UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

GABRIELA TOLENTINO AZEVEDO

PERFIL DE EXPRESSAO DE CITOQUERATINA 17 E ANEXINA A2 EM
MODELO CELULAR DA DOENCA HEPATICA GORDUROSA ASSOCIADA AO
METABOLISMO

PATOS DE MINAS - MG
FEVEREIRO DE 2024



GABRIELA TOLENTINO AZEVEDO

PERFIL DE EXPRESSAO DE CITOQUERATINA 17 E ANEXINA A2 EM
MODELO CELULAR DA DOENCA HEPATICA GORDUROSA ASSOCIADA AO
METABOLISMO

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Poés-graduagao em
Biotecnologia como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em
Biotecnologia.

Orientadora: Profa. Dra. Thaise
Goncalves de Aratjo

Coorientadora: Profa. Dra. Joyce
Ferreira da Costa Guerra

PATOS DE MINAS - MG
FEVEREIRO DE 2024



Ficha Catalografica Online do Sistema de Bibliotecas da UFU
com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

A994  Azevedo, Gabriela Tolentino, 1992-

2024 Perfil de expressao de Citoqueratina 17 e Anexina A2
em modelo celular da doenga hepatica gordurosa associada
ao metabolismo [recurso eletrdnico] / Gabriela Tolentino
Azevedo. - 2024.

Orientadora: Thaise Gongalves de Araujo.

Coorientador: Joyce Ferreira da Costa Guerra.

Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal de
Uberlandia, Pds-graduacéao em Biotecnologia.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://doi.org/10.14393/ufu.di.2024.36

Inclui bibliografia.

Inclui ilustracdes.

1. Biotecnologia. |. Aradjo, Thaise Gongcalves de,
1984-, (Orient.). Il. Guerra, Joyce Ferreira da Costa,
1986-, (Coorient.). lll. Universidade Federal de
Uberlandia. Pos-graduacdo em Biotecnologia. IV. Titulo.

CDU: 60

Bibliotecarios responsaveis pela estrutura de acordo com o0 AACR2:

Gizele Cristine Nunes do Couto - CRB6/2091
Nelson Marcos Ferreira - CRB6/3074




UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Coordenacdo do Programa de Pos-Graduacdao em Biotecnologia
Av. Getdlio Vargas, 230, 32 andar, Sala 308 - Bairro Centro, Patos de Minas-MG, CEP
38700-128
Telefone: (34) 3823-3714 - Ramal 39 - www.ppgbiotec.ibtec.ufu.br -
ppgbiotec@ibtec.ufu.br

ATA DE DEFESA - POS-GRADUACAO

Programa de

Pos- . .

Graduaco Biotecnologia

em:

Defesa de: Dissertacdo de Mestrado Académico

Data: 26/02/2024 Hora de inicio: |13:30 | Horade 16:15
encerramento:

Matricula do | 455128TC003

Discente:

Npme dot Gabriela Tolentino Azevedo

Discente:

Titulo do Perfil de expressao de Anexina A2 e Citoqueratina 17 em modelo celular da

Trabalho: doenca hepatica gordurosa associada ao metabolismo

Area de Biociéncias

concentracao:

Linha de Bioinformatica e Biologia Molecular aplicada a gendmica, transcriptomica e

pesquisa: protedmica

Ere{;.jes?sg?je Descoberta, caracterizacdo e validacdo de marcadores e moléculas bioativas

vinfula-:;éo: em doengas humanas, animais e vegetais

Reuniu-se por webconferéncia do Microsoft Teams, aplicativo padrao da
Universidade Federal de Uberlandia, a Banca Examinadora, designada pelo
Colegiado do Programa de Pds-graduacao em Biotecnologia, assim composta:
Professores Doutores: Dra. Cristina Ribas Furstenau (CCNH - UFABC), Dra. Veridiana
de Melo Rodrigues Avila (IBTEC - UFU) e Thaise Goncalves de Araujo (IBTEC -
UFU) orientadora da candidata.

Iniciando os trabalhos o(a) presidente da mesa,Dra. Thaise Gongalves de
Aradjo, apresentou a Comissao Examinadora e a candidata, agradeceu a presenca
do puablico, e concedeu ao(a) Discente a palavra para a exposicao do seu trabalho. A
duracdo da apresentacdo do(a) Discente e o tempo de arguicao e resposta foram
conforme as normas do Programa.

A seguir o senhor(a) presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente,
aos(as) examinadores(as), que passaram a arguir o(a) candidato(a). Ultimada a
arguicao, que se desenvolveu dentro dos termos regimentais, a Banca, em sessao
secreta, atribuiu o resultado final, considerando o(a) candidato(a):

Aprovado.

Esta defesa faz parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre.

O competente diploma sera expedido apds cumprimento dos demais requisitos,
conforme as normas do Programa, a legislacao pertinente e a regulamentacao
interna da UFU.



Nada mais havendo a tratar foram encerrados os trabalhos. Foi lavrada a presente
ata que apos lida e achada conforme foi assinada pela Banca Examinadora.

R
il
SeL
assinatura
eletrdnica

0

P
il
Sel
assinatura
eletrdnica

0

- -
assinatura

R

1l

seil o
eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Thaise Goncalves de Araljo,
Professor(a) do Magistério Superior, em 26/02/2024, as 16:24, conforme
horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de

8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Veridiana de Melo Rodrigues Avila,
Professor{a) do Magistério Superior, em 26/02/2024, as 16:29, conforme
horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de

8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Cristina Ribas Firstenau, Usuario
Externo, em 26/02/2024, as 16:29, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8.539, de 8 de outubro de 2015.

=RIC)

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
[ [ ?

L4 acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o codigo

5 verificador 5210520 e o cédigo CRC 20C548D4.

Referéncia: Processo n? 23117.014004/2024-49

SEl n? 5210520



GABRIELA TOLENTINO AZEVEDO

PERFIL DE EXPRESSAO DE CITOQUERATINA 17 E ANEXINA A2 EM
MODELO CELULAR DA DOENCA HEPATICA GORDUROSA ASSOCIADA AO
METABOLISMO

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pos-graduagao em
Biotecnologia como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em
Biotecnologia.

Aprovada em 26 /02 /2024

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Thaise Gongalves de Aratjo — UFU

Profa. Dra. Veridiana de Melo Rodrigues Avila — UFU

Profa. Dra. Cristina Ribas Furstenau — UFABC

PATOS DE MINAS - MG
2024



Dedico esta dissertagdo a minha querida mae
Vanderleia que sempre caminhou comigo para a
realizagdo do meu sonho de seguir carreira
académica e ndo mediu esfor¢os para me apoiar na
busca de conhecimento.



"Comece fazendo o que é necessdrio, depois o que é possivel,
e, de repente, vocé estard fazendo o impossivel.”

- Sao Francisco de Assis

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é
sendo uma gota de dgua no mar. Mas o mar
seria menor se lhe faltasse uma gota.”

- Madre Teresa de Calcuta

“No meio de qualquer dificuldade
encontra-se a oportunidade.”

- Albert Einstein



AGRADECIMENTOS

Acima de tudo, agradeco a Deus por me guiar e por tornar mais um sonho possivel.

A minha mae Vanderleia Tolentino dos Santos, por ser minha amiga, minha maior
incentivadora, por ser minha base, meu suporte e pela educagdo que me proporcionou o
que possibilitou concluir mais essa fase da minha vida académica.

A minha avo Emilia Luisa dos Santos, por todo amor, carinho e dedica¢ao durante todas as
etapas da minha vida. Por ter me ensinado o bom caminho pelo exemplo.

A minha orientadora Dra. Thaise Gongalves de Aratjo, pela oportunidade, pela dedicagdo
em transmitir seus conhecimentos, pelo incentivo, paciéncia e por sempre estar pronta para
ajudar no que for necessario. Obrigada por acreditar em mim e no meu trabalho!

A minha co-orientadora Dra. Joyce Ferreira da Costa Guerra, e aos demais integrantes do
Laboratério de Bioquimica, do departamento de Biotecnologia, pela oportunidade,
ensinamentos, amizade e pela contribuigdo com a linhagem de células, fundamental para o
desenvolvimento deste trabalho.

Aos tantos amigos que fiz ao longo desses dois anos obrigada pelo apoio, pelos sorrisos e
pelas brincadeiras que tornaram a caminhada mais leve e agradavel. Em especial, agradeco
as amigas Bruna Céssia e Bruna Custoédio, que compartilharam comigo conhecimento e
momentos importantes desta fase.

Aos colegas do LBq, Vinicius, Maju e Junior.

Aos colegas do Gbio, em especial Mateus Fernandes, Paulinha, André, Gislaine e
Dayanne.

Ao técnico do nosso laboratorio, Dr. Raoni. Pela organizacdo dos nossos equipamentos,
reagentes e protocolos, facilitando a execucdo dos experimentos. E por estar sempre
disposto a colaborar com seu conhecimento.

As professoras Dra. Veridiana e Dra. Cristina, integrantes da banca, por dispor de seu
precioso tempo para avaliarem este trabalho.

Aos professores e servidores da UFU.
Aos meus amigos e familiares.

E a todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realiza¢do deste trabalho.



RESUMO

A obesidade e a doenca Hepatica Gordurosa Associada ao Metabolismo (MAFLD) tém
aumentado entre a populag@o nos ultimos anos, tornando-se um problema de saude publica,
incluindo no Brasil. O acimulo excessivo de gordura corporal ¢ um fator de risco para
sindromes metabolicas, o que determina uma intima relagdo entre as duas condicdes.
Contudo, o perfil molecular da obesidade e MAFLD ainda ¢ pouco conhecido e se mostra
essencial para a compreensdo de sua génese e direcionamento terapéutico. Assim, o
presente estudo objetivou avaliar o perfil de expressao de dois novos marcadores
Citoqueratina 17 (KRT17) e Anexina A2 (ANXA2) em modelo celular de MAFLD. Para
i1sso, 0 acumulo de lipidios foi induzido expondo células HepG2 a palmitato isolado a 0,7
mM (P), a mistura de acidos oleico e palmitico a 2:1, sendo definido como OP1 na
concentragdo final de 1 mM e OP2 na concentragao final de 2 mM. Os lipidios foram
conjugados com albumina sérica bovina (BSA) e mantidos por 24 h. Como controle, as
células foram incubadas com veiculo (DMEM conjugado com BSA contendo etanol). O
acumulo de lipidios foi avaliado colorimetricamente utilizando Oil/ Red. Ensaios de qRT-
PCR e Western Blotting foram conduzidos para observar a modulacdo transcricional de
KRT17, ANXA2 e das citocinas IL1f, IL17, IL22, TGFp, IL6 ¢ STAT3. Os resultados
revelaram que houve acimulo intracelular de lipidios em todos os tratamentos. Em OP2, a
expressao de ANXA2 aumentou significativamente. Os transcritos de /L-15, IL-17, IL-22,
TGF-f, IL-6 e STAT3, também se mostraram significativamente aumentados apenas no
grupo OP2, o que evidencia um processo inflamatério associado 8 MAFLD quando os
acidos oleico e palmitico sdao adicionados na concentragao de 2 mM. Em nivel proteico,
houve uma maior expressao citoplasmatica de ANXA2 em OP1 e OP2, sem diferenga
significante no nucleo. Ja os niveis de KRT17 foram reduzidos no citoplasma dos
tratamentos OP1 e OP2. Portanto, em condi¢des de esteatose por acimulo de lipidios em
células HepG2, ocorre um processo inflamatério acompanhado pelo aumento dos
transcritos de KRT17 e ANXA2 e um comportamento proteico diferencial, com aumento de
ANXAZ2 no citoplasma e diminuigdo de KRT17, que pode se translocar para o nucleo.
Logo, o eixo citocinas-KRT17/ANXA2 pode ser um alvo promissor na compreensdo de
distarbios metabolicos, especialmente MAFLD.

Palavras-chave: Sindrome metabdlica; Obesidade; MAFLD; Esteatose hepatica; Células
HepG2; Citoqueratina 17 e Anexina A2.



ABSTRACT

Obesity and metabolic-associated fatty liver disease (MAFLD) have increased, becoming a
public health problem, including in Brazil. Excessive accumulation of body fat is a risk
factor for metabolic syndromes, demonstrating a close relationship between the two
conditions. However, the molecular profile of obesity and MAFLD is still poorly known
and is essential for understanding their genesis and therapeutic targeting. Thus, the
present study aimed to evaluate the expression profile of two new markers Cytokeratin 17
(KRT17) and Annexin A2 (ANXA2) in a cellular model of MAFLD. For this, lipid
accumulation was induced by exposing HepG?2 cells to isolated palmitate at 0.7 mM (P), to
oleic and palmitic fatty acids in a 2:1 ratio, defined as OP1 at a final concentration of 1
mM and OP2 at final concentration of 2 mM. The lipids were conjugated with bovine
serum albumin (BSA) for 24 hours. As a control, cells were incubated with vehicle (BSA-
conjugated DMEM containing ethanol). gRT-PCR and Western Blotting assays were
conducted to observe the transcriptional modulation of KRT17 ANXA2 and the cytokines
ILIB, IL17, IL22, TGFp, IL6 and STAT3. The results revealed that there was intracellular
accumulation of lipids in all treatments. In OP2, ANXA2 expression increased
significantly. IL-1p, IL-17, IL-22, TGF-p, IL-6 and STAT3 transcripts were also
significantly increased in the OP2 group, demonstrating an inflammatory process
associated with MAFLD when fatty acids are added at the final concentration 2mM. There
was an increase in the cytoplasmic protein expression of ANXA2 in OP1 and OP2, with no
significant difference in the nucleus. The expression of KRT17 decreased significantly in
the cytoplasm in OP1 and OP2 treatments. Thus, under conditions of steatosis due to lipid
accumulation in HepG?2 cells, an inflammatory process occurs accompanied by an increase
in KRT17 and ANXA?2 transcripts and a differential protein behavior, with an increase in
ANXA?2 in the cytoplasm and a decrease in KRT17, which can translocate to the nucleus
Therefore, the cytokines-KRT17/ANXA2 axis may be a promising target in understanding
metabolic disorders, especially MAFLD.

