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RESUMO

VEIGA, Flavia Maria da Silva. Implicagoes e efeitos da utiliza¢do do inibidor da DPP-4 e
ativa¢do do PPAR-alfa, isolados ou em associagdo, sobre o eixo entero-hepdtico de
camundongos alimentados com dieta rica em frutose ou lipideos. 127f. Tese (Doutorado em
Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A dieta hiperlipidica ou rica em frutose configuram um dos principais catalisadores para a
génese da doenga hepatica gordurosa nao alcoolica (DHGNA) intensificada pelas alteragcdes do
eixo entero-hepatico. Este trabalho teve o objetivo de avaliar os efeitos da ativagao do inibidor da
DPP-4 ¢ da ativagcdo do PPAR-alfa (WY 14643), isolados ou em associag@o, sobre o eixo entero-
hepatico, inflamacdo e metabolismo energético hepatico de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica ou rica em frutose. Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 (3 meses de
idade) que receberam dieta controle (C, 10% da energia proveniente de lipideos, n=20), dieta
hiperlipidica (HF, 50% da energia proveniente de lipideos, n=40) ou dieta rica em frutose (HFRU,
50% da energia proveniente da frutose, n=40) durante 12 semanas. Apds as 12 semanas, 0s grupos
HF e HFRU foram subdivididos para receber o tratamento durante 5 semanas (n=10 por grupo):
HF, HFA (agonista PPAR-a, 3,5 mg/kg/MC incorporado a dieta HF), HFT (Linagliptina—
Trayenta—15mg/kg incorporada a dieta HF) e HFC (agonista PPAR-a associado com Linagliptina
incorporados nas mesmas doses a dieta HF); HFRU, HFRUA (agonista PPAR-a, 3,5 mg/ kg /MC
incorporado a dieta HFRU), HFRUT (Linagliptina 15mg/kg incorporado a dieta HFRU) e
HFRUC (agonista PPAR-a associado com Linagliptina nas mesmas doses incorporados a dieta
HFRU). Foram realizadas analises bioquimicas, RT-qPCR, imunofluorescéncia e microscopia
eletronica de transmissdo no figado e intestino. O grupo HFRU apresentou intolerancia a glicose,
endotoxemia e disbiose (com aumento de Proteobacteria) sem alteracdes na massa corporal
(MC), mas com danos na ultraestrutura intestinal, o que levou a inflamagao e esteatose hepatica
acentuada no grupo HFRU comparado ao grupo C. Os tratamentos contornaram a intolerancia a
glicose, a endotoxemia e a disbiose, melhorando a ultraestrutura da barreira intestinal e reduzindo
a expressdao de 7/r4 no figado dos animais tratados. Esses efeitos benéficos suprimiram a
lipogénese e atenuaram a esteatose. Ja a dieta HF foi obesogénica em comparacao com a dieta C.
Todos os tratamentos provocaram perda de MC, e o grupo HFC mostrou MC semelhante ao grupo
C. Todos os tratamentos minimizaram a intolerancia oral a glicose e aumentaram os niveis de
GLP1. Esses beneficios metabodlicos restauraram a relacdo Bacteroidetes/Firmicutes, resultando
em aumento de células caliciformes por area do intestino grosso e niveis reduzidos de LPS nos
grupos tratados, os quais também mostraram maior expressao de Mucina 2, Ocludina e Zo-1 em
relacdo ao grupo HF. A endotoxemia reduzida suprimiu a expressdao gé€nica de inflamassomas e
macrofagos no figado dos animais tratados. Esses resultados coincidem com a reducdo da
densidade de volume da esteatose e triacilglicerol hepatico, reafirmando o papel do tratamento
proposto na mitigacdo da DHGNA. Ambos os tratamentos melhoraram a resisténcia a insulina e
maximizaram o metabolismo energético hepatico com o favorecimento da beta-oxidacdo e
reduziram a disbiose intestinal. No entanto, os tratamentos combinados apresentaram resultados
mais expressivos na reversao dos efeitos deletérios da dieta hiperlipidica ou rica em frutose. A
ativacdo do PPAR-a e a inibi¢do da DPP-4 se configura como uma ferramenta importante para
evitar a progressao da DHGNA e de comorbidades associadas a obesidade.

Palavras-chave: PPAR-alfa. Inibidor da DPP-4. DHGNA. Intestino. Dieta hiperlipidicas. Dieta rica

em frutose.



ABSTRACT

VEIGA, Flavia Maria da Silva. Implications and effects of the use of DPP-4 inhibitor and
PPAR-o. agonist, alone or in association, on the enterohepatic axis of mice fed diets rich in
fructose or lipids. 127f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2022.

High-fat and high-fructose diets are potent triggers of non-alcoholic fatty liver disease,
intensified by gut-liver axis impairments. This study aimed to evaluate the effects of DPP-4
inhibitor activation and PPAR-o (WY 14643) activation, alone or in combination, on the
enterohepatic axis, inflammation and hepatic energy metabolism of mice fed a high-fat or high-fat
diet fructose. Male C57BL/6 mice (3 months old) were fed a control diet (C, 10% of energy from
lipid, n = 20), high-fat diet (HF, 50% of energy from lipid, n = 40) or high-fructose diet (HFRU,
50% of energy from fructose, n=40) for 12 weeks. After 12 weeks, the HF and HFRU groups
were subdivided to receive treatment for 5 weeks (n = 10 per group): HF, HFA (PPAR-a agonist,
3.5 mg/kg/MC incorporated into the HF diet) , HFT (Linagliptin — Trayenta — 15mg/kg
incorporated into the HF diet) and HFC (PPAR-a agonist associated with Linagliptin incorporated
in the same doses to the HF diet); HFRU, HFRUA (PPAR-a agonist, 3.5 mg / kg /MC
incorporated into the HFRU diet), HFRUT (Linagliptin 15mg/kg incorporated into the HFRU
diet) and HFRUC (PPAR-a agonist associated with Linagliptin at the same doses incorporated
into the HFRU diet). Biochemical analysis, RT-qPCR, immunofluorescence, and transmission
electron microscopy (TEM) were performed in liver and intestine samples. The HFRU group
presented glucose intolerance, endotoxemia and dysbiosis (with increased Proteobacteria) with
no changes in body mass compared to the C group, but with intestinal ultrastructure damage,
which led to liver inflammation and marked hepatic steatosis in the HFRU group compared to
group C. The treatments rescued glucose intolerance, endotoxemia and dysbiosis, improving the
ultrastructure of the intestinal barrier and reducing 77/r4 expression in the liver of treated animals.
These beneficial effects suppressed lipogenesis and attenuated steatosis. The HF diet was
obesogenic compared to the C diet. All treatments caused significant body mass loss, and the HFC
group showed similar body mass to the C group. All treatments mitigated oral glucose intolerance
and increased GLP1 levels. These metabolic benefits restored the Bacteroidetes/Firmicutes ratio,
resulting in increased goblet cells per large intestine area and reduced LPS levels in the treated
groups, which also showed higher Mucin 2, Occludin and Zo-1 expression compared to the HF
group. Reduced endotoxemia suppressed gene expression of inflammasomes and macrophages in
the liver of treated animals. These observations complied with a marked reduction in the volume
density of steatosis and hepatic triacylglycerol, reaffirming the role of the proposed treatment in
the mitigation of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Both treatments improved insulin
resistance and maximized hepatic energy metabolism, favoring beta-oxidation, and controlling gut
dysbiosis. However, the combined treatments showed the most expressive results in reversing the
deleterious effects of high-fat and high-fructose diets. The activation of PPAR-a and inhibition of
DPP-4 may be an approach to prevent the progression of NAFLD and other obesity comorbidities.

Keywords: PPAR-a. DPP-4 inhibitor. NAFLD. Intestine. High-fat diet. High-fructose diet.
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INTRODUCAO

As doengas cronicas nao transmissiveis (DCNTSs), como o diabetes mellitus tipo 2
(DM2), hipertensao arterial, dislipidemia e doencas cardiovasculares e hepaticas, assumem
importancia crescente na saide publica mundial (1). Embora as DCNTs possam estar
relacionadas com fatores genéticos, a dieta e o estado nutricional representam um fator
importante ¢ modificavel para a saude humana.

A mudanga nos padroes dietéticos envolve alteragcdes quantitativas e qualitativas na
dieta. O consumo elevado de alimentos contendo gorduras saturadas e frutose aumentou
consideravelmente nos ultimos anos, especialmente em paises desenvolvidos em
decorréncia do maior consumo de produtos industrializados acarretando a génese e
desenvolvimento da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA). A DHGNA se
caracteriza pelo acimulo de gordura no tecido hepatico (2).

Um conceito inovador propde que o eixo entero-hepatico desempenha papel
fundamental na progressdo da DHGNA, pois o excesso do consumo de gordura saturada ou
de frutose altera a composi¢cdo da microbiota (disbiose) e aumenta a permeabilidade da
barreira intestinal. Dessa forma, ocorre translocacdo de bactérias e toxinas produzidas por
elas do limen intestinal para o sangue, com consequéncias para o metabolismo (3).

Os lipopolissacarideos (LPS), uma endotoxina presente na parede externa das
bactérias gram negativas, t€m os seus niveis consideravelmente aumentados pela influéncia
da qualidade da dieta. Altos niveis de LPS induzem inflamag¢do de baixo grau, que
compromete a integridade da mucosa por alteragdes nas proteinas estruturais das zonulas
de oclusdo e aumento da permeabilidade intestinal (4). Além disso, a migracdo dessa
endotoxina via veia porta para o tecido hepatico leva a um quadro de endotoxemia (5).

Além da endotoxemia, a dieta hiperlipidica ou com excesso de frutose promove
comprometimento da homeostase energética hepatica, reduzindo a beta-oxidagdo e
favorecendo a lipogénese e resisténcia a insulina (RI) (6). O influxo do LPS e de DNA
bacteriano para o figado pela circulagdo portal aumenta a expressao dos receptores toll like
4 (TLR4), com consequente prejuizo a sinaliza¢do hepatica da insulina (7).

Dessa forma, dietas ricas em frutose ou em gordura saturada aumentam a
endotoxemia pos-prandial com efeitos cumulativos quando consumidas cronicamente,
como a inflamagdo hepatica que favorece a progressdo da DHGNA para formas mais

graves como a esteatohepatite ndo alcoolica (EHNA) e a cirrose (8).
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Estudos em camundongos mostram aumento na contagem de macrofagos intestinais
e maior expressdo de TLR4 no figado, estimulada pelo aumento de LPS plasmatico ap6s o
consumo de dieta rica em frutose (3). A disbiose promovida pelo consumo cronico
excessivo de frutose ou lipideos ¢ geralmente demonstrada por um aumento da razao
Firmicutes / Bacteroidetes que, além de induzir o bindmio inflamacao e estresse oxidativo,
desencadeia a esteatose hepatica por mecanismos associados ao aumento da extragdo de
energia alimentar e favorecimento da lipogénese (7).

Diante deste cenario, a utilizagdao de farmacos que revertam a disbiose e contenham
as alteracdes hepaticas advindas do excesso dietético de frutose ou gordura saturada sao
pertinentes dada a elevada prevaléncia de DHGNA na populagdo com sobrepeso ou obesa
e sua progressdo deletéria a saide. Nesse contexto, os receptores ativados por proliferador
de peroxissoma (PPARSs) sdo fatores de transcrigdo que se encontram no entrelagamento de
varias vias metabolicas (9).

A ativacdo farmacoldgica da isoforma alfa (PPAR-alfa) promove reducdo da massa
corporal, alivio da RI, formacdo de adipocitos beges (10), além de reducdo expressiva da
DHGNA pelo aumento da beta-oxida¢cdo mitocondrial (6).

Um estudo recente indicou que a ativagdo de PPAR-alfa estd relacionada a
regulagdo positiva sobre o metabolismo hepatico (11). No entanto, ndo héa relatos na
literatura se o tratamento com agonista do PPAR-alfa melhora a disbiose em animais
alimentados com dietas ricas em frutose ou gordura saturada e nem se a melhora do
metabolismo energético hepatico promovido pela ativagdo do PPAR-alfa tem relagdo com
uma possivel reducdo da endotoxemia e preservacao da integridade da barreira intestinal
(12).

Ja a Linagliptina, um inibidor seletivo da dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) que
suprime a rapida degradacdo do peptideo enddgeno semelhante ao glucagon-1 (GLP-1),
aumenta a secre¢ao de insulina dependente de glicose. A linagliptina tem sido utilizada em
combinagdo com dieta e exercicio fisico na terapia do DM2, isoladamente ou em
combinagdo com outros agentes hipoglicémicos orais (13).

Até o momento, ndo existem relatos na literatura sobre a associacdo desses dois
tratamentos (agonista PPAR-alfa e linagliptina) sobre o eixo entero-hepatico. Portanto, a
hipotese desse estudo € que a ativacdo do PPAR-alfa e a inibicdo da DPP-4 (isoladas ou
associadas) revertam a disbiose e endotoxemia promovida pelo excesso dietético de frutose

ou gordura saturada em camundongos C57BL/6 machos, com mitigagdo da esteatose
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hepatica por estimulos anti-inflamatérios e anti-lipogénicos oriundos da modulacao do eixo

entero-hepatico.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Modelos Experimentais

A experimentagdo utilizando modelos animais nas pesquisas cientificas tornou-se
imprescindivel para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia. Por volta de 1865, Claude
Bernard, em seus estudos de fisiologia, descreveu os principios da utilizagao de animais
como modelo de estudo e transposicao para a fisiologia humana. Seu trabalho “Introdugao
ao Estudo da Medicina Experimental” buscou estabelecer as regras e os principios para o
estudo experimental da medicina. A partir de experimentos fisicos e quimicos, ele
demonstrou que as alteragdes observadas nos animais eram semelhantes as doengas em
humanos (14).

As descobertas realizadas com as pesquisas cientificas auxiliam na descoberta de
medidas profildticas e tratamentos de inimeras patologias que acometem os seres Vivos.
Como exemplo de contribuigdes provenientes da experimentacdo animal, temos a
descoberta da insulina e antibidticos que contribuiram para o tratamento de diversas
doencas, o desenvolvimento de técnicas de transplante de 6rgdos, a descoberta de farmacos
que atenuam ou suprimem a evolugdo de determinadas doengas, assim como o
desenvolvimento de vacinas para grandes pandemias como a atual epidemia do Covid-19,
entre outros. Além da utilizacdo de animais, as pesquisas cientificas contam com o recurso
alternativo dos estudos in vitro como a cultura de células.

Do ponto de vista cientifico, a escolha do modelo animal “ideal” deve levar em
consideracdo o fendtipo e que a patogénese da condi¢do do animal se assemelhe a doenca
humana em estudo (15). Animais de diversas espécies t€m sido utilizados ao longo de
séculos para o desenvolvimento cientifico. Dentre as espécies analisadas, o camundongo ¢
0 que mais atende os critérios cientificos, sendo assim, ¢ o mais utilizado nas pesquisas
cientificas. Somente no século XIX o camundongo passou a ser utilizado como
instrumento para as pesquisas cientificas (16).

O camundongo pertence a classe Mammalia, ordem Rodentia, familia Muridae,
género Mus, espécie Mus musculus. Existem controvérsias sobre espécies € subespécies

criadas em laboratdrio, porém, esta ¢ a classificagdo mais aceita devido a presencga de
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cruzamentos. No caso de camundongos de linhagem C57BL/6, o genoma ¢ originario de
Mus spretus, e nao de Mus musculus (17).

A escolha de camundongos de linhagem C57BL/6 para o desenvolvimento deste
trabalho se deve ao fato de apresentarem um fenotipo semelhante ao observado em
humanos quando alimentados com dieta hiperenergética (que mimetiza as dietas
ocidentais). Esse modelo ¢ conhecido como “obesidade induzida por dieta” (DIO — do
inglés diet-induced obesity) e ¢ utilizado em larga escala na literatura cientifica (5, 18).

Dentro do contexto da experimentagdo com animais, a escolha da dieta ¢ um fator
importante para a experimentacao animal. Dietas ricas em carboidratos e/ou lipideos sao
amplamente utilizadas para avaliacdo das alteragdes metabdlicas em cepas de
camundongos C57BL/6 (19, 20).

O excesso da ingestdo de frutose e/ou lipideos € capaz de alterar o metabolismo de
carboidratos e lipideos respectivamente, levando ao desenvolvimento da obesidade, DM2
(21), RI (22), hipertrigliceridemia (23), aumento da pressdo arterial e doengas

cardiovasculares (24) inflamagao (25), doencgas hepaticas (26).

1.2 Frutose e lipideos: consumo e impacto na saude

1.2.1 Epidemiologia e relacdo da frutose e lipideos com a sindrome metabdlica

Nas ultimas décadas, o mundo tem passado por mudangas nos padrdes dietéticos
que caracterizam a chamada transicao nutricional que envolvem alteragdes quantitativas e
qualitativas na dieta. As novas praticas alimentares incluem elevado contetido energético,
com maior ingestdo de gorduras saturadas (maior parte de origem animal) e actcares de
adi¢do, seguido da reducdo no consumo de fibra dietética, frutas, hortalicas e cereais (1).

A crescente prevaléncia de sobrepeso e obesidade em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento vem sendo considerada uma pandemia global (24). Tal condi¢cao aumenta
consideravelmente a génese e o desenvolvimento de comorbidades e DCNTs como: DM2,
dislipidemia, doengas cardiovasculares, esteatose hepdatica, entre outros. Dentre os
multiplos fatores etiologicos que predispdem as doengas cronicas, destacam-se os fatores
genéticos, mudangas no comportamento alimentar e sedentarismo (27). Esse conjunto de

desordens, quando associadas em um individuo, pode ser denominada de Sindrome
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Metabolica (SM). Estudos recentes tém demonstrado que frutose e lipideos tém
contribuido para o aumento da incidéncia de sobrepeso e obesidade em todo o mundo (28).

Segundo o VIGITEL BRASIL1 2020, as DCNTs sdo um dos maiores problemas de
saude do Brasil. Dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) indicam que as DCNTs
foram responsaveis por 73,6% das mortes ocorridas globalmente em 2019 (World Health
Organization - WHO, 2018a, 2018b). Para OMS, um conjunto de fatores de risco ¢
responsavel pelas mortes por DCNTs e por uma fragdo da carga de doencas devida a essas
enfermidades. Dentre esses fatores destacam-se o tabagismo, o consumo alimentar

inadequado, o sedentarismo e o consumo excessivo de bebidas alcodlicas (29).

1.2.2 Dietas ricas em Frutose

A frutose é um carboidrato? do tipo monossacarideo, que apresenta sua estrutura
molecular na forma de hexose (C¢H120¢), muito semelhante a glicose, diferindo apenas
pela posicao do grupo carbonila (Figura 1). Esta presente em muitos alimentos, como
frutas, vegetais, leguminosas, mel, constituinte da sacarose (p-D-Frutofuranosil a-D-

glicopiranosida) e de outros polimeros, como a inulina (30).

Figura 1 — Estrutura molecular da glicose e frutose

Ho O oo
| c=0
H— c|: — OH |
HO—C—H HO= ? =H
|
H—C— OH H= T = OH
|
H—C—OH H—=C-0H
| |
CH, OH CH, OH
D-Glicose D-Frutose

Legenda: Representagdo esquematica da estrutura molecular da glicose e frutose (proje¢do de Fisher).
Fonte: Harper, 2007.

' O VIGITEL realizou um inquérito telefonico para estimar a frequéncia e distribuicdo sociodemografica de
fatores de risco e protegdo para doengas cronicas nas capitais dos 26 estados brasileiros e no Distrito Federal
no ano de 2020. Os dados publicados no VIGITEL sdo de responsabilidade do Ministério da Saude e
Secretaria de Vigilancia em Saude.

2 Carboidrato — Sdo substancias que liberam determinados compostos por hidrélise. Podem ser divididos em
trés classes principais de acordo com o numero de ligagdes glicosidicas: monossacarideo, oligossacarideos e
polissacarideos.
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O consumo de frutose, o mais doce de todos os carboidratos, aumentou
consideravelmente nos ultimos anos. A frutose e a glicose formam o dissacarideo sacarose.
A sacarose ja foi utilizada como o principal adogante pela industria alimenticia, porém, o
fato de a frutose ser 1,5 — 1,7 vezes mais doce que a sacarose, a sua utilizacdo aumentou
consideravelmente em comparacdo com a sacarose nos ultimos anos (31, 32). Além disso,
a frutose possui baixo custo devido ao desenvolvimento no processo de extracao de xarope
de milho rico em frutose (HFCS - do inglés high fructose corn syrup).

Sendo assim, a frutose tem sido amplamente utilizada pela industria alimenticia na
producao de diversos produtos como as bebidas agucaradas (Sugar-sweetened beverages —
SSBs), doces, paes, temperos prontos e embutidos. As SSBs s3o uma importante fonte de
HFCS em todo o mundo e incluem refrigerantes, bebidas com sabor de frutas e bebidas
esportivas. Em média, os SSBs contribuem com aproximadamente 7% das calorias diarias
de boa parte da populagao (31, 33).

O consumo aumentado de alimentos que provenientes da incorporacao da frutose,
principalmente em bebidas como refrigerantes e sucos adocados, trouxeram diversos
efeitos deletérios para a saude. Portanto, suscita o interesse cientifico para as
consequéncias do consumo excessivo da frutose em 6rgdos-alvo (Figura 2). Ha evidéncias
de que a frutose seja mais deletéria do que a glicose em termos cardiovasculares como na

hipertensao arterial (4).

Figura 2 — Efeitos do excesso da ingestdo frutose ou HFCS em 6rgaos-alvo

Resisténcia a leptina
Neuroinflamagao

Inflamac¢3o/ Lipotoxicidade
Dislipidemia
2 Esteatose Hepética

Vasoconstricgdo renal
Hipertensdo glomerular
Inflamag3o renal

Endotoxemia
Disbiose intestinal
i Estresse oxidativo

Frutose /
[ - &
e Inflamagdo
0‘\’ »/

HFCS [
Reduzida adiponectina

Inflamagao
\ Disfungéo endotelial

Legenda: Principais efeitos do excesso da ingestdo da frutose ou do HFSC em 6rgdos-alvo como o cérebro,
figado, rins, intestino, tecido adiposo e endotélio.
Fonte: Adaptado Johnson et al., 2009.
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1.2.2.1 Absorg¢ao e metabolismo da frutose

A capacidade de absor¢ao de frutose entre os seres humanos varia em torno de
15g em individuos adultos e, ¢, independente de energia. Entretanto, a capacidade de
absorcao da frutose pode ser aumentada em 29%, caso seja ingerida em associagdo com a
glicose, ou sob a forma de sacarose (Caussy et al., 2018; Panasevich et al., 2018).

A frutose ¢ um monossacarideo, e, ndo requer clivagem enzimatica para ser
digerida. No periodo pos-prandial, a frutose ¢ absorvida e, posteriormente, captada via
transporte facilitado mediada pelo transportador GLUTS5 (transportador de glicose 5)
presente no epitélio intestinal (Figura 3). O GLUTS possui alta afinidade pela frutose e
encontra-se na membrana apical da regido terminal do duodeno e jejuno (34).

Dentro do enterdcito, parte da frutose ¢ convertida em lactato, e em seguida ¢
difundida através da membrana basolateral dos enterdcitos com auxilio do GLUT2 (Figura
3). Dessa forma, atinge a corrente sanguinea pela veia porta, sendo transportada até os

hepatdcitos, onde ¢ primariamente metabolizada (35).

Figura 3 — Ilustracdo do transporte de frutose através do epitélio intestinal

Membrana Membrana
luminal basolateral

Frutose

— D

Legenda: A imagem ilustra o transporte da frutose e da glicose através do epitélio intestinal do enterdcito. A
frutose entra pela membrana luminal com o auxilio do transportador GLUTS. Apos absorgao, a
frutose sai pela membrana basolateral com o auxilio dos transportadores GLUT2.

Fonte: Modificado de Brooks, Jones, Butler, 2010.

No hepatdcito, a frutose € captada pelo seu receptor GLUT2, sem gasto de energia e
estimulo de insulina (Figura 3). Nos hepatocitos, a frutose ¢ fosforilada no carbono 1,
mediada pelas enzimas frutoquinase ou cetoquinase, ou no carbono 6, mediada pela enzima

hexoquinase, gerando a frutose-1 fosfato. A frutose-1 fosfato ¢ clivada em duas trioses,
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gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona (sendo uma a forma isomérica da outra), em
uma reacdo mediada pela enzima aldolase B. Essas duas trioses poderdo seguir trés
caminhos distintos:

1) via glicolitica, que tem como produto o piruvato e a adenosina trifosfato (ATP) para o
ciclo de krebs;

2) reduzido até glicerol, que sera utilizado na sintese de triacilglicerdis, fosfolipideos e
outros lipideos; ou condensado até¢ formar frutose 1,6 difosfato e, depois formar glicose ou
glicogénio (ou seja, parte da frutose pode ser convertida em acidos graxos livres no interior
dos hepatocitos pelo processo de lipogénese de novo (LDN, do inglés de novo lipogenesis);
3) podem formar frutose 1,6-difosfato e a partir dai, formar glicose (50%) e glicogénio
através da gliconeogénese (Figura 4) (36, 37). A frutose 1P ainda ativa proteinas quinase e,
consequentemente, ativam proteinas da familia de proteinas quinase ativada por mitdgenos
(MAPK) induzindo a fosforilagdo em serina do receptor de insulina (IRS-1), levando a
resisténcia a insulina hepatica.

