§s\ g&% Universidade do Estado do Rio de Janeiro
%
g T . Centro Biomédico
koA (=]
%, UERJ o . o
%, Il oF Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes
£s1ap0 ©

Isabela Macedo Lopes Vasques Monteiro

Efeitos da associacio PPAR-alfa e gama, isolados ou em associa¢ao, sobre o

eixo intestino-figado de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica

Rio de Janeiro

2024



Isabela Macedo Lopes Vasques Monteiro

Efeitos da associacdo do PPAR-alfa e gama, isolados ou em associacio, sobre o eixo

intestino-figado de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica

Dissertagdo apresentada como requisito parcial
para a obteng¢ao do titulo de Mestre em Ciéncias
do Programa de Pds-Graduagao em Biologia
Humana e Experimental, da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro.

Orientadora: Prof.? Dra. Vanessa de Souza Mello

Rio de Janeiro

2024



CATALOGACAO NA FONTE
UERIJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A

M775 Monteiro, Isabela Macedo Lopes Vasques.
Efeitos da associagdo PPAR-alfa e gama, isolados ou em associagdo, sobre o eixo
intestino-figado de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica/ Isabela Macedo
Lopes Vasques Monteiro. —2024.
89 f.

Orientadora: Prof.® Dra. Vanessa de Souza Mello

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes. Pods-graduagdo em Biologia Humana e
Experimental.

1. Disbiose. 2. PPAR alfa - Teses. 3. Endotoxemina - Teses. 4. Pioglitazona. I.
Mello, Vanessa de Souza. II. Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes. III. Titulo.

CDU 577.25:616.399

Bibliotecaria: Ana Rachel Fonseca de Oliveira
CRB7/6382

Autorizo apenas para fins académicos e cientificos, a reprodugao total ou parcial desta

dissertacdo, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Isabela Macedo Lopes Vasques Monteiro

Efeitos da associacio do PPAR-alfa e gama, isolados ou em associacio, sobre o eixo

intestino-figado de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica

Dissertagdo apresentada como requisito parcial
para a obten¢ao do titulo de Mestre em Ciéncias
do Programa de Pds-Graduagdo em Biologia
Humana e Experimental, da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro.

Aprovada em 28 de fevereiro de 2024.

Banca Examinadora:

Prof.? Dra. Vanessa de Souza Mello (Orientadora)

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof.? Dra. Patricia Cristina Lisboa da Silva

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes — UERJ

Prof. Dra. Patricia Zancan

Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ

Rio de Janeiro

2024



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, por sempre incentivarem os meus estudos. A minha mae, por todo apoio
e escuta durante todo esse periodo. Ao meu pai, de onde estiver, sei que esteve do meu lado me
dando forcas para continuar. Aos meus irmaos, por serem minhas inspiragdes na vida. A minha
avo, por ser minha base de forga e alegria. Ao meu filho de quatro patas, Zeca, por todo carinho
e passeios ao ar livre que me distraia e alegrava durante os momentos dificeis de estudos. Ao
Felipe, por ser meu companheiro de vida e estar ao meu lado em todos os momentos me dando
forga, apoio e felicidades.

Aos meus amigos de laboratorio, em especial aos ‘Vanessetes’, por todos os
ensinamentos de bancada, pesquisa e de vida. Sem vocés ndo teria conseguido. A minha dupla,
Henrique, por toda parceria desde o inicio do mestrado, enfrentamos juntos desde as idas ao
biotério sem dinheiro da passagem, disciplinas, apresentagdes, analises, bancada, qualificacao,
escrita e até agora, a finalizagdo do mestrado. Obrigado também por todas as cervejas, pastel
de feira, debates politicos e de reality shows, risadas e anélise de resultados juntos.

A minha orientadora, Vanessa, por desde meu periodo de IC ter me acolhido de portas
abertas. Voc€ me inspira como professora, cientista € mulher. Amadureci e aprendi muito ao
seu lado. Sempre serei extremamente grata por toda parceria desses anos.

Aos colegas, técnicos, funciondrios e professores do laboratdrio e do programa de pds-
graduagdo por todos ensinamentos e aprendizados durante esse periodo.

A CAPES e as agéncias de fomento pelo suporte financeiro deste trabalho e pela bolsa

concedida.



Que nada nos limite.
Que nada nos defina.
Que nada nos sujeite.

Que a liberdade seja a nossa propria substancia

- Simone de Beauvoir



RESUMO

MONTEIRO, Isabela Macedo Lopes Vasques. Efeitos da associacio do PPAR-alfa e gama,
isolados ou em associa¢io, sobre o eixo intestino-figado de camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica. 2024. 89f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

O excesso de gordura saturada na dieta aumenta a concentragdo plasmatica de
lipopolissacarideos (LPS), que compromete a integridade intestinal ao romper as proteinas
estruturais das jungdes oclusivas (TJs) e alterar a permeabilidade intestinal. O extravasamento
de LPS ativa TLR4 hepatico que induz uma série de respostas inflamatorias, contribuindo pro
desenvolvimento da doenca hepética gordurosa metabolica (DHGM). Até o presente momento,
ndo existe nenhum tratamento exclusivamente direcionado 8 DHGM. Os receptores ativados
por proliferadores de peroxissoma (PPARSs) surgem como possiveis alvos para tratamento desta
doenga. O objetivo desse trabalho ¢ analisar os efeitos da ativagdo do PPAR-a e do PPAR-y
(isolados ou em associacdo) no eixo intestino-figado, com foco na endotoxemia e nas vias
inflamatorias hepaticas relacionadas com a DHGM em murinos alimentados com um elevado
teor de gordura. Camundongos C57BL/6J machos foram alimentados com uma dieta de
controle (C) ou uma dieta rica em gordura (HF) durante 10 semanas. Ap6s as 10 semanas, o
grupo HF foi subdividido para receber os tratamentos por 4 semanas: HF, HF-a (WY 14643),
HF-y (pioglitazona em baixa dose) e HF-ay (em associagdo). O ambiente obesogénico da dieta
rica em gordura saturada causou excesso de peso, resisténcia a insulina (RI), disbiose intestinal
e expressao deficiente de genes das TJs, levando a endotoxemia, esteatose hepatica e
inflamacdo acentuadas. Todos os tratamentos reduziram a massa corporal (MC), a intolerancia
a glicose e a RI. Em particular, o grupo HF-ay apresentou massa corporal semelhante a do grupo
C. Esses beneficios metabolicos restauraram a microbiota intestinal (MI), aumentando as
células caliciformes por area, expressdo génica das TJs e de Mucin-2 no intestino. Os
tratamentos também reduziram as concentragdes plasmaticas de LPS e os genes esteatdticos
hepaticos, favorecendo genes relacionados a beta-oxidagdo em detrimento da lipogénese,
reduziram a infiltragdo de macréfagos no figado e mitigaram a esteatose hepatica. O tratamento
com agonistas PPARs modulou a MI e a integridade da barreira intestinal, atenuando a esteatose
hepética através de sinais anti-inflamatdrios. Estes resultados mostram que estes agonistas
podem contribuir para o tratamento da DHGM.

Palavras-chave: disbiose intestinal; PPAR; endotoxemia; pioglitazona em baixa dose; doenga

hepatica gordurosa metabolica; células caliciformes.



ABSTRACT

MONTEIRO, Isabela Macedo Lopes Vasques. Effects of the association of PPAR-alpha
and gamma, alone or in combination, on the gut-liver axis of mice fed a high-fat diet.
2024. 89f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2024.

Excess saturated fat in the diet increases the plasma concentration of
lipopolysaccharides (LPS), which compromise intestinal integrity by breaking down the
structural proteins of tight junctions (TJs) and altering intestinal permeability. LPS leakage
activates hepatic TLR4, which induces a series of inflammatory responses, contributing to the
development of metabolic dysfunction-associated fatty liver disease (MAFLD). To date, there
is no treatment exclusively aimed at MAFLD. Peroxisome proliferator-activated receptors
(PPARs) are emerging as possible targets for treating this disease. The aim of this study is to
analyze the effects of PPAR-a and PPAR-y activation (alone or in combination) on the gut-liver
axis, focusing on endotoxemia and hepatic inflammatory pathways related MAFLD in high-
fat-fed mice. Male C57BL/6J were fed a control diet (C) or a high-fat diet (HF) for a 10-week
treatment. After 10 weeks, the HF groups was subdivided to receive treatment for 4 weeks: HF,
HF-a (WY 14643), HF-y (low-dose pioglitazone), and HF-ay (combination). The obesogenic
environment of the high-fat diet caused overweight, insulin resistance, gut dysbiosis, and
impaired TJs gene expression, leading to endotoxemia and marked hepatic steatosis. All
treatments reduced body mass, glucose intolerance, and insulin resistance. In particular, the HF-
ay group had a similar body mass to the C group. These metabolic benefits restored the gut
microbiota diversity, increasing goblet cells per area, TJs and Mucin-2 gene expression in the
intestine. Treatments also lowered the plasma LPS concentrations and hepatic steatotic genes,
favoring beta-oxidation gene over lipogenesis, reduced macrophage infiltration in the liver, and
hepatic steatosis mitigation. Treatment with PPAR agonists modulated the gut microbiota and
the integrity of the intestinal barrier, alleviating hepatic steatosis. These results show that these
agonists can contribute to metabolic-associated fatty liver disease treatment.

Keywords: gut dysbiosis; PPAR; endotoxemia; low-dose pioglitazone; metabolic-associated

fatty liver disease; globet cells.
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INTRODUCAO

A obesidade ¢ atualmente considerada uma pandemia nao transmissivel ¢ um dos
maiores desafios de saude global (1). Em 2022, segundo a Organiza¢do Mundial de Satde
(OMS), o excesso de peso corporal foi encontrado em quase 60% dos adultos e foi causa de
mais de 1,2 milhdo de mortes (2,3). Evidéncias acumuladas indicam que a obesidade ¢ um risco
potencial para alteragdes metabolicas, incluindo resisténcia a insulina (RI), intolerancia a
glicose, diabetes mellitus tipo 2 (DM?2), doenga hepatica gordurosa metabdlica (DHGM) e, mais
recentemente descrita, composicao alterada da microbiota intestinal (MI) (disbiose) (4,5).