Keywords: Metabolic syndrome; Obesity;, MAFLD,; Hepatic steatosis; HepG2 cells; KRT17
and ANXA?2.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

1.1 Problema

Nas ultimas décadas, a mudanca no estilo de vida influenciou na transigao
nutricional entre os brasileiros, de modo que a populagio diminuiu o consumo de
alimentos in natura e aumentou a ingestdo de alimentos ultraprocessados. O excesso de
calorias e gorduras saturadas tem se tornado alarmante em todo o mundo, pois estd
relacionado com o desenvolvimento de doengas metabdlicas como diabetes mellitus tipo 2
(DM2), obesidade e doenga hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD)
(Godoy-Matos et al., 2020). Essas doencas cronicas estdo intimamente associadas, de
modo que a MAFLD estd presente em 80 a 90% dos individuos obesos, 30 a 50% dos
pacientes diabéticos e 90% naqueles que apresentam dislipidemias (Bellentani et al.,
2010).

A MAFLD ¢ uma condigdo clinica que abrange um espectro amplo de alteragdes
hepaticas, caracterizada pelo aumento superior a 5% de gordura nos hepatdcitos, sendo
definida como esteatose simples, quando ndo ha inflamacdo, e como esteato-hepatite ndo
alcoolica (NASH), quando apresenta inflamacao lobular, balonizacdo de hepatdcitos e
fibrose (Chua et al., 2022; Kaya; Yilmaz, 2022). Estad entre as causas mais comuns de
doenga hepatica cronica no mundo, atingindo, aproximadamente, 25% da populagdo e
considerada uma das principais indicagdes para transplante de figado (Clare et al., 2022). E
uma doenga metabdlica assintomatica e de dificil diagnostico, de modo que ndo existe um
método assertivo ndo invasivo de detec¢do, nem tratamento medicamentoso especifico. Até
o momento, a melhor estratégia consiste na reversdo dos fatores de risco como sobrepeso e
obesidade (Godoy-Matos et al., 2020).

Quando o tecido adiposo subcutaneo expande até seu limite, ha uma mobiliza¢ao de
acidos graxos livres (AGL), causando maior deposi¢ao visceral e acumulo ectopico de
gordura. O tecido adiposo disfuncional aumenta a liberagdo de adipocinas inflamatorias,

além de promover estresse do reticulo endoplasmatico e disfun¢do mitocondrial (Godoy-
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Matos et al., 2020). Fisiologicamente, os hepatdcitos ndo armazenam lipideos. Quando
estes se acumulam, hid uma desregulacio e morte celulares, acompanhadas do
desenvolvimento da esteatose. Esse fenomeno ¢ conhecido como lipotoxicidade e pode ter
um importante papel no dano tecidual, além de diminuir a sensibilidade a insulina e
conduzir e/ou agravar o quadro de MAFLD. Os triglicerideos sdo os principais envolvidos
na patogénese hepatica e o acido palmitico (4cido graxo saturado) e o acido oleico (acido
graxo monoinsaturado) sao os acidos graxos mais abundantes na dieta e conhecidamente
associados a MAFLD (Ricchi et al., 2009). Portanto, a relacao entre obesidade e MAFLD ¢
evidente, mas seus mecanismos moleculares permanecem pouco compreendidos.

Nao ha biomarcadores especificos para o diagnostico diferencial de MAFLD.
Clinicamente, ¢ utilizada a dosagem de alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP) e gama glutamil transferase (GGT)
plasmaticos, sendo estas ferramentas extremamente uteis para diagnostico de doengas no
figado em sua fase precoce (Abenavoli et al., 2017). Contudo, a microbiota intestinal,
marcadores inflamatorios, adipocinas € microRNAs vém sendo amplamente estudados (Di
Mauro et al., 2021). A desregulacdo dessas proteinas ja foi descrita em tumores (Chen et
al., 2022; Wang et al., 2019; Li et al., 2021; Wang; Lin, 2014; Mei et al., 2021), mas ainda
¢ pouco compreendida na obesidade e/ou MAFLD. Recentemente, alguns pesquisadores
sugeriram que ANXA?2 pode ser um potencial biomarcador para o diagnostico de MAFLD,
NASH e fibrose hepatica (Tavirani et al., 2019; Wang et al., 2022). A interacdo entre
KRT17 e ANXA2 também ja foi descrita, sugerindo um crosstalk entre as duas proteinas

na regulacdo de eventos-chave como a inflamagao (Chung et al., 2012; Yang et al., 2019).

1.2 Hipotese

KRT17 e ANXA2, em niveis proteicos e transcricionais, estdo alteradas em modelo

celular de MAFLD.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral

Caracterizar a expressdo de KRT17 e ANXA2 em modelo celular de MAFLD.
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1.3.2 Objetivos especificos

» Induzir o acimulo de lipideos em células HepG2 para estabelecer o modelo in vitro de
MAFLD;

* Quantificar os transcritos dos genes KRT17, ANXA2, IL1p, IL17, IL22, TGFp, IL6 e
STAT3 no modelo celular de MAFLD;

= Analisar a expressao proteica de KRT17 ¢ ANXA2 no modelo celular de MAFLD;

1.4 Justificativa

A obesidade e a MAFLD estdo associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade
na populagdo brasileira e mundial. O tratamento dessas doencas e, consequentemente, das
alteragdes metabolicas associadas impacta os sistemas de saude, tornando-se um grande
desafio. Essas patologias t€ém se mostrado prevalentes devido, principalmente, ao
desequilibrio entre consumo caldérico e gasto energético. De fato, h4 um aumento no
consumo de alimentos ultraprocessados, ricos em agucares e gorduras, além da
manutengdo de um estilo de vida sedentario. Para o controle da obesidade ¢ da MAFLD a
mudanga dos habitos, incluindo uma alimentagdo equilibrada, e a pratica de exercicios
fisicos regulares sdo preponderantes. Em relacdo a MAFLD ndo hd medicacao especifica
para impedir a evolucdo da doenga. Além disso, as alteragdes moleculares associadas ao
seu surgimento e progressdo ndo foram completamente elucidadas. Torna-se justificavel
desenvolver estudos dedicados a caracterizacao de novos biomarcadores, como KRT17 e
ANXAZ2, e a sua associacao com parametros clinicos, sendo essenciais para a otimizacao
das ferramentas de diagnostico e de tratamento dessas doengas, direcionando e otimizando
politicas publicas em consonancia com o Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel

(ODS) 3 da Organizagao das Nacdes Unidas (ONU).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade
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A obesidade ¢ caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal localizada
ou generalizada, oferecendo inimeros riscos a saude geral do individuo. Claramente,
compromete toda a homeostase, afetando coracdo, rins, figado, sistema reprodutivo e
articulagcdes. Além disso, ¢ um dos principais fatores de risco para cancer e doencgas
cardiovasculares (DCV), contribuindo diretamente para o desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e inflamacao (Freitas Jr et
al.,2018; OMS, 2022). Além disso, alguns estudos associaram individuos com sobrepeso ¢
obesidade ao risco aumentado de quadros graves de COVID-19 (De Leeuw et al., 2021,
Wiechert; Holzapfel, 2022).

A obesidade ¢ uma doenca definida como uma desordem metabdlica cronica de
etiologia multifatorial. Estd associada, principalmente, a inseguran¢a alimentar e
nutricional da populagdo, condicionada pelo aumento no consumo de alimentos ultra
processados, ricos em sédio, agucares ¢ gorduras saturadas. Esses alimentos contém alta
densidade energética e quando em grandes quantidades, especialmente em individuos
sedentarios, podem desregular o balanco energético, conduzindo ao aumento no niimero
(hiperplasia) e no tamanho (hipertrofia) dos adipécitos (Dias et al., 2017; OMS, 2022).
Estas células armazenam o excesso de energia na forma de triglicerideos ¢ compdem o
tecido adiposo, o qual pode constituir cerca de 2 a 70% do peso corporeo (Freitas Jr ef al.,
2018; Ahmed et al., 2021).

A obesidade ¢ uma condigdo que se relaciona com o declinio na qualidade e
expectativa de vida (Freitas Jr er al., 2018; OMS, 2022; Wiechert; Holzapfel, 2022).
Contudo, alguns individuos podem ter obesidade sem complicagdes de saude relacionadas,
com sensibilidade a insulina, menos gordura visceral intra-abdominal € um menor grau de
inflamacdo sistémica. J& os que apresentam DM2, sindrome metabolica (SM), DCV,
podem manifestar resisténcia insulinica, inflamacao sistémica e maior acimulo de gordura
visceral intra-abdominal e ectopica. Adicionalmente, a obesidade impacta na doenca
hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD), uma desregulagdao metabdlica

grave (Lonardo et al., 2020).

2.1.1 Etiologia e aspectos epidemioldgicos

A obesidade ¢ resultante da interacao entre diversos fatores de risco, destacando-se

aspectos genéticos e epigenéticos. De fato, encontram-se descritos na literatura cientifica
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cerca de 32 genes de predisposi¢do ou que influenciam a obesidade, afetando o
armazenamento de gordura corporal e a metabolizagdo dos alimentos. Distlirbios
metabolicos e endocrinos também aumentam o risco para a obesidade. Além disso, a
alimentacdo dos pais ¢ o ambiente em que estdo inseridos podem imprimir padroes
herdaveis de metilagdo no DNA (4cido desoxirribonucleico). Durante a gestacdo, os
habitos alimentares maternos podem alterar a metilagdo do DNA do feto, influenciando seu
peso no futuro (Ahmed et al., 2021).

A idade ¢ um fator de risco estabelecido, uma vez que o envelhecimento ¢ decisivo
na mudanca da composi¢do corporal do individuo, com o aumento da propor¢do de
gordura em relagdo a massa muscular. Apos os 20 anos, a taxa metabolica de repouso, que
representa a quantidade minima de energia que o organismo necessita para sobreviver,
diminui aproximadamente de 2 a 3% a cada década de vida, o que predispde & uma
reducdo de 40% da massa muscular esquelética ¢ ao maior acimulo de gordura abdominal.
Com o envelhecimento, a regularidade nos exercicios fisicos também diminui, o que
favorece a redu¢do do gasto energético total (Ahmed et al., 2021). Finalmente, destacam-se
0s aspectos ambientais e o facil acesso da populacdo a alimentos com alta densidade
caldrica. Seu baixo custo impacta no or¢amento familiar, especialmente entre a populagdo
de nivel socioecondmico baixo. Aliado ao sedentarismo, esse cendrio compde um ambiente
favoravel ao desenvolvimento da obesidade (Godoy-Matos et al., 2020; Ahmed et al.,
2021).

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade entre adultos tem crescido nas Ultimas
décadas, sendo apontado como um dos principais fatores de risco para diferentes doencas.
A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) registrou mais de 4 milhdes de mortes por ano
relacionadas a obesidade no mundo, sendo, portanto, um sério problema de saude publica.
De fato, o nimero de oObitos relacionados a obesidade supera os de desnutricdo e dados
mostraram que at¢ 2016 mais de 1,9 bilhdo de individuos em todo o mundo se
encontravam em situacao de sobrepeso. Destes, cerca de 650 milhdes de adultos eram
obesos, o que corresponde a 13% da populacdo, totalizando 11% dos homens e 15% das
mulheres. Entre os anos de 1975 a 2016 a prevaléncia de obesidade no mundo triplicou e
dados da OMS evidenciam que até 2030 mais de 2,3 bilhdes (57,8%) de individuos terdo a
saude comprometida devido ao sobrepeso e obesidade (OMS, 2022).

No Brasil o mesmo padrio tem sido observado. Dados epidemioldgicos da

VIGITEL (2019) demonstraram um aumento na prevaléncia da obesidade de 72% nos
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ultimos 13 anos, saindo de 11,8% em 2006, para 20,3% em 2019. Dados da Pesquisa
Nacional de Saude (PNS) do IBGE apontaram que em 2019, 55,4% dos brasileiros
apresentaram excesso de peso, sendo essa frequéncia maior entre homens (57,1%) do que
entre mulheres (53,9%). Em relacdo a obesidade para o mesmo ano, 20,3% dos adultos
brasileiros eram obesos, sendo 18,7% dos homens e 20,7% das mulheres (BRASIL, 2019).
Além do crescente numero de casos a obesidade impacta na economia do pais. Nilson et
al., (2020), apontaram que, em 2018, os gastos com interna¢des no Sistema Unico de
Saude (SUS) relacionadas as principais Doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT)
foram de R$ 3,84 bilhdes. Nesse cenario, a obesidade se mostrou como principal fator de
risco para DM2 e HAS, com gastos de R$ 699 milhdes em hospitalizagdes e servigos
ambulatoriais € de R$ 722 milhdes em medicamentos, totalizando R$ 1,39 bilhdo nesse

mesmo ano (Nilson et al., 2020).

2.1.2 Diagnostico

O pardmetro para o diagndstico de obesidade é o Indice de Massa Corporea
(IMC=kg/m?) superior ou igual a 30kg/m? (Tabela 1). Este é o preditor internacional de
obesidade utilizado pela OMS e, apesar de vantajoso para estudos epidemioldgicos pela
sua simplicidade, ndo consegue distinguir entre gordura corporal e massa magra. Por isso,
sd0 necessarios outros critérios auxiliares como a circunferéncia da cintura (CC), tendo
como referéncia para mulheres CC > 88cm e para homens CC > 102cm e a relagdo cintura
quadril (RCQ) (OMS, 2022; Rakvaag et al., 2019). Quando esses valores estdo aumentados
podem indicar a obesidade central, também conhecida como visceral, em que a gordura ¢
armazenada na regido superior do corpo e no abdome, aumentando o risco de desenvolver
complicacdes metabdlicas (Freitas Jr et al., 2018; Mayoral et al., 2020). Na obesidade
periférica, ha um acimulo de gordura na regido inferior do corpo como, gliteos, quadril e

coxas, com menor risco de complicagdes metabolicas (Mayoral et al., 2020).
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Tabela 1 — Classificagio do indice de Massa Corporea (IMC=kg/m?) e Circunferéncia da cintura (CC) em
adultos e sua relagdo com o desenvolvimento de comorbidades.

Circunferéncia da Risco de
3 X 2
Classificacio IMC (Kg/m’) cintura comorbidades
Baixo peso <18.5 Baixo
Homem <94 cm i
Peso normal 18.5a24.9 Mulher < 80 cm Médio
Homem > 94 cm
Sobrepeso 252299 Mulher > 80 cm Pouco aumentado
) Homem > 102 cm
Obesidade Grau | 30a349 Mulher > 88 cm Moderado
Obesidade Grau 11 35a399 QGrave
Obesidade Grau 111 . .
(Obesidade morbida) >ou igual a 40 Muito grave

Fonte: Adaptado de ABESO, 2009, 2016.