A alta ingestdo da frutose produz TAG por meio de produtos intermediarios,
culminando em sobrecarga no metabolismo lipidico hepatico. Como consequéncia, ocorre
inibi¢do da oxidagdo de lipideos, favorecendo a reesterificacdo dos acidos graxos com o
glicerol para formar TAG. O mecanismo pelo qual a frutose esta associada com o aumento
do TAG relaciona-se com o aumento da LDN. A continua produgdo de acetil-CoA formada
pelo metabolismo da frutose, gera produtos que contribuem para a sintese de TAG. A
acetil-CoA ¢ convertida a citrato, que ¢ um substrato para LDN. O citrato ¢ convertido em
malonil-CoA, por uma reagdo mediada pela malonil-CoA carboxilase. A presenca dessa
enzima inibe a a¢do da carnitina palmitoil transferase (CPT-1), reduzindo a entrada de AGs

na mitocondria. Como consequéncia, ocorre uma limita¢do da beta-oxida¢do mitocondrial

31).
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Figura 4 — Esquema resumido da via de oxidagao da frutose nos hepatdcitos

Frutose

Frutoquinase
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Triglicerideos, Frutose-1,6
Lipideos e difostato
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Legenda: O esquema mostra de forma resumida os produtos provenientes da degradacdo da frutose: formagao
de piruvato pela via glicolitica; formacao de glicerol a partir de gliceraldeido 3-fosfato que sera
direcionado para a sintese dos triacilglicerois e fosfolipideos; e formacgdo de frutose 1,6 difosfato
que ¢ direcionado para formagdo de glicogénio. A imagem ilustra o transporte da frutose e da
glicose através do epitélio intestinal do enterdcito. A frutose entra pela membrana luminal com o
auxilio do transportador GLUTS. Apos absorc¢do, a frutose sai pela membrana basolateral com o
auxilio dos transportadores GLUT?2.

Fonte: A autora, 2022.

O excesso de frutose ainda ativa a proteina de ligacdo ao elemento regulador do
esterol-1 (SREBP-1). O aumento de SREBP-1 estimula a transcricdo de genes envolvidos
na sintese dos AGI, como o acetil-CoA carboxilase (converte acetil-CoA em Malonil-CoA)
e FAS (4cido graxo sintase). Esse mecanismo sobreexcede a capacidade metabolica
mitocondrial, aumentando a lipogénese e reduzindo a beta-oxida¢do mitocondrial, o que

predispdem o desenvolvimento da dislipidemia e esteatose hepatica (31).

1.2.3 Dietas ricas em Lipideos

Os lipideos sao moléculas organicas insoluveis em dgua. Sdo formadas a partir de
acidos graxos e glicerol (Figura 5) armazenados nos adipocitos via captacao de acidos
graxos ou através da lipogénese. Existem inumeros tipos de lipideos tanto de origem
animal quanto vegetal. Eles sdo classificados de acordo com a sua estrutura em: lipideos

simples, lipideos compostos e lipideos derivados. Os triacilglicer6is sao lipideos simples e
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representam a forma mais abundante de lipideos encontrados nos alimentos, bem como no
organismo humano. Existem intmeros tipos de lipideos complexos, no entanto, os de
maior importancia na dieta ocidental sdo o colesterol (COL), os ésteres de colesterol (Col-
E) e os fosfolipideos (FL) (38).

Os lipideos desempenham fun¢des importantes no organismo humano, como:
constitui¢do da membrana plasmatica, isolamento térmico e fisico, transporte e absor¢ao de
vitaminas lipossoliveis, protecdo aos orgdos, precursor de hormonios e fornecimento de
energia sob a forma de ATP para as fungdes metabolicas ( (39). Sao classificados de
acordo com a cadeia carbdnica dos acidos graxos em: curta — 2 a 4 atomos de carbono;
média — 6 a 10 a&tomos de carbono e longa — mais de 12 atomos de carbono (40).

Representam a maior fonte energética (9 kcal/g) da alimentacdo, e estdo sob a
forma de TAG e COL (39, 41). Os TAG sdao armazenados principalmente no tecido
adiposo (TA) como reserva energética, e a mobilizagdo dessa energia ocorre quando

necessario, como por exemplo em periodos de privacdo de alimentacdo (Figura 5A-B)

(11).

Figura 5 — Esquema geral da constituicao dos TAG

A B
H 0
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H-C—0—C—R
| o] Acido Graxo
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H-C—0—C-R TAG - _E Acido Graxo
. °
1 Acido Graxo
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Ill Tecido Adiposo

Triacilglicerol

Legenda: Os TAG apresentam em sua estrutura AGs ligados a trés moléculas de glicerol. Estrutura quimica
do TAG (A); representagdo esquematica do TAG armazenado no TA (B).
Fonte: A autora, 2022.
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1.2.3.1 Digestao, mobilizacao e transporte de lipideos

A quebra de lipideos ¢ denominada lipolise, e inicia-se no intestino delgado, com o
auxilio dos sais biliares que emulsificam as gorduras formando micelas. As lipases
hidrolisam os TAG, liberando acidos graxos e glicerol. Os acidos graxos livres (AGL) e
COL formam micelas mistas com os sais biliares que se aproximam do sitio de absor¢do
lipidica, onde atravessam a camada de agua e ¢ absorvido (Esposito et al., 2014).

Dentro das células intestinais, a area de superficie da interface ¢ aumentada pelos
movimentos peristalticos do intestino, combinados a a¢do emulsificante dos acidos biliares
(ou sais biliares). Os acidos graxos formam complexos com a proteina intestinal de acidos
graxos, que aumenta a solubilidade efetiva dos lipideos e protege a célula dos efeitos
dessas substancias (Figura 6) (Di Paola et al., 2018).

O processo de emulsificagdo dos lipideos ocorre no duodeno. A colecistoquinina,
um hormonio peptidico, ¢ produzido em resposta a presenca de lipideos, atuando sobre a
vesicula biliar e estimulando a secrecdo da bile, e ainda, sobre as células exocrinas do
pancreas, estimulando a secre¢ao de enzimas. A secretina, um hormonio peptidico, tem a
funcdo de auxiliar na neutralizacdo do pH do contetido intestinal, por estimular o pancreas
a secretar uma solucdo rica em bicarbonato. Sendo assim, os lipideos sdo degradados por
enzimas pancredaticas que estdo sob controle hormonal. As lipases agem na interface
lipideo-agua por ativagdo interfacial (42).

O glicerol atravessa a mucosa intestinal, sendo convertido em TAGs. TAGs e COL
sdo incorporados as proteinas transportadoras, as apolipoproteinas, formando os
quilomicrons, que sdo carreados pela corrente sanguinea até chegar no figado, principal
orgdo que metaboliza os lipideos. A esterificacdo3 de cadeias acil dos acidos graxos
juntamente com glicerol-3-fosfato ¢ realizada para a formag¢do de novos TAG. Este
processo ocorre através de uma reacdo enzimdatica por enzimas denominadas

aciltransferases (Birchenough et al., 2015; Burgueno e Abreu, 2020).

3 Acidos Graxos com menos de 10 carboidratos nio sdo esterificados no interior do intestino, sendo
absorvidos diretamente para corrente sanguinea via veia porta.
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Figura 6 — Esquema representativo da digestdao de lipideos
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Legenda: Esquema representativo da digestdo de lipideos ao longo do trato intestinal.
Fonte: Principios de Bioquimica de Lehninger, 2017.

1.2.3.2 Metabolismo hepatico dos lipideos

Apds chegarem no tecido hepatico, os acidos graxos sdo metabolizados no interior
da mitocondria. A molécula de acido graxo ndo consegue permear a membrana
mitocondrial, portanto, ¢ necessdrio que este seja convertido a acil-CoA. Dentro da
membrana mitocondrial externa (MME), o acil-CoA se ligard a carnitina formando o
complexo acil — carnitina graxo. Na formac¢do deste complexo ocorre a liberagdo de uma
coenzima A. O acil — carnitina graxo, entdo, entra na matriz mitocondrial com o auxilio do
transportador denominado carnitina. Na matriz mitocondrial a carnitina sera substituida
pela coenzima A e teremos novamente um acil-CoA que podera, entdo, ser oxidado pelo

processo chamado de B-oxidagdo que ocorre na matriz mitocondrial (43).
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1.2.3.3 Oxidagao de acidos graxos

A B-oxidagdo compreende um processo catabdlico pelo qual os acidos graxos sao
transferidos para as mitocondrias e s3o decompostos para gerar precursores para a geragao
de ATP. E um processo no qual fragmentos de dois carbonos sdo sucessivamente
removidos da extremidade carboxila da acilCoA, produzindo acetil coa (44).

O Acil-CoA entra na MME acoplado a CPT1 e chega na matriz mitocondrial
acoplado a CPT2. Na matriz mitocondrial, os AGs sofrem remocdo oxidativa de unidades
de carbono na forma de acetil-CoA, comecando da extremidade carboxila da cadeia
carbonica (45).

A PB-oxidagdo ¢ concluida quando todo o acil-CoA ¢ oxidado totalmente e
convertido em acetil-CoA. O objetivo da B-oxidacdo ¢ reduzir a cadeia de acil-CoA graxo
de cadeia longa em 2 carbonos. A regulacdo da via ¢ realizada pela enzima CPT1, que
regula a entrada de 4cidos graxos na mitocondria. Essa enzima ¢ inibida pelo Malonil-
CoA, um intermediario que tem sua concentragdo aumentada na presenca de excesso de
carboidratos disponiveis, que se configuram como precursor na biossintese de acidos

graxos (46).

1.2.3.4 Alta ingestdo de lipideos e a obesidade

A obesidade tornou-se uma epidemia mundial de carater multifuncional. Os fatores
epigenéticos e ambientais estdo fortemente relacionados a obesidade, no entanto, os
habitos nutricionais associados ao estilo de vida sedentério, t€m um impacto relevante para
o desenvolvimento da obesidade. Estd fortemente associada as doengas cardiovasculares
associadas a hipertensdo arterial, dislipidemia, DM2, entre outras (47).

O consumo elevado por um tempo prolongado de dieta hiperlipidica leva a um
quadro de hiperplasia e hipertrofia do tecido adiposo visceral, o que ¢ determinante para a
génese e desenvolvimento da obesidade. Vale ressaltar que uma dieta hiperlipidica (Figura
7) esta relacionada com o aumento da massa corporal (MC) e comorbidades (48).

O TA ¢ o principal reservatorio energético do organismo. Portanto, quando o TA

excede sua capacidade de armazenamento, o excesso de lipideos ¢ mobilizado para outros
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orgaos como o figado, tecido muscular e pancreas. Como consequéncia, ocorre aumento da
adiposidade, producao de citocinas pro-inflamatdrias, RI, dislipidemia e, frequentemente,
este quadro esta relacionado com a doenca cardiovascular e aterosclerose (49).

A obesidade esta relacionada a desregulacdo do metabolismo lipidico, que pode
resultar em niveis elevados de lipideos na corrente sanguinea, deposi¢ao lipidica ectopica e
doengas metabdlicas associadas, como a DHGNA e aterosclerose (48).

Atualmente, admite-se que a obesidade desempenha um importante papel na
microbiota e na integridade da barreira intestinal. O mecanismo pelo qual estao associados,

se deve ao fato de ocorrer um desequilibrio na composi¢ao da microbiota intestinal (50).

Figura 7 — Esquema representativo de alimentos que podem favorecer a obesidade
\, )

Legenda: Esquema que ilustra alguns alimentos ricos em gorduras saturadas e frutose como os alimentos
fast-food, bebidas adogadas, entre outros provenientes da dicta favorecem a gé€nese e
desenvolvimento da obesidade.

Fonte: A autora, 2022.

1.3 Morfologia e barreira intestinal

O intestino apresenta peculiaridades na sua morfologia que lhe conferem
caracteristicas distintas em cada regido, pois, além de atuar no processo de absorcao de
nutrientes, desempenha a importante fungdo de barreira contra a entrada sistémica de

agentes nocivos, sejam eles microrganismos ou antigenos provenientes da alimentagdo
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(51). Os elementos que formam a barreira do epitélio intestinal sdo classificados em

componentes extracelulares e celulares, de acordo com a sua localizacao e funcionalidade.

1.3.1 Componentes extracelulares

Compreendem o pH gastrico, as secregdes pancredticas e biliares de enzimas
digestivas (lipases, proteases, amilases e nucleases). Tais elementos conferem um
mecanismo de defesa ao trato gastrointestinal, auxiliando no processo de digestdo e
fornecendo uma protecdo catalitica e toxica sobre os microrganismos ¢ antigenos.
Simultaneamente, na mucosa intestinal estdo presentes as mucinas. Possuem propriedades
hidrofobicas e surfactantes, conferindo uma barreira fisica no epitélio intestinal contra
traumas de particulas dentro do Iumen, assim como, fornecem protecdo contra
microrganismos, como bactérias e virus, impedindo sua adesdo a mucosa ¢ ao epitélio

intestinal (51).

1.3.2 Componentes celulares

Os componentes celulares estdo dispostos sobre o epitélio intestinal que ¢ formado
por uma monocamada de cé€lulas colunares justapostas que revestem o limen intestinal. O
epitélio tem a funcdo de atuar como uma barreira para impedir a passagem de antigenos,
além de ser seletivo a translocacdo de nutrientes provenientes da dieta, eletrdlitos e agua do
limen intestinal para a circulagdo (52).
Compreendem vilosidades e criptas que se dispdem ao longo de todo
epitélio. As vilosidades sdo projecdes microscopicas que se estendem no limen intestinal e
sdo revestidas por uma camada de epitélio colunar que contém células diferenciadas. As
vilosidades permitem aumentar a drea de contato com os alimentos, facilitando a absor¢ao
de agua e nutrientes. As criptas sao invaginagdes epiteliais na mucosa do intestino,
responsaveis pela proliferagdo desse tecido. Nas criptas residem as células-tronco
intestinais (CTI), que apresentam duas propriedades funcionais: auto-renovagdo e

multipoténcia. As CTIs produzem um tipo celular denominado, células progenitoras ou
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transitorias. A medida que, as células progenitoras migram em diregdo & regido apical do
intestino, elas diferenciam-se em células absortivas ou colunares: enterdcitos, ou em
células secretorias: células caliciformes, células de Paneth ou células enteroenddcrinas
(53).

As células absortivas apresentam borda digitiforme, caracterizada por uma densa
matriz de vilosidades em sua superficie apical. As células caliciformes apresentam uma
continua producdo e acumulo de vesiculas de secrecdo glicoproteica, composta
principalmente de mucina, na regido apical. Estdo localizadas entre as células absortivas
(enterocitos). A sua caracteristica de produzir muco, confere a funcdo de lubrificar e
proteger o epitélio intestinal (53).

As mucinas formam uma barreira fisica no epitélio intestinal, ajudando a conter
bactérias comensais no lumen do intestino, impedindo a sua adesao nas células epiteliais.
As células de Paneth diferenciam-se dos demais tipos celulares. Estdo presentes dispersas
na parte inferior da cripta, e, secretam proteinas antibacterianas que impedem a passagem
de microrganismos para a mucosa intestinal, atuando como reguladora da densidade
microbiana e protetora de células-tronco proximas. As células enteroendocrinas, sdo as
menos abundantes e secretam hormonios intestinais, como os peptideos e catecolaminas
(53).

Existem duas vias pelas quais ions e moléculas, incluindo os nutrientes, podem
atravessar a monocamada epitelial intestinal, sdo elas: a via transcelular e a via paracelular
(Figura 8A) (52). A integridade da via paracelular depende da regulacdo das juncdes
oclusivas, também conhecida como tight junctions4. Elas exercem funcdo de barreira
semipermeavel entre o dominio apical e basolateral, mantendo a polaridade celular e
bloqueando a livre difusdo de proteinas, lipideos e produtos patogénicos (54).

Em nivel molecular, as jungdes oclusivas sdo constituidas por trés grupos de
proteinas integrais de membrana: claudina, ocludina e moléculas de adesdo juncional
(Figura 8B). As juncdes formam um complexo formado por proteinas integrais que
interagem indiretamente com o anel perijuncional do citoesqueleto da actina por meio de
proteinas citoplasmaticas como as zonula de oclusdo (ZO-1, ZO-2 e ZO-3), cingulina e

antigeno 7H6 (55). As proteinas integrais formam uma vedag¢do na regido mais apical da

4 As tight junctions (ou jungdes oclusivas) sdo estruturas dinimicas que regulam a passagem paracelular de
ions, solutos e agua, cuja permeabilidade pode ser alterada em resposta a estimulos como nutrientes,
sinalizagdo humoral ou neuronal ou mediadores inflamatorios, o que lhe atribui importante fungao no epitélio
gastrointestinal, seja em condigdes fisiologicas ou patologicas.
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membrana lateral das células conferindo uma obliteracao parcial do espago intercelular
nessa regido da membrana plasmatica (52).

As claudinas sdo fosfoproteinas consideradas componentes chaves para a funcio
das juncdes oclusivas (56). A interagdo das algas extracelulares de ocludina com as células
adjacentes cria uma barreira para macromoléculas, por isso € considerada fundamental para
manter a permeabilidade intestinal. As claudinas executam fungdes diferentes em cada
segmento e podem ser divididas em dois tipos:

2 envolvidas na formagdo de barreira — conferem maior ou menor permeabilidade
paracelular — claudina -1, -3, -4, -8;

3 desempenham um papel na formag¢ao de poros ou canal — claudina -2, -7, -12 (57).

No intestino delgado, h4 maior expressdao de claudinas relacionadas a formacao de
poros e ao transporte paracelular de ions, como por exemplo claudina -2. No entanto, no
colon, ¢ detectado uma maior expressdo de claudinas formadoras de barreira, como
claudina-1. De acordo com alguns estudos, as claudinas -2, -3 e -7 sdo detectadas em todos

os segmentos do epitélio intestinal (57).

Figura 8 — Esquema representativo da permeabilidade intestinal
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Legenda: O esquema representativo mostra o epitelial intestinal. Delimitagdes da célula intestinal: membrana
apical, lateral e basolateral; presenca de tight junction e as vias de transporte de nutrientes:
transcelular e paracelular (A); Estrutura jungdes oclusivas - ZO, Claudina, Ocludina (B).

Fonte: Disponivel em https://doi.org/10.3390/ijms22136729.
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1.4 Microbiota Intestinal

O trato gastrointestinal (TGI) ¢ o sitio organico mais povoado por microrganismos
comensais e simbidticos, como bactérias, fungos, archaea, virus e protozoarios (58-60). O
termo microbiota foi designado para caracterizar a populacdo de microrganismos que
habitam o TGI, enquanto o termo microbioma refere-se ao material genético da microbiota
de um determinado local do corpo humano (61).

O TGI possui aproximadamente 1013-1014 microrganismos. O intestino humano ¢
um ecossistema densamente povoado por bactérias (Siezen e Kleerebezem, 2011) e estima-
se que o conjunto de genomas bacterianos possui aproximadamente 3 milhdes de genes, o
que representa aproximadamente 150 vezes superior aos genes do hospedeiro (Qin J,
2010). Atualmente, ¢ possivel identificar a diversidade filogenética através da andlise do
DNA ribossomico 16S (rDNA) para 90% dos tipos bacterianos presentes na microbiota
intestinal (62).

As bactérias comensais exercem o papel de protecao, impedindo a proliferagdo de
bactérias patogénicas que geralmente sdo causadas pelo desequilibrio da microbiota. A
coloniza¢do microbiana do intestino inicia-se no periodo neonatal e é fundamental para o
desenvolvimento das vias metabolicas e imunologicas do recém-nascido. Apds o
nascimento a microbiota intestinal ¢ muito instdvel, tendo o seu processo de
amadurecimento concluido aproximadamente aos trés anos de idade (56).

Somente na idade adulta a microbiota se diversifica e estabiliza, e passa a exercer
uma grande influéncia na fisiologia e no desenvolvimento do sistema imunoldgico do seu
hospedeiro. Alteragdes durante este processo de colonizagdo mostraram aumentar a
suscetibilidade a doenca durante a vida humana (56). Na flora microbiota intestinal de
humanos s3o encontrados predominantemente os filos Firmicutes (64%) e Bacteroidetes
(23%), e, em menor propor¢do os filos Proteobacteria e Actinobacteria. Embora estes
organismos estejam presentes na maioria dos individuos nesta propor¢do, hd sempre
variagoes existentes de acordo com cada espécie (62, 63).

O filo Bacteroidetes compreende bactérias Gram-negativas que inclui os géneros
Bacteroides e Prevotella. O filo Firmicutes ¢ dividido em duas classes principais de
bactérias Gram-positivas, Bacilli e Clostridia, incluindo os géneros Clostridium,
Enterococcus, Lactobacillus e Ruminococcus (Woting e Blaut, 2016). Estas bactérias

representam mais de 90% da popula¢do microbiana em camundongos e humanos, sendo
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que Proteobacteria, Tenericutes, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria e
Cyanobacteria sdo os filos mais representados nas demais bactérias (12) (12).

A quantidade e a diversidade de bactérias presentes no TGI demonstram variagdo
ao longo do TGI. Deste modo, o nimero de células bacterianas presente no intestino dos
mamiferos mostra um continuo que vai desde as 102 a 103 bactérias por grama de
estomago e duodeno até¢ 104 a 107 de bactérias por grama de jejuno e ileo e culmina com

109 a 1012 de células por grama de colon (Figura 9).

Figura 9 — Perfil de distribui¢ao bacteriana ao longo do intestino
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Legenda: Composi¢ao microbiana do intestino humano.
Fonte: Adaptado de Costela et. al., 2009

Pela proximidade com o estdmago, o intestino delgado (duodeno) apresenta um
quantitativo relativamente baixo de bactérias em fun¢do da presenca de acidos gastrico e
biliares, suco pancreatico e intestinal (60). A microbiologia do ileo terminal representa
uma zona de transi¢do entre o jejuno, onde predominam espécies aerobias, e a populagdo
de elevada densidade de anaerdbios que se encontra no colon. Na regido do ileo terminal
estdo presentes predominantemente microrganismos gram-negativos € anaerdbios. Ao
passo que, na regido do cdlon, a concentracdo e diversidade da microbiota eleva-se
consideravelmente. Estas sdo constituidas na grande maioria por bactérias anaerodbias,
como os pertencentes aos géneros Bacteroides, Porphyromonas, Bifidobacterium,
Lactobacillus e Clostridium, com as bactérias anaerobias numa relagdo para as aerobias de

100 a 1000:1 (56, 60).
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1.4.1 Alteracoes da barreira intestinal ocasionada pelo excesso no consumo de dietas

ricas em frutose e lipideos

Numerosos estudos apontam que a composicdo da dieta se configura como um
gatilho para a desregulacdo da barreira intestinal, assim como a composi¢ao da microbiota
do seu hospedeiro (60). As variagdes na composicdo da microbiota fecal podem ser
observadas em individuos com condi¢des fisiologicas associadas a dislipidemia e
deposicao lipidica ectopica, como aterosclerose e esteatose hepatica (63).

A fungdo da barreira intestinal estd intimamente relacionada com a homeostase das
células epiteliais intestinais (CEI), camada de muco e das células imunes. As CEI
expressam receptores de reconhecimento de padroes (PRRs) que sdo proteinas codificadas
que reconhecem e se ligam a ligantes microbianos especificos (56).

Estudos demonstram que dietas ricas em frutose e lipideos levam a redugdo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), favorecendo a reducao da diversidade filogenética
das bactérias simbioticas, bem como mudanga na composicao ¢ fung¢do da microbiota
intestinal (1).

Concomitantemente, os receptores do tipo Toll-like (TLRS), que sdo pertencentes a
subfamilia dos PRRs, como exemplo o TLR4, reconhecem padrdes de moléculas
associados a patogenos (PAMPs) que sdo expressos por bactérias gram-negativas. Os LPS,
também conhecida como endotoxina bacteriana, sdo estruturas presentes na membrana
externa das bactérias gram-negativas. Os LPS consistem em PAMPs que ativam uma
resposta imune inata (60).

Niveis aumentados de LPS induzem inflamacdo de baixo grau, que compromete a
integridade da mucosa por alteragdes nas proteinas estruturais das jungdes oclusivas e
aumento da permeabilidade intestinal (5). Niveis aumentados de LPS na corrente
sanguinea desencadeiam um quadro de endotoxemia metabdlica. A endotoxemia ¢ uma
condi¢do ligada a perturbagdes metabodlicas como dislipidemia, RI, DHGNA e doengas
cardiovasculares. A translocacdo dessas endotoxinas contribui para gerar uma resposta
metabolica deficiente, assim como, promove um estado inflamatério cronico através da

ativacdo do TLR4, que ¢ expresso em células imunes, como os macrofagos € em outros

5 Os TLRs sdo receptores que desempenham um papel fundamental no sistema imunoldgico. Sdo expressos
nas membranas de células imunes e ndo imunes, incluindo as células epiteliais, e reconhecem moléculas que
sao amplamente compartilhadas por microrganismos.
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tipos celulares, incluindo os hepatdcitos e adipdcitos, dificultando a absor¢ao de nutrientes
(64).

A sinalizagdo TLR na mucosa intestinal também pode induzir a producdo de
citocinas inflamatorias, que levam a ativagdo de respostas inflamatorias envolvidas na
progressao da DHGNA. Por exemplo, a ativacdo do inflamassoma NOD-, LRR- e pyrin
domain-coninting protein 3 (NLRP3) pelo LPS via TLR4 estd envolvida no
desenvolvimento da DHGNA. O aumento da permeabilidade intestinal também esta ligado
a DHGNA em humanos. Os pacientes com DHGNA tém mostrado aumento da
permeabilidade intestinal em comparacdo com controles saudaveis e a permeabilidade

intestinal esta correlacionada a gravidade da esteatose (63).

1.5 Figado

1.5.1 Comparacao entre os figados humano e de camundongo

O figado humano ocupa o quadrante superior do abdomen e encontra-se fixado
por alguns ligamentos, enquanto o figado do camundongo abrange todo o espago
subdiafragmatico e aparentemente ndo apresenta ligamentos (Figura 10A). Embora os
padrdes dos lobos sejam especificos de cada espécie, as subunidades lobulares sdo
altamente conservadas em estrutura e fungdo. Apresentam quatro lobos: esquerdo, direito,
medial e caudado (Figura 10B). As adaptagdes a exposicao a dietas ricas em lipideos ou

carboidratos sdo semelhantes e usualmente verificadas pela analise histologica (65).
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Figura 10 — Ilustragdo macroscopica do figado de camundongo
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Legenda: Ilustragdo macroscopica da cavidade abdominal do camundongo indicando a localizagdo do figado
(A); os quatro lobos presentes no figado de camundongos: direito, esquerdo, medial e caudado (B).
Fonte: Adapatado e Rogers, 2012.