O excesso de gordura saturada na dieta aumenta a concentragdo plasmatica de
lipopolissacarideos (LPS), uma endotoxina do microbioma intestinal que compromete a
integridade intestinal ao romper as proteinas estruturais das juncdes oclusivas (TJs) e alterar a
permeabilidade intestinal (6). A ligagcdo anatomica e funcional do trato digestorio e do figado,
através da circulacdo portal, permite a passagem do LPS para a corrente sanguinea, processo
chamado de endotoxemia (7,8). O influxo de produtos bacterianos, incluindo LPS, no figado
aumenta a expressdo do receptor do tipo Toll 4 (TLR4) e subsequente produgdo de citocinas
pré-inflamatorias (9). Altas concentragdes de LPS foram detectadas na DHGM (popularmente
conhecida como “esteatose hepatica”) em camundongos (10) e em humanos (11). O papel da
MI na génese da esteatose hepatica passou a ser investigado apds camundongos axénicos (germ
free) que receberam transplantes fecais de camundongos com esteatose desenvolverem também
esta doenga (12).

Neste contexto, os medicamentos que aliviam a disbiose intestinal e as alteracdes
hepéticas induzidas pela dieta sdo pertinentes (13), dada a elevada prevaléncia e a progressao
deletéria da obesidade e que ndo existe, até o presente momento, nenhum tratamento
exclusivamente direcionado a DHGM. Os receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma (PPARs) surgem como possiveis alvos porque sdo fatores de transcricdo que
modulam varios processos bioldgicos desordenados na obesidade, incluindo inflamacgao,
metabolismo de lipidios e glicose, e homeostase energética geral (14).

A ativagdo da isoforma alfa (PPARa) reduz a massa corporal e a RI, favorecendo a beta-
oxidacdo mitocondrial (8). Por outro lado, a ativagdo total da isoforma gama (PPARy) aumenta
a sensibilidade a insulina, embora com hipertrofia de adipdcitos e esteatose hepatica acentuada
(9). A pioglitazona, agonista do PPARy, ndo reduziu a massa corporal e nem resgatou o
suprimento neurovascular dos adipdcitos marrons na dose de 10 mg/kg (15). Os efeitos da

pioglitazona em baixas doses ou da combinagdo da ativacdo do PPARa/y no eixo intestino-
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figado sdo relevantes e sem precedentes no modelo de dieta hiperlipidica. Portanto, este estudo
levantou a hipotese de que a ativagdo combinada do PPARa/y modula a MI para um perfil que
reduza a endotoxemia e alivia a inflamagao hepatica com efeitos benéficos para o figado no

modelo de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.

Lipidios: Dieta hiperlipidica

O consumo de alimentos com elevada densidade energética, alta palatabilidade, baixo
poder sacietdgeno e de facil absor¢do, vem aumentando na popula¢do nas ultimas décadas.
Esses alimentos sdo conhecidos como ‘ultraprocessados’(16), sdo formulag¢des industriais
tipicamente prontas para consumo, contém pouco ou nenhum alimento inteiro em sua
composicdo, além de terem maior densidade energética; maior quantidade de gorduras
saturadas e trans (hiperlipidicos); menor densidade de fibras e aporte de micronutrientes (17).
Esses atributos favorecem o aumento da ingestdo alimentar e, portanto, contribuem para o
desequilibrio energético (16).

As pesquisas nacionais de or¢amento familiar (POF) indicam aumentos progressivos na
compra de alimentos ultraprocessados para consumo domiciliar realizadas pelas familias
brasileiras. De 2002/2003 a 2017/2018, eles passaram de 12,6% para 18,4% do total de energia
adquirida nos domicilios do pais (18,19). Os ultraprocessados representaram cerca de 20% do
total de energia consumida em 2017-2018, sendo maior no sexo feminino, entre adolescentes,
pessoas brancas com maior renda e escolaridade, e moradores de areas urbanas das regides Sul
e Sudeste. Entretanto ¢ importante alertar que nos tltimos anos houve um aumento expressivo
do consumo de ultraprocessados no grupo populacional de menores niveis de escolaridade e
renda (18).

Especificamente sobre gordura saturada, a diretriz de satde nacional indica a
substituicdo da mesma por lipidios mono e poli-insaturados. O consumo de gordura saturada e
trans ¢ relacionado com o aumento de lipoproteina de baixa densidade — colesterol plasmatico
(LDL-c) e consequentes riscos clinicos (20). De acordo com as recomendacdes da OMS, o
consumo de gordura saturada deve ser limitado a no méaximo 10% do total de gordura da
alimentacdo. A recomendagdo reforca a substituicdo desta gordura por outra ‘mais saudavel’
(21,22). As limitagdes do consumo de gordura saturada sao decorrentes das repercussoes
metabolicas, ndo apenas a nivel de metabolismo lipidico, mas também pela sua influéncia em
outros fatores de risco, como a RI e a pressdo arterial (20).

Evidéncias provenientes de revisdes sistematicas e meta-analises de estudos, além de

ensaios clinicos randomizados, tém evidenciado a associacdo entre o consumo de gordura
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saturada com o risco de obesidade ¢ diversas doengas cronicas ndo transmissiveis associadas
(23-26). O consumo elevado por um tempo prolongado de dieta hiperlipidica leva a um quadro
de hiperplasia e hipertrofia dos adipoécitos, o que ¢ determinante para a génese e
desenvolvimento da obesidade (27).

O tecido adiposo (TA) ¢ o principal reservatdrio energético do organismo. As principais
células do TA, adipdcitos, sdo as unicas células que possuem especializagdo para armazenar
lipidios, sem que isso comprometa a sua integridade funcional (28). Entretanto, em periodos
prolongados de balango energético positivo, que resultam do consumo excessivo de alimentos
de alta densidade energética, somados a falta de atividade fisica, a adiposidade aumenta. Esse
processo cronico pode levar ao desenvolvimento da obesidade (29,30).

Segundo dados da OMS entre 2015 e 2016, aproximadamente dois bilhdes de individuos
adultos possuiam sobrepeso, sendo um terco desse grupo portador de obesidade - esse valor
representa cerca de 13% da populacdo mundial acima de 18 anos (31). No Brasil, o ultimo
Vigitel (Vigilancia de fatores de risco e prote¢do para doengas cronicas por inquérito
telefonico), realizado em 2023 pelo Ministério da Satde, mostrou que a frequéncia de excesso

de peso em adultos foi de 61,4% e a frequéncia de adultos obesos foi de 24,3% (32).

Lipidios: Digestdo e metabolismo lipidico

A digestdo lipidica ocorre no intestino delgado, onde os sais biliares emulsificam os
lipidios formando micelas para facilitar a agdo das enzimas lipases. Essas enzimas produzidas
pelo pancreas, expelidas pelo canal pancreatico, desembocam no duodeno onde sao
responsaveis por hidrolisar os triacilglicerois (TAG), liberando acidos graxos (AG) e glicerol.
Os é4cidos graxos livres (AGL) formam micelas com sais biliares capazes de atravessar a
mucosa intestinal e serdo convertidos novamente em TAG (33).

Os TAG, juntamente com o colesterol, sdo incorporados as proteinas transportadoras,
apolipoproteinas-A (Apo-A), formando os quilomicrons. Na estrutura de quilomicrons, os TAG
se movem pela corrente sanguinea até chegar nos tecidos metabolizadores de lipidios, sendo o
figado o principal 6rgao (Figura 1). O glicerol ¢ metabolizado por a¢des enzimaticas até a
formacao de gliceraldeido-3-fosfato e segue o caminho para via glicolitica (Figura 1) (34,35).

Ja os AGL s3o metabolizados no interior das mitocondrias onde ocorre a beta-oxidagao.
Porém, para ser transportado até a mitocondria, a molécula de AGL, ainda no citosol, ¢
transformada em acil-CoA (através da adi¢cdo de coenzima A (CoA)). O acil-CoA ¢ transportado
para mitocOndria através da ligagdo com as enzimas carnitina palmitoil transferase [ e I (CPT

I e CPT II), que se localizam, respectivamente, na membrana externa e interna mitocondrial.
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Na matriz mitocondrial, a carnitina ¢ substituida pela CoA, formando novamente um acil-CoA
que sera, entdo, oxidado pelo processo chamado de beta-oxidagao (34).

A beta-oxidacao € o processo de catabolismo do AGL que leva a reducao da estrutura
do AGL de dois em dois carbonos, até converté-los em acetil-CoA, nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD) e dinucleétido de flavina e adenina (FAD). O acetil-CoA segue para o
ciclo do 4cido citrico e os NADs e FADs seguem para a fosforilagao oxidativa (Figura 1) (35).
Esse processo ¢ inibido na presenca de altas concentragdes de malonil-CoA por redugao na
expressao de CPT I. O excesso energético disponivel, de carboidratos e lipidios, possui ligagao

com aumento de malonil-CoA e, consequentemente, reducao da beta-oxidagdo (33).

Figura 1 — Digestao e metabolismo lipidico
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Legenda: Os lipidios s@o emulsificados pelos sais biliares formando micelas. As micelas sofrem agdo das lipases
que hidrolisam os lipidios liberando AGL e glicerol. Juntamente com os sais biliares, essas moléculas atravessam
a mucosa intestinal, e formam os quilomicrons que sdo transportados até o tecido alvo. O glicerol é metabolizado
na via glicolitica. J4 os AGLs s@o convertidos em acil-CoA e através de CPT I e I entram na matriz mitocondrial
onde sdo oxidados. O resultado gera metabolitos para o ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa.

Abreviaturas: AGL — Acido graxo livre; CK — Ciclo de Krebs; CPT I e II - Carnitina palmitoil transferase I e II;

FOS — Fosforilagdo oxidativa; G3P - Gliceraldeido-3-fosfato.
Fonte: A autora, 2024

Quando o TA excede sua capacidade de armazenamento, o excesso de gordura ¢
mobilizado para outros 6rgaos como o figado, tecido muscular e pancreas. Como consequéncia,
ocorre aumento da adiposidade, produ¢do de citocinas pré-inflamatorias, RI, dislipidemia e,
frequentemente, este quadro estd relacionado com deposicdo lipidica ectdpica e doencas

metabolicas associadas, como a esteatose hepatica (27,36).
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Modelo experimental

Modelos experimentais em animais sao considerados a base hierarquica das evidéncias
cientificas de pesquisas na saude. Experimentos utilizando animais nas pesquisas sao
considerados imprescindiveis para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, auxiliam na
descoberta de medidas profilaticas e tratamentos de inimeras patologias que acometem os seres
vivos (37,38). Como exemplo de contribui¢cdes provenientes da experimentagdo animal, temos
a descoberta da insulina e antibioticos que contribuiram para o tratamento de diversas doengas,
e o desenvolvimento de vacinas, inclusive contra 0 SARS-CoV-2 (39).