2.1.3 Patogénese

O tecido adiposo ¢ responsavel pelo armazenamento de energia do organismo na
forma de triacilglicerideos (TAG) e sua liberagdo na forma de acidos graxos (AG). Pode
ser diferenciado em tecido adiposo branco (TAB) ou marrom (TAM), sendo ambos
relacionados com o balango energético. O TAB ¢ caracterizado por adipdcitos brancos que
armazenam energia, ou com fun¢do endocrina. O TAM ¢é formado por adipdcitos marrons
ricos em mitocondrias e altamente vascularizados, com fungdo termogénica, ou seja, sao
responsaveis pela manutengdo da temperatura corporal, de acordo com a temperatura do
ambiente ou dieta, principalmente em recém-nascidos (Cheng et al., 2021; Kawai et al.,
2021).

O TAB ¢ o mais abundante e ndo apenas estoca energia € promove prote¢ao
mecanica, mas também se encontra envolvido em processos fisiologicos e metabdlicos,
modulando a resposta imunolédgica e a inflamagdo. Pode estar distribuido em diferentes

locais, como no tecido subcutineo (TAB subcutaneo) abdominal, gluteos e femorais.
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Ademais, podem se depositar nas visceras (TAB visceral), como no omento, no mesentério
e perirrenal, predispondo o individuo a quadros graves de doengas, especialmente
metabolicas (Ahmed ef al., 2021). O TAB subcutaneo tem a fun¢ao de secretar mais de 50
substancias com relevantes efeitos bioldgicos como hormonios, fatores de crescimento,
enzimas, citocinas, adipocinas ¢ RNAs ndo codificantes encontrados em vesiculas
extracelulares. Metabolicamente, ¢ responsavel pela maior expressdo de adipocinas se
comparado ao TAB visceral. Este ultimo ¢ considerado mais ativo, por apresentar maior
liberacdo de AG e estar relacionado ao aumento de citocinas e fatores que desregulam o
metabolismo lipidico e da glicose, causando maior resisténcia insulinica. Portanto, o TAB
visceral ¢ um fator de risco para DCV (Cheng ef al., 2021; Freitas Jr et al., 2018; Lustig et
al., 2022; Mayoral et al., 2020).

O TAB ¢ adaptado para o acumulo de gordura. Portanto, os adipocitos brancos
possuem um vacuolo de gordura expansivo e poucas mitocondrias. Um TAB saudavel
apresenta adipdcitos menores em maior niimero, secre¢ao de adiponectina, baixa lipdlise,
oxidacdo normal das mitocondrias, sensibilidade a insulina, poucos macrofagos com perfil
inflamatorio e localizado na regido subcutinea. J4 um TAB nao saudavel em um individuo
obeso, apresenta maior secrecdo de adipocinas, como leptina e resistina, ¢ diminui¢do na
secrecdo de adiponectina. Além disso, ha resisténcia insulinica, hipertrofia dos adipdcitos,
aumento dos macrofagos com perfil pro-inflamatorio e localizagdo visceral (Figura 1)

(Lustig et al., 2022).
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Figura 1 — Representacio do tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM) no
organismo. Quando o peso corpéreo esta normal (a esquerda), sdo notados adipdcitos termogénicos marrons
(ricos em mitocondrias) circundando a aorta toracica e adipocitos brancos circundando a aorta abdominal e
vasculatura mesentérica, sendo identificados em depositos subcutaneos e viscerais. No tecido magro o tecido
adiposo mantém diferentes células imunes importantes para a homeostase. Em individuos obesos (a direita),
diminuem as células reguladoras T (Treg) no tecido adiposo visceral, aumentando as células TCD8
inflamatorias. Os macrofagos se infiltram em maior proporgdo nos tecidos adiposos viscerais e mesentéricos.
A secre¢do de angiotensina (ANG 1-7) e adiponectina (fatores dilatadores dos adipécitos) sdo diminuidas e a
secrecdo de leptina e angiotensina II (ANG II) sdo aumentadas na obesidade, o que aumenta a pressdo
arterial. TA, tecido adiposo; PVAT, tecido adiposo perivascular; TCDS, linfocito T CDS.

Normal Obeso

TA termogénico
classico

lina Adipécito branco

PVAT toracico j
Adipacito bege -

Adipécito marrom \&.‘g

TAB subcutdneo

Macrafagos
PVAT abdominal -
£ - Célula T CD8 4
TAB visceral - —— P
- Treg 4
Células B

Fonte: Adaptado de Koenen et al., 2021.

Quando os triglicerideos sdo ingeridos em excesso € os adipOcitos ndo conseguem
absorvé-los, ocorre a adipogénese, ou seja, a formagdo de novos adipocitos. O
armazenamento de TAG nos adipdcitos representa cerca de 85 a 90% de seu tamanho
celular, tendo a capacidade de aumentar em 20 vezes (Hammarstedt et al., 2018; Ahmed et
al., 2021). Durante o ganho de peso, com o aumento dos adipécitos, o TAB adquire perfil
secretor pro-inflamatorio de baixo grau, com o aumento na liberagdo de acidos graxos
livres (AGL), espécies reativas de oxigénio (ERO) e citocinas pro-inflamatoérias. Os AG
podem desencadear essas alteragdes, pois ativam proteinas que respondem a estimulos de
estresse, como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPK). AG também ativam receptor do tipo toll 4 (TLR4) em adipdcitos e
macrofagos residentes por meio de vias mediadas por proteinas adaptadoras como fator de

diferenciagao mieldide 88 (MyD88) e interferon-B contendo dominio TIR (TRIF). Essa



24

ativacdo aumenta o estresse do Reticulo endoplasmatico (RE) que produz ERO e secreta as
citocinas pro-inflamatérias (Ahmed et al., 2021).

De fato, a disfuncao do tecido adiposo em obesos e a supernutri¢do cronica leva a
producao aumentada de mediadores inflamatorios, o que pode gerar complicacdes (Figura
2). Esse perfil pro-inflamatério cronico ¢ fundamental para o processo de hipertrofia dos
adipocitos. O TAB em expansao gera um ambiente de hipoxia e a consequente morte de
adipdcitos, que juntamente a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, levam a maior
inflamac¢ao e ao aumento da presenca de macrofagos, em um sistema de feedback positivo

(Longo et al., 2019; Ahmed et al., 2021).

Figura 2 — Expansio do tecido adiposo branco (TAB) na obesidade. O excesso de calorias, pode, ou no,
acarretar uma expansdo saudavel de TAB. Uma expansdo saudavel dos adipocitos protege o organismo
contra as complicacdes metabolicas associadas a obesidade. Ja na expansao ndo saudavel ocorre a hipertrofia
desses adipdcitos, causando complicagdes metabdlicas como deposito ectopico de gordura, MAFLD (doenga
hepatica gordurosa associada ao metabolismo), resisténcia insulinica, DM2 (diabetes mellitus tipo 2) e DCV
(Doengas cardiovasculares).

Obesidade Complicacées
da obesidade

Expansdo saudavel
1~ Adipogénese

J+ Volume celular

1 Sensibilidade a

insulina

J» Inflamacdo

Excesso de

calorias
Expansdo ndo saudavel

J» Adipogénese Lipotoxicidade
4> Hipertrofia das * Depdsito ectdpico
células de lipideos
TAB J Sensibilidade a = MAFLD
insulina - * Resisténcia
O Adipécito 1+ Inflamacdo de baixo- i[;l:ﬂuzlinica
R S grau =
% Adlpo,cito necrotico A Infiltracio de . DOV
Macrofago' macrofagos
) Pré-adipécito

Fonte: Adaptado de Longo et al., 2019.

Nesse contexto, principalmente na obesidade central, verifica-se um aumento na
expressdo de proteina quimioatraente de monocitos-1 (MPC-1), interleucinas (IL), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), proteina C-reativa (PCR) e na secre¢do de adipocinas como

leptina, angiotensinogénio e resistina (Dias et al., 2017; Nelson; Cox, 2019; Rakvaag ef al.,
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2019). A MPC-1 ¢ uma adipocina responsavel por recrutar mondcitos para o tecido
adiposo, onde se diferenciam em macrofagos. O macréfago residente polariza de um
fenodtipo anti-inflamatorio M2 para um fenotipo pro-inflamatorio M1. Este € responsavel
por fagocitar, liberar fatores inflamatorios e combater os agentes patégenos. Logo, ha a
liberagdo de TNF-a, IL-6, IL-1pB, resistina e AGL pelo tecido adiposo e a reducdo de
adiponectina, o que pode levar ao quadro de resisténcia insulinica periférica, muito comum
em individuos obesos. Os adipécitos, miodcitos e hepatocitos nao respondem
adequadamente a insulina e, para manter a homeostase glicémica, as células B-pancreaticas
produzem mais insulina gerando a hiperinsulinemia. Essa sobrecarga pode levar a faléncia
das células B-pancreaticas e, como consequéncia, desenvolver o DM2. Cerca de 80% dos
individuos obesos poderdo desenvolver DM2 em algum momento da vida. Contudo, 10 a
25% de pessoas com obesidade sdo metabolicamente saudaveis, mas, ainda assim,
permanecem como um grupo de risco de DCV (Longo ef al., 2019; Ahmed et al., 2021).

Existe um crescente interesse na compreensdo dos mecanismos neurofisiologicos
reguladores da massa corporea e do armazenamento de gordura. Esses processos podem
envolver, além do Sistema Nervoso Central (SNC) e do sistema digestivo, outros sistemas
reguladores da homeostase energética, estando todos associados a progressao da obesidade
e liberacdo de adipocinas (Freitas Jr et al., 2018; Mayoral et al., 2020). Estas sao
secretadas pelos adipocitos e sdo responsaveis pela sinalizagdo intercelular, com fungdes
autocrina, paracrina e endocrina. Dentre as principais adipocinas estdo a leptina, resistina e
adiponectina (Nelson; Cox, 2019).

A leptina estd entre um dos principais hormonios peptidicos envolvidos na
homeostase energética. E uma adipocina responséavel por controlar a saciedade, enviando
estimulos ao hipotdlamo, com um papel importante na regulacio da ingestao alimentar e no
gasto de energia. Portanto, sinaliza para o SNC como estdo as reservas energéticas do
organismo. Pessoas obesas secretam maiores quantidades de leptina, a qual inibe o apetite
e a sintese de gordura, ativando a oxidagao de AG. Quando o tecido adiposo diminui e a
leptina ¢ liberada em menores quantidades, a fome ¢ estimulada e a oxidagdo de AG ¢
diminuida (Lustig ef al., 2022; Nelson; Cox, 2019). Assim, em individuos obesos, a leptina
encontra-se superexpressa, podendo diminuir na fase inicial de perda de peso, mas aumenta
novamente a medida que a perda de peso se mantém. Essa alteragdo na expressao desse
hormoénio e a diminui¢do na sensibilidade de seus receptores (LEP-R) pode levar a

resisténcia a leptina. Esse evento contribui para o aumento da fome, levando ao aumento
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do peso e outras complicacdes da obesidade. Por isso, mesmo sendo um dos principais
supressores de apetite, ainda ndo existe um tratamento para obesidade em que a leptina seja
uma droga viavel, pois seus mecanismos que regulam a massa corpdrea precisam ser mais
bem compreendidos (Obradovic et al., 2021).

A resistina ¢ outra adipocina produzida nos adip6citos e macrofagos presentes no
tecido adiposo e associada ao risco aumentado de doencas metabolicas. Na obesidade, com
o aumento da gordura intra-abdominal, ocorre maior liberacdo de AGL através da veia
porta, o que aumenta a sintese hepatica de TAG. Esse desequilibrio leva ao aumento da
secre¢ao de resistina, a qual desregula a cascata de insulina e prejudica a translocagdo do
transportador de glicose 4 insulino-sensivel (GLUT4) para a membrana. Com isso, a
entrada da glicose na célula ¢ bloqueada, promovendo a resisténcia insulinica. O quadro de
hiperinsulinemia atua no SNC aumentando a atividade do sistema nervoso simpético e
elevando, principalmente, a resisténcia vascular periférica e a retencdo de sédio, o que
predispde a HAS e DM2 (Landecho et al., 2019).

A adiponectina pode ser produzida no tecido adiposo (adipocina) ou no tecido
muscular esquelético (miocina). Ela sensibiliza outros 6rgdos a insulina e exerce agao anti-
inflamatoria. Estd presente na corrente sanguinea, sendo a grande responsavel pelo
metabolismo de AG e carboidratos no musculo e figado. Com a liberagdo de adiponectina,
os midcitos captam mais AG e glicose da corrente sanguinea € aumentam sua B-oxidacao
nos musculos. Pacientes obesos tem os niveis plasmaticos de adiponectina reduzidos, o que
pode comprometer a sensibilidade a insulina e a captacdo/oxidacdo de glicose. Nesse
contexto, ocorre a resisténcia insulinica, o que prejudica a manutencdo da massa magra,
uma vez que a sinalizacdo para as vias de sintese proteica nos miocitos diminui. Além
disso, em menores concentracoes, seu efeito anti-inflamatorio também reduz, deixando o
individuo mais suscetivel a doengas como cancer, DM2, HAS e MAFLD (Landecho et al.,
2019; Nelson; Cox, 2019).

A grelina é uma adipocina. E um horménio peptidico que age no hipotalamo, sendo
produzido pelo estdbmago e, em menores niveis, na por¢do superior do intestino. Esta
envolvida na regulagdo de curto prazo do balango energético e, ¢ associada ao aumento da
adiposidade. Além disso, possui outras fungdes no organismo como regular o metabolismo
da glicose, o comportamento de recompensa, o sistema imune e a motilidade intestinal.
Possui efeito antagdnico da leptina, ou seja, € responsavel por sinalizar a sensagdo de

fome. Esta elevada, principalmente, em periodos de jejum e, apds ingestdo alimentar, seus
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niveis caem novamente. Individuos com menos tecido adiposo produzem mais grelina para
estimular a fome e manter o equilibrio do tecido. Ao contrario, pessoas obesas possuem
niveis plasmaticos baixos de grelina. Essa alteracdo na expressao de grelina tem se
apresentado como um mecanismo de adaptagao fisiologica ao balango energético positivo
que ocorre na obesidade (Landecho et al., 2019; Francisco et al., 2022; Lustig et al., 2022).