Sob a analise microscopica, o figado humano apresenta uma organizagao hexagonal
de 16bulos classicos, corddes de hepatdcitos bem definidos e alinhados, enquanto no figado
de camundongo esta organiza¢do nao € tdo linear. Além disso, o figado dos camundongos
exibe menos tecido conjuntivo do que o de humanos (66).

O sangue arterial e venoso entra no lobulo a partir de “triades” portais
(arteriolas, vénulas, ductos biliares e linfaticos). Nutrientes ¢ macromoléculas sdo trocados
entre hepatocitos e plasma através de sinusoides revestidos por endotélio fenestrado,
enquanto as demais células residentes, incluindo células estreladas hepaticas e
células de Kupffer mantém a imunidade. A funcdo fisiologica é semelhante em ambas as
espécies, embora existam algumas diferengas morfoldgicas (65).

As diferencas existentes entre as duas espécies devem ser observadas e
consideradas para a utilizacdo de camundongos como modelos de pesquisa. Entretanto,
observa-se muitas semelhancas na estrutura geral e fungdes hepaticas entre o humano e o
camundongo. Fato este que reforca a viabilidade da utilizagdo do modelo animal em

trabalhos experimentais, sendo uma caracteristica importante para os estudos cientificos
(60).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/venous-blood
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/arteriole
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/venule
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/sinusoid
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/hepatic-stellate-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/hepatic-stellate-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/kupffer-cell
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1.5.2 Funcdo, composicdo celular e resposta imune hepatica

O figado ¢ um o6rgdo metabolicamente ativo, tendo em vista a sua multiplicidade
funcional. Portanto, os hepatocitos sdao células que apresentam um carater multifuncional:
apresenta numerosas mitocondrias, reticulo endoplasmatico bem evidenciado, onde ocorre
a sintese de diversas proteinas plasmaticas, e demais organelas citoplasmaticas com sua
importancia funcional para o funcionamento das atividades metabolicas desenvolvido no
tecido hepatico. Dentre as principais atividades vitais e essenciais a manutencao da
homeostasia corporal, destaca-se:

a) Sintese e armazenamento de proteinas;

b) Secrecao biliar;

¢) Formacdo de fatores de coagulagio;

d) Fungdo metabolica, catabodlica, excretora e secretora;

e) Excrecao de substancias toxicas.

Além dos hepatdcitos, o tecido hepatico € constituido por demais células que sao
essenciais para a manutencdo das condicdes fisiologicas e fisiopatologicas desse orgao,
conhecidas como células ndo parenquimatosas. Sao elas: células de Kupffer, células
biliares, células estreladas hepaticas (ou células de Ito) e linfocitos intra-hepaticos (Figura
11) (67).

As células ndo parenquimatosas representam aproximadamente 50% das células
do figado e revestem as artérias e as veias central e porta, sua morfologia difere
consideravelmente e formam um endotélio fenestrado. As ndo parenquimatosas expressam
moléculas que promovem a captacdo de antigenos, € moléculas apresentadoras de
antigenos, incluindo MHC classe I e II e as moléculas coestimuladoras CD40, CDS80 e

CD86.

a) Células de Kupffer (ou macréfagos) — representam cerca de 20% das células nao
parenquimatosas do figado. Residem no espago vascular sinusoidal,
predominantemente na area periportal. Tem a funcdo de fagocitar hepatdcitos

apoptoticos;

b) Células estreladas hepaticas (CEHs) ou células de Ito — estdo localizadas no espago

de Disse e sua principal fun¢do € o armazenamento de vitamina A sob a forma de
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¢ésteres de retinol. No figado saudavel, as CEHs mostram um fendtipo quiescente.
Existem muitas evidéncias de que a ativacdo das CEHs desempenha um papel

critico na fibrose hepatica;

¢) Linfocitos — encontrados por todo o parénquima, incluem linfocitos do sistema
imunologico adaptativo (c€lulas T) e células do sistema inato produzidas pelo Timo

(células NKT e NK — natural Killer).

Figura 11 — Esquema das células presentes no tecido hepatico

Células Células nao
parenquimatosas parenquimatosas

| celulas | || | Gélulas | Células || Células

Hepatocitos | endoteliais ‘Llnfomtos | Kupffer [ Biliares [ Estreladas
Células Células Células
T B NK

Legenda: O esquema mostra as principais células presentes no tecido hepatico.
Fonte: A autora, 2022.

As células imunes sdo ativadas por diversos estimulos que incluem produtos
bacterianos como o LPS. As citocinas derivadas de células de kupffer desempenham um
papel fundamental na modulacdo da diferenciacdo e proliferacdo de outras células. Em
resposta a concentragdes fisiologicas de LPS, as células de kupffer produzem TNF-a e IL-
10, que regulam negativamente a captacdo de antigeno mediada por receptor e a expressao
de MHC® classe II em células nio parenquimatosas e células dendriticas, e diminuem a
ativagao de células T (68).

As células natural killer (NK) hepaticas modulam a lesdo hepatica equilibrando a
producao local de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias apds a ativagdo por meio
de seus receptores ativadores e inibitorios. Acredita-se que células NTK polarizam as

respostas imunes adaptativas locais e sistémicas a um perfil tipo I (IFN-Y e TNF-a) e um

¢ MHC (do inglés Major Histocompatibility Complex) complexo principal de histocompatibilidade — € a
regido presente na superficie dos linfocitos que atua no reconhecimento e na apresentagdo de antigenos.
Possui papel importante no sistema imune.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_imune
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perfil tipo II (IL-4, IL-10, IL-13). Admite-se que as células NTK estejam envolvidas nas
infec¢des hepaticas. Estudos com camundongos deficientes de NTK sdo mais suscetiveis a

certas infecg¢des virais e bacterianas (68).

1.5.3 Metabolismo energético hepatico

O figado ¢ um 6rgdo que apresenta um papel central na regulacdo da homeostase do
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. O metabolismo energético hepatico
compreende o conjunto de reagdes metabdlicas que produzem a energia necessaria para a
realizacdo das fungdes vitais através da degradacao ou ligagdo das moléculas (catabolismo
ou anabolismo). Para que essas reagdes ocorram, sdo necessarios substratos energéticos,
que sdo provenientes da alimentagcdo. As principais fontes de energia utilizadas nessas
reacdes sdo os carboidratos, os lipideos e as proteinas. A regulacdo do metabolismo de
carboidratos e lipideos ocorre no figado e 6rgdos como o tecido adiposo e musculo, para

manter a homeostase corporal, em condi¢des de jejum e pos-prandial (69).

1.5.3.1 Metabolismo da glicose e triacilglicerois (TAG)

Em condi¢cdes fisioldgicas, a glicose proveniente da dieta ¢ utilizada para a
manutengdo das condi¢des metabolicas de corpo. Quando os niveis de glicose e lipideos
excedem as necessidades energéticas, a capacidade hepatica de absor¢do, sintese,
exportagdo e oxidacdo de AGI no figado fica comprometida (70).

O excesso de glicose ¢ captado por um processo de difusdo facilitada, através do
transportador GLUT2, um mecanismo independente da regulacao da insulina. Essa glicose
captada ¢ estocada na forma de glicogénio, que funciona como reserva de glicose em
periodos entre as refei¢cdes, por exemplo. Esse processo ¢ chamado de glicogénese. Se os
niveis de glicose estiverem baixos, o glicogénio ¢ convertido em glicose — glicogenolise
(Schreurs et al., 2010).

O excesso de glicose ¢ convertido em acidos graxos no figado, que sdo utilizados

na sintese da principal fonte de estoque energético do organismo, os TAGs. Os acidos
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graxos provenientes da degradacdo dos TAGs sdo liberados na forma de AGI para serem
utilizados mediante estimulos hormonais (Bernsmeier e Albano, 2017). Estes AGl chegam
até o figado através de trés vias:
a) fontes alimentares;
b) Hidrolise de TAG em glicerol e AGI (lipolise), que ocorre no interior
do tecido adiposo; e

c) lipogénese de novo (LDN).

A LDN ¢ caracterizada como uma via de conversdo de fontes glicidicas para a
sintese de acidos graxos (Ameer et al., 2014). A LDN ¢é um processo modulado por fatores
de transcri¢do ativados por insulina, o principal regulador da expressdo da proteina de
ligagdo ao elemento regulador dos esteroides 1c (SREBP-1c) (71). A SREBP-1c ¢ um
membro da familia SREBP que controla a regulacdo transcricional de genes lipogénicos
(Kim et al., 2009). A sua ativagdo leva a conversdao do piruvato em AGI no figado ¢ a um
aumento da expressdo de genes que ativam a sintese e captagdo de colesterol, acidos
graxos, TAG e FL (Figura 12) (72). Estudos demonstram que uma ingestdo dietética
aumentada de lipideos, o processo da LDN provoca um estado de lipotoxicidade, predispoe
a Rl e ao desenvolvimento de alteragdes hepaticas (9, 73).

Em condi¢des normais, ao entrarem nos hepatocitos, os AGIl provenientes da
degradacdo dos TAG, podem seguir os seguintes caminhos:
v’ Beta-oxida¢do pelas mitocOndrias para gerar energia sob a forma de adenosina trifosfato
(ATP);
v Convertidos em TAG acoplados as lipoproteinas de baixa densidade (VLDL) e

transportados e armazenados no tecido adiposo.

Quando ocorre alguma alteracdo dessa via, os AGIl sdo armazenados no tecido
hepatico (74, 75). A beta-oxidacdo de AGs ¢ uma reacdo que ocorre na matriz
mitocondrial, e, tem como produto o Acetil-CoA. Esse nome ¢ dado porque a oxidacao
ocorre no carbono beta do 4cido graxo. O AG ¢ inicialmente oxidado na membrana externa
da mitocondria pela enzima acil-CoA sintetase a uma forma ativa conhecida como acil-
CoA. Porém, a membrana interna da mitocondria ¢ impermeavel a acil-CoA. Entdo, esses

grupos acila sdo transportados para mitocondria através da sua associagdo com uma
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molécula de carnitina. A molécula de acil-CoA de cadeia longa (LC-CoA) acoplado a
CPT-1a entra na MME, onde ¢ beta-oxidada (72, 76).
Na presenca de concentracdes elevadas de glicose e AGI, a enzima CPT-1a excede
a sua capacidade funcional e, ¢ inibida. Logo, ocorre aumento de Malonil-CoA, um
intermediario na sintese de acidos graxos e o principal modulador negativo da beta-
oxidagdo. O Malonil-CoA ¢ capaz de inibir a CPT1. Consequentemente, ocorre aumento
da FAS, enzima limitante na biossintese de 4cidos graxos e catalisadora do ultimo passo
desta via. Quando este processo € inibido, ocorre aumento na concentracao de LC-CoA no
citoplasma, o que reduz a expressao de genes que podem retardar a beta-oxidagao hepatica
(77).
Em sintese, podemos dizer que dietas com excesso de carboidratos e lipideos,
levam a desregulacdo do metabolismo de glicose e TAG, causando acumulo de AGI
hepatico, o que se configura como gatilho para o acimulo intra-hepatico AG

caracterizando um quadro de esteatose hepatica.

Figura 12 — Esquema simplificado da lipogénese de novo hepética
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Legenda: O esquema mostra de forma simplificada o mecanismo pelo qual o excesso de frutose e lipideos. O
excesso de insulina na corrente sanguinea, promovem o aumento de SREBP-1c, que regula genes
lipogénicos. Como consequéncia, ocorre aumento da lipogénese de novo resultando no aumento da
sintese de AGI aciimulo ectopico no tecido hepatico resultando em esteatose hepatica.

Fonte: A autora, 2021.
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1.5.3.2 Doenca Hepatica Gordurosa nao alcodlica (DHGNA)

A DHGNA, do inglés “Nomn-alcoholic fatty liver disease” (NAFLD), ¢ uma
condicdo clinica de etiologia multifatorial, que se caracterizada pelo aumento da deposi¢do
de esteatose’ no figado. A DHGNA tem caracteristicas histopatolégicas semelhantes as
encontradas na hepatite alcodlica. O seu espectro constitui a presenga de esteatose
acompanhada de um estado inflamatorio. Denomina-se DHGNA quando um individuo
apresenta auséncia de um histdrico significativo do uso de alcool ou outra doenca hepatica
conhecida (78).

A prevaléncia ¢ de aproximadamente 25% na populagdo adulta, e ¢ a causa mais
comum das doencas cronicas do figado no mundo (79). Estd fortemente associada a
obesidade (50-70% em pacientes), DM2, RI, dislipidemia, sedentarismo e hébitos
alimentares inadequados, sendo considerada um importante problema de satde publica, em
paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (78).

A esteatose hepatica € assintomatica e, embora nao existam marcadores
bioquimicos ou moleculares com sensibilidade especifica para assegurar o diagnostico da
DHGNA, a alteragcdo das enzimas hepdticas, aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) detectadas no exame laboratorial, e/ou evidéncias em exame de
imagem nos permitem identificar o inicio de uma possivel lesdo hepatica. Outro indicador
importante para o diagndstico da DHGNA ¢ quando a deposi¢ao de lipideos no citoplasma
dos hepatocitos, na forma de micro e/ou macrovesiculas excede 5% do peso total do 6rgao
ou quando a avaliagdo microscopica dos hepatdcitos ¢ igual ou superior a 5% de gordura
(80).

A importancia do diagndstico precoce da esteatose hepatica deve-se ao fato de que
28% dos pacientes evoluem para doengas hepaticas mais nocivas como a esteatohepatite. A
esteatohepatite ndo alcoolica (EHNA), do inglés nonalcaholic steatohepatitis (NASH), ¢
considerada a forma clinica e histologica mais grave relevante da DHGNA por apresentar
maior potencial de evoluir para formas mais graves da doenca, como cirrose € carcinoma

hepatico, com alto risco da necessidade de transplante hepatico (Figura 13) (78).

7 Esteatose hepatica — segundo a Sociedade Brasileira de Hepatologia, caracteriza-se pelo actimulo de
lipideos nos hepatdcitos. Ocasionada pela sintese hepatica e esterificagdo de AGI em trialcilglicerdis
aumentados acompanhado de redugdo do transporte dos AGI.
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Figura 13 — Esquema da progressao da DHGNA
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Legenda: A imagem mostra de forma a progressdo da DHGNA no tecido hepatico.
Fonte: A autora, 2022.

Atualmente, ja se sabe que o excesso de AGI, colesterol e seus metabolitos, tem
um papel importante na fisiopatologia da DHGNA por diversos mecanismos, € sdo capazes
de induzir inflamagao no tecido adiposo. O aumento de citocinas pro-inflamatdrias levam a
um comprometimento na sinalizacdo de insulina e desenvolvimento da RI e agravo do
DM2, além de ativar células de kupffer e estreladas, que induzem a deposi¢do de coldgeno
e favorecem a génese da fibrose hepatica (81).

As citocinas estdo envolvidas na comunicac¢do intracelular. Estimulos como o
acumulo de lipideos, induzem as células hepaticas a produzirem moléculas inflamatorias.
As citocinas podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento e progressao
da DHGNA através da estimulacdo da inflamacao hepatica (82), assim como, provoca

danos na funcao mitocondrial e exacerbada o dano oxidativo hepatocelular (81).

1.6  Resisténcia a Insulina (RI)

A insulina ¢ um hormonio polipeptidico secretada pelas células beta das ilhotas
pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de glicose sanguinea pos-
prandial. Tem a¢dao metabdlica no musculo esquelético, figado e tecido adiposo (83). Sao

func¢des da insulina:

a) Inibir a produgdo e liberagao de glicose no figado através do bloqueio da
gliconeogénese e glicogenolise;
b) Estimular o acumulo de glicogénio através do aumento do transporte de

glicose no musculo e sintese de glicogénio no figado e musculo;
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C) Estimular a sintese de AG no figado em periodos de excesso de carboidratos
pelo aumento de SREBP-1;

d) Na gliconeogénese, a insulina inibe a transcricdo de genes que codificam a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), enzima chave no controle deste

processo.

Metabolicamente, a insulina desempenha um papel central na captacdo da glicose
para a manutencdo da homeostase do figado, aumento da sintese de AGs, reducdo da
producao hepatica de glicose (gliconeogénese e glicogenolise) e a lipolise (84).

Quando a insulina apresenta uma resposta metabdlica inadequada, diminui os niveis
circulantes de insulina nos tecidos como musculo, figado e tecido adiposo, resultando um
estado de hiperinsulinemia compensatoria. Essa condi¢do ¢ definida como RI. A RI causa
prejuizos na translocacdo de vesiculas que contém GLUTS, diminuindo a capacidade dos
tecidos de captar glicose para as células. Como consequéncia, a captagdo de glicose
estimulada pela insulina nos tecidos citados ¢ diminuida, levando a um estado
hiperglicémico (69).

Elevadas concentragdes plasmaticas de glicose ¢ AGs resultam no aumento da
captagdo hepatica de lipideos, comprometendo a lipogénese e a B-oxidagdo mitocondrial,
resultando em resisténcia periférica a insulina e hiperinsulinemia (69).

No figado, a RI estimula a expressao de genes lipogénicos, enquanto reduz a
lipolise nos adipocitos. Os mecanismos para o desenvolvimento da RI sdo caracterizados
por alteragdes em certas etapas na sinalizacdo da insulina, apresentando redugdo nas
proteinas de substratos de receptor de insulina (IRS-1) e da serina/treonina proteina
quinase 2 (Akt29), que influenciam diretamente na captagdo e translocacdo de glicose
(GLUT2) por dependéncia de insulina .

A RI apresenta importante relevancia na fisiopatologia da DHGNA. O excesso de
AGL, induzido por dieta hiperlipidica, altera o metabolismo da glicose favorecendo o

desenvolvimento da RI. Os AGs induzem a ativacao e aumento da expressdao e de TLR4,

8 GLUT - transportador de difusdo facilitada. Sdo membros de uma familia de proteinas integrais de
membrana transportadoras de glicose. Esses transportadores exercem importante fungdo no controle das
alteragdes na secreg@o de insulina estimulada pela glicose.

’AKT — ¢é uma das 3 serina/treonina proteina quinase pertencente a familia das AKT quinase que regulam
processos incluindo o metabolismo, proliferagdo, sobrevivéncia celular, crescimento e angiogénese. E
responsavel pela regulagdo da captagdo de glicose mediando a translocacdo induzida pela insulina do
transportador de glicose GLUT4 para a superficie celular. A AKT também regula o armazenamento de
glicose na forma de glicogénio.
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desencadeando a ativagdo de vias inflamatorias que vao influenciar na captagao de glicose

pela sinalizagdo de insulina (7).

1.7  Eixo entero-hepatico

A compreensao da patogénese da DHGNA relaciona-se com a interagdo
metabolica que o figado mantém com os diversos tecidos corporais. Fatores genéticos e
ambientais s3o fatores que contribuem para a génese e progressao da DHGNA. Como fator
ambiental, podemos destacar a dieta que leva a alteragdes no metabolismo energético,
assim como, provoca alteracdes na microbiota intestinal (63, 85).

O figado e o intestino estdo anatomicamente ligados pela veia porta. Alteragdes na
composi¢do da microbiota intestinal promovem a translocacdo de LPS para a corrente
sanguinea por comprometimento da via paracelular dos enterdcitos (alteragdo na expressao
das proteinas das z6nulas oclusivas). Dessa forma, a sinalizagdo do LPS, a partir de sua
interagdo com o TLR4 hepatico, promove inflamagdo no figado e atua como um dos
fatores envolvidos na génese da DHGNA e também na sua progressdo para formas mais
graves como a EHNA (60).

Sendo assim, as alteracdes no perfil da microbiota intestinal tém mostrado afetar o
metabolismo energético hepatico tanto em camundongos quanto em humanos (63).
Portanto, ¢ indicado a realizacdo de estudos mais detalhados a fim de elucidar os

mecanismos envolvidos nas alteracdes do eixo entero-hepatico, o que o torna um alvo

terapéutico para a DHGNA.

1.8  Tratamento da DHGNA

Atualmente, as recomendagdes para tratar a DHGNA abrangem mudangas no
estilo de vida, e ndo ha tratamento farmacologico que tenha sido aprovado para tratar esta
condi¢do (86). Alguns medicamentos tém sido apontados como promissor para reduzir a
massa corporal, e, consequentemente, reduzem a adiposidade e RI. Dessa forma, emergem

como uma alternativa para atenuar a esteatose hepatica (87, 88); objetivo do tratamento ¢
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atenuar os efeitos deletérios ocasionados pela DHGNA e inibir o desenvolvimento
fibrotico que pode eventualmente levar a cirrose (89). Dentro desse contexto, o presente
estudo avaliou os efeitos do agonista seletivo PPAR-a (utilizado na clinica para tratar
dislipidemia) e do inibidor da DPP-4 (utilizado na clinica para tratamento do DM2) no eixo
entero-hepatico e possiveis efeitos benéficos na atenuacdo da esteatose hepatica num
modelo de DHGNA induzido por dieta hiperlipidica ou rica em frutose em camundongos

C57BL/6.

1.8.1 Receptores Nucleares (RN)

Os RN constituem uma superfamilia de fatores de transcri¢ao ativados por
ligantes, que atuam em processos fisiologicos através da regulagao da expressao de genes-
alvo. Os RN se ligam a seus elementos responsivos na forma de monomeros, homodimeros
ou heterodimeros. A escolha pelo tipo de ligagcdo ocorre em funcdo do grupo em questdo.
A superfamilia de receptores nucleares ¢ formada por trés familias ou classes (90). Sao
eles:

a)  Receptores de esterodides (receptores de progesterona (PR), estrogénio,
glicocorticoide (GR), androgeno (AR) e mineralocorticoide (MR)) — sdo os
principais reguladores de processos metabolicos, reprodutivos e de
desenvolvimento. Hormonios derivados do colesterol, como cortisol e estrogénio,
regulam os receptores esterdides por meio de ligacdo direta. Os receptores
esterdides reconhecem os elementos responsivos denominados elementos
responsivos hormonais (HREs), que sdo repeticdes dos hexanucleotideos de
sequéncia AGGACA;

b)  Receptores hormonais: tireoideanos/retindides (RAR); de vitamina D
(VDR), 4cido retindico (ROR), farnesodides X (FXR); hormdnios tireoideanos e
ativados por proliferadores de peroxissomos (PPAR) — esses receptores sdo
regulados por uma variedade de moléculas de sinalizagdo lipofilicas, incluindo
hormonio tireoidiano, acidos graxos, sais biliares e esterdides. Os receptores
tireoideanos/retindides reconhecem elementos responsivos contendo sequéncia
AGGTCA. Este subgrupo reconhece estas sequéncias na forma de heterodimeros

com o receptor de acido X retindico (RXR),
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c) Receptores orfaos: receptores retindides X (RXR), fator 4 nuclear de
hepatécitos (HNF4). O receptor RXR forma complexos heterodiméricos com
muitos RN e € o tnico receptor do grupo com um ligante ativador conhecido, o
acido 9-cis retinoico;

d) Receptor do fator nuclear de células germinativas (GCNF): essa proteina
apresenta uma diferenca critica em seu ligand binding domain (LBD) e ndo contém

a fun¢do ativadora HR (AF-H).

A ligagao do receptor com seu ligante induz mudangas conformacionais dentro do
receptor que, consequentemente, se liga a sequéncias especificas de DNA em todo o
genoma. Uma vez ligada ao DNA, proteinas co-reguladoras, remodeladores de cromatina e
a maquinaria transcricional geral sdo recrutados para o DNA para ativar ou reprimir a
expressdao do gene alvo (90). Em geral, todos os receptores nucleares apresentam uma
estrutura de dominio modular comum. Cada subdominio desempenham um papel
especifico na biologia do receptor, como representado na Figura 14. Sao eles:

a)  regido N-terminal (A/B);

b)  dominio de ligagdo ao DNA (C ou DBD — DNA binding domain);

c) regido de ligacdo entre os dominios DBD e LBD (D), e

d) regido que contém o estimulador de ligagdo ao ligante (E/F ou LBD —

Ligand Binding Domain).
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Figura 14 — Composicao estrutural dos receptores nucleares
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Legenda: (A-1D) disposi¢do linear dos dominios que compdem os receptores nucleares. (B-3D) disposi¢ao
tridimensional dos dominios que compdem os receptores nucleares e a interagdo entre o receptor e
seu elemento responsivo contido na fita de DNA.

Fonte: Disponivel em https://pt.wikipedia.org/wiki/Receptor nuclear

A regido A/B ¢ a mais varidvel em tamanho e composicdo da sequéncia de
aminoacidos. Esta regido apresenta atividade e promotor especifico, sugerindo que ela seja
responsavel pela especificidade de acdo entre as isoformas de receptores. A regido C € um
dominio curto, contendo normalmente menos que 100 aminoacidos. A estrutura dos DBDs
de varios receptores nucleares, apresentam a capacidade de reconhecer sequéncias
especificas de DNA, denominada elementos responsivos (91).

Entre o dominio central DBD e o dominio C-terminal, encontra-se um dominio
curto e flexivel, denominado hinge ou regido de dobradica. Levando-se em consideragdo
que os receptores nucleares podem se ligar aos seus elementos responsivos como dimeros
em repeticdes diretas, e mantendo sempre uma interface de dimerizacdo no dominio C-
terminal, foi proposto que a hinge serviria como o elo flexivel entre os dominios LBD e
DBD. Sabe-se que, mutagdes nesta regido diminuem a interacdo entre o receptor
tireoideano e alguns elementos responsivos (91).

