levels
were found to be elevated in cells treated with higher doses of FFA of OP2 group (Figure
5B). On the other hand, palmitic acid stimulation significantly reduced GSSG concentration
when in comparison to the control. Both results provide a convenient resource to a better
understanding of the redox state of the cells by getting to know its proportions. In this sense,
higher concentrations of FFA exposure resulted in a decrease on GSH:GSSG ratio (Figure
5C), showing a clear association to a pro-oxidant cellular state promoted by oleate and

palmitate overload at its highest concentration.
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Figure 5. Effect of lipid accumulation on glutathione levels in HepG?2 cells. (A) Total (GSH) and (B) oxidized
glutathione (GSSG) levels in cells exposed to lipid overload for 24 and hours. (C) GSH:GSSG ratio in cells
exposed to lipid overload for 24 hours. Data are expressed as mean £+ SD (n=1). **p<0.01. C, control; P, 0.7
mM Palmitate; OP1, 1 mM Oleate and Palmitate 2:1; OP2, 2 mM Oleate and Palmitate 2:1.

Western Blot

Clinical studies report that steatohepatitis and more severe stages of MAFLD are
associated with altered apoptosis activity and activation of inflammatory processes.
Therefore, to evaluate the effects of FFA-induced steatosis on apoptosis activity and
inflammation in HepG2 cells, protein intermediates of both mechanisms were analyzed by
western blotting. The results reveal an increase in procaspase-3 levels in cells exposed to
palmitic acid at 0.7 mM, in opposition to OP2 group, which demonstrated a significant
reduction, whereas Casp-3 expression in OP1 was not statistically different from control
(Figure 6A). The expression of cleaved Casp-3 was not observed in the experimental
conditions evaluated. On the other hand, the expression of the NF-kB transcription factor
found to be significantly increased in OP2, indicating that higher concentrations of FFA can

induce an inflammatory state in cells in vitro (Figure 6B).
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Figure 6. Protein expression of markers of apoptosis and inflammation in cell model of MAFLD. Relative
expression of (A) caspase-3 and (B) NF-xB in cells exposed to lipid overload for 24 hours. Data are expressed
as mean £ SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01. C, control; P, 0.7 mM Palmitate; OP1, 1 mM Oleate and Palmitate
2:1; OP2, 2 mM Oleate and Palmitate 2:1.

Discussion

Excessive lipid accumulation within hepatic cells is the major hallmark of MAFLD.
Even though it is a reversible stage, steatosis represents a vulnerable state for the
development of steatohepatitis and more severe or end-stage liver diseases (HU et al., 2018).
In the present study, we evaluated an in vitro model of steatosis in HepG2 cells, a well-
characterized and widely used human hepatoma cell line, by its incubation with oleic and
palmitic acids in different concentrations. As distinct FFAs have different effects on cell
biochemistry, we aimed to determine the best concentration and time conditions to induce
steatosis as well as other features of MAFLD. To the best of our knowledge, no other study
has investigated the role of oxidative stress in association to other features of MAFLD
progression.

The results show that the different FFAs concentrations induced a dose-dependent
increase in lipid droplets content, however, the mixture of oleic and palmitic acids seems to
be more efficient than the individual palmitate overload, as observed in previous studies

(GOMEZ-LECHON et al., 2007; RICCHI et al., 2009). These FFAs act as precursors in the
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synthesis of triglycerides, which are stored in the cytosol in the form of micro or
macrovesicular steatosis. Along with that, triglycerides are the main fat species in lipid
droplets and their formation is considered to be a mechanism that protects hepatocytes from
lipotoxicity (CHEN at al., 2020). The greater increase on fat accumulation found in cells
treated with the mixture of oleate and palmitate seems to lie on the more effective steatogenic
property of oleate, as unsaturated fatty acids are more easily esterified in triglycerides.
Moreover, other studies have indicated a clear association between the presence of oleate
and specific expression patterns of PPAR-a, PPAR-y and SREBP-1 genes, which are related
to the regulation of lipid metabolism (YE et al., 2019; RICCHI et al., 2009).

When the lipid storage capacity of hepatocytes is exceeded, the FFAs may enter
deleterious pathways, causing cell damage and death. Therefore, we evaluated the viability
and potential damage of cells treated with FFAs. Our results show no alterations in cell
viability assayed by MTT method, except for cells exposed to palmitate alone and at a higher
period of time, indicating a time-dependent cytotoxicity of this particular FFA. These
findings are consistent with preceding reports showing that none or less changes were
observed in the cell viability of cells treated with oleate and palmitate in a 2:1 ratio at final
concentrations of 1 and 2 mM. Moreover, mixtures with higher proportions or palmitate
alone promote significant reductions in cell viability, suggesting a cytotoxic effect related to
the concentration of palmitate taken up by HepG2 cells (GOMEZ-LECHON et al., 2007;
RICCHI et al., 2009).