Por fim, a obesidade pode acarretar dislipidemia, um importante fator de risco
cardiovascular, principalmente quando existe excesso de gordura visceral, sendo
caracterizada pelo excesso dos niveis de lipideos no sangue. H4 um aumento do colesterol
total (CT) devido a desregulacdo das fragdes lipidicas, aumentando lipoproteinas de baixa
densidade (LDL-c) e diminuindo lipoproteinas de alta intensidade (HDL-c). Além disso,
pode ocorrer um aumento dos TAG circulantes e dos niveis de moléculas pro-coagulantes.
Na obesidade, os altos niveis circulantes de LDL-c, da lipoproteina de muito baixa

densidade (VLDL) e TAG sdo altamente aterogénicos (Civeira et al., 2022).

2.1.4 Tratamento

Por ser uma doenga com fisiopatologia complexa, o tratamento para a obesidade ¢
desafiador, uma vez que depende de mudancas no comportamento dos individuos. A base
para o tratamento € o balango energético negativo, sendo fundamentais a supervisdo e
regularidade da alimentacdo saudavel, apoio emocional e pratica de exercicios fisicos.
Estes podem estar associados a terapias medicamentosas ou nao. Outra solug¢@o recorrente
tem sido a cirurgia bariatrica, indicada, geralmente para pacientes com IMC acima de
40kg/m? (obesidade modrbida). O tratamento da obesidade, de forma geral, pode gerar um
alto custo, especialmente quando acompanhada por outras patologias (Godoy-Matos et al.,
2020; OMS, 2022; Wiechert; Holzapfel, 2022).

O exercicio fisico intenso tem sido a forma mais eficaz para o tratamento, de modo
que entender, principalmente, como essa pratica pode impactar na satde metabodlica €
fundamental para melhorar a sensibilidade insulinica. E conhecido que a pratica dos
exercicios em um dia melhora a sensibilidade insulinica no dia seguinte. Além disso,
alguns dias sem exercicios altera o quadro de melhora. Ja o exercicio de longo prazo pode
elevar as enzimas metabolicas no musculo esquelético e a densidade mitocondrial (Ryan et

al., 2020).
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2.2 MAFLD

A MAFLD ¢ a doenga hepatica cronica mais prevalente no mundo, sendo a causa
mais comum de disfuncao hepatica. Foi anteriormente designada como “doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica” (NAFLD) ao ser considerado apenas o acumulo excessivo de
gordura (superior a 5%) na forma de TAG no interior dos hepatdcitos, sem associa¢do ao
consumo de alcool. Contudo, essa terminologia foi questionada por pesquisadores, uma
vez que a expressao “nao-alcdolica” nao reflete com precisdo a patogénese envolvida na
doenga. Portanto, em 2020 especialistas entraram em consenso e a consideraram uma
doenga associada ao metabolismo (Kaya; Yalmaz, 2022; Gofton et al., 2023; WGO, 2022).

Essa nova definicdo permitiu uma abordagem mais precisa para identificar
pacientes com alto risco de progressao da MAFLD. Assim, para o diagnostico dessa
doenga, ¢ necessaria a evidéncia de esteatose hepatica por exames de imagem, analise
histologica do tecido hepatico ou quantificagdo de biomarcadores sanguineos, além de
correlacdo com um ou mais dos seguintes fatores: sobrepeso ou obesidade, DM2 e
sindrome metabolica. A MAFLD também pode apresentar associagdo com doencgas extra-

hepaticas (Sakurai et al., 2021; Kaya; Yalmaz, 2022; Gofton et al., 2023).

2.2.1 Etiologia e aspectos epidemioldgicos

A pré-disposi¢do genética e os fatores ambientais sdo os principais fatores de risco
da MAFLD. Sabe-se que o acumulo intra-hepatico de TAG pode acontecer por diversas
fontes, como captagdo hepatica de AG ndo esterificados do plasma (59%), gordura
dietética (15%) e através da lipogénese “de novo” (DNL) (26%) (Ferguson et al., 2021;
Clare et al., 2022). A fisiopatologia de MAFLD ¢ multifatorial (Baltieri et al., 2018;
Godoy-Matos et al., 2020) de modo que a obesidade se destaca, uma vez que o acumulo
excessivo de gordura corporal pode ultrapassar o tecido adiposo, sendo armazenado em
outros 6rgaos como o figado. Esse excesso de gordura nos hepatdcitos pode desencadear
estresse oxidativo a partir da geragdo de EROs, processos inflamatorios, necrose celular e,
por fim, fibrose (Abenavoli et al., 2017; WGO, 2022). Cerca de 90% dos individuos com a
doenca apresentam obesidade central, hipercolesterolemia, niveis baixos de HDL-c,

alteracdo da glicose ou HAS e aproximadamente 33% preenchem os critérios para o
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diagnéstico de sindrome metabdlica. Logo, o diagnéstico de MAFLD estd aumentando
paralelamente a obesidade (Francisco ef al., 2022).

Apesar dos estudos genéticos serem escassos, pelo menos cinco genes distintos
foram descritos como associados a MAFLD, sendo estes codificadores para fosfolipase
contendo dominio semelhante a patatina 3 (PNPLA3), membro 2 da superfamilia da
transmembrana 6 (TM6SF?2), proteina reguladora de glucoquinase (GKRP), dominio de O-
aciltransferase ligado a membrana contendo 7 (MBOAT7) e 17B-hidroxiesteroide
desidrogenase tipo 13 (/7pHSD13). Variagdes nos genes associados a obesidade em
conjunto com o aumento da gordura corporal podem aumentar o risco para MAFLD
(Kaya; Yalmaz, 2022).

Na MAFLD devem ser excluidas outras causas secundérias de acumulo de gordura
hepéatica como alcoolismo, hepatites e uso de medicamentos, sendo uma patologia sem
indicios de lesdo hepatocelular. Contudo, pode evoluir para a esteato-hepatite nao alcéolica
(NASH) na qual, além do actimulo de gordura, ocorre a inflamacdo com lesdo nos
hepatdceitos, com ou sem fibrose, ou presenga de balonizagao hepatocelular. Quando nao
for tratada, pode progredir para cirrose e, em casos extremos, insuficiéncia hepdtica, ou
carcinoma hepatocelular (HCC) (Figura 3). Estimativas indicam que a MAFLD sera, em
um curto prazo, a principal indicagdo para transplante de figado (Bellentani et al., 2010;
Chalasani et al., 2018; Unsal et al., 2022; WGO, 2022). Essa progressao de NASH com
cirrose hepatica a HCC envolve mecanismos complexos com a importante participagdo de

mediadores inflamatorios e disfun¢ao metabodlica (Chua et al., 2022; Sakurai et al., 2021).



30

Figura 3 — Doenca hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD). Caso a esteatose simples
persista, ocorre infiltragdo de células imune desenvolvendo a esteato-hepatite ndo alcoolica (NASH). A
MAFLD nio tratada gera alteragdes metabolicas graves e comprometimento de multiplos 6rgdos podendo
apresentar lesdo hepatica cronica. Além disso, pode evoluir para cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular
(HCC). Nesses ultimos estagios o dano ¢ irreversivel, com necessidade de transplante de figado.

Saidaval Es_teatose = T - Fibr’o_se Cirr’ose Carcinoma
; S|mE)|es ) heplatlca hepaltlca Hepatoclelular(HCCL Progressao
| | | I | | de MAFLD
* Actmulo de * Actimulo de * Esteatosepode  * Descompensacdo clinica
lipideos no lipideos no estarausente do figado
figado >5% figado > 5% * Infiltragdo * Dano hepético irreversivel
* Infiltragio imune
imune * Deposigdode
coldgeno Transplante de figado
* Formacdo de -

cicatriz tecidual

Fonte: Adaptado de Chua et al., 2022.

Assim como a obesidade, a MAFLD também ¢ considerada um problema de saude
publica, acometendo aproximadamente 25% dos adultos da populagio mundial. E mais
prevalente na América do Sul e Oriente Médio, seguidos pela Asia, Estados Unidos da
América (EUA) e Europa (Clare et al., 2022; Godoy-Matos et al., 2020). A dismorfia
sexual em torno das regulacdes metabolicas corrobora com evidéncias de lesdes hepaticas
induzidas pela MAFLD serem mais graves no sexo masculino. Porém, ha controvérsias,
uma vez que a estimativa € incerta, principalmente pela dificuldade em se estabelecer o
diagnodstico (Chalasani et al., 2018). Pode ocorrer em todas as idades, porém acomete
menos criancas quando comparadas a adultos (13 a 15%), aumentando seu risco quanto
maior for o peso do individuo (30 a 80%). Essa prevaléncia se agrava com o aumento da
idade e pode ser maior em homens entre 40 a 65 anos (Bellentani ef al., 2010). Sabe-se que
entre 50,7% dos adultos com MAFLD apresentam sobrepeso/obesidade, com maior
prevaléncia em homens (59%) do que em mulheres (47,5%) (Liu, et al., 2022).

Contudo, nem todos os acometidos apresentam aumento de peso, mas cerca de 80 a
90% dos adultos obesos sdo diagnosticados com MAFLD. Estima-se que a incidéncia da
doenca aumente em cerca de 56% na proxima década (Bellentani et al., 2010; Chalasani et
al., 2018; Unsal et al., 2022). Em relacdao aos 6bitos, 40% dos casos de MAFLD morrem
em decorréncia de DCV. Cerca de 4 a 8% apresentam complicagcdes como cirrose € um

percentual minimo, entre 1 a 5%, morrem por HCC (Maurice; Manousou, 2018; Vandel et
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al., 2021). O Brasil ainda carece de dados epidemioldgicos relacionados a MAFLD.
Segundo a Sociedade Brasileira de Hepatologia (2022), utilizando ultrassonografia como
método diagndstico, pode-se constatar que 20% da populag@o nacional apresenta esteatose

hepética (SBH, 2022).

2.2.2 Diagnostico

Nao ha sintomas definidos. Alguns pacientes se queixam, apenas, de desconforto no
quadrante superior direito ¢ mal estar, podendo apresentar hepatomegalia no exame fisico.
Por isso, ¢ um distirbio que ainda demanda um diagndstico preciso e uma terapia
otimizada. Sua identificacdo pode ser realizada por bidpsia hepatica, sendo esta uma
ferramenta mais invasiva, pois podem causar hemorragia interna. Porém, ¢ considerada
padrdo-ouro, por ser capaz de estadiar a doenca. Contudo, é recomendada em situagdes
especificas como, para pacientes com suspeita de NASH, ou com confirmacdo de MAFLD
e alto risco para NASH e/ou fibrose avangada. Essa condigdo ¢ observada na alteracao de
biomarcadores hepaticos por mais de trés meses e na presenga de SM ndo controlada
(Cotrim et al., 2016). Além da bidpsia hepatica, o diagndstico requer confirmagao
histolégica de balonamento de hepatdcitos, infiltrados inflamatorios e fibrose (Ferguson et
al.,2021).

Para a deteccdo sdo utilizados exames de imagem como ultrassom, tomografia
computadorizada, ressonincia magnética e espectroscopia de ressonancia magnética.
Contudo, esses métodos nao diferenciam a MAFLD de NASH (Abenavoli et al., 2017,
Chalasani et al., 2018; Lee et al., 2017). A partir desses exames, ¢ estabelecido o escore de
Hamaguchi, no qual ¢ observado o percentual do acimulo de gordura hepatica, sendo grau
0 ou ausente quando < 5%, grau 1 ou leve quando de 5 a 33%, grau 2 ou moderado quando
> 33 até 66% e grau 3 ou grave quando > 66% (Abenavoli et al., 2017; Hamaguchi et al.,
2005). Por fim, analises bioquimicas podem ser utilizadas para avaliar o perfil hepatico,
como aminotransferases, vy-glutamil-transpeptidase (GGT), albumina, bilirrubinas,
fosfatase alcalina e tempo de protrombina. O valor de referéncia de alanina
aminotransferase (ALT) para mulheres ¢ até 31U/L e para homens ¢ até 41U/L. A razdo
entre aspartato aminotransferase (AST)/ALT geralmente ¢ menor que um, mas mudangas
nesses valores ndo sdo um diagndstico preciso para MAFLD (Abenavoli et al., 2017;

Laursen et al., 2022). Em 50% dos casos de MAFLD, os pacientes apresentam niveis de
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aminotransferases normais, o que demonstra que as enzimas hepaticas ndo substituem

biomarcadores especificos da doenga (Bellentani et al., 2010).

2.2.3 Patogénese

Os mecanismos moleculares associados ao desenvolvimento e progressdo da
MAFLD ainda nao estdo bem esclarecidos, apesar de estar claro o desequilibrio entre o
eixo tecido adiposo obeso e figado (Chua et al., 2022; Francisco et al., 2022). A teoria dos
“dois hits” ¢ o modelo inicial de patogénese aceito. Neste, o “primeiro Ait” inclui o
acimulo de gordura hepatica (TAG > 5%) seguido de diminui¢do da sensibilidade a
insulina. O “segundo hit” consiste no desenvolvimento de uma resposta inflamatoria no
figado esteatdtico associada ao estresse oxidativo, estresse do RE e secrecdo de citocinas
pré-inflamatorias, seguida de apoptose, fibrose e, finalmente, a NASH (Day; James, 1998;
Godoy-Matos et al., 2020). Porém, diante dos avancos cientificos, essa teoria se tornou
simplista e obsoleta. Atualmente, sabe-se que o mecanismo para o desenvolvimento e
progressao da MAFLD ¢ multifatorial e complexo. Em 2010, foi proposto um modelo de
“multiplos hits” em que varios fatores interagem de maneira sinérgica, sequencial ou
paralela induzindo a MAFLD. Alguns desses fatores de risco sdo a peroxidagado lipidica,
estresse oxidativo devido a disfuncao mitocondrial, dieta e epigenética (Chao et al., 2019;
Godoy-Matos et al., 2020; Chua et al., 2022).

Sabe-se que o tecido adiposo ndo ¢ para simples estocagem de energia, sendo um
orgado endocrino e ativo, capaz de afetar os estagios iniciais de MAFLD e a progressao para
NASH e fibrose hepatica. Juntamente com o figado € responsavel por regular a homeostase
energética de todo organismo (Francisco ef al., 2022). O excesso de TAG e carboidratos da
dieta sdo convertidos em AGL no figado. Enquanto os TAG dietéticos sdo emulsificados
por acidos biliares e hidrolisados pela lipase pancreatica para formar AGL, os carboidratos
em excesso sdo convertidos a AGL através da lipogénese “de novo” (DNL). O
desequilibrio entre a producdo e a degradacdo lipidica gera alteragdo no metabolismo de
lipideos intra e extra-hepatico. Nos hepatocitos, os AGL podem ser oxidados para gerar
energia para o TAM ou musculo, através da B-oxidacdo mitocondrial. Além disso, os AGL
podem sofrer esterificacdo no RE liso, sendo convertido em TAG e armazenados como

goticulas lipidicas no TAB, ou exportados junto com a apolipoproteina B (ApoB) e
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liberados como lipoproteinas (HDL, LDL ¢ VLDL) na corrente sanguinea (Godoy-Matos
et al., 2020; Francisco et al., 2022).