O modelo experimental mais utilizado para estudos em obesidade e sindrome
metabodlica (SM) em geral sdo camundongos da linhagem C57BL/6J. Essa linhagem de
camundongos ¢ a mais adequada para o modelo de “obesidade induzida por dieta” (DIO — do
inglés diet-induced obesity), pois quando alimentados com dieta hiperenergética, desenvolvem
obesidade central, hiperinsulinemia, hiperglicemia e hipertensdo semelhante a humanos (40).

O consumo excessivo de dieta rica em gordura saturada leva ao desenvolvimento de
sobrepeso em camundongos C57BL6/J, o que promove aumento dos niveis de AG, provocando

um actimulo de gordura ectdpica amplificando efeitos deletérios sistémicos (41).

Intestino: Estrutura ¢ Funcao

O intestino estd envolvido em diversos processos do organismo, incluindo: absor¢do e
digestao de nutrientes; modulacdo imunoldgica por ser a barreira fisica e quimica de conteudos
externos; além de ser o local que contém a maior populagdo de microrganismos do corpo
humano, a MI. Camundongos e mosca da fruta Drosophila melanogaster sao modelos
amplamente utilizados para estudar metabolismo intestinal e doengas humanas (42).

O intestino do camundongo, como nos humanos, pode ser separado em intestino delgado
e grosso, € apresentam estrutura da mucosa intestinal semelhantes que serdo mais detalhadas
no topico seguinte (42). Sendo o intestino delgado a regido mais longa do trato digestorio, com
aproximadamente 7 metros de comprimento em humanos, ele se estende do estomago (piloro)
até o intestino grosso (ceco), ¢ dividido em duodeno, jejuno e ileo (43). O revestimento
histoldégico dessas regides influencia suas fungdoes (44).

O duodeno possui o revestimento da mucosa com numerosas pregas que ¢ ideal para
maximizar a digestdo e absor¢do dos nutrientes alimentares, por ser a regido que recebe
influéncia dos sucos digestivos hepaticos e pancreaticos. O jejuno possui pregas mais suaves €

com presenga de vilosidades, ideal para absor¢do dos nutrientes digeridos pelo estomago e
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duodeno. Ja no ileo, as pregas sdo menos salientes importante para absor¢ao de vitaminas e sais
minerais (44).

O intestino grosso ¢ adaptado para exercer suas fungdes: absorcao de dgua, formacao do
bolo fecal e producao do muco. A maior parte do intestino grosso localiza-se dentro da cavidade
abdominal, com a ultima por¢ao na cavidade pélvica. Consiste em oito partes: ceco, apéndice,
colon ascendente, célon transverso, colon descendente, colon sigmoide, reto e canal anal. A
mucosa do intestino grosso ¢ revestida por um epitélio cilindrico simples formado por
enterocitos e células caliciformes. Os enterdcitos possuem microvilos, importantes para
absorc¢ao de 4dgua e ions da regido, enquanto as células caliciformes serdo mais exploradas no

topico a seguir (44).
Intestino: Mucosa intestinal

A mucosa intestinal apresenta diversas estruturas responsaveis por aumentar a area de
absorcao dos nutrientes. Uma delas sdo as chamadas ‘vilosidades’ ou ‘vilos’, que sdo projegdes
alongadas em direcdo ao limen intestinal, que permitem aumentar a 4rea de contato com os
alimentos, facilitando a absor¢ao de dgua e nutrientes. Entre os vilos existem pequenos espagos
invaginados chamados de ‘criptas’, que sdo responsaveis pela proliferagdo desse tecido (Figura

2) (44).

Figura 2 — Histologia da mucosa intestinal
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Legenda: Fotomicrografia representativa da mucosa intestinal, contendo as vilosidades, criptas, ldmina préopria e
a musculatura da regido. Coloracao pararosanilina e azul-de-toluidina.
Fonte: Imagem adaptada do Livro - Histologia Bésica 10 edi¢cao Junqueira e Carneiro (44).
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Nas criptas residem as células-tronco intestinais, que produzem um tipo celular
denominado, células progenitoras. A medida que, as células progenitoras migram em diregéo a
regido apical do intestino, elas podem se diferenciar em: enterocitos, c€lulas caliciformes,
células de Paneth ou células enteroenddcrinas. O intestino apresenta peculiaridades na sua
morfologia que lhe confere caracteristicas distintas em cada regido (44).

Especialmente a regido do ceco e a extensdo do intestino grosso possuem maior
quantidade de criptas e poucas vilosidades. Essas regides possuem uma quantidade muito
superior de células caliciformes. Na ultima década, a célula caliciforme emergiu como grande
objeto de estudo pelo seu papel na regulacdo da barreira intestinal (45—47). Sao células
produtoras de glicoproteinas acidas do tipo mucinas, a mucina-2 ¢ a proteina presente no muco
mais estudada.

Mucina-2 tem a capacidade de fazer ligagdes cruzadas intramoleculares para aumentar
a estabilidade e expansdo desse muco. Através da microscopia eletronica, é possivel ver que o
muco forma uma estrutura tridimensional em forma de rede com pequenos poros (48). Este
aspecto estrutural tem correlagdo imediata com sua funcionalidade. Dentre suas fungdes, o
muco ¢ capaz de restringir a difusdo, a passagem e a aderéncia de substincias ndo desejadas
para a lamina propria (Figura 3). Também absorve agua e eletrdlitos pelos enterdcitos do
epitélio da mucosa do intestino grosso, com a consequente formacdo da matéria fecal. Além
disso, reduz a fric¢do e o atrito mecanico dos conteudos presentes no limen intestinal (49,50).

A integridade da barreira intestinal também ¢ mediada por um complexo proteico
denominado ‘jung¢des oclusivas’, também conhecida como ‘tight junctions’ (TJs). As TJs estdo
localizadas na porcdo apical da membrana lateral das células epiteliais, constituidas
principalmente por trés proteinas: claudina, ocludina e molécula de adesdo juncional-A (JAM-
A) (51). As TJs exercem ‘fun¢do de porta’ por formar uma barreira de permeabilidade que
restringe a livre difusdo de moléculas no espago intracelular e ‘fun¢do de vedagdo’ por atuar
como uma barreira que restringe a mistura do dominio da membrana plasmatica apical e
basolateral (52) (Figura 3).

As claudinas sdo essenciais para a formacao das fitas de TJs, devido a sua ligacdo com
a familia das proteinas da zonula de oclusao (ZOs), consideradas como ‘proteinas de suporte’
que servem de ligagdo entre as TJs e o citoesqueleto de actina. Acredita-se que a ligagao das
TJs com o citoesqueleto seja importante para regular a forca mecanica e montagem desse
complexo proteico. Mais andlises sdo necessarias para examinar a funcionalidade das TJs com
actina (52).

As claudinas formam pequenos poros seletivos de carga, enquanto JAM-A regula a

formacgao de poros seletivos de tamanho grande, sendo também essencial para estruturar as TJs
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(52). A fosforilagao da ocludina tem sido associada com a regulacdo da interagdo com as ZOs
e com as demais proteinas das TJs. Sendo assim, diferente das demais, a ocludina ndo
desempenha um papel estrutural, mas sim um papel regulador (53). Mais achados sobre a

ocludina sdo incentivados pela literatura.

Figura 3 - Estrutura da barreira intestinal
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Legenda: As células caliciformes sdo produtoras de mucina-2 responsaveis pela estabilidade, ligagdes, expansao e
formagdo do muco. As TJs restringem a livre difusdo de moléculas no espago intracelular, sdo formadas
principalmente pela: JAM-A, Claudina e Ocludina. Essas proteinas possuem interagdo com ZO e
filamento de actina.

Abreviagdes: JAM — Molécula de adesdo juncional; MUC-2 — Mucina 2; TJs — Jungdes oclusivas; ZO - Proteinas

da zo6nula de oclusdo.

Fonte: A autora, 2024.

Intestino: Microbiota intestinal

O trato digestorio ¢ povoado por uma diversidade bacteriana, com aproximadamente
10"3-10' microrganismos, conhecida como MI. Estima-se que exista aproximadamente 3
milhdes de genes proveniente do genoma bacteriano, esse material genético da microbiota
denomina-se microbioma (54). A quantidade e a diversidade de bactérias sdo variaveis de
acordo com a por¢do do trato digestorio, o nimero de células bacterianas no estdmago e
duodeno ¢ de 10% a 10° bactérias, 10* a 107 de bactérias no jejuno e ileo, e 10° a 10! de células

no intestino grosso (55).
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A formagdo da MI inicia-se desde o periodo neonatal, passa pelo amadurecimento
aproximadamente aos trés anos de idade, mas somente na fase adulta ela ¢ capaz de se
diversificar e estabilizar-se, de modo que influencie na fisiologia ¢ no desenvolvimento do
sistema imunologico do hospedeiro. Fatores genéticos, ambientais, medicamentosos,
alimentares, idade e tipo de parto influenciam na sua composi¢ao (56).

Estudos em animais e em humanos evidenciam o papel da MI em diversos aspectos da
saude, como caracteristicas metabolicas (57—60), imunologicas (61,62) e neurologicas (63,64).
Isto ocorre devido as caracteristicas funcionais da MI no organismo, cujas sao: influéncia na
producdo de LPS, contribui¢do no metabolismo de carboidratos e lipidios, protecdo contra
bactérias patogénicas, producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), de vitaminas e
aminoacidos enriquecidos (54).

Apds o desenvolvimento do Projeto Microbioma Humano foi possivel realizar o
sequenciamento genético da M1, e a diversidade do ecossistema intestinal tem sido amplamente
estudada (65). Com a aplicagdo do sequenciamento do gene metagenomico ¢ do RNA
ribossdmico 16S foi possivel identificar que em humanos e camundongos os filos Bacteroidetes
e Firmicutes sdo os mais abundantes, seguido dos demais filos como Actinobacteria,
Proteobacteria, Verrucomicrobia ¢ Fusobacteria (66).