Os elementos responsivos que sdao reconhecidos por dimeros sdo constituidos por
dois estimuladores de reconhecimento dispostos de tal forma a permitir o adequado contato

DNA - proteina. As diferentes formas através das quais o receptor pode se ligar a seu
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elemento responsivo estdo relacionadas as diferengas nos dominios de ligagdo ao DNA e
no dominio de dimerizagdo. A dimerizagdo ¢ um mecanismo que maximiza a afinidade, a
especificidade e a diversidade da ligacao do receptor ao DNA (90).

O dominio C-terminal também chamado do LBD ¢ bastante estudado por ser um
dominio de sinalizagdo alostérica que nao so se liga a ligantes, mas também interage com
proteinas co-reguladoras tanto ativadoras como repressoras. S@o eles: os receptores de
varias subfamilias, incluindo os receptores de: estrogeno, andrégeno, glicocorticoide,
mineralocorticoide, acido retindico, acido X retindico, o PPAR e o receptor de hormdnio
tireoidiano, entre outros. E o responsavel pela interacdo com o ligante, e do processo de
dimerizacdo dos receptores. Estes co-reguladores ligam-se ao LBD do receptor em

diferentes contextos (90).

1.8.1.1 Mecanismo de agdao dos RN

Os RNs modulam a transcrigdo através de mecanismos distintos que derivam na
ativacdo ou repressdo da transcrigdo gé€nica especifica. Para ativar expressdo gé€nica, os
RNs interagem com seus elementos de resposta de DNA (90). A interacao com o ligante
resulta em dimerizagdo dos receptores nucleares, que recrutam proteinas coativadoras'® e
sdo translocados para o nucleo celular onde se ligam aos seus respectivos elementos
responsivos. Uma vez formando o complexo composto pelo receptor nuclear dimérico,
proteinas coativadoras e elemento responsivo no nucleo celular, a transcri¢ao celular ¢
iniciada (92).

Os RNs ligados ao DNA recrutam proteinas coativadoras que por sua vez
recrutam enzimas modificadoras de histonas (histonas acetilases) que facilitam a abertura
da cromatina no DNA, facilitando a transcricdo génica. Para reprimir expressao génica, 0s
RNs recrutam proteinas co-repressoras (Figura 15). Essas proteinas recrutam outras
histonas desacetiladas que revertem a acetilacdo das histonas e restringem o acesso da
cromatina. Dessa forma, a transcricdo do DNA ¢ bloqueada e ndo ocorre a expressao

génica (90).

10 Os coativadores sio responsaveis pela modificagdo da estrutura de histonas e da cromatina, gerando uma
estrutura de DNA aberta para a transcrigao.
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Figura 15 — Esquema representativo da regulacdo dos complexos coativadores e

COITepressores

Complexo Coativador

\ Pol I1

Ligagda do Ligane
TR

Receptar Nuclear Tranacrigao

QV/N/NINININININININTNY N

Legenda: O esquema ilustra a regulagdo exercida pelos complexos coativadores e correpressores sobre os
receptores nucleares. Uma vez estabelecida a ligagdo do ligante com o receptor nuclear, o
complexo correpressor se desliga, dando lugar para o complexo coativador, iniciando uma cascata
de eventos que culminam na transcri¢do dos genes alvos do receptor nuclear.

Fonte: Adapatdo de Lee, Kim et al., 2012.

Complexs Transcricional

1.8.1.2 PPARs (receptores ativados por proliferador de peroxissoma) e seu mecanismo de

acao

Os PPARs sdo fatores de transcrigdo ativados por ligantes pertencentes a
superfamilia de receptores nucleares, sendo encontrados em diversas espécies animais.
Possuem trés isoformas ja descritas na literatura consideradas significas (93). Sao elas:

a) PPAR-a (alfa ou NR1C1) — 468 residuos de aminoécidos;
b) PPAR-B/6 (beta/delta ou NR1C2) — 441 residuos de aminoacidos;
c) PPAR-y (gama ou NR1C3) — 479 residuos de aminoacidos.

Os PPARs foram identificados incialmente em roedores na década de 90, e, desde
entdo, suas propriedades fisiologicas vém sendo pesquisadas. A designagdo do nome
PPAR se deve ao fato da ativagdo do PPAR-a, primeiro receptor descoberto, promover a
prolifera¢do de peroxissomos em hepatocitos de roedores. Os peroxissomos sdo organelas
responsaveis por reagdes de oxidagdo ligadas ao metabolismo energético e sua propagagao
resulta em hepatomegalia e carcinogénese em roedores, porém, esses efeitos ndo foram
observados em humanos (93, 94).

Os PPARs sdo considerados sensores metabolicos, sensibilizados por carboidratos

e lipideos. S@o capazes de induzir a expressdo génica de modo a promover acdes
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adaptativas relacionadas a homeostase lipidica e energética, atuando preferencialmente na
oxidacdo de 4cidos graxos, diferenciagcdo de adipécitos e sensibilidade a insulina. Além das
acdes metabdlicas, tém sido demonstrados importantes efeitos em diversos processos
fisiologicos, tais como no desenvolvimento e diferenciagdo celular ¢ em processos
inflamatoérios (95).

Eles sdo fatores de transcri¢do dependentes de ligagdo que regulam a expressao
génica pela ligacdo especifica a elementos responsivos a proliferagdo peroxissomal
(PPREs). Cada receptor se heterodimeriza com o receptor X retindide (RXR alfa,
beta/delta ou gama) e liga-se ao seu respectivo PPRE, formando uma estrutura que
reconhecera sequéncias especificas do DNA (AGGTCA) para a transcri¢do de seus genes
alvo (Figura 16A) (96).

Os PPARs se expressam de forma distinta em diferentes tecidos. A isoforma do
PPAR-a ¢ expressa, preferencialmente, nos Orgdos que apresentam significativo
metabolismo de &cidos graxos, como: tecido adiposo marrom, figado, rins, coragdo e
musculo. A isoforma PPAR-B/5 é expressa na maioria dos tecidos, embora sua expressao
seja relativamente mais baixa no figado em comparacdo ao PPAR-a ou PPAR-y. Este
receptor estd associado a pele, intestinos, placenta, tecido adiposo, cérebro e¢ musculo
esquelético. As duas isoformas do receptor PPAR-y s3o encontradas no tecido adiposo
marrom e branco, promovendo a diferenciagdo dos adipocitos e o estoque de lipideos.
Também est4 presente no intestino, células vasculares e células do sistema imune (9).

Os PPARs regulam a transcricdo através de mecanismos distintos. A transcri¢ao
pode ser ativada de forma dependente de ligante, através da ligagdo ao DNA, denominada
de transativagao ligante dependente. Neste mecanismo, o recrutamento de complexos de
coativadores modificam a cromatina e facilitam a associagdo da maquinaria transcricional
ao promotor dos genes alvos (97).

A regulacdo transcricional realizada pelos PPARs se d& através da
heterodimeracao dos is6topos com o RXR e, como tal, podem regular a expressao génica
quer em ligacdo de PPAR quer em RXR. Os heterodimeros PPAR / RXR se ligam a
PPREs (9). Os PPREs sdao formados no DNA alvo por repeticdes diretas com a seqiiéncia
AGGTCA, espacamento de um nucleotideo entre as duas metades. A Figura 16B ilustra o
mecanismo de agdo dos PPARs. O PPAR e o RXR ligam-se aos meio-sitios 5° ¢ 3’ do
elemento responsivo, respectivamente, sendo que a regido 5’ do PPRE contribui para a
seletividade de ligacdo de cada isoforma pertencente a subfamilia (98). Os PPAR estdo

relacionados ao controle de diversos genes, e, consequentemente, envolvidos em diversos
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processos metabolicos, como resisténcia a insulina, aterosclerose, processos tumorais,

entre outros.

Figura 16 — Esquema representativo do heterodimero formado entre os receptores PPAR

e RXR e da de ativacao dos PPARs
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Legenda: O esquema ilustra o heterodimero formado entre os receptores PPAR e RXR (A); Os PPARs
encontram-se inativos no citoplasma assim como o RXR. Apds a agdo de um ligante, PPAR e seu
respectivo RXR se heterodimerizam ligando-se ao seu respectivo PPRE para iniciar a transcri¢@o
de seus genes alvo (B).

Abreviagdes: PPAR: receptor ativador de proliferacdo peroxissomal; RXR: receptor x retindide; PPRE:
elemento responsivo ao PPAR.

Fonte: Adaptado Lee et al., 2012.

1.8.1.3 PPAR e seus ligantes

Os PPARs apresentam a capacidade de alterar os padrdes de lipideos/acidos
graxos em atividade metabolica (98). A diversidade de fungdes desempenhadas pelos
receptores da familia de PPAR estdo relacionadas a capacidade desses receptores de
agregar diferentes tipos de ligantes no seu sitio de ligacdo. Sendo assim, as trés isoformas
apresentam a capacidade de ligar-se a muitos ligantes endogenos, relacionados ao
metabolismo lipidico como acidos graxos, prostaglandinas, leucotrienos, fosfolipideos e

produtos de seu metabolismo (90).
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Os PPARs vém mostrando um potencial terapéutico nas desordens metabolicas.
Portanto, a busca por ligantes, seja sintético ou de origem natural, capazes de interagir com
esta subfamilia de receptores nucleares t€ém aumentado consideravelmente. A primeira
classe de farmacos reconhecidos como ligantes de PPAR foram os fibratos (99).

O desenvolvimento dos PPARs ocorreu em fungdo da observagdo de que certos
acidos eram capazes de promover hipocolesteremia em ratos e humanos. Nos anos 70 e 80,
diversos fibratos, como gemfibrozil e fenofibrato, foram identificados com a capacidade de
diminuir os niveis séricos de lipideos. Somente nos anos 90, a seguranga e mecanismo de
acdo associados aos fibratos foi concluida, quando foi aprovada a utilizagdo dos fibratos
como recurso terapéutico para dislipidemia, através da ativagdo do PPAR-a (91).

Na busca pela melhora da agao dos fibratos, foram identificadas as glitazonas, que
ativa a isoforma y. Diferente dos fibratos, que sdo capazes de normalizar niveis de lipideos,
as glitazonas apresentam ac¢ao hipoglicemiante, aumentando a sensibilidade a insulina nos
orgaos alvos e reduzindo os niveis de acidos graxos e glicose em pacientes com DM2.
Além das glitazonas, as sulfoniluréias constituem outra classe de farmacos
hipoglicemiantes, com a¢do em PPAR-y, encontra-se disponivel para uso clinico (100).

Diversos trabalhos demonstram que compostos sintéticos e/ou naturais sao
capazes de ativar um ou mais isoformas de PPAR. Dentro desse contexto, ainda so
necessarios estudos que corroborem com os achados ja descritos na literatura sobre os
beneficios da utilizagdo do PPAR para o tratamento de dislipidemia, obesidade e doencas

hepaticas.

1.8.1.4 Agonista PPAR-a como agente terapéutico

O PPAR-a foi o primeiro receptor descoberto, identificado inicialmente em sapos,
e, posteriormente em ratos, coelhos e depois humanos. Em humanos, este receptor foi
mapeado no cromossomo 22ql12-13.1, e é expresso em tecidos metabolicamente ativos
como figado, rim, coragdo, musculo estriado esquelético e gordura marrom (101, 102).

O PPAR-a ¢ um receptor que possui agonistas sintéticos e naturais. Dentre os
agonistas naturais, podemos destacar os AGs saturados e insaturados como o dacido
palmitico, oleico, linoleico, araquiddnico e eicosapentaenoico, € os leucotrienos que sao

importantes mediadores inflamatorios (103).
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Em relacdo aos agonistas sintéticos, incluem a classe dos fibratos, que sao
medicamentos utilizados no tratamento das hiperlipidemias. A ativacao dos PPAR-o com o
uso dos fibratos esta relacionada com reducdo da progressdo da aterosclerose, o aumento
de lipoproteinas de alta densidade, como o HDL (high density lipoprotein), e reducao dos
triacilglicerdis plasmaticos e da lipoproteina de baixa intensidade, LDL (low density
lipoprotein) (104).

Apesar dos efeitos benéficos, o uso dos fibratos estd associado ao aumento dos
niveis de creatinina sérica, o que o torna limitante para pacientes com doenca renal cronica
(Jun et al., 2012). Além disso, sua administragdo a longo prazo induz carcinogénese
hepatica em roedores (105), fenomeno nao visto em humanos (106).

A utilizagdo de agonistas dos receptores PPARs tem sido descrita na literatura por
seus efeitos benéficos em reduzir a deposicao lipidica no TAB, a massa corporal e
aumentar a [B-oxidagcdo hepatica contribuindo para minimizar a esteatose. O PPAR-a
apresenta resultados significativos por estimular a transcri¢ao de genes ligados a sintese de
proteinas que participam deste processo, como o CPT-1 que ¢ intensamente aumentado
com a ativagao deste receptor (107).

Outros agonistas sintéticos do PPAR-a foram aprovados pelo Food and Drug
Admistration (FDA) e estdo disponiveis para comercializagdo e sdo amplamente utilizados
no tratamento de dislipidemias. Sdo eles: Gemfibrozila, Clofibrato e Ciprofibrato. Ja esta
descrito na literatura que o Bezafibrato ¢ capaz de aliviar os efeitos da esteatose hepatica
em camundongos alimentados com uma dieta deficiente em metionina e colina,
principalmente através da ativagdo de PPAR-a que eleva, por exemplo, os niveis de RNA
mensageiro da CPT-1 (108, 109).

Igualmente, o Bezafibrato diminui o nimero de células de Ito no tecido hepatico e
diminui a concentragdo de RNA mensageiro de TNF-o, uma importante citocina
inflamatéria (110, 111). Sabe-se que a ativacao de Células de Ito € um dos passos para o
desenvolvimento da cirrose hepatica, ja que elas se diferenciam em miofibroblastos e
iniciam a sintese de colageno tipo I (112).

O PPAR-a tem demonstrado eficacia na reducdo de massa corporal, no alivio da
RIL, reducdo dos niveis plasmaticos de TAGs, formagdo de adipocitos bege (21), reducao
significativa da esteatose hepatica (107), e reversao do whitening no TAM. Além disso,
aumento de HDLc, modificagdes no tamanho e na densidade de lipoproteina de baixa
densidade (LDL, do ingés “low density lipoprotein”) e atividade antiinflamatoria sdo

frequentemente atribuidas ao uso de agonistas PPAR-alfa (96).
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Os AGs, ligantes endogenos para PPARs, expressam atividades agonistas em
concentragdes micromolares em comparagdo com agonistas sintéticos como a cléssica
Pioglitazona. O desenvolvimento de novos ligantes com ativac¢ao equilibrada das diferentes
isoformas, agonismo parcial, menor poténcia, maior eficacia e seguranga, ¢ essencial para
maior conhecimento das fungdes fisiologicas e fisiopatologicas moduladas pelas isoformas

de PPAR, seus mecanismos ¢ caracteristicas farmacodinamicas (113, 114).

1.9 Incretinas

As incretinas sdo hormonios secretados pelo trato gastrointestinal. As incretinas
GIP (polipeptideo insulinotropico dependente de glicose) e GLP-1 (peptideo-1 semelhante
ao glucagon) pertencem a uma superfamilia do peptideo glucagon. Individuos saudaveis
em jejum apresentam baixas concentragdes plasmaticas das incretinas. A liberagdo de GIP
e GLP-1 ¢ iniciada ap6s o estimulo da entrada de nutrientes no intestino, € tem o seu pico
em aproximadamente 1 hora ap6s a ingestao alimentar (115).

O GIP ¢ um peptideo de 42 aminoacidos, clivado do seu peptideo precursor,
ProGIP e secretado a partir de células K localizadas principalmente no duodeno e jejuno
proximal. O GLP-1 ¢ um peptideo de 30 a 31 aminodcidos, sintetizado e secretado por
células L, encontradas principalmente no ileo e no coélon. Também ¢ produzido no sistema
nervoso central (SNC), predominantemente no tronco encefalico, de onde € transportado
por todo o cérebro para provocar acdes metabolicas, cardiovasculares e neuroprotetoras
(116).

O GLP-1 encontra-se no estado inativo em concentragdes baixas de glicose. A
secrecdo basal de GLP-1 pelas células intestinais ¢ rapidamente aumentada apds ingestao
de nutrientes, sobretudo, por dietas ricas em carboidratos e lipideos. Uma vez liberadas, as
incretinas estimulam a secrecdo de insulina das células B no pancreas no periodo pods-
prandial, além de suprimir a liberacdo de glucagon de forma dependente da concentragdo
de glicose, desacelerando o esvaziamento gastrico, e, consequentemente, melhorando a
sensibilidade a insulina (117, 118).

As incretinas sdo responsaveis por 60-65% da secrec¢ao de insulina pos-prandial, o
chamado efeito incretina. Em individuos saudéveis com tolerancia oral normal a glicose, o

GIP parece mediar o volume do efeito incretina. No entanto, possuem uma meia vida curta,
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pois sdo rapidamente degradadas pela enzima endégena DPP-4 (119). Em individuos com
DM2, o pancreas nao responde mais ao GIP e é pouco sensivel ao GLP-1, com isso, o
efeito das incretinas estd diminuido ou ausente (115).

O DM2 esté associado a uma reducao da capacidade do intestino de secretar GLP-
1. Dessa forma, a administragdo de medicamentos hipoglicemiantes com GLP-1 tem
mostrado resultados positivos como droga hipoglicemiante por produzir o prolongamento
do efeito insulinotrépico (119). A terapéutica recomendada para tratamento do DM?2
consiste na administracdo do GLP-1 em associagdo com outros hipoglicemiantes orais.
Quando estes ndo sdo suficientes para atingir o equilibrio metabdlico preconizado para
cada paciente, ¢ indicado a utilizagdo da insulina (115).

O GLP-1 apresenta homologia de 50% a 97% com GLP-1 humano (116).
Atualmente, a linagliptina, um medicamento hipoglicemiante inibidor da DPP-4, ¢
utilizado em humanos como monoterapia ou combinada com outras drogas para manter os
niveis glicémicos. Diferente das outras gliptinas, a linagliptina tem uma excregdo
predominante pelas fezes, fato esse que contribui para utilizagdo em pacientes com
insuficiéncia renal sem ajuste de dose (120).

Os receptores de GLP-1 estdo presentes em diversos tecidos como: pancreas,

pulmdes, coracdo, vasos sanguineos, trato gastrointestinal, rins e SNC (115).

1.9.1 Inibicdo da Dipeptidil peptidase-4 (DPP-4)

A DPP-4 ¢ uma glicoproteina transmembrana que cliva e inativa um grande
nimero de quimiocinas e hormdnios peptidicos envolvidos na regulacdo do sistema
imunologico, inferindo um papel para DPP-4 na patogénese da inflamacdo. Recentemente,
essa enzima foi descrita como uma adipocina com agdo autocrina e paracrina na RI (121,
122).

Fisiologicamente, o GLP-1 ¢ rapidamente degradado pela DPP-4, resultando em
meia-vida plasmatica de aproximadamente 2 minutos. O inibidor da DPP-4 esta envolvido
na inativagdo da enzima que cliva os hormonios incretinas GLP-1 e GIP. Ele suprime a
rapida degradacao de GLP-1, tornando essas incretinas mais disponiveis, o que resulta em
aumento da secrecdo de insulina pelas células B pancreaticas e, consequentemente, ocorre

reducdo dos niveis sanguineos de glicose (Figura 17). Concomitantemente, ocorre inibi¢ao
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da secre¢ao de glucagon nas células alfa pancredaticas, resultando em reducdo da producao
hepatica de glicose, promovendo assim a homeostase no controle glicémico (121).

O medicamento linaglipitina ¢ um inibidor da enzima DPP-4. A inibi¢do da DPP-
4 leva ao prolongamento do aumento dos niveis circulantes da incretina GLP-1, o que
torma uma alternativa terapéutica para pacientes portadores de RI e DM2, visto que a sua
utilizagdo amplia tempo de sinalizagdo pancreatica, proporcionando uma maior libera¢ao
de insulina poés-prandial (118).

Os efeitos do GLP-1 sobre as células f geralmente sao agudos, subagudos e
cronicos. Na forma aguda, o GLP-1 amplia a secre¢dao da insulina dependente da glicose,
ao passo que os efeitos subagudos incluem a estimulagdo da transcrigdo da pro-insulina e a
biossintese da insulina. Em relacdo aos efeitos cronicos, podemos destacar a estimulagdo
da prolifera¢do de células B e neogénese a partir das células ductais precursoras, além da

maior expressdao de GLUT-2 (118).

Figura 17 — Esquema representativo da inibicdo da DPP-4 pelas incretinas intestinais
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Legenda: Dipeptidil peptidase 4 (DPP-4); Peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1) e Peptideo
insulinotropico dependente de glicose (GIP).
Fonte: A autora, 2022.
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1.9.2 Efeitos pleiotropicos do GLP-1 na Obesidade e DHGNA

Ja existem relatos na literatura dos efeitos pleiotrépicos do GLP-1. Sabe-se que o
aumento da disponibilidade de GLP-1, mediado pela inibi¢ao de DPP-4, ¢ responsavel nao
apenas pela regulacao dos niveis de glicose, mas também desempenha um papel benéfico
no metabolismo lipidico e sobre o TGI (120).

O quadro de diabetes pode estar associado a comorbidades como a obesidade, RI,
hipertensao arterial, doengas cardiovasculares e doengas hepaticas (118). A DHGNA, ¢ um
fator de risco para a génese e progressao da esteatohepatite ndo alcoolica e fibrose, e esta
presente em dois tercos dos pacientes diabéticos, onde a prevaléncia desta condi¢do ¢é cinco
vezes maior do que em pacientes ndo diabéticos (123). Em estudo com camundongos
transgénicos para DPP-4 no figado, acometidos de DHGNA, exibiram atividade plasmatica
elevada de DPP-4, o que estd associado a niveis reduzidos de GLP-1 induzido pelo
aumento glicémico (115).

Em estudos com ratos alimentados com dieta hiperlipidica mostraram que a
administracdo de GLP-1 foi associada a uma melhora na beta-oxidagdo de 4cidos graxos e
sensibilidade a insulina no figado. Esse feito resultou em aumento na atividade de PKA,
AKt e fosforilacdo de AMPK, resultando em aumento da atividade do PPAR-a (124). Os
efeitos protetores do GLP-1 na esteatose hepatica foram demostrados em camundongos
obesos induzidos por dieta. A sitagliptina, um inibidor de DPP-4, mostrou uma redugao
nos niveis de TAGs hepatico e expressdo de genes lipogé€nicos e gliconeogénese em
camundongos (125).

Estudos experimentais com camundongos mostraram redu¢do da RI, mitigag¢do da
esteatose hepatica e polarizacdo de macrdofagos para o fendtipo M2, favorecendo a secregao
de adipocinas anti-inflamatdrias e a adiponectina, além de ativar fatores de transcricao
envolvidos no metabolismo oxidativo de lipideos, como os PPARs apos tratamento com
linagliptina (14, 126). Além dos efeitos benéficos sobre o tecido hepatico, o inibidor da
DPP-4 linagliptina também apresenta uma resposta positiva relacionada com a obesidade.
O aumento dos niveis de GLP-1 induz o escurecimento do TAB de camundongos (13).

Outro estudo mostrou que altas doses de linagliptina ¢ capaz de induzir a
termogénese adaptativa e a polarizagdo de macrofagos para o fenotipo M2 em
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica. Macrofagos no estado de

ativacdo M2 estdo diretamente relacionados ao aumento da biogénese mitocondrial devido
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a inibicdo do NF-kB e a consequente indu¢do do PGCl-a (127). Vale ressaltar que a
biogénese mitocondrial ¢ um fator chave para inducao de adipdcitos beges (128).

A obesidade e as doencas hepaticas desencadeiam uma inflamacdo de baixo grau
que ativa o sistema imune inato com subsequente recrutamento de células imunes, como os
macrofagos e células T, para os tecidos metabolicos. A ativacdo de macréfagos ¢
fundamental no processo inflamatério induzido por obesidade (129). Sendo assim, ¢
possivel admitir que a inibicdo da DPP-4 tenha efeitos benéficos em relagao a fun¢do nos

seus o0rgaos alvo.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos da ativagdo do agonista PPAR-alfa e do inibidor da DPP-4

(isolados ou em associagdo) sobre o eixo entero-hepatico, inflamacdo e metabolismo

energet

frutose.

ico hepatico de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica ou rica em

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

g)

Avaliar os efeitos do agonista PPAR-alfa e/ou inibidor da DPP-4, em
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica ou rica em frutose, sobre os
seguintes parametros:

Massa corporal, ingestao alimentar, tolerancia oral a glicose e niveis plasmaticos de
LPS;

Remodelamento estrutural hepatico e densidade de volume de esteatose hepatica;
Ultraestrutura intestinal, com énfase na integridade da barreira intestinal a partir da
observagdo do complexo juncional;

Composicao filogenética da microbiota intestinal e possivel ligagdo com a génese e
progressdao da DHGNA;

Expressdo génica de fatores relacionados a inflamacdo, beta-oxidagdo e lipogénese
hepatica;

Expressdao génica de fatores ligados a inflamacdo dos enterdcitos e integridade da

barreira intestinal.



63

3 MATERIAIS E METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Modelo Experimental 1 - Dieta rica em Frutose - Modula¢do do eixo entero-
hepatico em camundongos alimentados com frutose: um papel para o PPAR-alfa e a

linagliptina

3.1.1_ Materiais e métodos

3.1.1.1 Animais e Dieta: Camundongos machos adultos C57BL/6 foram mantidos em
condi¢des controladas de temperatura e umidade (60 £ 10 %), com livre acesso a dgua e
dieta, em gaiolas livres de patdgenos. O ambiente foi submetido a ciclos claro-escuro de
12/12h e renovagdo de ar (15min/h). Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com as recomendagdes do “National Institutes of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” (publicacdo do NIH n° 85-23, revisada em 1996). O protocolo
experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica para o Cuidado ¢ Uso de Animais
Experimentais (CEUA) do Instituto de Biologia da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (nimero 041/2018).