Na MAFLD, esse influxo aumentado de AGL nos hepatocitos sobrecarrega o
metabolismo dessas células e gera falhas na f-oxidacao e disfun¢ao mitocondrial, causando
um acumulo anormal de gordura. Esse acimulo promove a lipotoxicidade, com um influxo
de AGL para os hepatécitos e expressao do Fator de transcricdo de ligacdo ao elemento
regulador de esterol 1 (SREBP-1), o qual ativa a DNL, que converte o excesso de
carboidratos da dieta em AGL, aumentando o grau de esteatose. O excesso de AGL nos
hepatocitos também pode ser utilizado como substrato para producao de lipotoxinas como
diacilglicer6is e ceramidas, as quais causam estresse hepatocelular, estresse do RE e
disfungao mitocondrial. Essas lipotoxinas também ativam a enzima NADPH oxidase
(NOX), responsavel por gerar ERO como superoxidos, malondialdeido (MDA), 4-hidroxi-
2-nonenal (4-HNE) e conduzir ao desequilibrio do estado redox do metabolismo lipidico
hepatico, efeito visto em MAFLD. A lipotoxicidade hepatica também resulta em
resisténcia insulinica, a qual ¢ considerada um dos principais fatores de risco para a
doenca, uma vez que estimula a lipolise e aumenta TAG no figado. Além disso, ativa
c¢lulas imunes inatas hepaticas, como células dendriticas (DC), células de Kupffer (KC) e
células estreladas hepaticas (HSC) todas necessarias para progressao de NASH (Figura 4)

(Godoy-Matos et al., 2020; Clare et al., 2022; Francisco et al., 2022).
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Figura 4 — Fisiopatologia da doenca hepatica associada ao metabolismo (MAFLD) relacionada a
disfuncio do tecido adiposo. Uma dieta rica em gordura ¢ carboidratos promove a expansdo do tecido
adiposo branco (TAB) e ocasiona a disfung@o dos adipocitos. Esse evento leva a obesidade e a resisténcia
insulinica, que induz a lipélise. Como consequéncia, ha o desequilibrio de acidos graxos (AG) circulantes e
liberacdo de adipocinas, o que contribui para o acumulo de gordura intra-hepatica (esteatose). Esse quadro é
intensificado pelo alto consumo de alimentos ricos em gorduras e aglicares, aumentando a lipogénese “de
novo” (DNL). O acumulo ectdpico de metabolitos toxicos derivados de triglicerideos (TAG) ¢ um fenémeno
que pode conduzir a lipotoxicidade e, consequentemente, a disfungdo celular (estresse oxidativo, estresse do
reticulo endoplasmatico e disfun¢do mitocondrial), lipoapoptose e inflamagdo. A expansdo dos adipdcitos, a
expressdo aumentada de quimioatraentes e a infiltragdo de células imunes no tecido adiposo contribuem de
forma significativa para a inflamacao cronica de baixo grau. Além disso, no figado, varias células especificas
como células dendriticas (DC), células de Kupffer (KC) e células estreladas hepaticas (HSCs), sdo ativadas e
ocorre infiltracdo de células imunes circulantes (neutrofilos, mondcitos e células T). Entdo, a inflamagdo se
prolonga e a fibrogénese ¢ iniciada tendo as HSCs como principais atores-chave.
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Fonte: Adaptado de Francisco et al., 2022.

O TAB ¢ constituido de adipocitos maduros e em desenvolvimento, fibroblastos,
células endoteliais e células imunologicas responsaveis por manter a homeostase dos
tecidos. Em um individuo magro, os eosinifilos e células T reguladoras (Treg), presentes
no TAB, secretam citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10) responsaveis por polarizar os
macrofagos do TAB em um fenétipo M2 (anti-inflamatério) mantendo um ambiente
tolerogénico (Francisco ef al., 2022). Apds expansao nao saudavel dos adipocitos, o TAB
se torna disfuncional, tende a sofrer hipdxia, necrose e apoptose € promove a expressao de
moléculas quimioatraentes e a infiltracdo de células imunolodgicas. Assim, as células T sdo

ativadas, as células Treg suprimidas e o fen6tipo M2 polariza para M1 (pro-inflamatorio).
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Por conseguinte, ocorre a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6 ¢ TNF-a,
com reducdo de adiponectina anti-inflamatoria. Esse perfil pro-inflamatério esta
relacionado a resisténcia insulinica sistémica e local e modula a fungdo imune hepatica,
podendo induzir a morte dos hepatocitos (Godoy-Matos et al., 2020; Ferguson et al., 2021;
Kaya; Yilmaz, 2022).

Adicionalmente, adipocinas, como leptina e adiponectina, também sdo
fundamentais na regulacao da lipogénese hepatica e da sensibilidade insulinica, além de
serem moduladores do sistema inato e de sistemas imunoldgicos adaptativos. Logo,
quando ha um desequilibrio em sua liberagdo, devido a obesidade, ocorre inflamagao
sistémica de baixo grau, que predispde o figado a infiltragdo progressiva de células imunes,
como neutrofilos, monocitos e células T. Essas células podem remodelar o tecido
danificado, tendo um papel protetor ou deletério, ao exarcebar a inflamacao hepatica
(Francisco et al., 2022). Essa inflamagao prolongada e os danos causados nos hepatocitos
ativam as HSC que migram para os locais de lesdo no figado diferenciando-se em
miofibroblastos. As HSC produzem coldgeno e componentes de lesdes fibrdticas, o qual
pode levar a progressao da MAFLD para NASH com fibrose, um grau grave da doenca
(Ferguson et al., 2021).

2.2.4 Tratamento

Mesmo sendo uma doenga com alta prevaléncia e de impacto crescente na saude
global, ainda ndo existem medicamentos ou tratamentos aprovados para MAFLD e NASH.
Assim como na obesidade, modificagdes nos habitos de vida (dieta e atividade fisica),
focando principalmente na perda consideravel de peso, com consequente diminui¢do da
gordura presente no figado, tem sido a principal abordagem para o tratamento de MAFLD
(Raza ef al., 2021). Nesse contexto, a restrigdo caldrica, o consumo controlado de
carboidratos refinados, gorduras saturadas e proteinas animais ¢ essencial. Incluir
alimentos nutritivos como frutas e vegetais ¢ importante, pois eles possuem polifenois
(antioxidantes) que ajudam a prevenir e a reduzir doengas cronicas (Cotrim et al., 2016). A
restricdo calorica melhora a utilizagdo de energia do organismo, diminuindo danos
oxidativos nas células. A reducdo de carboidratos da dieta reduz a carga glicémica,
melhora a secre¢do de insulina pelas células beta pancreédtica e, consequentemente,

melhora a resisténcia insulinica, aumenta o0 HDL-c e reduz os niveis de TAG e glicose.
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Uma dieta com alto teor de gordura (40 a 45%) e baixo teor de carboidratos pode ser eficaz
na redu¢do de ALT e insulina sérica (Raza et al., 2021).

Além disso, é necessario manter uma rotina de exercicios fisicos, no minimo 150
minutos por semana, recomendados pela OMS. A atividade fisica também ¢ determinante
no controle metabolico e nota-se que individuos obesos, com DM2 e/ou SM, tém
comportamento mais sedentario, o que pode predispor a MAFLD. Logo, o aumento na
atividade fisica melhora o metabolismo da glicose ¢ dos AG, controlando a obesidade e
auxiliando na reducao do risco de DCNT, reduzindo a possibilidade de desenvolver
MAFLD. Além disso, essas mudangas, juntamente com a perda de 3 a 6% do peso em seis
meses, podem contribuir para a melhora da doenga (Abenavoli et al., 2017; Chalasani et
al.,2018; Raza et al., 2021).

Apesar de eficazes para o tratamento, mudancgas na dieta e no estilo de vida podem
ndo ser suficientes para todos os pacientes, como para aqueles que apresentam grau
avancado da doenga com fibrose. Nesses casos tratamentos farmacoldgicos podem ser
necessarios. Dentre os principais farmacos utilizados estdo os sensibilizadores de insulina
como tiazolidinedionas e metformina. Antioxidantes como vitamina E e drogas com efeitos
antioxidantes como pentoxifilina também tém sido empregadas. Foirmacos como GS-0976
e NDI-010976 controlam a sintese de AG em tecidos lipogénicos e as estatinas,
medicamentos redutores de colesterol, sdo utilizadas para melhorar quadros
cardiovasculares relacionados a MAFLD, porém, ndo usuais para o tratamento de
MAFLD/NASH. Ainda pode ser utilizados agonistas do peptideo semelhante ao
glucagon 1 (GLP-1), um horménio intestinal capaz de reduzir o acimulo de gordura (Raza

etal., 2021).

2.2.5 Modelo experimental de MAFLD

O uso de modelos in vitro na pesquisa cientifica desempenha um papel importante
na reducdo animal, atendendo a principios éticos. Além disso, diminuem o custo e
permitem maior controle experimental e reprodutibilidade dos resultados. Dessa forma, nas
ultimas décadas, os esforcos dedicados a criacdo desses modelos tém aumentado,
contribuindo na investigacdo de mecanismos moleculares, de processos fisiologicos e

patologicos, nos testes de drogas e no desenvolvimento de novas estratégias de diagndstico

e tratamento (Arzumanian et al., 2021).
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Com o aumento da prevaléncia de MAFLD nos tltimos anos, os ensaios in vitro em
linhagens celulares hepaticas tumorais tém sido amplamente utilizados, principalmente
diante da dificuldade em se realizar o cultivo primario de bidpsia hepatica, o que € invasivo
e oneroso. Apesar de nao reproduzirem a complexidade do hepatdcito in vivo, as linhagens
tumorais sdo um modelo simplificado que permite o estudo dos mecanismos subjacentes a
doencga. Essas linhagens podem ser mantidas em cultura por longos periodos de maneira
estavel, preservando a expressdo de marcadores hepaticos. Existem aproximadamente 40
linhagens de células hepaticas tumorais distintas, sendo as mais utilizadas: HepaRG, SK-
Hep-1, Huh7, Hep3B e HepG2 (Arzumanian ef al., 2021; Soret et al., 2021).

A linhagem de células HepG2, derivada de hepatoblastoma (HB), foi a primeira a
apresentar marcadores criticos de células hepaticas. Em 1980 foi erroneamente designada
como uma linhagem de carcinoma hepatocelular pelo Instituto Wister e, apoés 30 anos,
Lopez-Terrada e colaboradores (2009) a caracterizaram como HB (Arzumanian et al.,
2021). Apesar de compartilharem caracteristicas citolégicas com células tumorais, as
HepG2 mantém fungdes metabolicas semelhantes aos hepatdcitos normais como
sinalizacdo insulinica, producdo de glicogénio, producdo e secre¢do de proteinas
plasmaticas, metabolismo de TAG, colesterol e lipoproteinas e sintese de acidos graxos
(Goémez-Lechon et al., 2007; Kanuri; Bergheim, 2013; Ricchi et al., 2009). Além disso,
essa linhagem ¢ conhecida por acumular lipidios intracelulares de maneira semelhante aos
hepatdcitos esteatoticos obtidos de figado humano com MAFLD, sendo capazes de
reproduzir as principais caracteristicas desse distirbio. Portanto, sdo células confidveis e
aceitas como modelo experimental em estudos relacionados ao metabolismo lipidico (Jang
et al., 2014; Soret et al., 2021).

Ricchi ef al. (2009) observaram que células HepG2 expostas a mistura dos acidos
oleico e palmitico na propor¢ao de 2:1 (1 mM e 2 mM) e a maiores concentragdes de acido
oleico isolado (0,66 mM e 1,32 mM) tiveram acimulo de lipidios significativamente
maior, quando comparado a células expostas ao 4cido palmitico isolado. Esse acumulo de
lipidios na linhagem HepG2 ¢ uma caracteristica fundamental na caracterizagdo de um
modelo de MAFLD viavel. Porém, a padronizagdo dessa exposi¢do ¢ fundamental, uma
vez que os efeitos bioldgicos podem ser distintos. As células HepG2 tratadas com oleato
ou palmitato por 24 horas, por exemplo, demonstraram actimulo de goticulas lipidicas,
entretanto, o 4cido palmitico desencadeou um répido processo de fragmentacdo

mitocondrial, apresentando goticulas menores e em menor volume (Eynaudi ef al., 2021).
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Assim, na propor¢ao adequada, a mistura desses dois acidos graxos provoca um
acumulo de gordura intracelular significativo sem apresentar danos celulares graves em
HepG2, se mostrando um 6timo modelo para estudos de MAFLD (Eynaudi et al., 2021).
Apesar da semelhanca com os modelos apresentados e da quantidade de informagdes
disponiveis acerca da patogénese do acimulo de TAG, ¢ valido lembrar que os efeitos

metabolicos dos acidos graxos utilizados ainda sdo pouco conhecidos.

2.3 Biomarcadores

Biomarcadores sdo moléculas capazes de indicar a presenca de alteragdes
bioldgicas, metabolicas e fisioldgicas em funcdo da ocorréncia de uma doenga, sua
progressao ou resposta do organismo a um determinado tratamento (Pearce et al., 2013; Di
Mauro et al., 2021). Como a MAFLD ¢ uma condicdo complexa e multifatorial,
biomarcadores que possam auxiliar no diagnodstico, prognostico € monitoramento da
doenga sao importantes, mas desafiam pesquisadores. Dentre os principais marcadores
bioquimicos utilizados estdo as enzimas hepdticas (ALT e AST), marcadores inflamatdrios
(PCR e citocinas inflamatorias), marcadores metabolicos (glicose, insulina, proteinas e
lipidograma), biomarcadores do estresse oxidativo (malondialdeido e superoxido

dismutase) e por fim, biomarcadores moleculares (Figura 5) (D1 Mauro et al., 2021).
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Figura 5 — Principais biomarcadores circulantes relacionados a doen¢a hepatica gordurosa associada
ao metabolismo (MAFLD). ALT, alanina aminotransferase; APRI, indice de relagdo AST/plaquetas; ARFI,
método impulso de forga de radiag@o acustica; AST, aspartato aminotransferase; BARD score, IMC/ relagéo
AST/ALT/presenga de diabetes; CAP, parametro de atuag@o controlada; CXCL10, ligante de quimiocina com
motivo C-X-C10; FIB-4, fibrose 4; FLI, indice de gordura no figado; HA, acido hialurénico; HSI, indice de
esteatose hepatica; IL, interleucina; KRT-18, citoqueratina 18; MRE, elastografia por ressonancia magnética;
MRS, NFS, indice de fibrose MAFLD; PCR, proteina C reativa; PIIINP, colageno tipo III N-terminal prd
peptideo; Pro-C3, local de clivagem C-terminal do pré-peptideo de colageno tipo II N-terminal; RM-PDFF,
ressondncia magnética densidade de protons fragdo de gordura; TNF, fator de necrose tumoral.
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Fonte: Adaptado de Di Mauro et al., 2021.