O desequilibrio na composi¢cdo da MI ¢ denominado de disbiose, que esta associada a
disfungdes metabolicas. Alteracdes na proporcdo entre os filos dominantes, aumento de
Firmicutes e redugdo de Bacteroidetes, sdo descritas no desenvolvimento da obesidade (67).
No entanto, os estudos ndo sdo unanimes quanto a esse resultado (67—69) e diferengas
metodoldgicas e populacionais podem explicar esta questao. O fato em comum, na maioria dos
estudos, ¢ a reducdo da diversidade bacteriana na populagdo com obesidade (70). Em
detrimento disto, as pesquisas vém mostrando que em vez de limitar os estudos na identificagao
de niveis taxondmicos, ¢ necessario realizar andlises metabdlicas para melhor entendimento do
desfecho da disbiose.

A alimentag¢do ¢ considerada um dos fatores que mais influencia a composi¢cao da
microbiota. A alimentacdo pode modular a microbiota através de dois mecanismos de agao:
através da modificacdo da comunidade de bactérias existente no trato digestorio ou através da
introducao de novas bactérias na microbiota (71). A ingestdo de gorduras saturadas parece estar
inversamente associada ao género Prevotella, resultando na reducdo do filo Bacteroidetes
(58,72). Ja a ingestao do excesso de frutose, esta associada ao excesso de Proteobacteria (Gram

negativa) (73).
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Figado: Estrutura e Fung¢ao

O figado ¢ o segundo maior 6rgao do corpo e a maior glandula, pesando cerca de 1,5kg.
Esta localizado, em humanos, na cavidade abdominal abaixo do diafragma. J& em
camundongos, ocupa todo espaco subdiafragmatico. O figado apresenta subunidades lobulares,
constituido por quatro lobos: esquerdo, direito, medial e caudado. As subunidades lobulares sao
altamente conservadas quanto a estrutura e funcao do 6rgao em humanos e em camundongos.
Em geral, observa-se muitas semelhangas na estrutura e fungdes hepaticas entre ambas as
espécies (74).

O figado possui fun¢des endocrinas e exocrinas. Seu posicionamento anatdmico €
extremamente importante para suas funcgdes. Este ¢ um 6rgao considerado de interface entre o
sistema digestivo € o sangue, pois através da veia porta recebe os nutrientes absorvidos pelo
trato digestorio. Uma de suas fungdes primordiais ¢ de ser considerado o centro da homeostase
metabolica, através dele é possivel ocorrer a captagdo, processamento e distribuicdo de
nutrientes e seus produtos energéticos para demais tecidos. Seu trabalho juntamente com a bile,
armazenada na vesicula biliar, também ¢ importante para a eliminagao de substancias toxicas.
O figado também exerce fungdo na producdo de proteinas plasmaticas e hormonios, secre¢ao
biliar e formacao de fatores de coagulacao (44)

Sob analise microscopica, através de cortes histologicos, sdo observados no tecido
hepatico unidades estruturais denominadas de lobulos hepaticos. Os hepatocitos, células
essenciais para o funcionamento hepético, sdo encontrados de forma abundante nessa regido.
Os hepatocitos localizam-se dispostos em todo 16bulo e estdo configurados em um formato
chamado de “corddes de tijolos”. Esses corddes sdo entremeados por sinusodides capilares
importantes para troca de fluidos (provenientes do sangue) entre o limen sinusoidal e os
hepatocitos, e vice-versa (Figura 4) (44).

Na regido das periferias lobulares, existem as denominadas “Triade/Espaco Porta” que
contém um ramo da veia porta, um ramo da artéria hepatica, um ducto e vasos linfaticos (Figura
4). O sangue arterial e venoso oriundo do sistema digestorio e do bago entram no lobulo através
dessa “Triade” e por meio de ramificacdes atinge a regido sinusoide. Nutrientes e
macromoléculas sdo trocadas entre hepatocitos e plasma através de sinusoides revestidos por
endotélio fenestrado (44).

Os hepatdcitos configuram as células parenquimatosas hepaticas, além delas existes as
células ndo parenquimatosas que representam acerca de 50% das células do figado. As células
de Kupffer, como sdo chamados os macrofagos, sao células fagociticas responsaveis pelo

controle imune local. Possuem a capacidade de metabolizar eritrocitos velhos, digerir
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hemoglobina, secretar proteinas necessarias para o sistema imune e destruir bactérias
patogénicas locais. As células estreladas hepaticas (CEH) possuem como principal fungio
armazenamento de vitamina A na forma de ésteres de retinol. No figado saudavel, as CEH
encontram-se em estado de quiescéncia, sua ativagao possui ligacdo com a presenca de fibrose
hepatica. Além dessas duas, as células ndo parenquimatosas também sdo formadas por células

endoteliais, linfocitos e células biliares(44).

Figura 4 — Componentes do 16bulo hepatico
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Legenda: O tecido hepatico ¢ configurado na estrutura de lobulos. Nos lobulos contém os hepatocitos que sdo
entremeados por capilares sinusoides. Na regido da periferia do l6bulo, existe a Triade Portal, formada
pelos ramos da artéria hepatica, da veia porta e do ducto biliar.

Fonte: A autora, 2024.

Figado: Metabolismo hepético de lipidios

O figado exerce um papel central na regulagao dos fluxos sistémicos de glicose e lipidios

durante a alimentagao.
Os AGs chegam no figado de trés formas:

I.  Fontes alimentares: A absor¢do de AG ocorre predominantemente através de
transportadores de AG, a difusdo passiva contribui pouco para esse processo. O
transporte ocorre pelas proteinas de transporte de 4cidos graxos (FATP),

especificamente, as duas isoformas mais comuns no figado sio FATP2 e FATPS. O
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receptor ativado por PPARYy regula a proteina que transporta os acidos graxos de cadeia

longa (CD36) (75);

II.  Lipolise que ocorre no TA: Diante de periodos prolongados de balango energético
positivo, o mecanismo homeostatico adaptativo do TA ndo ¢ suficiente, levando a
disfuncdo dos adipécitos. Dentre as consequéncias, ocorre a lipolise no TA branco e a
liberagdo de AGL. Este excedente provoca a liberagdo de AGL para os demais tecidos,

como ¢ o caso do figado (76);

III.  Lipogénese de novo (LDN): O processo de LDN ¢ a conversao de fontes glicidicas para
a formacdo de AG. O efeito da glicose na expressdao de genes lipogénicos ¢ regulado
principalmente pela proteina de ligacdo ao elemento responsivo a carboidratos
(ChREBP). Os niveis de glicose plasmatica também afetam a expressdo de enzimas
lipogénicas, estimulando a liberacdo de insulina e inibindo a liberagdo de glucagon do
pancreas. O efeito da insulina na expressdo de genes lipogénicos ¢ controlado
principalmente pela proteina 1 de ligagdo ao elemento regulador de esterol (SREBP-1)
em células hepaticas e adipocitos (77). Dessa forma, glicose plasmatica ¢ regulada
positivamente por ChREBP no figado, e a insulina plasmatica ¢ regulada positivamente
por SREBP-1 no figado. Ambas as proteinas controlam a regulacdo transcricional de
genes lipogénicos. Suas ativacdes levam a conversdo do piruvato em AGL no figado e
a um aumento de genes que ativam a sintese e captacao de colesterol, AG, TAG e

fosfolipidios (78).

Ao entrarem nos hepatocitos, em condi¢des normais, os AGL podem seguir os dois
caminhos: beta-oxidacdo mitocondrial ou conversio em TAG com armazenamento no TA.
Porém, em condi¢des de estresse metabdlico, os AGL sdo armazenados no tecido hepatico (79).
Na presenca de excesso de AGL, a enzima CPT Ia ¢ inibida e, consequentemente, ocorre o
acumulo de Malonil-CoA, sendo ele o principal regulador negativo da beta-oxidagdo. Malonil-
CoA inibe CPT I, retardando a beta-oxidag¢ao hepatica. Consequentemente, ocorre o aumento
da indu¢do de SREBPIc, proteina capaz de modular as principais enzimas lipogénicas
(acetilCoA carboxilase, ACC, e 4cido graxo sintase, FAS), e induzir a expressdo génica para
alongamento de AG e sintese de triglicerideos (Figura 5) (80). Este processo configura a RI
sistémica e hepatica, estresse do reticulo endoplasmatico e acimulo de lipidios no figado,
caracterizando um quadro de esteatose hepatica (81). Dessa forma, o excesso de lipidios leva

ao desenvolvimento da lipotoxicidade hepatica.



26

Figura 5 - Visdo geral do metabolismo lipidico hepatico
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Legenda: Lipidios da alimentag@o e do processo de lip6lise do tecido adiposo sdo transportados por FATP1 ou 5
nos hepatocitos. No citoplasma sdo convertidos em Acil-CoA e seu destino pode ser beta-oxidagdo ou
formagdo de TAG. Ja a LDN converte Acetil-CoA (proveniente do excesso de carboidrato) em AG. A
LDN ¢ regulada por ChREBP (regulada positivamente pela glicose) e SREBP1 (regulada positivamente
pela insulina). Em especial, a SREBP1 regula positivamente as enzimas ACC e FAS do processo de
LDN.

Abreviagdes: ACC - AcetilCoA carboxilase; AG — acido graxo; AGL — Acido graxo livre; ChREBP - Proteina de
ligagdo ao elemento responsivo a carboidratos; CK — Ciclo de Krebs; FAS- Acido graxo sintase;
FATP - Proteina de transporte de 4acidos graxos; LDN — Lipogénese de novo; SREBP1 - Proteina 1 de
ligagdo ao elemento regulador de esterol; TA — Tecido adiposo; TAG — Triacilglicerol; f-oxi — Beta-
oxidagdo.

Fonte: A autora, 2024

Doenga Hepatica Gordurosa Metabolica (DHGM): Epidemiologia e Nomenclatura

O acumulo de lipidios no figado ¢ uma condi¢do benigna precursora de eventos que
podem evoluir para doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA), uma das causas mais
comuns de doencga hepatica no mundo. A DHGNA tem uma prevaléncia global estimada em
25% e sua ocorréncia estd aumentando em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (82).
Existem poucos estudos epidemiologicos de DHGNA na América do Sul. No estudo brasileiro
de Karnikowski et al., em uma populagdo de 139 pacientes, acima de 55 anos de idade, a
prevaléncia de DHGNA foi de 35,2% (83).