Cell leakage of LDH may occur as a result of disruption of cytoplasmic membrane
integrity and is a feature of cell death. In our study, the exposure of HepG2 cells to all
combinations of oleic and palmitic acids caused increase in LDH leakage at a period of 24
h. However, major differences were obtained when palmitate was used individually, which
followed within 48 h. These findings confirm the cytotoxic effect of palmitic acid reported
in the scientific literature. Other studies have consistently demonstrated the association
between palmitate and cell death in a wide of concentrations and towards different cell lines
and even human and rat hepatocyte primary cultures (MEI et al., 2011; GOMEZ-LECHON
et al., 2007; RICCHI et al., 2009; MORAVCOVA et al., 2015).

ALT and AST are intracellular enzymes found in many organs, but especially in the
human liver and their leakage from the intracellular space is indicative of hepatocellular
damage and death. Therefore, analysis of serum ALT and AST levels is often used in non-

invasive diagnosis of liver diseases, including MAFLD (MA et al., 2020; BROTOS,
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SIKARIS, 2013). Although theoretically similar to LDH release method, our findings reveal
different patterns in the activity of aminotransferases released in culture media of cells
exposed to FFAs.

Several lines of evidence show that ALT is more particularly associated with the
MAFLD spectrum, whose patients have higher ALT/AST ratios (ZOU et al., 2020).
Although the results indicate ratios very close to 1 between both aminotransferases, ALT
levels were significantly higher in combined treatments of oleic and palmitic acids when
compared to the control, which indicates possible hepatocellular damage promoted by FFAs
exposure at higher concentrations. Furthermore, ALT is present exclusively in the cytosol of
hepatocytes, while AST is found both in the cytosol and within the mitochondria
(GLINGHAMMAR et al., 2009). This differential location suggests that ALT can be more
easily released, since lysis of the plasma membrane alone is enough for it to reach the
extracellular space and, therefore, result in higher levels when compared to AST.

Moreover, all treatments showed significantly higher rates at a period of 48 h than
those found after 24 h, suggesting that the enzymes release is dependent on the time of
exposure to FFAs. In another model of MAFLD induced by hyperglycemic conditions in
HepG2 cells, researchers observed that levels of ALT and ALP (alkaline phosphatase),
another enzyme that is a marker of liver damage, were significantly elevated when compared
to the normoglycemic condition. Yet in this study, cytotoxicity and metabolic activity were
also evaluated through MTT and LDH release methods, in which no significant difference
was observed in both treatments (SU et al., 2019).

Along cytotoxicity, hepatocyte apoptosis is a known feature of fatty liver disease,
which may decrease cell proliferation. Current knowledge indicates that saturated fatty acids
like palmitic acid, as well as free cholesterol, found at higher levels in patients with MAFLD,
are the main mediators of lipotoxicity, triggering specific signaling pathways of the cell
death process (KUCHAY, CHOUDHARY, MISHRA, 2020). In agreement with these data,
we found that palmitic acid leads to increased pro-caspase expression in HepG2 cells, unlike
those in which the monounsaturated oleate was incorporated to the mixture of FFAs.
Somehow, oleic acid seems to inhibit or attenuate apoptosis mediated by palmitic acid, as
reported by previous data. These results suggest that Casp-3, and consequently the
mitochondrial pathway of cell death, may be involved in apoptosis induced by saturated lipid
accumulation. In similar in vitro models (GOMEZ-LECHON et al., 2007; MORAVCOVA

et al., 2015), Casp-3 and Casp-9 activation was observed only in human and rat primary
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hepatic cells exposed to higher proportions of palmitate even when these treatments did not
indicate a reduction in cell viability. Furthermore, the highest rates of caspase activation
were found when palmitate was used alone. The proapoptotic character of palmitate can be
further confirmed through flow cytometry, revealing a caspase-dependent mechanism.

Unsaturated fatty acids, such as oleate, exhibit low toxicity towards hepatocytes,
most likely due to a greater triglyceride incorporation capacity, which is an inert and less
toxic form of lipids, and to the increased stability of lipid droplets containing higher rates of
unsaturated chains. In turn, saturated fatty acids such as palmitate have greater toxicity,
given their poor conversion into triglyceride-enriched lipid droplets (AKAZAWA, NAKAO,
2018). Furthermore, it is known that saturated fatty acids can induce apoptosis through
several pathways, including decrease of mitochondrial membrane potential and its release of
cytochrome c, endoplasmic reticulum stress, cell death receptors, dysregulation of the
autophagy process, among others (CAO et al, 2012; SHARMA et al, 2012;
BELOSLUDTSEV et al., 2014; NATARAJAN et al., 2017).