3.1.1.2 Protocolo Experimental: Cinquenta camundongos de trés meses de idade foram
usados neste estudo. Inicialmente, os animais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos nutricionalmente diferentes durante doze semanas:

a) Grupo controle (C) — animais que receberam dieta padrao para roedores durante todo o
periodo experimental (n = 10);

b) Grupo rico em frutose (HFRU) — animais que receberam dieta rica em frutose para
roedores (50% da energia proveniente de frutose) (n = 40);

Apos doze semanas, os animais do grupo HFRU foram subdivididos de acordo com o
tratamento, compondo os grupos:

¢) HFRU - continuou recebendo a dieta HFRU (n = 10);

d) HFRUA - tratado com o agonista PPAR-alfa (WY 14-643, Sigma-Aldrich, 3,5 mg/kg de
massa corporal) incorporado a dieta HFRU (n = 10);
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e) HFRUT - tratado com Trayenta (Linagliptina, Boehringer Ingelheim, 15 mg/kg de
massa corporal) incorporado a dieta HFRU (n = 10);

f) HFRUC - foi tratado com a combina¢do do agonista PPAR-alfa e Trayenta (mesmas
doses dos grupos em monoterapia) incorporados a dieta HFRU (n = 10).

O protocolo experimental foi realizado por 17 semanas. As dietas experimentais foram

produzidas pela PragSolugdes (http://www.pragsolucoes.com.br/, Jau, Sdo Paulo, Brasil)

de acordo com as recomendagdes do American Institute of Nutrition (AIN 93M) (130). As
analises de tolerancia oral a glicose, ELISA e RT-PCR foram realizados em seis animais

por grupo, enquanto a estereologia foi realizada em cinco animais por grupo.

3.1.1.3 Consumo Alimentar ¢ Energético, Consumo Hidrico e Massa Corporal (MC): O
consumo alimentar foi medido diariamente subtraindo-se a quantidade de dieta oferecida
para cada grupo no dia anterior pelo restante verificado no dia seguinte. A ingestdo
energética foi calculada como o produto do consumo alimentar pela energia oferecida por
lg de cada dieta (em kJ). A ingestao hidrica foi medida e registrada duas vezes por semana
através da diferenga entre a quantidade ofertada (200mL de dgua) para o restante do dia
anterior, verificada em uma proveta. Durante todo o periodo experimental, a MC foi

avaliada semanalmente.

3.1.1.4 Teste Oral de Tolerancia a glicose (TOTG): Uma semana antes do sacrificio, foi
realizado o TOTG, no qual a glicemia foi medida com um glicosimetro manual (Accu-
Chek, Roche, Sao Paulo, SP, Brasil) apds jejum de 6 horas (tempo 0) e gavagem
orogastrica de solucado de glicose (2g/kg de massa corporal), nos tempos 15, 30, 60 e 120

min.

3.1.1.5 Sacrificio: Os camundongos foram submetidos a jejum de 6 h e, em seguida,
submetidos a anestesia profunda com cetamina (240 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg). O
figado e o intestino foram cuidadosamente dissecados, pesados e seguiram os protocolos
das diferentes técnicas. As por¢des do intestino foram coletadas de acordo com a indicagdo
do Apéndice 1. As amostras de sangue foram obtidas por puncdo cardiaca, e o plasma foi
obtido ap0s centrifuga¢do para realizacdo de ELISA para GLP-1 (Kit multi-espécies GLP-
1 ELISA Cat. #EZGLP1T-36K, Millipore, Missouri, EUA) e LPS (multi-espécies Kit LPS
ELISA Cat. #SEB526Ge-96T, Cloud-Clone Corp., Katy, EUA). Os coeficientes de

variagdo (CV%) inter-ensaio e intra-ensaio cairam dentro do intervalo recomendado para


http://www.pragsolucoes.com.br/
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GLP1: CV% inter-ensaio, 5,05% (recomendacao do fabricante <12%), CV% intra-ensaio,
1,46% (recomendagdo do fabricante 1-2%); e para LPS: CV% inter-ensaio, 11,30%
(recomendagdo do fabricante <12%), CV% intra-ensaio 2,03% (recomendagdo do

fabricante <10%).

3.1.1.6 Estereologia hepatica: Fragmentos de figado de todos os lobos hepaticos foram
fixados em formalina tamponada Millonig (pH 7,2 - 7,4), e posteriormente desidratados,
diafanizados e incluidos em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
seccionados (5 um de espessura) e corados com hematoxilina e eosina. Foram obtidas
fotomicrografias digitais de tecido hepatico (microscopio Leica DMRBE, Wetzlar,
Alemanha, camera digital Infinity Lumenera, Ottawa, ON, Canadd). Foram analisados
cinco animais por grupo e dez imagens aleatdrias ndo consecutivas por animal. A
densidade de volume da esteatose hepatica (Vv [est] foi estimada por contagem de pontos:
Vv [est, figado] = Pp [est, figado] / PT (Pp ¢ o nimero de pontos que atingem as inclusdes
lipidicas, PT ¢ o total de pontos de teste), uma técnica tdo reprodutivel e confiavel quanto a
dosagem do triacilglicerol hepatico para estimar o grau de esteatose hepdtica (15). As
imagens foram analisadas com STEPanizer (www.stepanizer.com) usando uma area teste

com 36 pontos (16).

3.1.1.7 Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM): Fragmentos de ceco (1 mm?, pelo
menos trés animais por grupo) foram fixados em glutaraldeido 2,5% (Merck, Darmstadt,
Alemanha) em tampao cacodilato 0,1 M (pH 7,2) por duas horas em temperatura ambiente.
As amostras foram entdo fixadas em tetroxido de 6smio a 1% por uma hora a temperatura
ambiente no escuro. Em seguida, foram desidratados em concentragdes crescentes de
acetona e incorporados em resina epoxi (48h a 60/70 °C). Cortes ultrafinos (60-80 nm de
espessura) foram cortados em um ultramicrotomo (Leica UltraCut ultramicrotomo, Leica,
Wetzlar, Alemanha). As se¢Oes foram transferidas para grades de 200 mesh, contrastadas
com 5% de acetato de uranila por 30 min e 2% de citrato de chumbo por 3 min, depois
examinadas usando o microscopio eletronico de transmissdo JEOL/JEM-1200 EX
(Instituto Nacional de Bioquimica, Ciéncia e Tecnologia, Tecnologia de Bioimagem -

CENABIO — UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil).
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3.1.1.8 Imunofluorescéncia hepatica (REELINA, ALFA-AML, PLIN-2): Os cortes do
figado foram desparafinizados e hidratados e, em seguida, foi realizada a recuperacao
antigénica utilizando tampao citrato, pH 6,0 a 60 °C por 20 min, bloqueio com cloreto de
amonio, glicina 2%, seguido de incubagdo por duas horas com os seguintes anticorpos
primdrios (diluidos em 1% PBS/BSA na concentragdo de 1:100): anti-alfa-actina de
musculo liso (alfa-AML, ab7817, monoclonal, desenvolvido em camundongo, Abcam);
anti-REELINA (ab78540, monoclonal, desenvolvido em rato, Abcam); anti-perilipina 2
(PLIN2, CSB-PA920084, monoclonal, desenvolvido em coelho, Cusabio). Posteriormente,
as amostras foram tratadas com o anticorpo secundario conjugado com fluoréforo Alexa-
488 ou Alexa-546 (anti-IgG de camundongo, Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA,
EUA) por uma hora, depois lavado em PBS, seguido de coloragdo dos nucleos com DAPI.
As laminas foram montadas com SlowFade (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA,
EUA). As imagens foram captadas usando um Microscopio Confocal de Varredura a Laser
(Nikon Confocal Laser Scanning Microscope, modelo C2, Nikon Instruments, Inc.,

Téquio, Japao).

3.1.1.9 RT-PCR

Figado: O RNA total foi extraido de cerca de 50 mg de tecido hepatico usando o reagente
Trizol (Invitrogen, CA, EUA). Posteriormente, 200 puL de cloroférmio foram adicionados,
seguido de centrifugagdo (1200 g por 10 min a 4 °C), e a por¢ao de extrato de RNA foi
reservada. A esta porg¢ao foi adicionado 500 pL de isopropanol, que reagiu por 10 min para
o RNA precipitar e depois foi centrifugado (1200 g por 10 min a 4°C). O isopropanol foi
removido, o pellet formado foi ressuspenso com 500 pL de etanol 75% e depois
centrifugado (1200 g por 5 min a 4°C). O etanol foi removido e o pellet ressuspenso em 20
uL de 4gua deionizada (MilliQ). As amostras foram submetidas a banho seco (50°C por 5
min) e quantificadas em equipamento Nanovue (GE Life Sciences). Para transcricdo de
RNA em DNA complementar (cDNA), 1,0 ng de RNA foi tratado com DNAse I
(Invitrogen, CA, EUA). A sintese de cDNA de primeira fita foi realizada usando primers
Oligo (dT) para RNAm de transcriptase reversa e Superscript III (ambos da Invitrogen). A
RT-PCR foi realizada usando um termociclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e o
mix SYBRGreen (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A beta-actina foi usada para corrigir a

expressao dos genes alvo, e as sequéncias dos primers sao encontradas no Quadro 1. Todos
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os simbolos dos genes estdo em itdlico (a primeira letra maiuscula) e os simbolos de

proteinas em maiusculas (131).

Quadro 1 — Sequéncias direta e reversa de primers RT-qPCR — Figado

Primers

Gene 5-3 3’-5°

Ppar-alfa TCGGACTCGGTCTTCTTGAT  TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA
Ppar-gamma ACGATCTGCCTGAGGTCTGT CATCGAGGACATCCAAGACA
Cpt-la GCAGAGCACGGCAAAATGA  GGCTTTCGACCCGAGAAGAC
Fas TCGAGGAAGGCACTACACCT CACCCACTGGAAGCTGGTAT
Srebp-1c AGCAGCCCCTAGAACAAACA TCTGCCTTGATGAAGTGTGG
Tir4 GCCGGAAGGTTATTGTGGTA GAAACTGCCATGTTTGAGCA
Beta-actina TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

Abreviagdes: Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma (PPAR), PPAR-alfa (PPAR-a)), PPAR-
gama (PPAR-y), carnitina palmitoil transferase I A (CPT-1a), sintase de acido graxo (FAS),
proteina de ligagdo ao elemento regulador de esterol-1c (SREBP-I1c), receptor toll-like 4
(TLR4).

Intestino: O RNA total foi extraido de cerca de 70 mg de tecido intestinal usando o
reagente Trizol (Invitrogen, CA, EUA). Em seguida, foram adicionados 200 pL de
cloroférmio, seguido de centrifugagdo (12.000 g por 15 min a 4°C), e a porgdo
correspondente ao extrato de RNA foi reservada, e 500 pL de isopropanol foram
adicionados durante 15 min para o RNA precipitar, e depois centrifugado (12.000 g por
dez min a 4°C). O isopropanol foi removido, o pellet formado foi ressuspenso com 500 pL.
de etanol 70% (gelado) e depois centrifugado (10.000 g por 5 min a 4 °C). O etanol foi
removido e o pellet ressuspenso em 50 puL de agua deionizada (MilliQ). A partir deste
ponto, o protocolo foi idéntico ao descrito anteriormente para RT-PCR hepatico. O gene
Gapdh foi usado para corrigir a expressdao do gene alvo e as sequéncias de primers sao

detalhadas na Quadro 2.
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Quadro 2 — Sequéncias direta e reversa de primers RT-qPCR — Intestino

Sequéncia de Primers

Gene 5°-3 3’-5°
Dpp-4 TGGTACACGGATGAAGACCA GAA ATGGCTCATGTGGGA AT
Zo-1 AGGACACCAAAGCATGTGAG GGCATTCCTGCTGGTTACA

Tir4 TCTGGGTAGCGATGAACATTT AGAGTCAGGTGATGGATGTCG
Mucin ~ GTAGTTTCCGTTGGAACAGTGAA ATGCCCACCTCCTCAAAGAC
Gapdh CATCACTGCCACCCAGAAGACTG ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG

Abreviagdes: Dipeptidil peptidase-4 (Dpp-4); Zonula occludens-1 (Zo-1); receptor 4 do tipo Toll (Tlrd);
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh); Mucin (Mucina).

3.1.1.10 Amplificagdo de 16S rDNA PCR: As fezes presentes no ceco de camundongos
foram utilizadas para extracdo de DNA microbiano utilizando o kit comercial (mini kit de
fezes QIAamp Fast DNA, Qiagen, Diisseldorf, Alemanha) seguindo as instru¢des do
fabricante. A quantificagdo, pureza e concentracdo de DNA foram analisadas usando Qubit
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e eletroforese horizontal (gel de agarose a 1%).
Ensaios de PCR quantitativo em tempo real foram usados para a quantificag¢do relativa de
filos especificos de microrganismos (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria) na microbiota fecal de intestinos de camundongos através da deteccdo de
genes 16S rRNA. Para realizar a quantificacdo relativa, a abundancia dos diferentes filos
foi normalizada pelo AACt da quantidade total de bactérias presentes na amostra (17). Os

indicadores utilizados estdo descritos na Quadro 3.
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Quadro 3 — Iniciadores do filo ou classe de microrganismos da microbiota intestinal

Filo ou Classe Iniciadores
F[5’-ACTCCTACGGGAGGCAGAGT-3"]
R[5’-ATTACCGCGGCTGCTGGC-37]
F[5’-CRAACAGGATTAGATACCCT-3"]

Eubacteria (All Bacteria)

Bacteroidetes
R[5’-GGTAAGGTTCCTCGCGTAT-3’]
F[5’-TGAAACTYAAAGGAATTGACG-3’]
Firmicutes
R[5’-ACCATGCACCACCTGTC-3’]
F[5’-TACGGCCGCAAGGCTA-3’]
Actinobacteria

R[5’-TCRTCCCCACCTTCCTCCG-3’]
F[5’-TCGTCAGCTCGTGTYGTGA -3°]
R[5’-CGTAAGGGCCATGATG-3’]

Class-y-Proteobacteria

3.1.1.11 Analise dos dados: Os dados foram expressos em média e desvio padrao (DP). As
diferencas entre os grupos nas primeiras 12 semanas utilizaram o teste t de Student e
corre¢ao de Welch. Apds o tratamento, os dados foram analisados pelo teste de Brown-
Forsythe e correcao de Welch one-way ANOVA com o teste post-hoc de Dunnett T3. O
valor de P<0,05 foi considerado significativo (GraphPad Prism versao 8.3 para Windows,

GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).

3.1.2 Resultados

3.1.2.1 Ingestao de Alimentos e Energia, Ingestdo Hidrica e Massa Corporal (MC)

Os animais dos grupos C e HFRU ndo apresentaram diferenca em relagdo a MC
no inicio do experimento (semana zero). No entanto, apos o inicio do tratamento (13*

semana), os grupos tratados tiveram uma reducdo na MC em comparagdo com suas
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contrapartes (-7 % para HFRUA vs. HFRU; -3 % para HFRUT vs. HFRU; e -6 % para
HFRUC vs. HFRU), o que durou até o final do experimento. Estes resultados estdo
descritos na Figura 18A.

Nao houve diferenca entre os grupos quanto ao consumo didrio em gramas, que se
manteve durante todo o experimento, uma vez que as dietas C e HFRU sao isoenergéticas
(Figura 18B). Esses resultados descartam a necessidade de um grupo pair-feeding para
isolar os efeitos do tratamento. O grupo HFRU apresentou maior ingestdo de agua quando
comparado ao grupo C (+99%, Figura 18C). Os tratamentos ndo alteraram a ingestdo

hidrica, que se manteve igual ao grupo HFRU nos grupos HFRUA, HFRUT ¢ HFRUC.

Figura 18 — Massa corporal (A), Ingestdo alimentar (B) e hidrica (C)

28+
C
©
—
8_ 26 : - C
— .
o : - HFRU
(@] :
© : -+ HFRUA
% 24 : = HFRUT
= -¢- HFRUC
Q :
ij‘" 227 Inicio
[e) do
> Tratamento
L T
20 T T T 1 1 1 1 T 1 T T T T T T 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Semanas
65 159
=~ 60 = o
z % E — T
— ~ o
© (o] .
= 55 =] m a 3 10 é =] =]
Q = 2
I OggE B Q2
= 50 T Bl :
< %% HHH1 mpeem o gl 929 — | EEE O 2 == e
ol N = I %
o O D B e e e
@ 45 : 257 B EE =
7] 0 e [ S [0} o—3-o [N R o
g o2} pang B [ e s
= 40 e [ S £ ¢ | B P B
° el o] DO | | R e
35 T - T 0 T T T
Cc HFRU HFRUA HFRUT HFRUC C HFRU HFRUA HFRUT HFRUC

Legenda: C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de
PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais a
combinagdo de PPAR-alfa e Trayenta). Diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas: *P<0,05;
**P<0,01; **%P<0,001; **%*p<0,0001
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3.1.2.2 Resposta glicémica

A Figura 19A mostra a curva do TOTG, na qual o grupo HFRU apresentou
aumento significativo da glicemia de jejum (T0) em relagdo ao grupo C. Essa diferenca foi
mantida até o final do teste (T120). Os grupos C e tratados restabeleceram os niveis basais
de glicose no sangue nos demais periodos de avaliagao (T30, T60 e T120). Por outro lado, o
grupo HFRU nao conseguiu atingir os niveis basais de glicose, indicando um atraso na
normalizacdo da glicose apds a sobrecarga oral de glicose.

Conforme mostrado na Figura 19B, a analise da éarea sob a curva (ASC) do TOTG
mostrou que o grupo HFRU exibiu maior ASC do que o grupo C (+36%), indicando
intolerancia oral a glicose no grupo HFRU. Em contraste, os grupos tratados apresentaram
ASC mais baixa do que o grupo HFRU (-26% para HFRUA vs. HFRU; -37% para HFRUT
vs. HFRU; e -20% para HFRUC vs. HFRU).

As concentragdes plasmaticas de GLP-1 foram reduzidas pela ingestdo cronica de
dieta HFRU quando comparadas ao grupo C (-2%, Figura 19C). Como esperado, o
tratamento com linagliptina aumentou as concentragcdes de GLP-1 no grupo HFRUT e no
grupo HFRUC em comparacao com o grupo HFRU (+13% e +10%, Figura 19C). Além
disso, a ativacdo de PPAR-alfa resultou em concentragdes aumentadas de GLP-1 no grupo

HFRUA em comparagdo com o grupo HFRUT (+6%, Figura 19C).
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Figura 19 — Curva do TOTG (A), ASC (B) e GLP-1 (C)
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Abreviagdes: C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de
PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais
a combinacdo de PPAR-alfa e Trayenta). Diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas:
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001.

3.1.2.3 A ativacdo do PPAR-alfa e a inibicdo da DPP4 restauram a composicdo da

microbiota e atenuam a endotoxemia em camundongos alimentados com dieta HFRU

A composi¢do filogenética da microbiota (Figura 20A) foi avaliada pela

amplificacdo dos genes 16S rRNA de bactérias do intestino cecal ao final do experimento.

As caracteristicas mais notaveis foram o aumento do filo Proteobacteria e Firmicutes
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paralelamente a uma diminui¢do do filo Bacteroidetes no grupo HFRU em comparagdo ao
grupo C. E importante ressaltar que todos os tratamentos restauraram os niveis do filo
Bacteroidetes, assemelhando-se ao grupo C, e foram associados a uma diminui¢do
significativa das espécies de Proteobacteria, sugerindo que este filo pode ter um papel
decisivo nos efeitos benéficos observados pelos tratamentos propostos.

A composi¢do alterada da microbiota no grupo HFRU causou niveis mais altos de
LPS (+10%, Figura 20B), bem como maior expressao do gene 7/r4 que o grupo C (+120%,
Figura 20B). Em contraste, os grupos tratados apresentaram concentracdes reduzidas de LPS
no plasma (-9% para HFRUA vs. HFRU; -9% para HFRUT vs. HFRU; -10% para HFRUC
vs. HFRU) e menor expressao do gene Tlr4 que o grupo HFRU: HFRUA (- 40%), HFRUT
(-50%) e HFRUC (-14%) (Figura 20C).

Figura 20 — 16S rRNA da microbiota intestinal (A), LPS (B) e expressao relativa de RNA
mensageiro do 7/r4 (C)
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Legenda: C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista
PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais
a combinacdo de PPAR-alfa e Trayenta). Diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas:
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001.

3.1.2.4 Os tratamentos resgataram danos ultraestruturais intestinais causados pelo excesso de

frutose na dieta

A andlise por microscopia eletronica de transmissdo (Figura 21) revelou que o
grupo C apresentava microvilosidades na superficie apical da célula epitelial absortiva do
intestino, implicando em grande 4rea de absor¢do de nutrientes, além de camada de muco
ativa, numerosas mitocondrias (ponta de seta) e integridade das membranas nucleares e
celulares. Ao contrario, o grupo HFRU apresentou inclusdes lipidicas (asterisco) dentro das
células epiteliais intestinais, quase auséncia de mitocondrias, camada de muco alterada (seta
preta) e microvilosidades irregulares, algumas vezes apresentando fissdo, denotando danos
no funcionamento celular. Os grupos tratados apresentaram inclusdes lipidicas menos
aparentes, restauracdo do conteudo e estrutura mitocondrial (ponta de seta), além de

microvilosidades e camada de muco bem preservadas (seta preta).
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Figura 21 — Microscopia eletronica de transmissdo do ceco

C HFRU HFRUC

Legenda: As eletromicrografias do ceco correspondem ao final do periodo experimental de 17 semanas; painel
superior (barra de escala=2 pm) mostra a ultraestrutura normal do ceco no grupo controle, e o
painel inferior (vista detalhada, barra de escala =700 nm) enfatiza a abundancia de mitocdndrias
no grupo controle e no grupo HFRUC (preto ponta de flecha). O grupo HFRUC ilustra os efeitos
do tratamento, uma vez que apresentou resultados benéficos em todos os desfechos avaliados.

C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de
PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais
a combinagdo de PPAR-alfa e Trayenta).

3.1.2.5 Os tratamentos restauram a permeabilidade intestinal produzida pelo excesso de

frutose na dieta

A expressio de RNAm de Mucina? mostrou redu¢do no grupo HFRU em
comparagdo com o grupo C (-50%, Figura 22A). Por outro lado, os grupos tratados HFRUA
e HFRUC apresentaram expressdo aumentada de RNAm de Mucina 2 em comparagdo com
o grupo HFRU (+210% para HFRUA vs. HFRU; +445% para HFRUC vs. HFRU, Figura
22A).

A Zo-1 ¢ considerada uma proteina das jung¢des oclusivas e contribui para a funcao
da barreira intestinal. Portanto, os resultados revelaram que os niveis de expressdo de
RNAm de Zo-1 foram reduzidos no grupo HFRU comparado ao grupo C (-52%, Figura
22B). Por outro lado, ap6s o tratamento, a expressao de Zo-/ aumentou nos grupos HFRUA,

HFRUT e HFRUC (+41%, +45% e +120%, P<0,0001, Figura 22B).
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De acordo com um estado pro-inflamatério desencadeado pela ingestdo excessiva
de frutose, o grupo HFRU exibiu maior expressao de RNAm da Dpp4 que o grupo C (+83%,
Figura 22C). Todos os tratamentos reduziram significativamente a expressao do gene Dpp4
(-32% para HFRUA vs. HFRU; -50% para HFRUT vs. HFRU; e -58% para HFRUC vs.
HFRU, Figura 22C).

3.1.2.6 Os tratamentos restauram a permeabilidade intestinal produzida pelo excesso de

frutose na dieta

A expressio de RNAm de Mucina? mostrou redugdo no grupo HFRU em
comparagdo com o grupo C (-50%, Figura 22A). Por outro lado, os grupos tratados HFRUA
e HFRUC apresentaram expressdo aumentada de RNAm de Mucina 2 em comparagdo com
o grupo HFRU (+210% para HFRUA vs. HFRU; +445% para HFRUC vs. HFRU, Figura
22A).

A Zo-1 ¢ considerada uma proteina das jungdes oclusivas e contribui para a fungao
da barreira intestinal. Portanto, os resultados revelaram que os niveis de expressdo de
RNAm de Zo-1 foram reduzidos no grupo HFRU comparado ao grupo C (-52%, Figura
22B). Por outro lado, ap6s o tratamento, a expressdo de Zo-/ aumentou nos grupos HFRUA,
HFRUT e HFRUC (+41%, +45% e +120%, P<0,0001, Figura 22B).

De acordo com um estado pro-inflamatorio desencadeado pela ingestdo excessiva
de frutose, o grupo HFRU exibiu maior expressao de RNAm da Dpp4 que o grupo C (+83%,
Figura 22C). Todos os tratamentos reduziram significativamente a expressao do gene Dpp4
(-32% para HFRUA vs. HFRU; -50% para HFRUT vs. HFRU; e -58% para HFRUC vs.
HFRU, Figura 22C).
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Figura 22 — Expressao relativa de RNAm da Mucina 2 (A), Zo-1 (B) e Dpp-4 (C).

34 Fkkk
] 2.0
. . *kkk
!
sz g
1.5
2 *kx
o~ [ E— .
] 5] | —
3 3 vy
S 1.0 Hekk
3 Fkk N ele ek
s . [
0.5
e
0- 0.0

Cc

T T
Cc HFRU HFRUA HFRUT HFRUC

C *kk
2.5 ! *%
*% *
— _ 1 1
2.0 o o
1.5
Y
L .r "]
QL 1.0+ ﬁ
Q ._L. . am
0.5+ XX
0.0 T T
(o3 HFRU HFRUA HFRUT HFRUC

Legenda: C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de
PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais
a combinacdo de PPAR-alfa e Trayenta). Diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas:
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001.