O termo “ndo alcodlico” foi derivado de semelhangas nos achados histopatologicos

hepéticos de paciente ndo etilista em comparagao com aqueles com doenca hepatica relacionada
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ao alcool. Entretanto, no contexto clinico, havia muitas discussdes em torno desse nome, pois
ndo existia um consenso da quantidade do volume de 4lcool consumido que seria caracterizado
dentro dessa nomenclatura. Em 2020, o termo “doenca hepatica gordurosa associada a
disfuncdo metabdlica (MAFLD)” ou “Doenca hepéatica gordurosa metabolica (DHGM)” foi
aceito (84).

Esta nomenclatura ja ¢ amplamente utilizada na pratica clinica, e tem refletido na
amplificacdo dos diagnosticos de pacientes em risco hepatico, maior conscientizagdo publica e
menor estigma associado ao diagndstico (85). No ambito académico, ¢ possivel perceber um
aumento progressivo desta nomenclatura nas plataformas de buscas de estudos académicos.
Entre os anos de 2020 e¢ 2023 (novembro) foram publicados no PUBMED 134 artigos

associando ‘MAFLD’ em estudos experimentais em camundongos.

DHGM: Evolug¢ao e Diagndstico

DHGM ¢ também conhecida como ‘esteatose hepatica’, o seu acompanhamento clinico
faz-se extremamente necessario, pois 28% dos pacientes evoluem desse quadro para outras
formas mais nocivas de doencgas hepatica, como a esteato-hepatite metabdlica (anteriormente

esteato-hepatite ndo alcoodlica) até cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC) (Figura 6) (86).

Figura 6 - Progressdo da doenca de um figado saudéavel para carcinoma hepatocelular

Figado saudavel Esteatose hepatica Esteato-hepatite Cirrose hepatica

Reversivel |8

Menos de 5% de gordura Mais de 5% de gordura Estealose Estégio final de
(Esteatose) Inflamagé&o fibrose
Balonamento
Fibrose

0Z0Z 'Bjaus

Legenda: Caracteristicas histologicas e de diferenciacdo de cada estagio das doencas hepaticas metabolicas.
Fotomicrografia do tecido hepatico corado com hematoxilina e eosina, e marcagdo de fibrose com
tricomico de masson

Abreviagdes: CHC — Carcinoma hepatocelular.

Fonte: Adaptado de Sheka 2020 e Bae, 2022 (87,88)
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O critério de diagnostico de DHGM requer a deposicao de lipideos no citoplasma dos
hepatocitos, na forma de micro e/ou macrovesiculas, excedente a 5% do peso total do 6rgao ou
quando a avaliagdo microscopica dos hepatocitos € igual ou superior a 5% de gordura. Somado
a isso, agora os critérios para DHGM também inclui como pré-requisito de diagndstico, a
presenca associada de desreguladores metabdlicos. A presenca de DM2 e/ou
sobrepeso/obesidade ¢ um critério para o diagnostico. J4 em casos de auséncia dessas duas

comorbidades, o individuo precisa ter dois desses sete fatores de risco para o diagnostico:

1. Circunferéncia da cintura aumentada;

Pressdo arterial elevada;

Triglicerideos plasmaticos aumentados;
Lipoproteina de alta densidade (HDL) reduzida;
Pré-diabetes;

Avalia¢ao do modelo de homeostase do escore de RI;

o

Proteina C reativa plasmatica de alta sensibilidade elevada (85,89).

DHGM: Fisiopatologia

Nao ¢ a toa que a DHGM ¢ considerada a repercussao hepatica da SM. A desregulagdo
metabolica sistémica ¢ a principal causa e fator preditor da progressao da DHGM. Sua
patogénese ocorre devido interagdes metabdlicas do figado com os demais tecidos corporais.
Conforme j4 demonstrado anteriormente, o figado recebe AGL através de trés vias, e estudos
mostram que essas vias contribuem significativamente para os estoques lipidicos intra-
hepaticos, sendo: 59% derivados de AGL circulantes provenientes do TA; 26% derivados da
DNL e 15% da alimentagao.

Uma revisao sistematica e meta-analise demonstrou que o acimulo de lipidios no figado
aumenta significativamente a incidéncia de DM2 e SM em um periodo médio de 5 anos (90).
Durante a expansdo patoldgica do TA, ocorre a inducdo de resisténcia sistémica a insulina,
acompanhada de ativagdo dos macrofagos. A RI age no aumento da liberagdo de AGL
resultando na lipotoxicidade e acimulo de TAG no parénquima hepatico.

Os adipocitos também secretam adipocinas, como ¢ o caso da adiponectina. Durante a
DHGM, os niveis de adiponectina estdo baixos, de acordo com a reduzida sensibilidade a
insulina e aumento de gordura no tecido hepdtico. A redugdo da adiponectina estd associada a

multiplos mecanismos, como a diminui¢do de sirtuina 1 (SIRT1) e hiperinsulinemia (91). A
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reducdo na via SIRT1/PPAR-o/fator de crescimento de fibroblastos 21 (FGF21) pode
desregular o metabolismo de lipidico hepatico através da reducdo da beta-oxidacdo
mitocondrial, contribuindo para o acumulo de TAG (92).

Atrelado a isto, os macrofagos hepaticos, células de Kupffer, contribuem para a
progressdao da DHGM através da producdo de fatores inflamatdrios e ndo inflamatdrios. O que
se sabe at¢ o0 momento ¢ que durante a esteato-hepatite € a cirrose, o0 nimero de macrofagos
hepaticos residentes diminui em humanos e camundongos. Todavia, ainda ¢ inicial o

conhecimento sobre os macrofagos hepaticos durante a DHGM.

DHGM: Fisiopatologia - Eixo Intestino-Figado

O crosstalk entre o intestino, juntamente com a ML, e o figado ¢ denominado ‘eixo
intestino-figado’. Anatomicamente, a interagdo reciproca entre os dois 6rgaos ocorre através da
veia porta, o fluxo sanguineo portal expde o figado aos produtos metabdlicos produzidos pela
MI desencadeando uma cascata pro-inflamatéria hepatica. A translocagao de bactérias ou
produtos bacterianos para a circulagdo portal ¢ o mecanismo principal que liga a disbiose
intestinal a progressao de doencgas hepaticas cronicas (93).

Ademais, o ganho de peso, a dieta rica em gordura e o aumento na exposi¢ao de AG
podem perturbar a estrutura da barreira intestinal, permitindo a translocacao da endotoxina, LPS
(94). Niveis circulantes de endotoxinas sdo mais elevados em pacientes com esteato-hepatite
do que em pacientes controles (103). A disbiose intestinal aumenta a permeabilidade intestinal
devido a ruptura das TJs das cé€lulas epiteliais intestinais, levando a translocagao da endotoxina,
LPS (104).

O LPS ¢ extraido da parede celular das bacterianas gram negativas e/ou das vesiculas
liberadas delas, sua presenca induz inflamagao, denominadas de ‘cascata endotodxica’ (105). Os
LPS sdao padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) que se ligam ao TLR4
induzindo inflamag¢do de baixo grau, comprometendo a integridade da mucosa por alteragdes
nas TJs, contribuindo para a transloca¢ao de metabolitos e microrganismos até a lamina propria
intestinal (15,59,95,96).

Concentragoes elevadas de LPS no sangue ¢ definida como endotoxemia metabodlica,
uma condi¢ao ligada a perturbacdes metabolicas como dislipidemia, RI, esteatose hepatica e
doengas cardiovasculares (97-99). Estudos em roedores e em humanos mostraram que a
esteatose hepatica esta associada ao aumento da permeabilidade intestinal em comparagdo com

controles saudaveis (59,95).
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O perfil da MI ¢ influenciado por diversos fatores, conforme ja visto anteriormente, mas
a composicao da dieta e o excesso energético consumido ¢ considerado a influéncia principal,
atualmente, para essas alteracdes. Diante disso, estudos no eixo intestino-figado se torna um
alvo terapéutico importante para o tratamento da DHGM. Portanto, por ser uma doenga
hepéaticas de multiplos gatilhos metabolicos, a terapéutica para DHGM deve levar isso em

consideragao.

Figura 7 — Gatilhos para génese da DHGM
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Legenda: O eixo intestino-figado e tecido adiposo-figado contribuem de formas distintas para o acimulo de TAG
no parénquima hepatico. Durante a expansdo excessiva do TA ocorre a RI e polarizagdo de macrofagos.
Consequentemente, ocorre a inibicdo da produgdo da adiponectina pelos adipocitos, culminando na
reducdo da sinalizagdo da via PPARa-SIRT1-FGF21. Além disso, os macréfagos também contribuem,
porém o conhecimento do seu nivel de contribuicdo na DHGM ainda ¢ inicial na literatura. Atrelado a
isso, a disbiose da MI de acordo com a influéncia alimentar aumenta os niveis circulantes de endotoxemia,
LPS, e ocorre a ruptura das TJs. A presenca de LPS leva ao aumento da cascata LBP-CD14-TLR4 no
tecido hepatico, culminando no processo inflamatério e producdo do inflamossoma NLRP3. Esses
processos resultam na lipotoxicidade hepatica contribuindo para o acimulo de lipidios no parénquima
hepatico e a génese da DHGM.

Abreviagdes: AGL — acido graxo livre; CD14 - Receptor padrdo de reconhecimento de moléculas 14; DHGM —
Doenga hepatica gordurosa metabolica; FGF 21 - fator de crescimento de fibroblastos 21; LBP — Proteina
de ligacdo ao LPS; LPS — Lipopolissacarideos; NLRP3 — Inflamossoma; PPAR-a - Receptores ativados
por proliferadores peroxissomais do tipo alfa; SIRT1 — Sirtuina 1; TA — Tecido adiposo; TAG-
Triacilglicerol; TJs — Tight junctions; TLR4 - receptor do tipo Toll 4.

Fonte: A autora, 2024.
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DHGM: Analise das terapias para DHGM

De inicio ¢ importante salientar que nao existe, até o momento, nenhuma terapia
medicamentosa aprovada pela Federal Drug Administration (FDA) e Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) especificamente para a DHGM. O que existe atualmente sao
medicamentos aprovados para demais alteracdes metabolicas que geram efeitos pleiotropicos
sobre a DHGM.