The increased availability of lipids in steatotic cells often leads to a boost in lipid
oxidation, whether in mitochondrial or alternative pathways, that occur mainly in
peroxisomes and microsomes of the endoplasmic reticulum (BROWNING; HORTON,
2004). Such factors drive to a significant increase in the ROS production and consequently
to the establishment of a state of oxidative stress. Thus, lipid overload and, consequently,
oxidative stress, often trigger lipid peroxidation in steatotic cells, causing damage to several
cellular components, like genetic material and proteins. To further investigate if the fat
accumulation in HepG2 cells could promote oxidative stress, we analyzed markers of lipid
peroxidation and protein oxidation by carbonylation. Our results reveal that higher
concentrations of FFAs can indeed lead to an increase in products levels of lipid
peroxidation. Consistent with these data, the patterns of protein oxidation were also found
to be elevated in cells treated with greater concentrations of both oleic and palmitic acids.
These findings also support the pathogenic role and codependence of lipid peroxides and
oxidative stress in the steatotic cells homeostasis.

Malondialdehyde (MDA) levels, measured by TBARS assay, are usually found to be
increased in several experimental and clinical studies of MAFLD. Patients with the disease
frequently have higher serum and liver levels of TBARS than those found in healthy subjects
(LEGHI, DOMENICI, VANNUCCHI, 2015; KOROGLU ef al., 2016), which is also
observed in many animal experimentation models (LI and LU, 2018; ELSHAZLY, 2015;
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SCHRODER et al., 2016). Along with these results, several studies also reveal that not only
concentrations of MDA but levels of 4-hydroxy-2-nonenal, other important product of lipid
peroxidation, are generally high in patients and models of MAFLD, as well as oxidation
products of proteins and DNA (ORE, AKINLOYE, 2019; VILAR-GOMEZ et al., 2020).

Multiple bodies of evidence report the deleterious effect of lipid peroxides on
molecular targets, causing a variety of damage in the intra and extracellular space. As one
of the main targets of these peroxides and other reactive species, proteins are widely involved
in structural components and reactions of the cellular metabolism. In this sense, the
formation of carbonyl groups in protein side chains by its reaction with pro-oxidants and
lipid peroxidation intermediates, especially in proline, arginine, lysine and threonine
residues is a common biochemical marker of oxidative stress (BACHI, DALLE-DONNE,
SCALONI, 2013). These findings are consistent with previous studies conducted with in
vivo models of MAFLD. After induced hepatic steatosis with a high-fat diet for 6 weeks,
mice showed a significant increase in the hepatic protein carbonylation profile assessed by
the Oxyblot method (CARVALHO et al., 2019). In the study, researchers also found
elevated levels of TBARS in association with changes in the antioxidant system.

One of the most important components of this endogenous antioxidant defense,
glutathione (GSH) is a tripeptide particularly concentrated in the liver. In order to neutralize
reactive species, as ROS and lipid peroxides, GSH is oxidized into glutathione disulfide
(GSSG) by the enzyme glutathione peroxidase (GPx), and reconverted into GSH by the
NADPH-dependent enzyme glutathione reductase (GR) (LUSHCHAK, 2012). As different
proportions of GSH and GSSG can coexist depending on the redox necessities, the
GSH:GSSG ratio 1s used as a marker of cellular toxicity, which under stress is often
decreased (ZITKA et al., 2012; VAIRETTI et al., 2021). Consistent with that, our findings
reveal an expressive imbalance in GSH:GSSG ratio of cells exposed to FFAs. In fact, the
results show a dose-dependent manner in GSSG levels, as long as in GSH:GSSG, as higher
concentrations of oleic and palmitic acids lead to increased glutathione levels in its oxidized
form.

The high availability of fatty acids in the liver is also associated with inflammatory
processes through the activation of NF-kB pathway, which seems to play an essential role in
the establishment of steatohepatitis (BODEN et al., 2005). In this sense, researchers have
discovered new targets and genes involved with NF-xB in HepG2 cells, indicating that this
may be an important parameter in the development of new models of MAFLD (ZHOU et
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al., 2017; DAI et al., 2017; YUAN et al., 2020). Furthermore, it is known that lipid
peroxidation products, such as TBARS, are involved in NF-kB activation. Thus, the
significant increase in lipid peroxidation along with protein oxidation and the depletion in
GSH:GSSG ratio in cells exposed to oleate and palmitate at 2 mM may be associated with
the greater resultant expression of NF-«B.