3.1.2.7 Agonista PPAR-alfa, inibicdo da DPP-4 e sua combinacdo atenuaram a esteatose

hepatica por inducao de beta-oxidacao

A dieta HFRU proporcionou deposi¢do hepatica expressiva de lipideos, conforme
mostrado na Figura 23A, que foi atenuada pelos diferentes tratamentos propostos neste
estudo. O grupo HFRU apresentou aumento da esteatose micro e macrovesicular quando
comparado ao grupo C (+320%, Figura 23B). No entanto, os diferentes tratamentos foram

eficazes na reducgdo da esteatose hepatica em comparagdo com o grupo HFRU (-90% para
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HFRUA vs. HFRU; -53% para HFRUT vs. HFRU; e -26% para HFRUC vs. HFRU, Figura
23B).

Ambos os genes relacionados a beta-oxidagdo tiveram menor expressao no grupo
HFRU do que no grupo C: Ppar-o. (-25%, Figura 23C) e seu transcrito Cpt-la, (-30%,
Figura 23D). Em contraste, os grupos tratados tiveram expressao aumentada do gene Ppara
(+225% para HFRUA vs. HFRU; 162% para HFRUT vs. HFRU; e +193% para HFRUC vs.
HFRU, Figura 7C) e Cpt-1a (+ 92% para HFRUA vs. HFRU; +44% para HFRUT vs.
HFRU; e +60% para HFRUC vs. HFRU, Figura 23D) em comparagdo com suas

contrapartes.

Figura 23 — Fotomicrografias representativas do tecido hepatico (A); densidade de volume

de esteatose hepatica (B) e expressado relativa de RNA mensageiro do Ppar-o (C)

e Cpt-1a (D)
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Legenda: As fotomicrografias do tecido hepatico correspondem ao final do periodo experimental de 17
semanas coradas com hematoxilina-eosina (HE); barra de calibragdo = 25um (A).
C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de
PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais
a combinacdo de PPAR-alfa e Trayenta). Diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas:
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001.

3.1.2.8 Os tratamentos reduziram a lipogénese hepatica e combateram a inflamagao

A lipogénese aumentou no grupo HFRU, que apresentou maior expressao Ppary
(+228%, Figura 24A), e seus transcritos Srebp-1c (+57%, Figura 24B) e Fas (+37%, Figura
24C) que o grupo C. Por outro lado, os tratamentos suprimiram os genes lipogénicos (Figura
24A-C): os genes Ppary, Srebp-1c e Fas tiveram expressao reduzida no HFRUA (-69%; -
37%; e -24%); HFRUT (-61%; -47%; e -91%); e HFRUC (-63%:; -65%; ¢ -82%).

De acordo com o aumento da lipogénese hepatica, o alto consumo de frutose
aumentou a expressao do gene 7/r4 no figado quando comparado ao grupo C (+382%,
Figura 24D), sugerindo que o 7/r4 pode contribuir para aumentar a esteatose hepatica. Por
outro lado, os grupos HFRUA, HFRUT e HFRUC mostraram uma reducdo na expressao de
Tlr4 comparados ao grupo HFRU (-14%; -33%; e -73%, Figura 24D).

3.1.2.9 Imunofluorescéncia

Imunomarcagdes positivas para ALFA-AML e RELINA foram encontradas nos

figados do grupo HFRU (Figura 25), o que pode sugerir atividade de CEHs e a progressao
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de DHGNA para EHNA. Os grupos tratados, no entanto, apresentaram imunorreacdes
semelhantes ao grupo C, corroborando os resultados da microscopia de luz de parénquima
hepatico bem preservado apds os tratamentos.

Os animais HFRU também apresentaram marcagao positiva de PLIN2 (Figura 25),
indicando a alta instabilidade de suas goticulas lipidicas. Novamente, os grupos tratados
apresentaram padrdo de imunomarcagdo compativel com o apresentado pelo grupo controle,
corroborando a reducdo significativa do percentual de esteatose hepatica, estimado pela

técnica de contagem de pontos.

Figura 24 — Expressao relativa de RNA mensageiro do Ppary (A), Srebp-1c (B), Fas (C) e
Tir4 (D)
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Legenda: C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de
PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais a
combinagdo de PPAR-alfa e Trayenta). Diferengas significativas (P<0,05) sdo indicadas: *P<0,05;
**P<0,01; ***P<0,001; ****P<(,0001.
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Figura 25 — Imunofluorescéncia para PLIN-2, RELINA e ALFA-AML

Legenda: As fotomicrografias do tecido hepatico correspondem ao final do periodo experimental de 17
semanas; barra de calibracdo = 50pum.
C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de
PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais a
combinagdo de PPAR-alfa e Trayenta); Alfa-AML (alfa-actina de musculo liso), Relina (Relina),
PLIN2 (Perilipina 2).
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3.1.3 Discussdo

Alteragdes do metabolismo glicidico e lipidico favorecem a ocorréncia de doencas
que representam sérios problemas de satide em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos. Os
dados deste artigo confirmam que uma dieta rica em frutose promove alteracdes no eixo
entero-hepatico (5, 18), favorecendo a patogénese e progressio da DHGNA. Nossas
observacoes de disbiose, alta concentragao plasmatica de LPS e aumento da permeabilidade
intestinal no grupo HFRU estdo em conformidade com a expressao aumentada de 7774 no
figado e progressio da DHGNA. Por outro lado, os grupos tratados com PPAR-alfa e
linagliptina (isolados ou associados) apresentaram melhora no metabolismo da glicose,
disbiose, redu¢do dos niveis de LPS e recuperacao da permeabilidade intestinal, levando ao

controle da DHGNA mesmo em camundongos alimentados cronicamente com a dieta

HFRU.
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A ingestdo cronica de dieta HFRU nao causou excesso de peso, mas levou a
intolerancia oral a glicose. O agonista do PPAR-alfa levou a redu¢do da massa corporal
desde a primeira semana até o final do tratamento, mas a linagliptina ndo alterou a massa
corporal neste modelo experimental. Ambos os tratamentos e sua associagdo resgataram a
intolerancia oral a glicose, que pode ser atribuida ao aumento dos niveis de GLP-1, uma
incretina que impulsiona a secrecdo de insulina estimulada pela glicose nas ilhotas
pancreaticas (20). O aumento da meia-vida e concentragdo do GLP-1 estd relacionado a
inibicao da enzima DPP-4, o principal mecanismo de agdo da linagliptina (117). No entanto,
o agonista do PPAR-alfa WY 14643 também aumentou os niveis de GLP-1 dos animais
alimentados com a dieta HFRU, sugerindo que uma possivel inibicdo da DPP-4 pode ser
obtida através dos efeitos anti-inflamatorios do PPAR-alfa (22, 23).

A disbiose causada pelo consumo crdnico de frutose ¢ geralmente caracterizada por
um aumento na relagdo Firmicutes/Bacteroidetes (24), como mostrado em nossos
resultados. Esses dois filos constituem mais de 90% das categorias filogenéticas ja
conhecidas e caracterizadas no intestino de modelos experimentais de obesidade induzida
por dieta hiperlipidica (25, 26). O desequilibrio em sua propor¢ao pode induzir inflamagao,
aumentar o estresse oxidativo e favorecer a lipogénese, desencadeando a esteatose hepatica
por meio de mecanismos associados a alteracdes nos metabolitos intestinais (24). O grupo
HFRU apresentou um aumento nos filos Firmicutes e Proteobacteria, paralelamente a uma
diminui¢do nos Bacteroidetes. Por outro lado, os tratamentos resgataram a proporc¢dao de
Bacteroidetes e reduziram marcadamente os filos Firmicutes e Proteobacteria, concordando
com observagdes em camundongos e individuos obesos apods cirurgia bariatrica (27, 30).
Este fato sugere que a modulag¢do de Proteobacteria pode ter um papel nos desfechos aqui
observados.

As proteobactérias pertencem a um filo composto por bactérias gram-negativas
(132). Curiosamente, os principais produtos bacterianos envolvidos na patogénese da
DHGNA sao o LPS, que estd comumente presente na membrana celular de bactérias gram-
negativas e se liga ao TLR4 (32). O grupo HFRU apresentou as maiores concentragdes de
LPS e expressdo de T/r4, o que pode estar associado a presenca mais frequente de
Proteobactérias. Esse cenario induziu a translocagao de citocinas, contribuindo criticamente
para a inflamagdo e resisténcia a insulina, alterando o metabolismo lipidico hepatico (4),
configurando-se como um potente indutor de esteatose hepatica.

Um estudo anterior confirmou uma ligacdo entre o filo Proteobacteria e a fibrose

hepatica, com base no fato de que camundongos alimentados com uma dieta hiperlipidica e
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transplantados com flora Gram-negativa mostraram maior dano hepatico em comparagdo ao
controle (33). Nossos resultados no grupo HFRU concordam com outros estudos que
mostraram Proteobacteria como o principal filo que contribui para fibrose hepatica e dano
hepatico (133, 134). Em contraste, a ativagdo de PPAR-alfa, a inibicdo da DPP-4 e sua
associacdo reduziram drasticamente o filo Proteobacteria. Essas observagdes sugerem que
os tratamentos propostos neste experimento podem ter propriedades antifibroticas através da
modulacao de Proteobacteria.

A frutose prejudica a integridade da barreira intestinal, tornando-a mais suscetivel
ao influxo de toxinas (35). O grupo HFRU apresentou aumento da expressdo plasmatica de
LPS e Tir4 hepatico, sugerindo endotoxemia. O aumento da translocacdo de endotoxinas e
dos niveis plasmaticos contribuem para a inflamacdo e degrada¢do da barreira da mucosa
intestinal (36, 37). Altos niveis de endotoxemia estdo relacionados ao aumento da
permeabilidade intestinal e diminuicdo da expressdo de proteinas de jungdes oclusivas,
como ZO-1, que ¢ expressa na membrana apical e tem um papel na regulacio da via
paracelular (38).

E importante ressaltar que o grupo HFRU apresentou reducio da expressio de Zo-1
juntamente com altos niveis plasmaticos de LPS, mas ambas as condi¢des foram revertidas
pelos tratamentos propostos, com o aumento da expressao de Zo-1 potencializado quando os
tratamentos foram associados (grupo HFRUC). Essas observacdes sugerem que o agonista
de PPAR-alfa e o inibidor da DPP-4 podem atuar como moduladores essenciais da
microbiota.

Nao ha relato prévio na literatura associando a administracdo oral de linagliptina
com o perfil da microbiota intestinal. A linagliptina € o Unico inibidor de DPP-4 com
excre¢do fecal predominante em humanos e roedores quando administrado por via oral (39,
40). Este fato pode implicar num contato direto da microbiota do intestino delgado com a
linagliptina inalterada (39), além do aumento dos niveis de GLPI1, que foi previamente
associado ao aumento da presenga de Bacteroidetes apds administracdo de
sitagliptina+metformina em ratos Zucker (41).

Em relacio ao PPAR-alfa, evidéncias anteriores mostram que esse fator de
transcricdo tem um papel central na supressao da inflamacgao intestinal através da regulagao
de IL-22 e peptideos antimicrobianos, além de contribuir para a homeostase do hospedeiro e
manutengdo da imunidade da barreira intestinal (11). A dele¢do do PPAR-alfa em
camundongos levou a uma maior suscetibilidade a inflamacao intestinal (135). Em contraste,

a ativacdo do PPAR-alfa ¢ crucial para induzir linfocitos Th2, ligados a efeitos anti-



84

inflamatorios nas placas de Peyer de camundongos (136). Esses efeitos anti-inflamatorios
podem influenciar a modulagdo da microbiota.

Quanto a ultraestrutura do intestino grosso, as células caliciformes secretam
glicoproteinas mucinas, cuja fungdo primaria € proteger e lubrificar a mucosa intestinal (42,
137). Nesse sentido, a ingestdo cronica de frutose levou a alteracdo da camada de muco e
comprometimento da ultraestrutura das microvilosidades, além de inclusdes lipidicas e raras
mitocondrias dentro dos enterdcitos. Ambos os tratamentos e sua associa¢ao resultaram na
recuperacdo da ultraestrutura dos colonocitos, destacando que os tratamentos podem
impactar a ultraestrutura da célula e ndo apenas sua funcao.

Em relagdo a quantidade de Mucina 2, a ativagdo de PPAR-alfa parece aumentar
sua expressdo génica de forma mais significativa do que a inibigio de DPP-4. E importante
ressaltar que a combinacdo de ambos os tratamentos teve efeitos aditivos neste parametro,
pois o grupo HFRUC apresentou a maior expressdo de Mucina 2. A dinamica das criptas
também ¢ prejudicada pelo aumento da expressdo de TLR4 no epitélio intestinal (138).
enquanto ratos alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram disfun¢do da barreira
intestinal juntamente com aumento do estresse oxidativo e inflamagao intestinal mediada por
TLR4 (43). Aqui, todos os tratamentos normalizaram a expressdo intestinal de 7/r4 no
intestino, correlacionando-se com a ultraestrutura bem preservada, criptas e camada de
muco.

O grupo HFRU apresentou disbiose, danos intestinais moleculares e
ultraestruturais, endotoxemia e alta expressdo hepatica de 7/r4, retratando um quadro em
que a disbiose contribui para a patogénese da DHGNA, a teoria dos multiplos Aits (44).
Dietas ricas em frutose geralmente induzem resisténcia sistémica a insulina e
hiperinsulinemia de jejum, promovendo assim a ativagao mediada por insulina de Srebp-1c e
lipogénese de novo hepatica (118). O tipo de lipidio que predomina no figado influencia sua
expressao de PPAR-alfa e suscetibilidade a esteatose (46). Assim, figados esteatoticos sao
caracterizados pela deplecio de dacidos graxos poliinsaturados n-3 e PPAR-alfa
concomitante ao aumento da expressdo dos genes lipogénicos e inflamatérios Srebp-1c e Nf-
kb (48).

A ativagao do PPAR-alfa provou ser uma abordagem promissora para combater a
esteatose hepatica, desencadeando uma melhora na entrada mitocondrial de acidos graxos
para beta-oxidagdo e supressdo da lipogénese (107). Além disso, a restauragdo da expressao
de PPAR-alfa pela administragdo de ativadores naturais suprimiu a lipogénese e combateu a

inflamag¢do hepatica em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (48). No presente
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estudo, mostramos potentes efeitos anti-inflamatérios apds o tratamento com PPAR-alfa
porque camundongos HFRUA mostraram reducao da expressdo hepatica de 7/r4 juntamente
com concentragdes menores de LPS no plasma.

Pode-se argumentar que a inibicdo da DPP-4 exerce efeitos anti-inflamatérios ao
suprimir o TLR4 em macrofagos de humanos e camundongos (139), além de reduzir as
espécies reativas de oxigénio (10), melhorando a sinalizacdo da insulina e funcdo vascular
através do oxido nitrico (118). A linagliptina também foi associada a polarizagdo de
macréfagos com uma resposta anti-inflamatoria M2 eficaz e escurecimento do tecido
adiposo branco subcutaneo, induzindo termogénese e reduzindo a massa corporal, ambos
relacionados a mitigagdo da esteatose hepatica (13, 14).

O grupo que recebeu a combinagdo de tratamentos pdde se beneficiar de uma
interacdo entre a ativagdo do PPAR-alfa e a inibi¢ao da DPP-4, pois foi demonstrado que o
PPAR-alfa ¢ necessario para a regulagdo positiva do receptor de GLP-1 em ilhotas
pancreaticas em camundongos tratados com metformina (140). Aqui, ambos os grupos
tratados com o agonista de PPAR-alfa (HFRUA e HFRUC) mostraram niveis aumentados
de GLP-1 e inibicdo de DPP-4, sugerindo uma intersecao entre as vias de PPAR e incretinas.

A composi¢ao da microbiota intestinal e a endotoxemia também podem contribuir
para a patogénese da fibrose hepatica. Distirbios cronicos da homeostase hepatica
geralmente envolvem danos e inflamag¢do do figado, levando a ativagdo de CEHs, um
marcador para a progressio da DHGNA para EHNA (32). As CEHs sdo células
mesenquimais armazenadoras de gordura localizadas adjacentes ao espago de Disse. Apds
uma lesdo hepatica, as células tornam-se ativas e adquirem morfologia miofibroblastica,
caracterizada por proliferacdo exacerbada e secrecdo da matriz extracelular. A vitamina A
armazenada € perdida e hd um aumento na expressio da ALFA-AML (112); Friedman,
2008). Este ultimo ¢ um marcador essencial da atividade das CEHs. A imunomarcacao
positiva para REELINA também foi associada a progressao de DHGNA para EHNA (141),
implicando que os animais alimentados com HFRU tinham um tipo mais nocivo de doenga
hepatica.

Quanto ao modelo de dieta rica em frutose, a administracdo de GW501516 (um
agonista de PPAR-beta) melhorou a inflamagao, manteve as CEHs no estagio quiescente,
suprimiu a lipogé€nese e resgatou a resisténcia a insulina pela modulagdo do sistema renina-
angiotensina (142). Recentemente, o uso de linagliptina isolada ou associada a
empagliflozina teve efeito antifibrotico em modelo de EHNA em camundongos C57BL/6

(143).



86

Os presentes resultados confirmaram a presenga de esteatose hepatica em
camundongos induzida pela ingestdo cronica de dieta HFRU. Esse fendmeno pode estar
relacionado a liberacdo excessiva de LPS induzida pela microbiota intestinal alterada,
contribuindo para a génese da DHGNA. Os grupos tratados, entretanto, tiveram melhora
significativa da esteatose hepatica, disbiose, recuperacdo da ultraestrutura intestinal com
reducdo da endotoxemia, o que refletiu no melhor metabolismo energético dos hepatocitos.

A Figura 26 ilustra os principais achados deste estudo.

Figura 26 — Esquema representativo dos principais achados dos efeitos do tratamento com
PPAR-alfa e inibidor da DPP-4
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Legenda: O esquema mostra de forma detalhada os principais achados desse trabalho. A associagdo da ativagdo
do PPAR-alfa com o inibidor da DPP-4 foi eficaz para contornar a resisténcia a insulina e a
inflamagdo hepatica provocada pelo excesso de frutose na dieta administrada aos camundongos.
Consequentemente, houve redugdo da lipogénese ¢ aumento da beta-oxidagdo mitocondrial, bem
como reversdo da disbiose intestinal, demonstrada pela normalizacdo da relagdo dos filos
Firmicutes/Bacterioidetes seguida da redugdo do filo Proteobacteria. O tratamento combinado
também reestabeleceu a permeabilidade intestinal, evidenciado pelo aumento da expressdo génica
das proteinas juncionais.

Fonte: A autora, 2021.
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3.2 Modelo Experimental 2: Dieta hiperlipidicas - A ativacio do receptor ativado por
proliferador de peroxissoma alfa e a inibicio da dipeptidil peptidase-4 tém como

alvo a disbiose para tratar figado gorduroso em camundongos obesos

3.2.1 Materiais e métodos

3.2.1.1 Animais e Dieta: Camundongos machos adultos C57BL/6 foram alojados em grupo
(n =5 por gaiola) e mantidos sob temperatura controlada (21 &+ 2 °C) e umidade (60 £+ 10%)
com acesso livre a 4gua e ragdo em um rack ventilado contendo gaiolas para camundongos
(NexGen mouse 500, Allentown, PA, EUA). O ambiente compreendeu um periodo claro-
escuro de 12/12 h e ciclos de renovagdo de ar (15 min/h). Os procedimentos seguiram as
recomendacdes do National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (publicagdo NIH n°® 85-23, revisada em 1996) e foram aprovados pelo nosso Comité

de Etica local (Institute of Biology, CEUA numero 041/2018).

3.2.1.2 Protocolo Experimental: Cinquenta camundongos machos adultos C57BL/6 (3 meses
de idade) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais foram
utilizados neste estudo. Inicialmente, os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos nutricionalmente diferentes:

1. Grupo controle (C) — animais que receberam dieta controle (14% de energia como
proteina, 10% como gordura e 76% como carboidratos; energia total 15 kJ/g, n = 10);

2. Grupo hiperlipidico (HF) — animais que receberam dieta hiperlipidica (14% de energia
como proteina, 50% como gordura e 36% como carboidrato; energia total 21 kJ/g, n = 40).
Apbds doze semanas, o grupo C e dez animais aleatorios do grupo HF continuaram o mesmo
esquema alimentar por mais cinco semanas, enquanto os demais animais do grupo HF foram
subdivididos aleatoriamente, de acordo com o tratamento, nos seguintes grupos:

3. HFA — recebeu o agonista PPAR-alfa (WY14643, Sigma—Aldrich, 3,5 mg/kg de massa

corporal) incorporado a dieta HF (n = 10) por cinco semanas;

4. HFT — recebeu o inibidor da DPP-4 (linagliptina, Boehringer Ingelheim, 15 mg/kg de

massa corporal) incorporado a dieta HF (n = 10) por cinco semanas;
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5. HFC — recebeu a combinac¢ao de um agonista de PPAR-alfa com um inibidor de DPP-4
(nas mesmas doses utilizadas nos grupos que receberam monoterapia) incorporados a dieta
HF (n = 10) por cinco semanas.

Todo o protocolo experimental durou 17 semanas (12 semanas de indugdo da
obesidade + cinco semanas de tratamento). As doses de WY-14643 e linagliptina foram
baseadas em experimentos anteriores conduzidos por nosso grupo (21, 144). A PragSolugdes

(www.pragsolucoes.com.br, Jau, Sdo Paulo, Brasil) produziu as dietas experimentais de

acordo com as recomendagdes do American Institute of Nutrition (AIN 93M) (130). Todos

os grupos foram tratados seguindo a ordem em que os grupos foram descritos.

3.2.1.3 Ingestdo alimentar/energética e massa corporal (MC): A ingestdo alimentar foi
mensurada diariamente subtraindo-se o restante da dieta verificada no dia seguinte da
quantidade de dieta ofertada no dia anterior. A ingestdo energética compreendeu o produto
do consumo alimentar e a energia contida em 1g de cada dieta (em kJ). As massas corporais

dos animais foram avaliadas em balanga digital uma vez por semana (BL-3200H, precisao

de 0,01 g).

3.2.1.5 Analise Metabolica: Uma semana antes do sacrificio, os animais foram submetidos
ao teste oral de tolerancia a glicose (TOTG). Em jejum de 6 horas (tempo 0) e apds 15, 30,
60 e 120 minutos da gavagem orogastrica de solucao de glicose (2 g/kg de massa corporal),
foram obtidas amostras de sangue da veia caudal. Um glicosimetro manual (Accu-Chek,
Roche, Sao Paulo, SP, Brasil) foi usado para medir os niveis de glicose no sangue em
diferentes momentos. A area sob a curva (ASC) indicou a tolerancia oral a glicose

(GraphPad Prism, versao 8.3 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).

3.2.1.6 Sacrificio e ELISA: Os camundongos ficaram em jejum por 6 h. Sob anestesia
intraperitoneal com cetamina (240 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg), amostras de sangue obtidas
por puncdo cardiaca foram separadas por centrifugacdo (712 xg) para obten¢do de amostras
de plasma para realizacdo de analises bioquimicas. O figado, intestino grosso (ceco) e
intestino delgado (jejuno e ileo) foram cuidadosamente dissecados, pesados e analisados

seguindo os protocolos das diferentes técnicas. As por¢des do intestino foram coletadas de
acordo com a indicagdo do Apéndice 1. Um ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado
para medir o GLP1 (Kit multiespécies GLP1 ELISA Cat. #EZGLP1T-36K, Millipore,
Missouri, EUA) e o LPS no plasma (Kit multiespécies LPS ELISA Cat. #SEB526Ge-96T,


http://www.pragsolucoes.com.br/
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Cloud- Clone Corp., Katy, EUA). Um espectrofotometro semiautomatico e um kit comercial
(K117, Bioclin, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil) foram usados para medir o
triacilglicerol hepatico (TAG) conforme descrito anteriormente (15).

3.2.1.7 Histologia: Fragmentos de figado e ceco fixados em formalina tamponada com
Millonig (pH 7,2-7,4) foram posteriormente desidratados, diafanizados, incluidos em
Paraplast Plus (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e seccionados (5 um de espessura)
com um micrétomo. Laminas coradas com hematoxilina e eosina (figado) ou Alcian Blue
(Sigma Chemical Company - pH 2,5) mais Periodic Acid-Schiff (PAS, intestino - Sigma
Chemical Company) foram fotografadas usando um microscépio Leica DMRBE (Wetzlar,
Alemanha) acoplado a uma camera digital Infinity Lumenera (Ottawa, ON, Canada). As
imagens foram analisadas de forma cega com STEPanizer (www.stepanizer.com), conforme

descrito abaixo:

3.2.1.8 Estereologia hepatica: Foram analisados cinco animais por grupo e dez imagens por
animal. A densidade de volume da esteatose hepatica (Vv [figado, est]) foi estimada pela
técnica de contagem de pontos, seguindo a féormula: Vv [figado, est] = Pp [figado, est]/PT
(Pp ¢ o niimero de pontos que atingiu as inclusdes lipidicas e PT ¢ o total de pontos de
teste). As imagens foram analisadas com STEPanizer usando um sistema de teste de 36

pontos (16).

3.2.1.9 Estereologia intestinal: O numero de células caliciformes por area (QA [células
caliciformes]) foi estimado usando STEPanizer. Todas as células caliciformes dentro da area
de teste foram contadas, exceto aquelas que tocavam as linhas proibidas. O resultado foi

dividido pela 4rea teste medida em mm?.