A bidpsia hepatica costumava ser o padrao-ouro para o diagnostico de MAFLD,
uma vez que permite uma avaliagdo direta do figado e a identificagdo precisa de alteragdes
histologicas, como inflamacdo e fibrose hepatica. Porém, como todo procedimento
invasivo apresenta algumas desvantagens e limitagdes como alto custo, possiveis
complicagdes e erro de amostragem. Exames de imagem como ressonancia magnética,
tomografia computadorizada e ultrassonografia também tém sido utilizados para detec¢ao
de MAFLD, apesar de ndo apresentarem sensibilidade e especificidade suficientes para o
estadiamento da doenca. Em alguns casos, a biopsia hepatica permanece sendo necessaria.
Assim, marcadores moleculares sdo interessantes, necessarios e capazes de revolucionar a

conduta clinica em relagdo a doenca (Pearce et al., 2013).
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A MAFLD ¢ frequentemente considerada uma manifestagdo hepatica da SM, que
inclui um conjunto de fatores de risco, como obesidade abdominal, resisténcia insulinica,
HAS e hipercolesterolemia. Dentre as proteinas relacionadas a MAFLD, a Citoqueratina
(KRT) 18 ja tem sido relatada como biomarcador nao invasivo de lesdo hepatica, sendo
considerada uma das principais proteinas dos filamentos intermediarios (FI) presentes no
figado com papel importante na manutencao da integridade estrutural das células hepaticas.
A deteccao de fragmentos clivados de KRT18 no sangue ou tecido hepatico ¢ utilizada
como biomarcador da apoptose em hepatite, cirrose ou outras doengas do figado como
MAFLD (Feldstein et al., 2009; Pearce et al., 2013; Kawanaka et al., 2015; Di Mauro et
al., 2021). Assim, a KRT18 tem se mostrado util para avaliar a extensdo do dano hepatico
e monitorar a progressdo da doenga. Contudo outros marcadores, incluindo outras
citoqueratinas, ttm demonstrado um papel preponderante na caracterizagdo molecular de

MAFLD.

2.4 Citoqueratina 17

A KRT17 também ¢é uma proteina da superfamilia dos FI, os quais se agrupam
formando o citoesqueleto. As citoqueratinas desempenham papel importante na protecao
celular e nas funcdes estruturais, além de participarem em diferentes processos biologicos.
Podem ser classificadas em dois tipos: 28 proteinas 4cidas do tipo I e 26 proteinas basicas
do tipo II, sendo ambos os tipos expressos em células epiteliais formando heterodimeros.
Apesar da KRT17 ndo estar presente no epitélio maduro normal, ¢ expressa nos apéndices
epiteliais (foliculos pilosos) e da mucosa, em glandulas sebaceas e outras glandulas, em
células-tronco do ectoderma embriondrio, no nucleo de queratindcitos e também em
carcinomas, além de ter sua expressdo induzida apds a ocorréncia de danos no DNA (Ji et
al.,2021; Zhang et al., 2022; Yang et al., 2019).

As queratinas sdo codificadas por duas grandes familias génicas, sendo 54 genes
em humanos e camundongos. A KRT17 ¢ codificada pelo gene de mesmo nome, o qual
esta localizado no cromossomo 17q21.2. E uma proteina éacida (tipo I), de 48 kDa,
responsavel pela regulagdo da proliferacdo e crescimento celulares (Chen et al., 2022).
Como os demais membros da familia das queratinas, possui estrutura tripartida composta
por 432 aminoacidos: cabe¢a nao-helicoidal (1-83) e haste a-helicoidal (84-120), dominios

de cauda nao-helicoidal (393-432). A haste ¢ subestruturada em trés hélices, 1A (84-120),
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1B (139-230) e 2 (251-392). A KRT17 pode formar heterodimeros para montagem dos
filamentos de 10 nm, os quais sdo responsaveis pelo suporte estrutural e integridade da

célula (Figura 6) (Jacob et al., 2020; Ji, et al., 2021; Zhang et al., 2022).

Figura 6 — Organizacio estrutural de proteinas dos filamentos intermedidrios (FI). A Citoqueratina
(KRT)17 ¢ uma proteina do tipo 1. Possui estrutura tripartida formada por 432 aminoacidos: cabega ndo-
helicoidal (1-83); haste a-helicoidal (84-392); ¢ dominios de cauda ndo-helicoidal (393-432). A haste ainda ¢é
subestruturada em trés hélices, 1A (84-120), 1B (139-230) e 2 (251-392). (A) Modelo estrutural de uma
lamina homodimera e (B) ilustragdo de uma queratina heterodimera formada por KRTS5 e KRT14. Os
seguimentos a-hélice em amarelo representam hélices paralelas. L12, seguimento ligante; NLS, sinal de
localizag¢do nuclear; nm, nanometros.
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Fonte: Adaptado de Hermann; Aebi, 2016.

As proteinas dos FI sdo encontradas essencialmente no citoplasma, mas ja foram
localizadas no nticleo e podem se translocar gracas a presenca de sinais de localizacao
nuclear e de exportacao (Zhang et al., 2022; Yang et al., 2019). No citoplasma, a KRT17
pode interagir com STAT3 induzindo a proliferacao celular. Quando fosforilada, KRT17
se liga a 14-3-36 promovendo a divisdo celular por meio da ativagdo da via AKT/mTOR
(Zhang et al., 2022). No nucleo, a KRT17 pode regular a expressdo génica e o ciclo celular
de células tumorais (Hobbs et al., 2016; Yang et al., 2019). Em tumores de pele, a
expressao de KRT17 no nucleo impacta na morfologia nuclear e na expressao de citocinas
inflamatorias (Hobbs et al., 2016; Jacob et al., 2020). Em 2015, Escobar-Hoyos e

colaboradores demonstraram que a KRT17, também no nucleo, possibilita a progressao do



42

ciclo celular ao se ligar e promover a exportacdo de p27 do nucleo e sua degradagao via
proteassoma em células tumorais. Além disso, alguns fatores de transcri¢do podem regular
a expressao génica de KRT17, como AP-1 e o homologo de oncogene associado ao glioma
1/2, assim como as citocinas IFN-y, IL-17 e IL-22 (Liao et al., 2016). De fato, em
condicdes estressantes como lesdes na pele, psoriase e infecgdes, hd uma superexpressao
de KRT17 mediada por citocinas pro-inflamatorias (Zhang et al., 2019; Yang et al., 2019).

Apesar de hepatdcitos expressarem predominantemente KRT8 e KRT18, alguns
estudos ja demonstraram expressao KRT17 e KRT19 em HepG2 em condicdes de
malignidade (Xu et al., 2009). Estudos recentes também demonstraram que a KRT17 pode
estabilizar o metabolismo lipidico em queratindcitos e o aumento na expressdo de seus
transcritos pode influenciar no actimulo excessivo de gordura intracelular hepaética,
causando distiurbios metabolicos (Nian et al., 2023; Pang et al., 2022).

Interessantemente, ja foi descrita a interacdo entre KRT17 e ANXA2. Essas
proteinas apresentam regulagdo mutua e tem sua interagdo antagonizada através da
ativacdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) no céancer. Foi
demonstrado que KRT17 regula ANXA2 ao funcionar como um andaime para a
fosforilagdo de ANXA2 em Tyr-23. Além disso, a ANXA2 regula a estabilidade de
KRT17, impedindo sua remodelagdo pela ativagdo de EGFR. (Chung ef al., 2012; Yang et
al., 2019). Desta forma, a KRT17 se torna interessante no contexto de MAFLD e pode ser
alvo de estudos para a descoberta de drogas que atuem na progressao, € consequentemente,
na melhora da doenca. Considerando sua interacdo com ANXA2, esta também pode ser

uma proteina importante, cuja atuacdo na MAFLD ainda permanece pouco esclarecida.

2.5 Anexina A2

A ANXA2 ¢ uma proteina celular de 39 kDa codificada pelo gene ANXA2
localizado no cromossomo 15q22.2. E capaz de se ligar a fosfolipideos de membrana,
sendo regulada por célcio (Ca*") (Li et al., 2021; Lim; Hajjar, 2021; Bharadwaj et al.,
2021) e se apresentando na forma monomérica, em geral citoplasmatica, ou na forma
heterotetramérica, onde duas moléculas de ANXA?2 sdo unidas por um dimero da proteina
S100A10 (denominada pll), predominantemente membranar (Madureira et al., 2012;

Bharadwaj et al., 2021; Lim et al., 2021).
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Estruturalmente, todas as anexinas compartilham um dominio C-terminal
(extremidade carboxilica) conservado com quatro sequéncias repetidas de 70 aminoécidos
formado por 5 a-hélices incluindo varios sitios de ligagdo de Ca?". Esse dominio também
esta envolvido com sua ancoragem a membrana, com regioes de ligagao a fosfolipideos de
carga negativa, heparina, F-actina, RNA e fibrina (Madureira ef al., 2012). O dominio N-
terminal (extremidade amina) ¢ mais varidvel entre os tipos de anexinas, ou seja, cada
membro da familia das anexinas possui um N-terminal especifico, responsavel por sua
fungdo particular na célula. Nele existem sitios de fosforilagdo como Serina-11 (Ser-11) e
Serina-25 (Ser-25) e Tirosina-23 (Tyr-23), um residuo de cisteina reativo (Cys-8), uma
regido de ancoragem para a subunidade p11 e uma sequéncia de exportagdo nuclear (NES)
(Figura 7) (Liu; Vishwanatha, 2007; Madureira et al., 2012; Bharadwaj et al., 2013;
Bharadwaj ef al., 2021; Li et al., 2021).

Figura 7 — Organizacio estrutural da proteina Anexina A2. O dominio N-terminal ¢ o local onde ocorrem
modifica¢des pos-transducionais como acetilacdo (Ser-1) e fosforilagdo (Ser-11, Tyr-23 e Ser-25). Também
estdo representados um dominio de ligacdo a SI00A10, uma sequéncia de exportagdo nuclear (NES) e um
residuo de cisteina reativo (Cys-8), associado a fung@o redox. No dominio C-terminal existem quatro
dominios alfa-helicoidais, cada um contendo 70 aminoacidos. Nesse dominio também estdo locais de ligagdo
a fosfolipideos de carga negativa, heparina, RNA, F-actina, calcio e fibrina. C-8, cisteina-8; COOH — grupo
carboxila; S-1, serina-1; S-11, serina-11; S-25, serina-25; S100A 10, proteina A10 de ligagdo ao calcio S100;
Y-23, tirosina-23.

Ligacdo S100A10

rd

«—— NES >
" 23 25

/ P 1

I L
AcetiI—STVHE CKL.LEGDHSTPPSA.G.VKA

Y

§ COOH— IV — I — I — I pgn!T

70aa. 70aa. 70aa. 70aa.

Fonte: Adaptado de Bharadwaj et al., 2013.

A ANXAZ2 pode ser encontrada em diferentes compartimentos celulares como
citoplasma, membranas de organelas, interior e exterior da membrana plasmatica e nucleo,
com funcdes especificas. Sua forma monomérica estd distribuida principalmente no
citoplasma, enquanto sua forma heterotetrameérica esta distribuida na membrana plasmatica

(Lei et al., 2019). Intracelularmente, seu mondmero participa da reparagdo e transporte de
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membranas, incluindo exocitose e endocitose, transducdo de sinal e rearranjo do
citoesqueleto. Além disso, pode interagir com membranas endossomais ricas em colesterol.
No nucleo, controla a sintese e reparo de DNA e atua na proliferacao celular. A ANXA2
desempenha outras fungdes como, regulagdo redox, organizagdo de dominios de
membrana, montagem de proteinas e transcri¢do e transporte de mRNA, onde ambas as
formas, monomérica e heterotetramérica, sdo capazes de se ligar ao mRNA (Bharadwaj et
al.,2013; Chen et al., 2022; Lei et al., 2019).

A ANXA2 encontra-se expressa em diversos tipos celulares como células
mononucleares e endoteliais, células da medula e células tumorais (Bharadwaj et al., 2021;
Wang; Lin, 2014; Mei et al., 2021). Raramente foi detectada em tecidos hepaticos em
condi¢gdes normais, estando superexpressa (em niveis de mRNA e proteina) em casos de
HCC (Wang; Lin, 2014). Com base em dados disponiveis eletronicamente, Wang et al.,
(2022) observaram uma maior expressdo de ANXA2 em pacientes com MAFLD com
fibrose hepatica mais avancada (estagio 3-4), do que naqueles com fibrose hepatica leve
(0-1). Além disso, em experimentos com hepatocitos murinos, verificaram que ANXA2
regulou positivamente a expressdo do gene Sppl, responsavel por codificar osteopontina
(OPN) sérica e hepatica. A OPN ativa HSCs de maneira pardcrina e consequentemente
aumenta a sintese de coldgeno I, promovendo a fibrose hepatica (Figura 8). Esses
resultados contradizem os apresentados anteriormente por Liao et al., (2022), que
concluiram que a expressdo reduzida de ANXA2 promoveu ativacdo de HSCs induzida por
TGF-p1.