A primeira linha de terapia indicada para a fase de esteatose ¢ a pratica de exercicio
fisico e adequacao alimentar. Uma revisdo sistematica demonstrou, baseado em analises de
estudos de ensaio clinicos randomizados, que o exercicio fisico aliviou a esteatose hepatica e
refletiu em melhoras metabolicas subjacentes a DHGM (100). A dieta mediterranea vem
demonstrando beneficios metabolicos e sua alta adesdo por pelo menos 6 meses apresentou
melhora no alivio da gordura intra-hepatica (101,102). Acima de tudo, a adesdo a longo prazo
da intervengdo dietética segura é considerada a estratégia mais eficaz, juntamente a atividade
fisica, para alivio das alteragdes metabolicas.

Em alguns casos, estratégia conjunta com acdo pleiotropica de medicamentos sdo
indicados na pratica clinica. Os agentes antidiabéticos sdo frequentemente indicados. O uso de
inibidores do cotransportador de sodio-glicose-2 (SGLT2), agonistas do receptor do peptideo 1
semelhante ao glucagon (GLP-1) (GLP-1Ras), inibidores da enzima dipeptidil
peptidase 4 (DPP-4) e agonistas PPAR-y na DHGM sdo associadas as consequéncias que o
aumento da sensibilidade a insulina carrega, como: redugdo do peso corporal, melhora de perfis
génicos inflamatorios e redugdo na expressao de genes lipogénicos (103—111).

Medicamento usados para tratamento de dislipidemias também sdo utilizados nesse
caso. Os agonistas do PPAR-o atuam indiretamente na DHGM devido ao seu papel de aumento
na beta-oxidagcdo mitocondrial hepdatica (58,112,113). Os demais agonistas PPARs também
apresentam efeitos benéficos. Recentemente, a atencdo tem-se voltado aos agonistas duplos
PPARSs como terapias promissoras ao tratamento especifico da DHGM. Esses agonistas serdo
detalhados no proximo topico desta revisao (114—116).

Os bloqueadores dos receptores da angiotensina (BRAs) possuem efeitos antifibréticos
com melhoras progressivas na DHGM (117,118). No entanto, seu uso ¢ controverso, uma vez
que o estudo de Verbeek (2017) ndo associou o uso da losartana a melhorias das caracteristicas
histologicas do quadro de acumulo hepatico de lipidio (119). A suplementacdo de Vitamina E
isolada ou combinada com outras terapéuticas como medicamentos e/ou mudanca no estilo de
vida estd sendo estudada. O uso de forma isolada € necessario uma dosagem alta para ter efeito

na esteatose hepatica, mas ainda sim ¢ considerado de baixo impacto. Sua associagdo com
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demais terapéuticas exerce efeito potencializado, mas ndo essencial para este tratamento

(120,121).

Tabela 1- Terapias ndo especificas usadas no tratamento da DHGM

Mecanismo de acio

Principio ativo

Efeitos na DHGM

Reducgao de fluidos e peso corporais

Canagliflozina (103). Redugdo de enzimas ALT,
Inibidores SGLT2 Empagliflozina AST e ALP (104). Diminui¢ao de
genes inflamatorios hepéticos: Tnf-
a, 1I-6, Mcp-1 e Nirp-3 (105)
Exenatida Perda de peso. Inibicdo de NLRP3
Agonistas do receptor | Liraglutida (106). Aumento na expressao de
de GLP-1 Dulaglutida PPARYy (107,108).
Semaglutida
Atenuam a expressao de SREBP-Ic,
Sitagliptina SCD-1 e FAS; aumentando a
Inibidores de DPP-4 Linaglipitina expressio de PPARa  (109).
Favorecimento de genes beta-
oxidativos (58).
Agonistas do PPARy | Pioglitazona Reducdo de marcadores séricos de
(TZDs) Rosiglitazona ALT e AST (110,111).
Aumento da beta-oxidagdo (112).
Agonistas do PPARa Fenofibrato Efeitos antioxidantes e anti-
WY14643 inflamatorios (113). Reducdo de
TAG plasmaticos e hepaticos (58).
Agonista duplo | Saroglitazar Melhora at¢é mesmo do nivel
dos PPARs - (Agonista a/y) fibrotico (114). Reducao dos scores
Em desenvolvimento Elafibranor histopatologicos de esteatose (111).
(Agonista 0/0)
Inibigdo de genes pro-fibroticos e
Agonistas pan-PPAR Lanifibranor inflamatorios (115). Aumento de
Bezafibrato genes da beta-oxidacdo. Prevencao
no desenvolvimento da esteatose
(116).
Bloqueadores dos | Valsartana Diminui¢do da fibrose e esteatose
receptores da | Losartana hepatica (117). Melhora da fungao
angiotensina (BRA) mitocondrial. Ativacdo do PPARy
(118).
Reducao fraca da esteatose hepatica
Vitamina E: quando isolada. Nao demonstra
Antioxidante Isolada (800 Ul/ml) resultados superiores quando
Combinada (600 UIl/ml) | comparada com outras intervengdes.

Importante na
(120,121).

complementacao

Abreviagdes: ALP - Fosfatase Alcalina; ALT - Alanina aminotransferase; AST - Aspartato aminotransferase; BRA
- Bloqueadores dos receptores da angiotensina; DHGM — Doenca hepética associada a disfungao
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metabolica; DPP-4 - Dipeptidil peptidase 4; FAS — Acido graxo sintase; GLP-1 - Peptideo
semelhante a glucagon 1; IL-6 — Interleucina-6; MCP-1 - Proteina quimiotatica de monocitos-1;
NLRP-3 - NOD-like receptor 3; PPAR - Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissoma; SCD-
1 - Estearoil-CoA dessaturase-1; SGLT2 - Inibidores do cotransportador de sédio-glicose-2;
SREBP-1c - Fator de transcri¢do de ligagdo ao elemento regulador de esterol 1; TNF-a - Fator de
necrose tumoral alfa; Ul - Nivel de ingestao superior toleravel.

Sem aprovacao de medicamentos especificos para DHGM, varios medicamentos usados
para DM2, hipertensao, obesidade e dislipidemias sao reaproveitados devido a intersecao das
vias metabolicas relacionadas com acimulo de lipidios no tecido hepatico. Faz-se necessario o
desenvolvimento de terapias especificas para DHGM de modo que seja possivel ter efeitos
benéficos a longo prazo. Acredita-se que as terapias em desenvolvimento possam contemplar

essa questao.

Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma (PPARs): Fung¢do e Mecanismo

de acao

Os PPARs sdo membros da superfamilia de receptores nucleares (RNs) cujas fungdes
fisiologicas estdo ligadas ao metabolismo, homeostase energética, desenvolvimento celular,
diferenciagdo e biogénese peroxissomal (122). Os RNs atuam diretamente no processo de
transcricdo de genes. A transcricdo ¢ uma etapa regulatdria que pode gerar a indugdo ou a
inibicdo da expressdo de determinado gene, a depender de respostas extracelulares. A maioria
dos eventos regulatdrios de produgao de proteinas ocorre na iniciagdo da transcrigdo, com 1Sso
os RNs atuam diretamente na regulacdo de inimeros processos bioldgicos como reproducao,
desenvolvimento e metabolismo geral (123).

Os PPARs sdo considerados sensores metabolicos, sensibilizados por carboidratos e
lipidios. Sdo capazes de induzir a expressdao génica de modo a promover agdes adaptativas
relacionadas a homeostase lipidica e energética, atuando preferencialmente na oxidacdo de AG,
diferenciac¢do de adipdcitos 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 inflamatorios (81,124).

Os PPARs sdo fatores de transcricdo dependentes de ligacdo que regulam a expressao
génica ligando-se especificamente a elementos responsivos ao PPAR (PPREs). Cada receptor
heterodimeriza com o receptor retindide X (RXR, onde X pode ser a, p/d ou y) e se liga ao seu
respectivo PPRE, formando uma estrutura que reconhecera sequéncias especificas de DNA

(AGGTCA) para a transcricdo de seus genes alvo. Este mecanismo de a¢do do PPAR ¢
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conhecido como transativagdo. Além disso, os PPARs podem regular a expressdo genética
independentemente da ligacdo aos PPREs, através do mecanismo de transrepressao (Figura 8).
Existe uma interferéncia entre os PPARs e outros fatores de transcri¢gdo que regulam a sua
expressao genética, ¢ a maioria dos efeitos anti-inflamatorios dos PPARs decorrem deste
mecanismo (125).

Os PPARs estdo localizados no citoplasma na auséncia de ligante ou no ntcleo, onde
formam heterodimeros obrigatorios com RXR ligado ao DNA. Quando ha presenca de um
ligante para PPAR, ocorre uma mudanca de conformacgao no receptor, que causa a remog¢ao de
proteinas e recrutamento de coativadores que promovem a expressdo génica. Devido aos seus
papéis reguladores metabolicos cruciais, muitos agonistas dos PPARs foram sintetizados para
o tratamento de doengas metabdlicas, especialmente dislipidemia e DM2. Ademais, os PPARs
também tém implica¢des profundas em outras facetas da SM, como complicacdes diabéticas,
DHGM, bem como distirbios ndo metabodlicos, incluindo doengas neurodegenerativas, cancer

e doengas inflamatorias (14,123,126,127).

Figura 8 — Mecanismos de acdo dos PPARs
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Legenda: Os PPARSs sdo fatores de transcrigdo que apos ativados por seus ligantes, regulam a expressdo génica de
duas formas: A — A conformagdo PPAR-RXR se ligam ao chamado PPRE formando uma estrutura que
desencadeard a transcri¢do de genes alvos especificos. Isto € a transativacdo. B — O PPAR também pode
regular a expressdo de genes independente de PPRE, configurando na transrepressdo. A maioria dos
efeitos anti-inflamatérios dos PPARs s@o provenientes deste mecanismo.

Abreviagdes: PPAR - Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma; PPRE - Elementos responsivos ao
PPAR; RXR - Receptor retindide X.

Fonte: A autora, 2024.
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PPARs: Estrutura dos PPARs

Através da técnica de cristalografia de raios X, modelagem molecular e técnicas de
mapeamento de solvente a estrutura de ligacao dos PPARSs foi estudada (Figura 9). A estrutura

possui quatro dominios caracterizados abaixo:

I.  Regido N-terminal (Dominio A/B), abriga uma regido de funcdo de ativacao
independente de ligante-1 (AF-1), ou seja, funciona independente da presenca de um
ligante;

II.  Dominio central de ligagdo ao DNA (Dominio C), regido de reconhecimento ao PPRE;
III.  Regido de dobradica flexivel (Dominio D), regido de ancoragem dos cofatores;
IV.  Dominio de liga¢do ao ligante C-Terminal (LBD, do inglés “Ligand Binding Domain”,

Dominio E), possui sitio de ligacdo de agonistas ou antagonistas e apresenta AF-2 (128).