3.2.1.10 Amplificacdo de 16S rDNA PCR: As fezes encontradas no ceco de camundongo
foram usadas para extrair DNA microbiano usando o QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit
(Qiagen, Diisseldorf, Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante. A quantidade,
pureza e concentracdo de DNA foram determinadas usando Qubit (Life Technologies,
Carlsbad, Califérnia, EUA) e eletroforese horizontal (gel de agarose a 1%). Ensaios de PCR
quantitativos em tempo real foram usados para a quantificagdo relativa de filos especificos
de microrganismos (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria) na
microbiota fecal do intestino de camundongos pela detec¢do de genes 16S rRNA. Para

quantificacdo relativa, as abundancias de diferentes filos foram normalizadas pelo método
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AACt em relacdo a quantidade bacteriana total nas amostras (17). Os indicadores utilizados

estdo descritos na Tabela 4.

Quadro 4— Iniciadores do filo ou classe de microrganismos da microbiota intestinal

Filo o Classe Iniciadores
F[5’-ACTCCTACGGGAGGCAGAGT-3’]
R[5’-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3’]
F[5’-CRAACAGGATTAGATACCCT-3"]

Eubacteria (All Bacteria)

Bacteroidetes
R[5’-GGTAAGGTTCCTCGCGTAT-3’]
F[5’-TGAAACTYAAAGGAATTGACG-3’]
Firmicutes
R[5’-ACCATGCACCACCTGTC-3’]
F[5’-TACGGCCGCAAGGCTA-3’]
Actinobacteria

R[5’-TCRTCCCCACCTTCCTCCG-3’]
F[5’-TCGTCAGCTCGTGTYGTGA -3°]
R[5’-CGTAAGGGCCATGATG-3’]

Class-y-Proteobacteria

3.2.1.11 Reagdo em cadeia de transcriptase reversa-polimerase em tempo real (RT-qPCR):
O RNA total foi extraido de 50 mg do figado e 70 mg do intestino delgado (jejuno e ileo)
usando o reagente TRIzol (Invitrogen, CA, EUA). Posteriormente, a adi¢do de 200 uL de
cloroféormio foi seguida por centrifugacao (1200 g por 10 min a 4 °C para amostras de
figado e 12.000 g por 15 min a 4 °C para amostras de intestino). A por¢do de extrato de
RNA foi separada e 500 pL de isopropanol foi adicionado e deixado em repouso por 10 min
(amostras de figado) ou 15 min (amostras de intestino) para precipitar o RNA. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas (1200 g por 10 min a 4°C para amostras de figado e 12.000
g por 10 min a 4°C para amostras de intestino). O isopropanol foi removido e o pellet
formado foi ressuspenso em 500 pL de etanol 75% para amostras de figado ou etanol 70%
(gelado) para amostras de intestino e depois centrifugado (1200 g por 5 min a 4°C para
amostras de figado e 10.000 g por 5 min a 4°C para amostras de intestino). O etanol foi
removido e o pellet foi ressuspenso em 20 pL (figado)/50 pL (intestino) de agua deionizada

(Milli-Q).
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As amostras foram submetidas a banho seco (50°C por 5 min) e quantificadas por
meio de equipamento Nanovue (GE Life Sciences). Para transcricdo de RNA em DNA
complementar (cDNA), 1,0 pg de RNA foi tratado com DNAse I (Invitrogen, CA, EUA). A
sintese de cDNA de primeira fita foi realizada usando primers Oligo (dT) para mRNA de
transcriptase reversa e Superscript III (ambos da Invitrogen). A qPCR foi realizada usando
um termociclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e SYBR Green mix (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA). A Beta-actina foi usada para corrigir a expressao dos genes-alvo em
amostras de figado e o Gapdh foi usado para amostras de intestino. As sequéncias de
primers usadas sao mostradas nas Tabelas 5 (figado) e 6 (intestino). Todos os simbolos de
genes estdo em italico (a primeira letra maitscula), e os simbolos de proteinas estdo em

itdlico em maiusculas (131).

Quadro 5 — Sequéncia direta e reversa de primers utilizados no RT-qPCR — Figado

Sequéncia de Primers

Gene 5-3 3-5

Lbp GGTGGCTGCTGAATCTCTTC  TCTGCTGTGACTGGCAGAGT
Tir4 GCCGGAAGGTTATTGTGGTA  GAAACTGCCATGTTTGAGCA
Nirp3 ATGCTGCTTCGACATCTCCT GTTTCTGGAGGTTGCAGAGC
Cd206 CAAGGAAGGTTGGCATTTGT CCTTTCAGTCCTTTGCAAGC
IL-10 GCCTTATCGGAAATGATCCA  TCCTGAGGGTCTTCAGCTTC
IL-13 CTGGATTCCCTGACCAACAT GGTTACAGAGGCCATGCAAT
Beta-actina TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

Legenda: Proteina de ligacdo a lipopolissacarideos (Lbp), Toll-Like receptor 4 (71r4), nucleotideos de ligagao e
receptores de oligomeriza¢do de dominio (contendo proteina 3) (N/rp3), Cluster de diferenciagdo
206 (Cd206), Interleucina 10 (/L-10), Interleucina 13 (IL-13).
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Quadro 6 — Sequéncia direta e reversa de primers utilizados no RT-qPCR — Intestino

Sequéncia de Primers
Gene 5-3 3-5

Mucina?2  GTAGTTTCCGTTGGAACAGTGAA  ATGCCCACCTCCTCAAAGAC

Ocludina  CCTTCTGCTTCATCGCTTCC AGCGCTGACTATGATCACGA
Zo-1 TCAGAGCCCTCCGATCATTC GCTTTGGGTGGATGATCGTC
Tir4 GCCGGAAGGTTATTGTGGTA GAAACTGCCATGTTTGAGCA

Gapdh CATCACTGCCACCCAGAAGACTG ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG

Legenda: Mucina 2 (Mucina?); Ocludina (Ocludina); Zonula occludens-1 (Zo-1); receptor Toll-Like 4 (T1r4);
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh).

3.2.1.12 Anélise dos dados: O célculo do tamanho da amostra considerou que, em analises
metabolicas e de biologia molecular, se um fator aumenta ou diminui em cinco repeti¢des, a
probabilidade de ocorréncia é P = (1/2)° = 0,05. Portanto, um minimo de 5 repeti¢des foi
adotado para as andlises (Cruz-Orive e Weibel, 1990). Os dados sdo apresentados como
média e desvio padrdo (DP). Durante as primeiras 12 semanas, a andlise estatistica
compreendeu o teste t de Student e a correcdo de Welch. Na fase de tratamento, os dados
foram analisados usando Brown-Forsythe e Welch one-way ANOVA com o teste post hoc
Dunnett T3 (145). Um valor de P<0,05 foi considerado significativo (GraphPad Prism
versdo 8.3 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).

3.2.2 Resultados

3.2.2.1 O tratamento reduziu a massa corporal (MC) sem alterar a ingestdao energética

Os animais dos grupos C e HF tinham MC iguais no inicio do experimento. Todos os
animais toleraram bem as dietas e tratamentos. O protocolo foi mantido conforme informado
anteriormente. Na 13* semana, o grupo HF estava acima do peso em relacdo ao grupo C
(+30%), e essa caracteristica persistiu até o final do experimento. A Figura 27A mostra esses
resultados. Embora a ingestao alimentar (g) ndo tenha diferido entre os grupos (Figura 27B),

a ingestdo de energia nos grupos alimentados com HF foi maior do que no grupo C (Figura
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27C). Todos os tratamentos propostos resgataram a tolerancia a glicose e aumentaram as
concentragdes de GLP1

A Figura 28A mostra a curva do TOTG, na qual o grupo HF apresentou aumento
significativo da glicemia de jejum (T0) em relagdo ao grupo C. Essa diferenga permaneceu
até¢ o final do teste (T120). O grupo C e os grupos tratados apresentaram niveis basais de
glicose no sangue resgatados nos outros momentos de avaliagdo (T30, T60 e T120). Por
outro lado, o grupo HF nao atingiu os niveis basais de glicose, indicando um atraso apos a
sobrecarga de glicose e implicando em intolerancia oral a glicose, como confirmado pela
maior ASC para TOTG no grupo HF do que no grupo C (+23%, Figura 28B). Em contraste,
todos os grupos tratados apresentaram ASCs mais baixas do que o grupo HF, indicando
alivio da intolerancia oral a glicose (Figura 28B).

As concentracdes plasmaticas de GLP1 diminuiram no grupo HF em comparacao
com o grupo C (Figura 28C). Como esperado, o tratamento com linagliptina aumentou as
concentragdes de GLP1 no grupo HFT (+13%), o que também ocorreu no grupo HFC e apos
o tratamento Unico com o agonista de PPAR-alfa no grupo HFA em comparacdo com o

grupo HF (Figura 28C).

Figura 27 — Massa Corporal (A), Ingestao alimentar (B) e Consumo energético (C)
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Legenda: Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média, n=6 por grupo. Diferengas

significativas (P<0,05) sdo indicadas: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001.
Abreviagdes: C (dieta controle), HF (dieta hiperlipidica); HFA (dieta hiperlipidica mais agonista de
PPAR-alfa); HFT (dieta hiperlipidica mais Trayenta); HFC (dieta rica em gordura mais a
combinagdo de PPAR-alfa e Trayenta).

Figura 28 — Curva do TOTG (A), ASC (B) e GLP-1 (C)
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Abreviagdes: C (dieta controle), HF (dieta hiperlipidica); HFA (dieta hiperlipidica mais agonista de
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PPAR-alfa); HFT (dieta hiperlipidica mais Trayenta); HFC (dieta rica em gordura mais a
combinagdo de PPAR-alfa e Trayenta).

3.2.2.2 Os tratamentos recuperaram a composicao da microbiota e reverteram a endotoxemia

em camundongos alimentados com HF

Os genes de rRNA 16S amplificados de bactérias do intestino cecal foram medidos
no final do experimento para avaliar a composi¢do da microbiota. O grupo HF apresentou
aumento do filo Firmicutes juntamente com diminui¢cdo dos filos Proteobacteria e
Bacteroidetes em relagdo ao grupo C, conforme mostrado na Figura 29A. No entanto, todos
os tratamentos reverteram essas alteracdes filogenéticas nos grupos tratados. Os tratamentos
restauraram a quantidade de Bacteroidetes para se assemelhar ao grupo C e provocaram
diminui¢do significativa de Proteobacteria, que pode desempenhar um papel decisivo nos
efeitos benéficos observados devido aos tratamentos propostos. Mudangas na composi¢do da
microbiota no grupo HF desencadearam concentracdes aumentadas da expressao do RNAm
hepatico dos genes Lbp (+313%, Figura 29B) e Tir4 (+58%, Figura 29C) no grupo HF em
relacdo ao grupo C, enquanto os grupos tratados apresentaram expressao significativamente

reduzida.

Figura 29 — Genes de rRNA 16S da microbiota intestinal e expressdo relativa de RNA
mensageiro de Lbp e Tlr4
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Legenda: Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média, n=6 por grupo. Diferengas
significativas (P<0,05) sdo indicadas: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001.
Abreviagdes: C (dieta controle), HF (dieta hiperlipidica); HFA (dieta hiperlipidica mais agonista de
PPAR-alfa); HFT (dieta hiperlipidica mais Trayenta); HFC (dieta rica em gordura mais a
combinagdo de PPAR-alfa e Trayenta).

3.2.2.3 O inibidor de DPP-4 e o agonista de PPAR-alfa melhoraram a estrutura e a protecao

da barreira intestinal

O grupo HF apresentou uma diminuigdo de 80% na expressdo intestinal do gene
Mucina? em comparagdo com o grupo C. Por outro lado, os grupos HFA, HFT ¢ HFC
mostraram aumentos significativos na expressdo de Mucina2 (+439% para HFA vs. HF,
+345% para HFT vs. HF e +670% para HFC vs. HF; Figura 30A).

De acordo com o resultado anterior, o grupo HF também apresentou redugdo da
expressao intestinal de Ocludina (-78%, Figura 30B) e Zo-1 (-38%, Figura 30C) em relagao
ao grupo C. Por outro lado, o grupo HFA apresentou aumento de 238% na expressao de
Ocludina, enquanto os grupos HFT e HFC tiveram aumento maior que 500% na expressao
desse gene (Figura 30B). Em relacdo a expressao do gene Zo-1, todos os grupos tratados
tiveram um aumento significativo (+166% para HFA vs. HF, +397% para HFT vs. HF, e
+102% para HFC vs. HF; Figura 30C).

A alta ingestdo de gordura saturada alterou o padrdo histoquimico das células da
mucosa intestinal, conforme revelado pela reagdo com Alcian Blue e PAS. A Figura 30E
mostra a diminui¢do do muco no grupo HF, enquanto os tratamentos provocaram aumento

na producdo de muco na regido apical das criptas, seguido por aumento da presenca de
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células caliciformes (células produtoras de muco). A estereologia intestinal confirmou essas
observagdes com os resultados do QA [células caliciformes], que mostrou redu¢dao no grupo
HF em rela¢do ao grupo C (-44%), enquanto o HFA (+68%), HFT (+47%) e os grupos HFC
(+56%) mostraram um aumento no numero de células caliciformes por area de tecido

(Figura 30D).

Figura 30 — Expressdo relativa de RNA mensageiro da Mucina2 (A), Ocludina (B) e Zo-1
(C); QA [células caliciformes] (D), Intestino grosso corado com Alcian blue (E)
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Legenda: Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média, n=6 por grupo. Diferencas
significativas (P<0,05) sdo indicadas: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<(0,0001. Intestino
grosso corado com Alcian Blue e Acido Periddico-Schiff (PAS), os quais coram glicoproteinas
produzidas por células caliciformes (barra de escala = 40um), marcadamente reduzidas pela dieta
hiperlipidica e resgatadas pelos tratamentos de acordo com a estereologia (QA células caliciformes).

C (dieta controle), HF (dieta hiperlipidica); HFA (dieta hiperlipidica mais agonista de PPAR-alfa);
HFT (dieta hiperlipidica mais Trayenta) e HFC (dieta rica em gordura mais a combinagao de PPAR-
alfa e Trayenta).
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3.2.2.4 Inibidor de DPP-4 ¢ ativacdo de PPAR-alfa atenuaram a esteatose hepatica

Camundongos alimentados com dieta HF exibiram esteatose hepatica microvesicular
perceptivel, enquanto camundongos em todos os grupos tratados apresentaram mitiga¢do da
esteatose hepatica, com o parénquima hepatico semelhante ao do grupo C (Figura 31A). De
acordo com esses achados histolégicos, Vv [figado, est] no grupo HF foi maior do que no
grupo C (+38%, Figura 31B). Todos os grupos tratados apresentaram redugdes significativas
na esteatose hepatica (-72% para HFA vs. HF, -50% para HFT vs. HF e -77% para HFC vs.
HF). Consistente com os achados estereoldgicos, os niveis hepaticos de TAG aumentaram
no grupo HF (+38%). Por outro lado, os grupos tratados apresentaram concentragdes
hepaticas de TAG mais baixas do que no grupo HF (-11% para HFA, -16% para HFT e -
13% para HFC; Figura 31C).

Figura 31 — Fotomicrografias representativas do tecido hepatico ao final do experimento
(A), Vv esteatose (%) (B) e niveis hepéaticos de TAG (C)
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Legenda: A: Cortes de figado corados com hematoxilina-eosina; B: Densidade de volume (Vv) (esteatose
hepética); C: Triglicerideo Hepatico; barra de calibragdo = 50 um. Os valores estdo representados
como média £ desvio padrio da média, n=6 por grupo. Diferengas significativas (P<0,05) sdo
indicadas: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001.
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Abreviagdes: C (dieta controle), HF (dieta hiperlipidica); HFA (dieta hiperlipidica mais agonista de PPAR-
alfa); HFT (dieta hiperlipidica mais Trayenta) e HFC (dieta rica em gordura mais a combinagdo de PPAR-alfa
e Trayenta).

3.2.2.5 A inibicdo da DPP-4 ¢ a ativacdo do PPAR-alfa atenuaram a ativa¢ao de macréfagos

e reduziram a inflamagao hepatica em camundongos alimentados com HF

O grupo HF apresentou maior expressao de Cd206, que € um marcador especifico
de macrdfagos, do que o grupo C (+103%, Figura 32A). Em contraste, os grupos tratados
apresentaram expressao reduzida de Cd206 (-67% para HFA vs. HF, -65% para HFT vs. HF
e -74% para HFC vs. HF).

Além dos resultados de Cd206, a dieta HF reduziu significativamente a expressao
de IL-10 em comparacdo com o grupo C (-54%), enquanto o tratamento combinado
produziu uma diminui¢ao de 80% na expressdo de /L-10 no grupo HFC em comparagdo ao
HF (Figura 32B). O gene Nirp3 apresentou resultados semelhantes ao Cd206, com maior
expressao no grupo HF que no grupo C (+128%) e expressao reduzida no HFA (-72%), HFT
(-88%) e HFC ( -85%) em relagdo ao grupo C (Figura 32C).

Em rela¢do a citocina /L-13, o grupo HF apresentou aumento significativo em
relagdo ao grupo C (+290%). Apenas os tratamentos HFA e HFC foram capazes de reduzir a
expressao desta citocina em comparacao ao grupo HF (-39% e -67%) (Figura 32D).
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Figura 32 — Expressao relativa de RNA mensageiro de CD206 (A), IL-10 (B), Nirp3 (C) e
IL-13 (D)
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Legenda: Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média, n=6 por grupo. Diferengas
significativas (P<0,05) s3o indicadas: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001.
Abreviagdes: C (dieta controle), HF (dieta hiperlipidica); HFA (dieta hiperlipidica mais agonista de
PPAR-alfa); HFT (dieta hiperlipidica mais Trayenta) e HFC (dieta rica em gordura mais a
combinagdo de PPAR-alfa e Trayenta).

3.2.3 Discussdo

A ingestdo excessiva de gordura saturada causa sobrepeso, intolerancia oral a
glicose, disbiose intestinal e alteragcdes morfologicas e funcionais da barreira intestinal.
Assim, os animais HF apresentaram endotoxemia com sinais pro-inflamatorios direcionados
ao figado, causando DHGNA. A monoterapia com o agonista de PPAR-alfa ou inibidor da
DPP-4 e o tratamento combinado produziram resultados benéficos, reduzindo massa
corporal, resgatando a tolerancia oral a glicose, densidade numérica de células caliciformes

intestinais por area, expressdo génica das proteinas das jun¢des oclusivas, distribuigao
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filogenética da microbiota e concentragdes de LPS. Assim, os animais tratados apresentaram
mitigacdo da esteatose hepatica e da inflamagdo devido a melhora da disbiose intestinal e
controle da endotoxemia.

A ingestdo cronica de uma dieta com alto teor de gorduras saturadas aumenta a
massa corporal e prejudica o metabolismo de glicose e lipideos (28). Assim, os
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica estavam acima do peso e apresentavam
intolerancia oral a glicose, além de dificuldade em resgatar os niveis glicémicos durante o
TOTG em comparacao ao grupo C. Essas alteracdes metabolicas foram acompanhadas pela
disbiose intestinal no grupo HF, confirmando que os padrdes alimentares interferem no eixo
intestino-figado, favorecendo a patogénese e progressao da DHGNA.

A integridade da estrutura e funcdo da barreira intestinal estd relacionada a
composi¢cdo da microbiota intestinal. A microbiota intestinal compreende uma grande
diversidade de bactérias simbidticas, enquanto a barreira intestinal conta com proteinas
juncionais que tornam esse epitélio menos permeavel a patdgenos e toxinas. Desta forma,
ambos os mecanismos previnem o desequilibrio metabolico e contribuem para a manutengao
da homeostase intestinal (12).

A disbiose causada pelo consumo cronico de gorduras ¢ geralmente caracterizada
por um aumento de Firmicutes em relacdo a Bacteroidetes, como demonstrado pelo grupo
HF. Esses dois filos constituem mais de 90% da categoria filogenética atualmente conhecida
e caracterizada no intestino de modelos experimentais (63). Por outro lado, todos os grupos
tratados apresentaram reducdo no percentual quantitativo de Firmicutes, principalmente os
grupos tratados com o inibidor da DPP-4 e a terapia combinada.

O resgate da disbiose intestinal nos grupos tratados resultou em melhorias
marcantes na expressao dos genes das proteinas das juncdes oclusivas. A dieta HF também
prejudica os componentes juncionais presentes no epitélio intestinal, tornando-o mais
permeavel e consequentemente mais suscetivel a translocacao de microrganismos e toxinas
para a circulagdo sistémica. O aumento da permeabilidade intestinal ¢ conhecido como
intestino permeavel, do inglés “leaky gut” (12, 146).

O intestino permeével foi resgatado através do aumento da expressdo dos genes das
juncdes oclusivas em todos os grupos tratados. Camundongos knockout para MUCINA2
exibem alteragdes nas proteinas estruturais das jungoes oclusivas, além de dano mitocondrial
e inflamag¢do, o que concorda com um intestino permeavel (147). Os tratamentos
aumentaram significativamente o gene Mucina2, que ¢ o principal gene de células

caliciformes responsavel pela secrecdo de mucina, além da expressao dos genes das jungdes
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oclusivas Ocludina e Zo-1 (148). O PPAR-alfa foi recentemente descrito como essencial
para a formacao de goticulas lipidicas e expansdo de criptas no intestino durante a ingestao
cronica de dieta HF (149).

A sitagliptina, inibidor da DPP-4, exerceu efeitos protetores na barreira intestinal
(expressdao elevada de Ocludina e Zo-1) pela inducdo de GLP-2 na colite experimental
(150). No presente estudo, a combinacdo dessas drogas resultou na maior expressao
intestinal de Mucina2 e Ocludina, indicando que a funcao adequada das células caliciformes
e jungdes oclusivas bem preservadas podem estar subjacentes aos mecanismos envolvidos
nos resultados benéficos obtidos no grupo HFC.

A ingestao de dieta hiperlipidica também prejudica o epitélio que reveste a mucosa
intestinal. As células caliciformes encontradas nas vilosidades e criptas intestinais sao
produtoras de mucinas que desempenham um papel crucial na prote¢ao e lubrificacdo da
mucosa intestinal. O nimero de células caliciformes reflete indiretamente a capacidade de
secretar muco (12). Aqui, a dieta HF causou um numero reduzido de células caliciformes
por area da cripta intestinal, enquanto todos os tratamentos reverteram essa alteragao com a
normaliza¢do da densidade numérica de células caliciformes e expressdo do gene Mucina?2.
Assim, os tratamentos apoiaram a integridade da barreira intestinal e reduziram a
translocacdo de endotoxinas, como LPS, na circulagdo sist€émica, resgatando os
camundongos de uma condi¢ao chamada endotoxemia metabolica (18).

A alta transloca¢dao de endotoxinas derivadas da microbiota intestinal induz a
ativagdo do TLR4. O LPS ¢ o padrio molecular associado ao patégeno (PAMP) mais
comum e sua ligagdo ao TLR4 ¢ catalisada pela proteina de ligacdo ao lipopolissacarideo
(LBP), que ¢ expressa principalmente no figado e no tecido adiposo (18).

O LPS resulta da destruicdo da parede celular bacteriana. Um aumento de LPS na
circulagdo sistémica desencadeia a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e uma
amplificacdao inadequada da resposta imune, causando dano tecidual (63). Mostramos que a
expressao hepatica dos genes Lbp e Tlr4 aumentou no grupo HF, induzindo a translocacao
de citocinas associadas a inflamacdo e alterando o metabolismo lipidico hepatico,
reconfigurando esse metabolismo para se tornar um potente indutor de figado gorduroso e
contribuindo para a patogénese da DHGNA.

Em contraste, os tratamentos normalizaram a expressao de Lbp e Tlr4, com ambos
emergindo como alvos para o tratamento de DHGNA. O inibidor da DPP-4 alogliptina
suprimiu o TLR4 via ativacdo ERK, resultando em diminui¢do de metaloproteinases de

matriz e citocinas pro-inflamatorias em histiocitos U937 (151). A sitagliptina demonstrou
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anteriormente atenuar a DHGNA ao suprimir a inflamag@o e a resisténcia a insulina devido a
regulacdo negativa da via TLR4/NF-kB em ratos diabéticos (150). A ativagdo de PPAR-alfa
por WY-14643 mitigou a esteatose hepatica em camundongos alimentados com dieta rica
em frutose, reduzindo as concentragdes de LPS, melhorando a ultraestrutura da barreira
intestinal, regulando positivamente a beta-oxidagdo hepatica e suprimindo a lipogénese em
camundongos (144).

Um estudo recente mostrou que o bloqueio sist€émico da LBP ou diminui¢ao dos
niveis da LBP no figado normalizou a homeostase da glicose, principalmente pela redugao
dos niveis de glicemia de jejum, sem alterar a adiposidade ou a esteatose hepatica (152).
Neste estudo, o grupo tratado com o agonista do PPAR-alfa em monoterapia ndo apresentou
concentracdes reduzidas de LPS. No entanto, o tratamento reduziu a expressao hepatica de
Lbp, produzindo efeitos anti-inflamatdrios e antiesteatdticos semelhantes aos dos outros
tratamentos.

Nesse contexto, os macrdfagos desempenham papéis nas doengas inflamatorias
agudas e cronicas do figado. Os macrofagos possuem receptores, como CD163 e CD206,
que participam da fagocitose de substincias nocivas. Devido a sua alta afinidade por
macrofagos, CD206 ¢ um potencial biomarcador de ativacdo de macrofagos hepaticos
(células de Kupffer), o que indica inflamagao e fibrose em doengas cronicas do figado (153).

Em resposta ao LPS e outros estimulos, o perfil metabdlico de macrofagos e células
dendriticas estimula a via glicolitica, resultando no acumulo metabolico de citrato e
succinato, que, por sua vez, regulam a expressdo génica de citocinas como a interleucina 10
(IL-10) (154). Evidéncias recentes mostram que a IL-10 pode desempenhar um papel duplo
em alguns contextos, estimulando a resposta imune em vez de suprimi-la. No entanto, a
citocina IL-10 surgiu como um mediador anti-inflamatorio determinando a protecdo de seu
hospedeiro em resposta a patdgenos (155).