A inflamacdo juntamente com o estresse oxidativo provenientes do acumulo
excessivo de lipidios nos hepatocitos possivelmente alteram o comportamento de KRT17 e
ANXAZ2 nessas células. A interacdo entre as proteinas ja foi descrita, sugerindo um
crosstalk entre as duas na regulacdo de eventos-chave como a inflamagao. Nesse sentido,
ainda permanece necessario elucidar o papel dessas proteinas na MAFLD, uma vez que
modulam eventos chaves relacionados a gravidade da doenga, sendo potencialmente
progndsticos ou preditivos no acompanhamento de pacientes (Chung et al., 2012; Yang et

al., 2019).
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Figura 8 — Proposta de mecanismo de regulacio da expressido de Anexina A2 (ANXAZ2) nos hepatdcitos
que promove fibrose hepatica esteato-hepatite nao alcéolica (NASH). O aumento na expressdo de
ANXA?2 promove ativagdo de células estreladas hepaticas (HSCs), através da secrecdo de OPN (codificado
pelo gene Sppl) para o meio. Essa via ANXA2-Notch regulada positivamente medeia a interagdo entre
hepatocitos e HSCs promovendo a fibrose hepatica em NASH. OPN, osteopontina; Sppl, fosfoproteina 1
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Fonte: Adaptado de Wang et al., 2022.
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CAPITULO 2

Modulacio da expressdo de Anexina A2 e Citoqueratina 17 em modelo celular da

doenca hepatica gordurosa associada ao metabolismo
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Resumo

A prevaléncia da doenca hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD) tem
aumentado expressivamente em todo o mundo, alertando acerca da necessidade de se
desenvolver estratégias de diagnéstico e tratamento especificos. De fato, essa doenca
carece de compreensdo acerca de seus mecanismos moleculares e, no presente estudo, foi
avaliado o perfil de expressao de Anexina A2 (ANXA2) e Citoqueratina 17 (KRT17) em
modelo celular de MAFLD. Inicialmente, foi induzido o acumulo intracelular de lipidios
nas células HepG2 por tratamentos com palmitato isolado a 0,7 mM (P) e com a mistura de
acidos graxos oleico e palmitico a 1 mM (OP1) e a 2 mM (OP2). Apds confirmacao desse
acimulo com Oil Red, a expressao de ANXA2 e KRT17 foi avaliada por qPCR e Western-
blotting, assim como os transcritos de ILIf, IL17, IL22, TGFp, IL6 ¢ STAT3 foram
quantificados. Todos os tratamentos induziram ao acumulo de lipidios, mas apenas em
OP2 foi significativo o aumento na expressao de mRNA das citocinas e de ANXA2. Em
nivel proteico, a expressao de ANXA2 aumentou apenas no citoplasma, enquanto a KRT17
teve reducdo significativa no citoplasma e tendéncia de aumento no nucleo. Portanto, a
exposicao lipidica aumenta o perfil inflamatério, modulando a expressdo de ANXA2 e
KRT17. Logo, o eixo citocinas-KRT17/ANXA2 pode ser um alvo promissor na

compreensao de disturbios metabolicos, especialmente MAFLD.

Palavras-chave: Sindrome metabdlica; Obesidade; MADFL; Esteatose hepatica; Células

HepG2; Citoqueratina 17 e Anexina A2.
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Introduciao

A doencga hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD) ¢ um disturbio
metabolico caracterizado pelo acumulo excessivo de lipidios nos hepatdcitos e considerada
a doenca hepatica cronica mais prevalente no mundo. Atinge aproximadamente 25% da
populagdo mundial e estd intimamente associada a obesidade, sendo que 80 a 90% dos
individuos obesos apresentam MAFLD. Essas duas condi¢des clinicas estdo aumentando
paralelamente, acompanhadas por altas taxas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo (Kaya; Yalmaz, 2022; Gofton et al., 2023; OMS, 2022).

A MAFLD abrange um espectro amplo de alteracdes hepaticas, sendo necessarias,
para seu diagnostico, a evidéncia de esteatose por exames de imagem, andlise histologica
do figado ou quantificacdo de biomarcadores séricos de funcionamento hepatico, além de
correlacdo com uma ou mais das seguintes doengas metabolicas: sobrepeso ou obesidade,
diabetes mellitus tipo 2 e sindrome metabodlica (Sakurai ef al., 2021; Kaya; Yalmaz, 2022;
Gofton et al., 2023). Adicionalmente, ndo existem medicamentos ou tratamentos
aprovados especificos de modo que modificagdes nos habitos de vida como dieta e
atividade fisica, focando principalmente na perda consideravel de peso, com consequente
diminui¢do da gordura presente no figado, tem sido a principal abordagem para os
pacientes com MAFLD (Raza et al., 2021).

Mesmo sendo uma doenga com alta prevaléncia e de impacto crescente na saude
global, seus mecanismos moleculares ndo sdo completamente conhecidos. Nesse contexto,
a identificagdo e caracterizagdo de biomarcadores que possam auxiliar no diagndstico,
prognostico e monitoramento da doencga sdo importantes. A Citoqueratina (KRT) 18 ja tem
sido relatada como biomarcador ndo invasivo de lesdo hepatica, sendo considerada uma
das principais proteinas dos filamentos intermediarios presentes no figado com papel
importante na manutencao da integridade estrutural das células hepaticas. Recentemente,
alguns pesquisadores sugeriram que ANXA?2 pode ser um potencial biomarcador para o
diagnéstico de MAFLD, esteato-hepatite ndo alcéolica (NASH) e fibrose hepatica
(Tavirani et al., 2019; Wang et al., 2022). A interacao entre ANXA2 e KRT17 também ja
foi descrita, sugerindo a importancia de outras citoqueratinas € um crosstalk entre as duas
proteinas na regulagdo de eventos-chave como a inflamacdo envolvendo diferentes
citocinas como ILIf, IL17, IL22, TGFp, IL6 e STAT3 (Chung et al., 2012; Yang et al.,

2019). Interessantemente, a inflamacdo ¢ um dos hallmarks da MAFLD. Portanto, o
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objetivo deste trabalho foi caracterizar a expressdo de KRT17 e ANXAZ2 e sua relagdo com
a inflamacdo em modelo celular de MAFLD, hipotetizando que a sobrecarga lipidica em
células hepaticas modula seus transcritos e seus niveis proteicos em resposta ao perfil

inflamatorio desse disturbio.

Material e métodos

Cultivo das células da linhagem HepG?2

O cultivo das células foi realizado em colaboragdo com a equipe do Laboratorio de
Bioquimica (LBq) — UFU. Para isso foram utilizadas células de hepatoblastoma (HepG2),
provenientes do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro, cultivadas
em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) a 25 mM de glicose, suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 100 pg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de
penicilina. As células foram mantidas em incubadora umidificada (Thermo Scientific
Series 3, Modelo 4111) a 5% de CO», a 37 °C, até confluéncia de, aproximadamente, 80%.
Os subcultivos foram realizados em intervalos de 2 a 3 dias, utilizando a solugdo de

tripsina/EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) a 0,05%.

Inducdo ao acumulo de lipidios

Para indugdo ao acimulo intracelular de lipidios, as células HepG2 foram semeadas
em placas de 6 pocos (5 x 10° células/poco) com meio DMEM apropriado por 24 horas
para adesdo. Posteriormente, foram incubadas com meio DMEM ndo suplementado e, apos
outras 24 horas, as células foram tratadas com diferentes concentracdes de acidos graxos
livres (AGL) de cadeia longa conjugado com albumina sérica bovina (BSA) 4,5% e etanol.
Acido palmitico a 0,7 mM (P) ou a mistura de 4cidos oleico e palmitico nas concentragdes
de 1 (OP1) e 2 mM (OP2) em solugdo 2:1 foram utilizados. O grupo controle foi tratado
com solugao veiculo contendo DMEM conjugado com BSA e etanol. Apods incubagdo por

24 horas, as células foram coletadas e utilizadas nos ensaios.



50

Quantificacao com Oil Red O e conteudo lipidico intracelular

A avaliagdo do contetido intracelular de lipidios foi realizada através da fixagdo das
células com paraformaldeido a 4% por 15 minutos. Posteriormente foi adicionada a
solucdo Oil Red O (ORO) mantida por 50 minutos a temperatura ambiente. Lavagens com
agua destilada foram realizadas para remocao do excesso de corante e os lipidios foram
solubilizados em 500 pL de isopropanol sob agitagdo por 30 minutos. Foi realizada a
quantificagdo por espectrofotometria no comprimento de onda de 510nm. Para melhor
visualiza¢dao dos nucleos as células também foram coradas com hematoxilina, as laminas
foram visualizadas em microscopia otica (Thermo Scientific Invitrogen, Modelo Evos XL

Core) e as fotos capturadas em ampliacao de 200x.

Quantificagdo dos transcritos por RT-qPCR em tempo real

O RNA total foi extraido de todos os grupos do estudo utilizando Trizol Reagent®
(Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante. Sua concentracdo e pureza foram
verificadas em espectrofotometro (NanoDrop Lite - Thermo Scientific) e o DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 1pg do RNA total utilizando o kit
Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT), conforme
protocolo sugerido pelo fornecedor. A PCR em tempo real (QPCR) foi otimizada para os
genes citoqueratina 17 (KRTI7), anexina A2 (ANXA2), interleucina 1-beta (ILI1p),
interleucina 17 (IL17), interleucina 22 (IL22), fator de crescimento transformador beta
(TGF-p), interleucina 6 (IL-6) e Transdutor de Sinal e Ativador da Transcri¢do 3 (STA73)
apOs a transcricdo reversa. A reacdo de amplificacdo foi preparada utilizando o kit
SYBR®Green (Applied Biosystems) contendo: master mix, H>O ultrapura, primers e
cDNA para um volume final de 10ul. Os experimentos foram realizados em sextuplicatas
em aparelho StepOne Plus (Applied Biosystems). Os primers encontram-se descritos na
Tabela 2 e o gene Beta-2-Microglobulina (B2M) foi utilizado como referéncia para a

aplicacdo do método Cq comparativo (Arauajo et al., 2014).
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Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados e condigdes das reacdes de qPCR para os

alvos do presente estudo.

Primer Sequéncia 5’ para 3’ Amplicon (pb)
KRT17 forward CTGATGACTTCCGCACCAAGTT 234
KRT17 reverse CAGCGTCCATCTCCACATTG

ANXA?2 forward TGACCAAGATGCTCGGGATC 113
ANXA?2 reverse TTTCTGGAGGTGGGGCA

IL1p forward CAGGATATGGAGCAACAAGTGG 136
IL1p reverse GGGCTTATCATCTTTCAACACGC

IL17 forward CAATCCCACGAAATCCAGGATG 156
IL17 reverse GGTGGAGATTCCAAGGTGAGG

1L22 forward CTGATAACAACACAGACGTTCG 170
IL22 reverse CCACCTCCTGCATATAAGGC

TGFp forward GTACCTGAACCCGTGTTGCTC 107
TGFp reverse CAGGAATTGTTGCTGTATTTCTGG

IL6 forward GATTCCAAAGATGTAGCCGCC 242
IL6 reverse ATTTTCACCAGGCAAGTCTCCTC

STAT3 forward GAATCTCAACTTCAGACCCGTCA 160
STAT3 reverse GCTCCACCACAAAGGCACTT
B2M forward AGCAGAGAATGGAAAGTCAAA 94

B2M reverse

TGTTGATGTTGGATAAGAGAA

Western blotting

Os extratos proteicos citoplasmaticos e nucleares das células HepG2 foram
extraidos utilizando o kit NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent kit
(Thermo Scientific) seguindo as instrugdes do fabricante. A concentracdo de proteinas
totais foi determinada pelo método de Bradford (1976). Posteriormente, 20 ug dos extratos
proteicos foram resolvidos por SDS-PAGE a 12% (BIO-RAD Mini-protean Tetra cell). As
fracdes proteicas foram transferidas para membrana de nitrocelulose 0,45 pm (BIO-RAD
Laboratories) para detec¢do de KRT17 e ANXA2. Procedeu-se a incubacdo com os
anticorpos primarios anti-KRT17 (1:1000 - Sigma Aldrich) e anti-ANXA2 (1:2000 — Life
Technologies) a 4° C overnight. Anti-f-actina (1:3000 - Sigma Aldrich) e anti-lamina B2

(1:8000 - Proteintech) foram utilizados como controles de marcagdo de extratos
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citoplasmatico e nuclear, respectivamente, a temperatura ambiente por 1 h. Como
anticorpos secundarios foram utilizados anti-camundongo (Sigma Aldrich) e anti-coelho
(Santa Cruz Biotech), ambos marcados com peroxidase e diluidos a 1:5000 em tampao

bloqueio. Em seguida realizou-se detec¢ao das bandas por ECL e anélise densiométrica.

Anadlises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo e todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 8.0.1 (San Diego, California,
EUA). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Kolmogorov—Smirnov. Em seguida
foi aplicado o Test-t de Student ¢ ANOVA com pos-teste de Tukey para dados
paramétricos ¢ o Teste de Mann-Whitney para os ndo paramétricos. Para todos os

resultados foi adotado o valor de p < 0,05 como estatisticamente significativo.

Resultados

Acumulo de lipideos em linhagem HepG?2

Apos o tratamento das células HepG2 com as misturas de diferentes concentragdes
de palmitato isolado (0,7 mM) e &cidos oleico e palmitico (1,0 mM e 2,0 mM), foi
observado o actimulo intracelular de lipidios (Figura 1). Foram identificadas goticulas
lipidicas com coloragdo avermelhada acumuladas no citoplasma das células de todos os
tratamentos, o que ndo ocorreu naquelas tratadas apenas com o veiculo (Figura 1A-D).
Além disso, verificou-se um aumento significativo da densidade Optica relativa das células
tratadas, principalmente nos grupos OP1 e OP2, corroborando o fenotipo esteatdtico dessa
linhagem a partir das doses utilizadas (Figura 1E). Como esperado, as células do grupo
controle apresentaram niveis quase ausentes de lipideos intracelulares. O modelo foi

previamente validado quanto aos marcadores de estresse oxidativo (Arruda ef al., 2023).
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Figura 1. Fotomicrografias representativas da coloracdo com Oil Red O e Hematoxilina de
Meyer em células HepG2. (A) Células tratadas apenas com veiculo (DMEM conjugado
com albumina sérica bovina contendo etanol). (B) Células expostas a sobrecarga lipidica
por 24 horas com acido palmitico a 0,7 mM (C) Células expostas a sobrecarga lipidica por
24 horas com mistura de acidos oleico e palmitico a 1,0 mM (2:1). (D) Células expostas a
sobrecarga lipidica por 24 horas com mistura de acidos oleico e palmitico a 2,0 mM (2:1).
(E) Quantificacao da densidade optica de lipideos intracelulares a 510 nm apds coloragao
com Oil Red O. Ampliagao de 200x. Os resultados estdo expressos como média £+ desvio
padrdo (n=8). O * representa diferenca significativa em relacdo ao grupo controle com p <
0,05 e **** p < 0,0001. C, controle; P, Palmitato a 0,7 mM; OP1, Oleato e Palmitato a 1,0
mM (2:1); OP2, Oleato e Palmitato a 2,0 mM (2:1).