Several studies associate the establishment of steatosis and insulin resistance to the
activation of inflammatory pathways through the action of pro-inflammatory cytokines,
whose expression is influenced by NF-kB. Consistent with these data, significant increases
in the cytokine levels, such as TNFa and IL-6, can be found in steatotic HepG2 cells after
48 hours of exposure to oleic and palmitic acids (HE et al., 2020). In addition, many other
in vivo models of MAFLD also demonstrate the activation of inflammation through TNFa,
IL-1B and IL-6 (SHEN et al., 2020).

In conclusion, these results highlight the efficiency of the proposed model in
inducing hepatic steatosis in HepG2 cells by its incubation with oleic and palmitic acids.
Interestingly, despite the fact that both FFAs can be used in the induction of lipid
accumulation, different experimental outcomes were obtained. On the one hand, steatosis
promoted by palmitic acid alone is associated to major toxic and apoptotic effects, but almost
no changes in cellular redox homeostasis. On the other hand, a high proportion of oleic acid,
even though in the presence of palmitate, have major steatogenic effect which might lead to
a pro-oxidant state verified by an augmentation in oxidative stress biomarkers. Furthermore,
the resulting oxidative stress seems to mediate the activation of inflammation in cells
exposed to high concentrations of FFAs, consistent with the mechanisms underlying the
progression of MAFLD. Therefore, the hepatic cellular model presented here proved
adequate to the experimental investigation of MAFLD features as well as the prospection of

new effective therapeutic strategies.
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CONCLUSAO

O presente estudo destaca a eficiéncia do modelo proposto em induzir a esteatose
hepatica em células HepG2 através de sua incubac¢dao com os acidos oleico e palmitico. Os
resultados obtidos sugerem fortemente que a exposi¢do combinada a oleato e palmitato a 2,0
mM (OP2) seja a interven¢ao mais eficaz na indu¢ao da MAFLD em células da linhagem
HepG2. Expostas a essa concentragdo, as células apresentaram um maior acumulo de
goticulas lipidicas no espaco citoplasmatico, a principal evidéncia patologica da MAFLD.
Além disso, a peroxidacdo lipidica e a carbonilagio de proteinas se mostrou
substancialmente elevada, em associacdo a altos niveis de glutationa oxidada, refor¢ando o
estado pro-oxidante induzido pela sobrecarga lipidica no modelo. Consistente a esses
resultados, a expressdo de NF-kB se encontra aumentada, indicando uma possivel ativagao
do processo inflamatério decorrente do estresse oxidativo. Por outro lado, a esteatose
promovida individualmente pelo acido palmitico estd associada a um efeito toxico e
apoptotico mais expressivo, mas sem alteragdes na homeostase redox.

Portanto, o uso deste modelo experimental da MAFLD representa uma ferramenta
de grande utilidade para a elucidagdo de mecanismos moleculares envolvidos na doenca e a

defini¢do de alvos potenciais para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas.
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has been reviewed by a native speaker. Please note: extensive rewriting of the text will not
be undertaken by the editorial staff.

2. Latin terminology, including microbiological and species nomenclature, should be
italicised.

3. Use standard convention for human and animal genes and proteins: italics for genes and
regular font for proteins, and upper case for human products and lower case for animal
products.

4. “US” is preferred to “American”, “USA” to “United States”, and “UK” to “United
Kingdom”.

5. Double quotation marks rather than single are used unless the “quotation is ,,within®
another”.

6. Punctuation of common abbreviations should adhere to the following conventions: “e.g.”;
“i.e.”; “cf.”. Note that such abbreviations should not generally be followed by a comma or a
(double) point/period.

7. Upper case characters in headings and references should be used sparingly, e.g. only the
first word of paper titles, subheadings and any proper nouns begin upper case; similarly for
the titles of papers from journals in the references and elsewhere.

8. Apostrophes should be used sparingly. Thus, decades should be referred to as follows:
“The 1980s [not the 1980*s] saw ...”. Possessives associated with acronyms (e.g. APU),
should be written as follows: “The APU"s findings that ...” but note that the plural is
“APUs”.

9. All acronyms for national agencies, examinations, etc., should be spelled out the first time
they are introduced in text or references. Thereafter the acronym can be used if appropriate,
e.g. “The work of the Assessment of Performance Unit (APU) in the early 1980s ...” and
subsequently, “The APU studies of achievement ...”, in a reference “(Department of

Education and Science [DES] 1989a)”.
[...]

Fonte: Disponivel em:
<https://www.tandfonline.com/action/authorSubmission?show=instructions&journalCode=

1arp20>. Acesso em: 13 fev. 2023.