O LBD delineia uma bolsa hidrofobica em forma de Y na regido (a bolsa de ligagdo ao
ligante), sendo que nos PPARs essa bolsa possui um tamanho maior do que nos demais
receptores, tornando-se uma caracteristica especifica dos PPARs. Além disso, a bolsa de ligacao
ao ligante possui distingdes entre os isdtopos, podendo ser essa caracteristica a responsavel
pelas especificidades de ligacao de cada um. A bolsa de ligacdo ao PPAR do tipo beta/delta
(PPARP/3) € menor do que as das demais isoformas, possivelmente indicando que o tamanho
da bolsa se torna uma especificidade aos ligantes dessa isoforma. Ja a bolsa do PPARa possui
caracteristicas mais lipofilicas, sendo essa caracteristica que distingue seus ligantes aos da

isoforma PPARYy (129).
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Figura 9 — Estrutura dos PPARs através de cristalografia de raios X, modelagem molecular e

técnicas de mapeamento de solventes

PPARB PPARy

Legenda: A regido N-terminal esta colorida de azul e em vermelho a regido LBD C-terminal. Foi revelado a partir
da estrutura dos PPARs que o N-terminal contém DNA regido de ligagao e C-terminal continha area de
ligagdo do ligante.

Fonte: Mirza et al., 2019 (129).

PPARs: Isoformas e importancias fisiologicas

O primeiro PPAR, mais tarde definido como PPARa, foi identificado em 1990
(130). Posteriormente, dois outros PPARs, PPARB/6 e PPARY, foram identificados (131,132).

O PPARa ¢ amplamente expresso em tecidos com altas taxas de oxidagdo dos AG, como
coragdo, figado e musculo esquelético. A expressao de PPARa também € significativa no TA
marrom, adrenal e renal, bem como em vdrios tipos de células inflamatdrias/imunes, como
monocitos/macréfagos (133). PPARa influencia na expressao de diversos genes envolvidos no
metabolismo lipidico, especialmente os voltados para oxidacdo de AG, além de controlar a
expressao de genes envolvidos na desnaturacdao dos AG, sintese e quebra de TAG. Sua fungao
metabolica esta diretamente relacionada a sua localizacdo. Sabe-se que a ativacdo de PPARa
leva ao aumento do seu gene alvo jusante, CPT Ia, durante a regulacdo positiva da -oxidagao.
Dessa maneira, a relacdo PPARa-CPT Ia ¢ extremamente importante para a fun¢ao metabdlica
desse receptor (134).

O PPARYy ¢ um receptor abundantemente expresso no TA, onde desempenha um papel
central na adipogénese, além de suas fungdes na melhora a sensibilidade a insulina, lipogénese,
armazenamento lipidico e metabolismo da glicose. Existem duas isoformas de PPARy, PPARy1
e PPARYy2, em camundongos, enquanto em humanos e macacos, além de PPARy1 e PPARYy2,

também ¢ expresso a isoforma PPARy4 (135). A isoforma PPARY2 ¢ a mais estudada, pois ela
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¢ mais expressa no TA branco e marrom em condi¢des de homeostase metabdlica. Ja em
resposta ao balango energético positivo, sua expressao ¢ induzida ectopicamente no figado e
musculo esquelético. As demais isoformas sdo expressas nos tecidos adiposos, vasculatura e
macrofagos (135,136).

O PPARYy ¢ o regulador chave da adipogénese, processo pelo qual os pré-adipocitos se
diferenciam em adipodcitos maduros, assumindo caracteristicas morfoldgicas e funcionais
maduras. Apos esse processo, os adipdcitos cessam o crescimento e iniciam a fungdo de
acumulo energético, mecanismo considerado protetor dos demais tecidos periféricos contra a
sobrecarga energética (135,137). Além disso, o PPARy regula a secrecdo de adipocinas
(adiponectina e leptina) que sdo mediadoras da acdo de insulina nas células dos tecidos
periféricos. Em detrimento a isso, a ativacdo do PPARy também ¢ fortemente associada a
sensibilizacdo de insulina, melhorando a acdo metabodlica da insulina e a hiperglicemia em
pacientes com DM?2 (136,138,139).

O PPARP/d ¢ expresso em todas as células de camundongos (140), ratos (141) e
humanos (142). Em camundongos, a expressdo mais alta ¢ detectada no trato digestorio,
incluindo intestino delgado e célon, niveis altos a moderados na pele, TA marrom, figado, rim,
pulmao e vasculatura, e niveis baixos no coragdo, musculo esquelético, cérebro, timo e demais
tecidos (135). A ativacdo do PPARP/d ja demonstrou melhora nos distirbios metabdlicos
através do aumento na -oxidacao e de melhora na tolerancia a glicose (143). O PPARP/6 estava
sendo considerado promissor no tratamento dos disturbios metabolicos, por demonstrar
regulagdo na transcri¢do de genes envolvidos no transporte, oxidacdo e termogénese de AG do
TA marrom ou branco (144), além da regulacdo da glicose hepatica (81). Apesar disso, estudos
com ativagdo do PPARP/d foram descontinuados em animais, devido a promocao da
carcinogénese através de mecanismos inflamatorios cronicos no desenvolvimento de cancer
colorretal e gastrico (145,146). Devido a isso, daqui em diante, essa revisdo sera voltada apenas

a estudo com as isoformas PPARa e .

PPARs: Agonistas PPARs-a/y - Mecanismo de agdo de um agonista

Um agonista ¢ uma molécula que se liga a um receptor e o estabiliza numa determinada
conformag¢do. Quando ligado a um agonista, o receptor tem mais tendéncia a encontrar-se na
sua conformacdo ativa do que na sua conformacdo inativa. Dependendo do receptor, os
agonistas podem ser farmacos ou ligantes enddgenos (Figura 10). Dentro dos principios da
farmacologia, para ocorrer a ligacdo do agonista e ativagdo do receptor, fatores como a

concentracdo do farmaco, receptores livres e conformagao ativa do receptor sdo importantes
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para entender a eficdcia. Na maioria dos casos, a ativacao do receptor € proporcional a ligagao
do seu agonista. Esses fatores sdo estudados dentro da farmacocinética para compreender a
relacdo entre a poténcia e a eficicia de um agonista (147). Neste trabalho, os desfechos

farmacocinéticos nao serao explorados.

Figura 10 — Estrutura de ligagao entre agonista e receptor PPAR
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Legenda: Ilustracao esquematica da ligacdo do receptor com seu agonista. Quando nao ligado a um agonista ou
antagonista, o receptor ¢ considerado inativo ndo-ligado. Quando ligado ao seu agonista, se torna ativo
e abre o canal i0nico transmembrana.
Fonte: Adaptado de Golan, 2014 (147).
E comum encontrar na literatura agonistas parciais ¢ totais dentre os agonistas PPARs.
Um agonista parcial ¢ uma molécula que se liga a um receptor em seu sitio ativo, mas que s
produz uma resposta parcial, mesmo quando todos os receptores estdo ocupados (ligados) pelo
agonista, diferente do agonista total que produz resposta integral ao ligar-se ao seu receptor.

Com andlises da curva de dose-resposta € possivel perceber a diferenca de efeitos maximos

entre os agonistas parciais e totais (147).

PPARs: Agonistas PPARs-a/y - Naturais

A familia de PPARSs possui a capacidade de seus receptores agregarem diferentes tipos
de ligantes no seu sitio de ligagdo, além dos agonistas sintéticos, algumas plantas e fontes
alimentares també&m sao capazes de se ligarem ao sitio de ligagdo dessa familia de receptores.
Um estudo in vitro demonstrou que as catequinas presentes no chd verde atuam de forma
dependente a ativacdo do PPARa no alivio da esteatose hepatica (148). A modulacao da
ativacdo do PPARa na melhora do perfil metabodlico e na redugdo da pressdo arterial foi

demonstrada através do efeito da combinagdo do café verde e do extrato de cha verde (149) em
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ratos no modelo de SM. O extrato etandlico de gengibre preto mostrou capacidade de ligar-se
ao ligante do PPARY, refletindo em efeitos moduladores na RI, porém sem alterar os valores da
adiponectina plasmatica (150).

Os AG e seus derivados podem se ligar ao PPARa e PPARy e quanto maior a
insaturacdo, maior a afinidade por esses RNs. O estudo de Manio et al. demonstrou que o tipo
de gordura da dieta influencia na ativagdo dos PPARs (151). O consumo de 6leo de coco por
camundongos promoveu reducao da -oxidagao hepatica, aumento de LPS plasmaético e baixa
sensibilidade insulinica. O consumo desse AG saturado tem efeitos na reducao da ativagao do
PPARa e ndo sdo encontradas associagdes atuais com PPARY. Por outro lado, o consumo de
acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) ativam a expressdo de PPARa hepatico, resultando no
aumento da B-oxidagdo e mitigagcdo da esteatose hepatica, além da reducdo de LPS e melhora
na sensibilidade a insulina (152).

Um estudo in vitro que usou o acido oleico, presente no azeite de oliva, resultou na
melhora da produgdo de insulina, além de efeito inibitorio do TNF-o e aumento na translocagao
de PPARY para o nucleo (153). Ratas alimentadas com alto teor de azeite de oliva extra-virgem
foram associadas ao aumento na expressdo de PPARa hepatico, redu¢do significativa de TNFa
na mucosa do colon e diminui¢do nos niveis de colesterol total (154).

A ativagdo de PPARYy por PUFAs n-3 ¢ ainda considerada controversa. O estudo de Luo
et al. demonstrou que o acido docosahexaendico (DHA), um dos principais PUFAs n-3, foi
associado a polarizagdo de macrdofagos para o fendtipo anti-inflamatdrio M2 através da via de
sinalizagdo PPARy e NF-kBp65 (155). Por outro lado, a suplementagdo de ratas lactantes com
o do ¢6leo de linhaga, que ¢ rico em alfa-linolénico que pode ser convertido em &cido
eicosapentaenoico (EPA) e DHA, resultou em RI e reducdo da expressdo de Ppar-gama na sua
prole adulta (156).