2= *okdkk

OD 510nm

Cc P OP1

7
]
S ’:"-‘:’.:‘ ':.-;;

Quantificacgdo relativa dos niveis de mRNA

Neste estudo, os transcritos dos genes KRT17, ANXA2, IL1p, IL17, IL22, TGFp, IL6
e STAT3 foram quantificados (Figura 2). Entre os tratamentos analisados, o grupo OP2
diferiu do controle para todos os alvos analisados, com exce¢do de KR777, que diminuiu
significativamente em P e OP1, com tendéncia de aumento em OP2. Considerando que a
expressao de KRTI7 ¢ regulada por citocinas inflamatoérias (Yang et al., 2019), os
transcritos de ILIf, IL17, IL22, TGFp, IL6 e STAT3 também foram analisados e se

mostraram significativamente aumentados em OP2, evidenciando, neste grupo, um
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processo inflamatorio associado a MAFLD. Além disso, nossos resultados também

destacam o papel desses mediadores no aumento da expressao de ANXA2.

Figura 2. Ensaios de qPCR conduzidos em modelo celular de doenga hepatica gordurosa
associada ao metabolismo (MAFLD). (A) KRT17, Citoqueratina 17; (B) ANXA2, Anexina
A2; (C) IL1p, Interleucina 1-beta; (D) IL17, Interleucina 17; (E) IL22, Interleucina 22; (F)
TGFJ, Fator de crescimento transformador beta; (G) /L6, Interleucina 6; (H) STAT3,
Transdutor de Sinal e Ativador da Transcri¢do 3. Os dados estdo expressos como média +
desvio padrao (n=8). O * representa diferencga significativa em relacdo ao grupo controle
com p < 0,05 e **** p < 0,0001. C, controle; P, Palmitato a 0,7 mM; OP1, Oleato e
Palmitato a 1,0 mM (2:1); OP2, Oleato e Palmitato a 2,0 mM (2:1).
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Niveis proteicos e localizagdo celular

O ensaio de Western Blotting foi realizado para avaliar a expressdao das proteinas
KRT17 e ANXA2 (Figura 3). Apds acimulo de lipidios, nos grupos OP1 ¢ OP2, a KRT17
diminuiu sua expressao no citoplasma, com tendéncia de aumento no nucleo (Figura 3A), o
que sugere sua translocagdo. No grupo P foi observada uma maior expressdo nuclear de
KRT17 (Figura 3A). Em OP2 e OPI1, houve um aumento dos niveis de ANXA2 no

citoplasma, sem diferenca em sua expressao no nucleo (Figura 3B).

Figura 3. Expressao e localizagdo das proteinas Citoqueratina 17 (KRT17) e Anexina A2
(ANXA2) em modelo celular de doenga hepatica gordurosa associada ao metabolismo
(MAFLD). (A) KRT17, (B) ANXA2 e (C) Recorte do Western-blotting evidenciando a
expressao dos alvos no nucleo e citoplasma de células HepG?2 tratadas. f-actina e Lamina
B2 foram utilizadas como controles de marcagdo para os extratos citoplasmaticos e
nucleares, respectivamente. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n=6).
O ** representa diferenca significativa em relagdo ao grupo controle com p < 0,01. C,
controle; P, Palmitato a 0,7 mM; OP1, Oleato e Palmitato a 2:1 (1,0 mM); OP2, Oleato ¢
Palmitato 2:1 (2,0 mM).
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Discussao

A MAFLD representa um problema de satde publica em todo o mundo, de modo
que seu diagndstico precoce viabiliza uma interven¢ao mais assertiva, reduzindo o risco de
complicagdes hepaticas graves, como hepatocarcinoma ou a necessidade de transplante de
figado. Nesse sentido, a caracterizagdo de novos biomarcadores utilizando modelos
celulares fornece insights valiosos sobre os eventos moleculares associados a MAFLD
(Clare et al., 2022; Godoy-Matos et al., 2020). O presente estudo objetivou determinar o
papel de KRT17 e ANXA2 nessa doencga, enquanto potencialmente promissores no manejo
dos pacientes.

Na dieta ocidental, o palmitato e o oleato sdo as formas de acidos graxos mais
consumidos pela populagdo. Apds absor¢do intestinal, eles sdo esterificados em
triacilglicerois (TAG) e entregues ao figado que os distribui para outros orgdos. Logo,
TAG hepaticos sdo abundantes tanto em individuos saudaveis, quanto em pacientes com
quadro de MAFLD. Trabalhos prévios utilizaram a mistura desses acidos graxos em
diferentes concentragdes para inducdo de esteatose em células HepG2 (Eynaudi et al.,
2021; Jang et al., 2014; Ricchi et al., 2009), confirmando que a exposi¢do dessa linhagem
a maiores dosagens de 4acidos graxos por 24 horas, como na propor¢do 2:1 utilizada
também em nossos modelos (OP1 e OP2), proporciona maior acimulo de lipideos, se
mostrando como um modelo viadvel de MAFLD. Porém, apesar da quantidade de
informagdes disponiveis para a patogénese do acumulo de TAG, ¢ valido lembrar que os
efeitos metabodlicos dos acidos graxos ainda ndo sdo completamente elucidados, o que
reforca a importancia de se caracterizar novos marcadores € de se estabelecer sua
associacdo com MAFLD (Eynaudi et al., 2021).

O papel das proteinas ANXA2 e KRT17 ainda ¢ pouco compreendido nessa doenca
e em seus diferentes estagios. No modelo OP2, os transcritos de ANXA2 aumentaram apds
exposi¢ao lipidica e observamos uma nitida tendéncia de aumento na expressao de KR717.
Portanto, mesmo que ANXA2 e KRT17 sejam proteinas modificadas pos-traducionalmente
(Grindheim et al., 2017; Jacob et al., 2020), ocorreu uma nitida modulagdo de sua
expressdao em nivel de mRNA. Na literatura ja ¢ demonstrada a relagdo entre ANXA2 e
processos inflamatdrios cronicos, incluindo obesidade, com diminui¢do do actimulo de
lipideos apos o silenciamento de ANXA2 (Feng et al., 2022; Mei et al., 2021; Tavirani et

al., 2019; Wang et al., 2019). Nossos resultados evidenciam essa relacdo e encontram-se
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alinhados aos apresentados, recentemente, por Wang e colaboradores (2022), que relataram
maiores niveis do mRNA de ANXA2 em pacientes com MAFLD com fibrose hepatica mais
avangada (estagio 3-4), quando comparados aqueles com fibrose hepatica leve (0-1). Além
disso, a superexpressao de ANXA2 promoveu fibrose hepatica em murinos (Wang et al.,
2022).

Interessantemente, observamos, no nosso estudo, que, nos fenotipos esteatdticos
OP1 e OP2, ha um aumento na expressao de ANXA2 no citoplasma, sem diferengas nos
niveis dessa proteina no nucleo. Assim, sugerimos que lipotoxicidade induzida pelo
excesso de lipideos em nosso modelo induz o estresse oxidativo e a liberacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), aumentando os niveis transcricionais e proteicos de ANXA2
para que seja fosforilada em Tyr23 e transloque para o nucleo como resposta protetora aos
danos ao DNA. Contudo, os niveis excessivos de ERO defosforilam ANXA2 em Tyr23
(Grindheim et al.,2016) o que explica seu acumulo no citoplasma, ndo alterando sua
expressao nuclear.

Ja foi descrita a interagao entre ANXA2 ¢ KRT17, de modo que a KRT17 também
regula a fosforilagdo de ANXA2 em Tyr-23 e, a regulagdo negativa de KRT17 pode
influenciar na diminui¢do dessa fosforilagao, necessaria para translocacdo de ANXA?2 para
o nucleo. De fato, foi observado uma menor expressao de KRT17 no citoplasma, o que
poderia comprometer a translocacdo de ANXA2 para nucleo. Além disso, a ANXA2
controla a estabilidade de KRT17, sendo um potencial regulador dos filamentos de
citoqueratina (Chung et al., 2012; Yang et al., 2019). Na MAFLD, Nian et al., (2023)
identificaram regulacdo positiva de KRT17 em células HepG2 tratadas com oleato e
palmitato e Chen et al., (2022) também observaram a expressio de KRT17
significativamente maior em tecidos hepaticos com fibrose de humanos e camundongos,
comparando com tecidos normais. Nossos resultados apontaram uma tendéncia de aumento
nos transcritos de KRT17 no grupo OP2, enquanto reduziu significativamente em P ¢ OP1.
Porém, em relagdo aos niveis proteicos, foi verificado o mesmo padrio em todos os
grupos, em que a expressdo de KRT17 reduziu no citoplasma, com uma nitida tendéncia de
aumento no nucleo de nossos modelos. De fato, KRT17 pode ser encontrada no nucleo
também em resposta a danos no DNA, modulando a expressdo génica associada a
inflamacao, arquitetura nuclear e proliferacao (Jacob et al., 2020; Nair et al., 2021).

A degeneracdo dos adipécitos induz a liberacdo de goticulas lipidicas no espago

extracelular e ativa a resposta imune e, na obesidade, ocorre o acimulo de células imunes e
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inflamatoérias nos adipdcitos (Mei et al., 2021). Assim, a inflamagdo, juntamente com o
estresse oxidativo, podem modular a expressdo ¢ o comportamento de ANXA2 ¢ KRT17
em células esteatoticas. De fato, no presente estudo, verificamos no grupo OP2 a regulacao
positiva em todos os transcritos pro-inflamatorios (IL1f, IL17, IL22, TGEp, IL6 ¢ STAT3)
quando comparados com grupo controle. Os outros tratamentos ndo tiveram alteragdes
significativas, ocorrendo aumento apenas na expressao de STA73 no tratamento esteatotico
OP1, quando comparado ao grupo controle. Estudo de Yang et al., (2019) sugere uma
conexao entre a ubiquitinagao da KRT17, a ativacdo de STAT3 e a proliferacao celular em
queratinocitos de psoriase.

Yang et al. (2019) também demonstraram que IL-1, IFN-y, IL17, IL22 e TGF-$
regulam a expressdo de KRT/7 em queratindcitos da epiderme com psoriase, propondo
uma visdo do complexo mecanismo envolvido na regulacdo dessa citoqueratina. As
citocinas IL17, IL22 e TGF-P se ligam a seus receptores especificos na membrana da
célula alvo, o que desencadeia a ativacao de vias a jusante como JAK ou Ras/Raf/MEK, a
posterior ativagdo de STAT1/3 e a transcricdo de KRT'17. IL-1B, ativado por IFN-y, se liga
a regido GAS no promotor do gene KR7'17, também induzindo sua expressao (Chen et al.,
2022; Shetty et al., 2017).

Portanto, sugerimos que a ANXA2 e KRTI7 sejam reguladas positivamente em
MAFLD e podem ser considerados genes criticos envolvidos nos diferentes estagios da
doenca. Propomos, diante dos resultados aqui apresentados, que o estresse oxidativo
decorrente da exposicao lipidica aumenta os niveis das citocinas pro-inflamatorias /L1,
IL17, IL22 e TGFJ, as quais sinalizam para o aumento na expressdo dos transcritos de
KRT17 e ANXA2. Contudo, hd uma diminui¢do de KRT17 no citoplasma, comprometendo
a fosforilagdo de ANXA2 que ndo transloca para o nucleo. Ja, KRT17 aumenta sua
expressdo nuclear promovendo a transcrigdo de outros genes, como STAT3 e IL6,

sustentando um loop inflamatorio cronico caracteristico da MAFLD (Figura 4).
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Figura 4. Regulagdo de Citoqueratina 17 (KRT17) e Anexina A2 (ANXA2) na doenga
hepéatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD). (1) A Lipotoxicidade causada
pela exposicao lipidica aumentada nas células HepG2 (2) gera estresse oxidativo devido ao
aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) (3) que causa danos ao DNA o que (4)
regula positivamente a expressao de citocinas pro-inflamatorias (IL1f, IL17, IL2 e TGFp)
(5) que sinalizam para o aumento na expressao de KRT17 e ANXA2. (6) Apds a traducdo de
suas proteinas, KRT17 ¢ ANXA?2 se associam, regulando-se mutuamente (7) ocorrendo a
translocagcdo de KRT17 para o nucleo. (8) No nucleo, a KRT17 promove a transcri¢ao de
genes, como STAT3 e IL6, sustentando um loop inflamatdrio cronico caracteristico da

MAFLD.
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CONCLUSAO

Todos os tratamentos realizados com a linhagem de células HepG2 induziram um
aumento significativo de goticulas de gordura intracelulares em relagdo ao grupo controle,
sendo modelos experimentais eficientes em induzir células esteatdticas, principal
caracteristica de MAFLD. No tratamento OP2, identificamos um aumento nos transcritos
de KRT17 e ANXA?2 e a translocagao para o ntucleo de KRT17, evidenciando um intricado
mecanismo molecular associado a MAFLD, em especial a inflamacdo, uma vez que foi
detectado um aumento na expressdo de inflamatorios ILIf, IL17, IL22, TGFp, IL6 e
STAT3. Assim, o eixo citocinas - KRT17/ANXA2 pode ser um alvo promissor na

compreensdo de disturbios metabolicos, especialmente MAFLD.
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information about its focus and peer-review policy.
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Archives of Physiology and Biochemistry accepts the following types of article: Original
papers, Reviews and Editorials.

[...]

Preparing Your Paper

Structure

Your paper should be compiled in the following order: title page; abstract; keywords; main
text introduction, materials and methods, results, discussion; acknowledgments;
declaration of interest statement; references; appendices (as appropriate); table(s) with
caption(s) (on individual pages); figures; figure captions (as a list).

Word Limits

Please include a word count for your paper. There are no word limits for papers in this
journal.

Style Guidelines

Please refer to these quick style guidelines when preparing your paper, rather than any
published articles or a sample copy.

Please use British (-ise) spelling style consistently throughout your manuscript. Please use
double quotation marks, except where “a quotation is ‘within’ a quotation”. Please note
that long quotations should be indented without quotation marks.

Authors are asked to take into account the diverse audience of the journal. Please avoid the
use of terms that might be meaningful only to a local or national audience, or provide a
clear explanation where this is unavoidable. However, papers that reflect the particularities
of a social and cultural system are acceptable. Some specific points on style follow:

1. Authors should write in clear, concise UK English. Language and grammar should be

consistent with Fowler’s English Usage; spelling and meaning of words should conform to
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Webster’s Dictionary. If English is not your native language please ensure the manuscript
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 19807s] 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)”.
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