Nossos resultados mostraram que macrofagos Cd206 positivos foram ativados no
grupo HF, reforcando a ideia de que o consumo cronico desse tipo de dieta ativa vias
inflamatorias que contribuem para o desenvolvimento da doenca hepatica. Em contrapartida,
os grupos tratados com o ativador de PPAR-alfa e inibidor da DPP-4 apresentaram
expressao reduzida de Cd206, conferindo efeito protetor contra a ativagdo de vias
inflamatoérias. Evidéncias recentes mostraram que figados altamente fibrosos tinham uma
maior densidade de macrofagos Cd206 (153).

A expressdao do gene /L-10 foi reduzida no grupo HF. No entanto, apenas o

tratamento combinado aumentou a expressdao de /L-10, implicando que os tratamentos
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isolados podem ter agido por outra via anti-inflamatéria. A superexpressdo de /L-13 em
camundongos alimentados com dieta HF ¢ uma via relacionada ao figado esteatdtico e ao
aparecimento de RI. O tratamento combinado e a ativacdo do PPAR-alfa (em monoterapia)
reduziram marcadamente a expressao hepatica de /L-13, a qual esta relacionada a reducao da
ativagdo de macrofagos e reestabelecimento da homeostase glicémica para aliviar o figado
esteatotico (153).

Com relagdo aos inflamassomas, o NLRP3 estd presente principalmente em células
imunes e inflamatdrias, como macréfagos, mondcitos, células dendriticas e neutrofilos, apos
ativacdo por estimulos inflamatérios. O NLRP3 ¢ ativado por varios PAMPs, como
hiperglicemia, 4cidos graxos, toxinas bacterianas e acidos nucleicos bacterianos e virais.
Estudos em macrdéfagos e modelos animais mostraram que lipoproteinas de baixa densidade
oxidadas e cristais de colesterol desencadeiam a ativacdo do NLRP3. Em macrofagos e em
modelos animais de DM2, a glicose ¢ os acidos graxos livres desencadeiam a ativacdo do
inflamassoma, prejudicando o metabolismo da glicose e favorecendo a resisténcia a insulina
(155). Assim, o NLRP3 pode contribuir para o aparecimento e progressdo de diversas
doengas relacionadas a sindrome metabdlica.

Neste estudo, mostramos que o tratamento com agonista do PPAR-alfa e inibidor
da DPP-4 produziu um potente efeito anti-inflamatoério no figado, pois demonstraram
reducdo da expressao génica de Nirp3 e Cd206. O bloqueio de NLRP3 melhorou a DHGNA
e atenuou a fibrose hepatica em dois modelos de esteatohepatite (156), destacando os
tratamentos propostos como ferramentas vidveis para controlar o figado gorduroso. Dois
inibidores de DPP-4 foram mostrados anteriormente capazes de suprimir o NLRP3 em
macréfagos humanos, regulando negativamente a via TLR4-1L-1beta (157).

A sitagliptina aliviou a lesdo hepatica causada pela tioacetamida em camundongos,
diminuindo o NLRP3 e exercendo efeitos antiapoptoticos (158). Em relagdo a ativacdo do
PPAR-alfa, a oleiletanolamida protegeu contra a lesdo hepatica induzida por LPS em
camundongos, suprimindo o NLRP3 (159). No entanto, o presente estudo € o primeiro a
relatar os efeitos de ambas as drogas e sua combinacdo no eixo entero-hepaticoem
camundongos alimentados com dieta HF. A Figura 33 resume nossas principais descobertas.

Algumas limitagdes do presente estudo incluem a auséncia de avaliacdes de
camundongas fémeas para determinar possivel dimorfismo sexual, a falta de medidas de
concentragdo de glicose plasmadtica e a incapacidade de determinar as concentragdes

plasmaticas de LBP, embora sua expressdo génica tenha sido avaliada. Pesquisas futuras
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também devem incluir a avaliacdo de géneros e familias no filo Proteobacteria, pois parece

estar envolvido na evolucdo prejudicial da DHGNA.

Figura 33 — Representacdo esquemadtica dos principais efeitos do tratamento com o agonista
PPAR-alfa e do inibidor da DPP4 sobre o eixo entero-hepatico
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Legenda: O esquema mostra que a associa¢do do agonista PPAR-alfa com o inibidor da DPP-4 foi eficaz para
restaurar o epitélio intestinal danificado e contornar a disbiose intestinal decorrentes do consumo
cronico de dieta hiperlipidica. Os tratamentos restauraram a permeabilidade intestinal, contribuindo
para bloquear a migracdo de endotoxinas, o que minimizou a inflamagdo e a esteatose no tecido
hepético.

Fonte: A autora, 2022. Elaborado com o biorender (www.biorender.com)
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho mostrou que os camundongos alimentados com dietas HFRU ou
HF apresentaram comprometimento da barreira intestinal e alteracdo na diversidade
filogenética da microbiota intestinal, o que tem sido associado a doengas metabolicas. Como
consequéncia, a disbiose intestinal contribuiu para o influxo de LPS no figado causando
endotoxemia. O eixo entero-hepatico prejudicado favorece o dano hepatico, tornando o
figado mais suscetivel a DHGNA por meio de sinais pro-inflamatorios (regulacdo positiva
de TLR4).

Ainda nao ¢ claro se as desordens da funcdo da barreira intestinal associadas as
alteragdes na diversidade filogenética da microbiota intestinal  representam um fator
etiologico primario na predisposicdo do desenvolvimento da DHGNA. No entanto,
evidéncias experimentais identificaram que patdgenos bacterianos comprometem o €ixo
entero-hepatico.

O tratamento com o agonista PPAR-alfa e o inibidor de DPP-4 isolados ou em
associacdo, modularam a microbiota intestinal e resgataram a expressao de genes associados
a integridade da barreira intestinal e a densidade numérica de células caliciformes,
mitigando a endotoxemia e a esteatose hepatica por meio de sinalizagdo anti-inflamatoria.
Diante dos efeitos benéficos dos tratamentos encontrados, ambos se tornaram possiveis

estratégias terapéuticas para o espectro de doencas da DHGNA.
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APENDICE - Representagio esquematica da anatomia do intestino do camundongo
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Abstract

Fructose dietary intake affects the composition of the intestinal microbiota and influences
the development of hepatic steatcsis. Endotoxins produced by gram-negative bacteria
alter intestinal permeability and cause bacterial translocation. This study evaluated the

-
3

effects of gut microbiota moedulation by a purified PPAR-alpha agonist (WY14643), a DPP-4  » gur microbiota
inhibitor {linagliptin), or their association on intestinal barrier integrity, endotoxemia, [
3

and hepatic energy metabelism in high-fructoze-fed CS7BL/G mice. Fifty mice were

Key Words
fructose
hepatic steatosis

PRAR-alpha
DPP-4inhibition

divided to receive the control diet {C group) or the high-fructose diet (HFRU) for 12
weeks. Subseguently, the HFRU group was divided to inidate the treatment with PPAR:
alpha agonist (3.5 mg/kg/BM) and DPP-4 inhibitor {15 mgfkg/BM). The HFRU group had
glucosze intolerance, endotoxemia, and dysbiosis (with increased Protecbacteria) without

changes in body mass in comparison with the C group. HFRU group showed damaged

intestinal ultrastructure, which led to liver inflammation and marked hepatic steatosis
in the HFRU group when compared to the C group. PPAR-alpha activation and DPP-4

inhibition countered glucose intolerance, endotoxemia, and dysbiosis, ameliorating

the ultrastructure of the intestinal barrier and reducing Tird expression in the liver of
treated animals. These bensficial effects suppreszed lipogenesiz and mitigated hepatic

steatosis. In conclusion, the results herein propose a rele for PPAR-alpha activation,

DPP-4 inhibition, and their associaton in attenuating hepatic steatosis by gut-liver axis

modulation in high-fructose mice model. These cbservations suggest these treatments as
potential targets to treat hepatic steatesis and avoid its progression.

Journal of Endocrinalogy
(2020) 247, 11-24

Introduction

Non-transmissible chronic diseases (NCDs) are becoming
increasingly important in global public health. Although
NCIs may be related to genetic factors and dietry habits,
they represent a significant and modifiable factor for
human health. Fructose intake has increased in recent years
due to ultra-processed food intake and causes lipotoxicity
with ectopic lipid deposition (Lambertz et al. 2017).

Mon-alcoholic  fatty  liver  disease (NAFLD) is
characterized by intrahepatic lipid accumulation and
is considered the hepatic component of the metabolic
syndrome (Paniagua ef al. 2014). An innovative concept
proposes that the gut-liver axis plays a crucial role in the
genesis and progression of NAFLD, as excessive fructose
consumption alters the composition of the gut microbiota

hirps: o BioschEn ofica com
hizps: ol org 10,1 53006200139

© 2020 Sochety for Encocrinalagy
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Obesity and comorbidities onset encompass gut dysbiosis, altered intestinal

3 P L YL, Ch permeability, and endotoxemia. Treatments that target gut dysbiosis can cope

Recaived: December 30, 2021 with obesity and nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) management.

Poar-review started: D ber 30, Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-alpha activation and
dipeptidyl-peptidase-4 (DPP-4) inhibition alleviate NAFLD, but the mechanism

e i 1 t microbiota modulation and its further i igatio

First decision: Jasvazsy 27, 2022 may involve gut micro T amnd merif investigation.

Revised: February 4, 2022 A

Accepted: March 26, 2002 To address the effects of PPAR-alpha activation and DFP-4 inhibition (isolated or

Article in press: March 26, 2022 combined) upon the guk-liver axis, emphasizing inflammatory pathways in

Publishad online: Mxy 7, 2022 NAFLD management in high-fat-fed C57BL/ 6] mice.

METHODS

Male C57BEL/ 6] mice were fed a control diet {C. 10% of energy as lipids) or a high-
fat diet (HFD, 30% of energy as lipids) for 12 wk, when treatments started.
forming the groups: C, HF, HFA (HFD + PPAR-alpha agonist WY14643, 25
mg/kg body mass), HFL (HFD + DFP-4 inhibitor linagliptin, 15 mg/kg body
mass), and HFC (HFD + the combination of WY14643 and linagliptin).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Current evidence suggests that high fructose intake results in gut dysbiosis, lesding to en-
Received 11 July 2020 dotoxemis and MAFLD onset. Thus, the hypothesis of the study was that an enhanced Pro-
Revised 17 April 2021 teobacteria proportion in the cecal microbiota could be the most prominent trigger of MAFLD
Accepted 30 April 2021 through enhanced endotoxin (LPS) in adult high-fructose-fed CS7BLYE mice. Male CSTFELE

mice received & control diet {n = 10, C 76% of energy as carbohydrates, 0% as fructoss)
or high-fructose diet (n = 10, HFRU: 76% of energy as carbohydmate, 50% as fructose) for

Keywords: 12 weaks. Outcomes included biochemical anzlyses, 165 rDMA PCR amplification, hapatic
Fructose stareclogy, and RT-qPCR. The groups showed similar body masses during the whole experi-
NAFLD ment. However, the HFRU group showed greater water intake and blood pressure than the C
Protecbacteria group. The HFRU group showed a significantly lower amount of Bacteroidetes and a predom-
Gut microbiota, LPS inant rise in Proteshacteria, implying increased LPS. The HFRU group also showed enhanced

de nova lipogenesis (Chrebp expression), while beta-oxidation was decreased (Ppar-alpha ex-
pression). These results agree with the deposition of fat droplets within hepstocytes and
the enhanced hepatic triacylglycerol concentrations, &s observed in the photomicrographs,
where the HFRU group had a higher volume density of steatosis than the C group. Thus, we

# Abbreviations: AMF, adenosine monophosphate; AMPE, Activeted Protein Kinase; ATE, adenosine triphosphate; AUC, Ates Under the
Curve; EM, Body mass; C, Control diet; chrebp, Carbohydrate-responsive element-binding protein; HSC, Hepatic Stellate Cells; HFRU, High-
fructose diet; LPS, Lipopolysaccharides; MAFLD, Mon-Alcoholic Fatty Liver Disease; NASH, Nonalcoholic Steatohepatitis; OGTT, Oral Glu-
cose Tolerance Test; Fpar, Peroxisome proliferator-activated receptor; Pp, Partial points; PT, Teste points: rRMA, ribosomal RNA; RT-QFCR,
‘Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction; Vv, Volume density
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Abstract

Obesity challenges lipid and carbohydrate metabolism. The resulting glucolipotoxicity causes endoplasmic reticulum (ER)
dysfunction, provoking the accumulation of immature proteins, which triggers the unfolded protein reaction (UPR ) as an
attempt to mestablish ER homeostasis. When the three branches of UPR fail to comect the unfolded'misfolded proteins,
ER stress happens. Excessive dietary saturated fatty acids or fructose exhibit the same impact on the ER stress, induced by
excessive ectopic fat accumulation or rising blood glucoss levels, and meta-inflammation. These metabolic abnormalities can
alleviate through dietary interventions. Many pathways ane disrupted in adipose tisspe, liver, and pancreas during ER stress,
compromising browning and thermogenesis, favoring hepatic lipogenesis, and impairing glucose-stimulated insulin secretion
within pancreatic beta cells. As a result, ER stress takes part in obesity, hepatic steatosis, and disbetes pathogenesis, arising as
A potential target to treat or even prevent metabolic diseases. The scientific community seeks straegies to alleviaie ER stess
by avoiding inflammation, apoptosis, lipogenesis suppression, and insulin sensitivity angmentation through pharmacological
and non-pharmacological interventions. This comprehensive review aimed to describe the contribution of excessive dietary
fat or sugar to ER stress and the impact of this adverse cellular environment on adipose tissue, liver, and pancreas function.

Keywords ER stress - Fructose - High-fat diet - Inflammation - Obesity - Insulin msistance

Introduction

Obesity pandemics have drawn the scientific community 's
attention to its etiology and possible strategies to treat or pre-
vent it [1]. Obesity comprises a chronic systemic low-grade
inflammation, known as mets inflammation, which dismupts
adipose tissue (AT) homeostasis and triggers insulin mesist-
ance (IR}, AT dysfunction, and lipotoxicity [2, 3].
Lipotoxicity. the term wsed to describe the noxious
effects of excessive fat accumulation on non-adipose tis-
sues, impairs several metabolic pathways at peripheral
organs [4]. As the positive energy balance gets chronic, AT
fails to buffer the excessive energy inflow and divert fat to

=1 Vanessa Souza-Melio
soamramel lo.uer) @ pmail com

! Laboratory of Morphometry, Metabolism,
arnd Cardiovascular Discas s, Biomedical Cenier, Institube
of Biology, State University of Rio de Jansiro, Av 28 de
Setembro 87 fds, Rio de Janeiro, RY 305510340, B rail

Pablished online: 19 March 2021

other organs, causing ectopic fat accumulation {steatosis)
[5]- Much as mitochondria are most studied due to their role
in thermogenesis and fatty acid oxidation [6, 7], another
cellular organelle, the endoplesmic reticulum (ER), is also
critical to maintaining metabolic homeostasis [2].

At the cellular level, the ER is an essential organelle for
the synthesis, maturation, folding, post-translational modi-
fications, assembly, trafficking, and secretion of proteins,
calcium homeostasis, and lipids synthesis [9]. 1t is an extra-
nuclear membrane network in which immature proteins
undergo fiolding by chaperones and other modifications such
as N-glycosylation during their maturation. Only the folded
proteins e transported to the Golgi apparatus [10]. Thus, a
well-developed protein gquality control system (POCS) helps
to identify possible mistakes in the folding process, con-
sisting of unfolded protein response (UPR), ER-associated
degradation (ER A, and autophagy [8].

The unfoldedmisfolded proteins are wswally metained
within the ER, transfermd to the cytoplasm via ERAD, and
degraded in the proteasomes. Consequently, it is crucial to

€) Springer
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PPAR-o activation counters brown adipose tissue whitening: a
comparative study between high-fat— and high-fructose—fed mice e
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Artcle Histary: Objectives: Toexamine the effeas of a selective peroxisome pral iferator -sctivated receptar | PPAR-) aganist

[Recerved & Nowem ber 019 . trestment on inter scapular brown sdipoie tisue (iBAT) whitening, fausing an thermogenic, i polysis, and

m{"mf‘?'“ 15 jarmary 2020 lipid axidation markers in mice fd 2 high-lat or high-fructose diet

Accepied 73 fanuary 2020 Methok: Filty animals were randomly sssigned to receive 2 control diet (C, 103 lipids & energy). ligh-fat
N et (HF, S50 lipids 25 energy)l. or high-Trucese diet (HFRL, 50% frugtase x energy) for 12 wk Exch group

ﬁ:’“"- wat redlivided 1o begin the S-wk trestment, totaling five &x perimental groups: C, HE, HF-2, HFRU_ snd HFRL-

a

4 The drug was mixed with diet atthe dose of 35 mg/kg body muss.

"" dipess Resuilts: HF groupwas the heaviest group and the HF and HFRU groups had glucose intolerance. PPAR a acti-

Cbesty = wation alleviated these metsbalic cmstraints HF and HFRU groups had negative vasculer endothelial growth
Themmogenesis Lsctor A (VEGF-A) immunastaining. but only the HF group had 2 pattem ol lipid draplet sccumulation that
[P resembled the white sdipase lissue, dharscterizng the whilening phenomenaon. Whitening in the HF group

wexs secompanied by derexsed expression of genes related to the rmogeness, B-oxidation, and antiinflam-
matary e lects. Allof them were sugmented by the PPAR-e sctivation inHF-a and HFRU-2 groups, countering
the whitening in the HF-2 g roup. Treated groups 2lso had 2 lower respiratory exchange rato than untrexted
groupa suggedting that lipids were used xs fuel fr the enhanced thermogs nesis.
Gonclugions: The PPAR-a sgonial countered iBAT whitening by inducing the the rmagenic pathway ned
redducing the lipid dropletsize, in sddition 1o enhanced VEGF-A expression, sdrenergic stimul s, and lipolysis
in HF-fed mice.

D 2020 Ekevier Inc All rights reserved.

Introduction thermagenesis [5.6] Considering that a significant fraction of
humans have active brown adipese tissue (BAT), studies that aim

Obesity has been increasing worldwide [1]. The rising intale of
mefined sugars from industralized feods and beverages in the last
decades is partly responsble for this epidemic [2). High-fat diets
cause insulin resistance after 8 wk and oxidative stress and low-
grade systemic inflammation in the long mun [3,4]. The resulting
axcessive body fat min elicits adipecytes hypertrophy and hyper-
plasia, followed by atering adipokine release toward a proinflam-
matory profile, redoced insulin sensitivity, and impaired

%M was scpon sible for generaSion, colleciion, assembly, anabysis and inierpreta.
mion of dara and dmfting the manosopr. 1A, TLR, and FIA were responsible for
generation, eollecton, 2 cmmbly, Julyas and mberpretzion of daa CAML was
mesponsible for analysis and mterpretation of dam and mwision of the man msoipe.
V5-M was = spoms ihie for concepion and design of the study, analysis and mierpre.
ation of daa, mvison of the manusapt, and superision.

*Cormespondingauthar, Tl <5521 28688316

E-mal addres: souzamelioneri@gnal om (V. Souz-Mella],

hitps: [ dodorg 1010786 jnut JIE0L 110791
DS9S 9007 S 200 Elsevier Inc. All nghs nes enved

to unravel the mle of adaptive thermogenesis inducers have
increased scientific relevance [7).

The brown adipocyte is smaller than the white one and has
several lipid dmoplets (LDs) of different sizes, dispersed in a rel-
atively abundant crtoplasm (multilocular), a spherical and
slightly central nucleus, and numercus mitechondria [ 7], Mito-
chondria are responsible for the brownish color of BAT, in addi-
tion to its role in adaptive thermogenesis. The uncoupling
protein 1 (LCP1) is lecated in the inner mitcchondrial mem-
brane and functions as an alternative proton channel, uncou-
pling oxidative phosphoryation from ATP synthesis and
increasing energy expenditure [E9].

Strategies to increase adaptive thermogenesis have become a
promising target for obesity control [10,11) The thermogenic
capacity of BAT, a classical depat, surpasses the beige adipose tis-
sue, an inducible depot [12] Brown adipocyte dysfunction in
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beige adipocyte formation: A study in the
subcutaneous white adipose tissue of obese
male mice
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Abstract

Background and aims

Obesity compromises adpocyte physiology. PPARSs are essential to adipocyle plastcity,
but its isolated role in the browning phenomenon is not clear. This study aimed to examine
whether acivaton of PPAR-a or PPAR-R/S could induc e belge cell depots in the subcutane-
ous white adpose tissue of dietinduced obese mice.

Material and methods

Sixty animals were randomly assigned to receive a control det (G, 1076 lipids) or a high-fat
diet (HF, 50°% lipids) for ten weeks. Then each group was re-divided to begin the treatments
that lasted 4 weeks, totalizing six groups: C, C-a (C plus PPAR-a agonist, 2.5 mg'kg BM),
GC-g (C plus PPAR-B/5 agonist, 1 mg/kg BM), HF, HF -a (HF plus PPAR-z agonist), HF-B
(HF plus PPAR-R/G agonist).

Results
HF animals presented with overweight, glucose intolerance and subcutaneous white adipo-

cyte ypertrophy. Baoth treatments significantly attenuated these pararmelers. Browning, ver-

ified by UCP1 positive beige cells and enhanced body temperature, was just cbserved in
FPAR-a freated groups. PPAR-a agonism also elicited an enhanced gene expression of the
themogenests effector UCP1, the beige-selective gene TMEM26 and the PEDM1G, an
essential gene for browne like phandtype maintenance in the beige adipocytes when com-
pared 1o their counterpans. The enhanced CIDEA and the reduced UCP1 gene levels might
justfy the white phenotype predominance after the treatment with the PPAR-B/E agonist.

Conclusions

This work provides evidence that the PPAR-B/S agonist ameliorated metabolic disorders
through enhanced beta-oxidation and better tolerance to glucose, whereas the PPAR-a

PLOS ONE | hittps Wil omy 1001371 doumal pone (191366 January 19, 2018 172
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Endoplemmic reticulum (ER) strems and hepatic st=stosis are intertwined with insulin resistance. PPARs are at the
oresmsds of these pathways. This study simed to investigate the sffects of GWITA2 (PPAR-beta agonist) on
hepatic energy metshalism and FR stress ina murine dist-induced abesity madel . HF dist canssd overweight,
hy perinsul inemia , hepatic i artion (ineressed NE-KE, TNF-alpha, and 116 protein sxpression] and favared
hepatic lipogenesis, leading to ER stress, with ultrstructural and molscular alerations, ending up in proa.
popbatic stimulus. GWIF42 rescued the overwsight and the glucoss talerance, tackled hepatic inflammation and
Bvarsd hepatic betaoxidation over lipogenesis. These nsuls mmply with ER ulirestuchore improvement,
reducing ER stress and apoptosis in trestesd animak. Owr results indicie that the PPAR-beta/delta sctivation
alleviated the ER stress by improving the insulin sensitivity and macimizing the hepatic energy metabolizm with
a shift towards bet-oxidation. PPAR-beta/delia activation could be an essential ioal to avoid the NAFLD pro-

gression and other obesity mmsimints.

1. Introduction

Currenily, obesity is considered a worldwide epldemic, affecting
different age groups in developed and underdeveloped countries
{Aasheim and Sovik, 2011) Obesity is a hallmark of insulin regdstance
{IR) and mflammation development, favoring the type 2 diabstes
melling (DM2) onset (Seldell and Halbemstady, 2015) Obesity patho-
geneis i3 related to surplus energy intake coupled with reduced energy
expenditure (Mokdad et al, 2003 ). In thi regand, excesgdve sturated
faity acids intake disrupts many pathways, aliering the balance among
different FPAR lsoforms in the lver, meming it more prone 1o in-
Mammation and gheolpotoxicity (Valenzeela et al., 2015).

Inflammation and IR frequently affect the liver, a central organ that
i crectal to the regulation of energy metabolizm | Gustafson and Smith,
2015). IR induces high rates of Upolysis in the white adipose thsue
(WAT), reducing |12 capacity to store lpids and increasing the delivery
of non-ester Aad fatty acids o the lver (De Minicis et al,, 20013; Fanand
Can, 2013). Moreover, IR impairs the hepatie mitochondral beta-oxt
dation and reduces the hepatic exportation of poprobeins. As a result,
lipid droplets (1Ds) are deposited within the hepatle pamenchyma,
configuring the non-aleoholie fatty liver diease [MAFLD) (Angulo,

2014).

The pathogenesis of NAFLD and endoplaamic retienlm (ER) stress
are closely intertwined with IR, overweight and inflammation, showing
a riing prevalence worldwide (Hotamislighl, 2010; Saponar e al,
2015). ER stress i3 clametedzed by the formation of poody folded and
unfolded proteins, producing an imbalance between the cellular de
mand for folding and maneration of proteins, which facilitates the ae-
cumulation of unfolded proteins in the lumen of the ER (Yoshida,
2007). The central pathways activated by ER prodece a prodn-
fammatory effect through the activation of the nuclear factor kappa-B
pathway (NF-kB), linked to hepatic insulin restance by nereasing its
targel genes iumor necroas factor-alpha (TNF-a) and intedeukin-g (IL-
&) {Umut Ozean Qlong Cao & al., 2004).

Hepatic metabolism of fatty aclds (FA) appears to be strongly in-
fluenced by PPAR-beta/delta target genes, which regulates the ex
presion of genes linked to insulin dgnaling, FA uptake and transport in
the hepatorytes (Jeffrey M. Peters ef al, 2008 Smeza-Mello, 2015),
profoundly  mfsencing the dmamics and size of LDs (de la Rosa
Rodrigues and Kemten, 2017). PPARs have fatty acids as ligands, beimg
impaired by excessive HF diet intake (Echeverria et al., 2018). Cone
comitantly, the ER & ako highly responsve to excessive mutrition and
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