Todavia, at¢é o momento, a maioria dos agonistas naturais identificados em fontes
alimentares sdo considerados agonistas fracos. Os efeitos dos seus metabdlitos merecem mais

investigacao para melhor estimulo do seu potencial terapéutico (157).

PPARs: Agonistas PPARs-0/y - Sintéticos

Devido aos seus papéis reguladores metabolicos cruciais e excelente capacidade de
medicagdo, muitos agonistas do PPAR foram sintetizados para o tratamento de doencas
metabolicas. O sucesso clinico dos fibratos, com atividade hipolipemiante dos agonistas PPAR-

a, € 0 uso dos tiazolidinedionas (TZDs), com atividade hipoglicemiante dos agonistas PPAR-



40

Y, impulsionaram as industrias farmacéuticas e o meio cientifico a criacdo de novos agonistas
PPARs para a terapéutica de alteragcdes metabolicas proveniente do excesso de consumo
energético.

Agonistas do PPAR-a como os fibratos (genfibrozila, clorfibrato, fenofibrato) sao
usados na pratica clinica mundialmente para tratar rotineiramente hiperlipidemia devido a sua
capacidade de diminuir as concentragdes plasmaticas de TAG e aumentar as de HDL através
da inducao de Apo-Al, Apo-All e Apo-AV(135). A classe dos fibratos também desempenham
um papel regulador nas fungdes metabodlicas do figado, do musculo esquelético e cardiaco,
todos estes efeitos terapéuticos podem advir das suas propriedades anti-inflamatérias. Em
adipocitos 3T3-L1, o fenofibrato regulou positivamente a SIRT1 e negativamente a expressao
de marcadores inflamatorios, IL-6 ¢ TNF-a (158). A ativagdo dos PPARa com o uso dos
fibratos regula positivamente a expressao de genes Cptla e Cptll, além de restaurar os niveis
séricos de ALT e TNF-a no figado (159). Mais recentemente, modulou a MI e restaurou a
permeabilidade intestinal em camundongos alimentados com dieta rica em lipidios ou frutose
(58-60).

Apenas 2-15% da populacdo tratada com fibratos relatam efeitos indesejaveis durante o
tratamento, levando a necessidade de interrup¢ao do uso (160). Casos de rabdomiodlise tém sido
descritos com o uso da associagdo de estatinas com genfibrozila. Sendo assim, ndo ¢
recomendada essa associagdo. O uso continuo dos fibratos tem associagdo com o aumento da
creatinina sérica, o que o torna limitante para pacientes com doenca renal cronica. Sua
administragdo a longo prazo induz carcinogénese hepatica em roedores, apesar desse fendmeno
nao ser visto em humanos, diretrizes atuais recomendam testes iniciais de fun¢do hepatica antes
e depois de 8-12 semanas de administrag@o dos fibratos (161).

O uso dos TZDs ¢ associado a caracteristicas promissoras antivirais (162),
anticancerigenas (163) e anti-inflamatdrias (164), além de melhora cardiovascular com alivio
da tensdo endotelial (165). Entretanto, ¢ a atividade antidiabética das TZDs que possui destaque
farmacologico, com aumento da sensibilidade a insulina e diminuicdo das concentracdes
plasmaticas de insulina e TAG circulantes (129) a partir da ativagdo do PPARY. Dessa forma,
como ja descrito anteriormente, a a¢do de sensibilizante a insulina das TZDs ocorre pelo fato
do Ppar-gama ser o gene crucial da adipogénese e, consequentemente, o predominio de
adipocitos pequenos melhoram sinalizacdo dos receptores de insulina (166).

Tal efeito foi descoberto no inicio da década de 80 (167) e, desde entdo, diversos
farmacos foram desenvolvidos: troglitazona, rosiglitazona, pioglitazona e balaglitazona. A
troglitazona foi o primeiro a ser descoberto e, em 1997, recebeu aprovagao pela FDA para

tratamento da DM2, entretanto poucos anos depois teve sua desaprovacao e retirada imediata
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do mercado por associacdo fatal ao desenvolvimento de hepatotoxicidade idiossincratica rara.
Em seguida, os dois TZDs que ganharam forg¢a na clinica e na pesquisa foram a rosiglitazona e
a pioglitazona, ambas apresentaram seguranca hepatica e receberam liberacao pelo FDA.
Dentre eles, a rosiglitazona foi a que mais se destacou com altas demandas de vendas no ramo
farmacéutico, embora em 2001 surgiram os primeiros relatos de sua possivel associacdo ao
quadro de insuficiéncia cardiaca devido a retengdo hidrica. Em 2007, através de uma meta-
analise, 1sso foi comprovado, e entdo seu uso foi suspenso na Europa, e os EUA criou diversas
restri¢des para sua indicacao (168). Enquanto isso, a pioglitazona ndo apresentou relatos de
risco cardiovasculares, pelo contrario, os efeitos cardioprotetores das TZDs devem-se a ela
(166).

Diretrizes atuais da Associacdo Americana de Endocrinologia Clinica recomendam o
uso da pioglitazona em pacientes com DM2 e DHGM como primeira linha de recomendacgao,
sendo esta associagdo de tratamento enquadrada em ‘forte nivel de evidéncia cientifica’(169).
Do mesmo modo, a Diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes recomenda a pioglitazona
como primeira escolha no tratamento da DHGM em pessoas com DM2 com grau de esteatose,
esteatohepatite e/ou fibrose (170).

No entanto, ¢ importante salientar, os efeitos adversos das TZDs incluem retencao de
sodio e edema periférico, ganho de peso, insuficiéncia cardiaca (exceto pioglitazona), fraturas
e diminui¢do da glicostria. Em 2019, pacientes com DM2 do Hospital das Clinicas/USP
receberam o tratamento de pioglitazona 30mg/dia durante 24 semanas para melhoria dos
desfechos metabolicos. Este tratamento levou a um aumento de 3% na massa corporal, além de
nao promover alteragdes glicémicas, do TA marrom e hipotalamo (171).

O uso de baixa dosagem da pioglitazona comegou a ser considerado uma saida
terapéutica para redugdo dos efeitos adversos desse tratamento. Ratos administrados com
pioglitazona (3mg/kg) por 4 semanas melhoraram o perfil metabdlico lipidico e a resposta a
insulina, além de redu¢do de marcadores inflamatérios hepaticos, sem impacto na massa
corporal (172). A terapia com doses baixas de pioglitazona pode mostrar o mesmo grau de
efeitos nas melhorias no metabolismo da glicose e dos lipidios, figado gorduroso, RI e
adiponectina que a terapia com pioglitazona em doses mais altas (173). Contudo, ainda se faz
necessario mais estudos que analise o impacto metabolico da pioglitazona em dose baixa.

A presenca de efeitos indesejaveis nessas agonistas isolados impulsionou o
desenvolvimento de agonistas duplo PPARs. Inicialmente, cientistas e a industria farmacéutica
acreditavam que o desenvolvimento de agonistas duplos iria permanecer com os efeitos
metabolicos de ambas as monoterapias € minimizariam os efeitos adversos. A classe de

agonistas duplos PPAR-o/y ¢ denominada “Glitazares”, muitos deles evoluiram para fase de
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ensaios clinicos de fase tardia, como o muraglitazar, tesaglitazar e aleglitazar. Esses
medicamentos foram desenvolvidos para serem uma opg¢ao de tratamento para pacientes com
hiperglicemia e hiperlipidemia. Todavia, tiveram ensaios clinicos suspensos devido aos efeitos
adversos encontrados, como: insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal, ganho de peso e edema
(122).

Na maioria dos casos, os efeitos adversos atribuidos aos agonistas duplos se devem a
maior poténcia de ativagao do receptor PPARY, o que leva a sua ativagao suprafisioloégica em
alguns tecidos e 6rgaos. Diante disso, novos agonistas duplos com ativagao parcial do PPARYy
vém sendo desenvolvidos, de modo que previna as complicagdes encontradas na ativagao total
desse agonista.

O saroglitazar, um agonista duplo do PPAR-0/y com atividade predominante do PPAR-
0, tém uma perspectiva otimista na dislipidemia diabética. E o primeiro glitazar aprovado no
mercado, por enquanto somente na india, para o tratamento da DM2 e hiperlipidemia (122).
Além disso, ensaios clinicos de fase inicial com saroglitazar em pacientes com DHGM
demonstraram eficicia na melhoria da esteatose hepética e de desfechos histoldgicos
relacionados (174), além de impacto benéfico nos lipidios e lipoproteinas séricas nesses
pacientes (175). In vitro, o saroglitazar apresentou melhores efeitos na regressdo da NASH que
o agonista PPAR-a (fenofibrato) e o agonista PPAR-y (pioglitazona) isolados (176). Até o
momento, ndo foram relatados efeitos adversos importantes no seu uso. Entretanto, futuros
ensaios com este medicamento a respeito da seguranga a longo prazo ainda sdo necessarios.

Diante desse cenario, o desenvolvimento de agonistas duplos PPARs ¢ considerado um
caminho promissor por ativarem simultaneamente duas isoformas que atuam no metabolismo
corporal de forma ampla, além da vantagem de ativar parcialmente um ou os dois de modo que
ocorra a reducdo dos efeitos adversos em comparacao com sua ativacao total ou isoladas. Nesse
contexto, este tratamento pode ser favoravel para a DHGM, por ser um espectro de doenga com
multiplos gatilhos metabolicos e até 0 momento ndo se tem um tratamento especifico que atue

diretamente no contexto global de sua fisiopatologia.
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1. OBJETIVO

1.1 Geral

Avaliar os efeitos da ativacdo do PPAR-alfa e -gama (isolados ou em associa¢ao) sobre

0 eixo intestino-figado, com énfase na integridade da barreira intestinal e na esteatose hepatica

em camundongos alimentados com excesso de gordura saturada na dieta.

1.2 Especificos

Avaliar os efeitos do agonista PPAR-alfa e/ou PPAR-gama, em camundongos

alimentados com dieta hiperlipidica, sobre os seguintes parametros:

g)
h)

)
k)

D

Massa corporal e comportamento alimentar;

Tolerancia oral a glicose e niveis plasmaticos de insulina, LPS e adiponectina;
Distribuicao dos principais filos da microbiota intestinal;

Expressdo génica da familia de proteinas das jun¢des oclusivas;
Remodelamento estrutural intestinal com histologia e estereologia das células
caliciformes;

Imunomarcagdo de fator relacionado a integridade da barreira intestinal;
Expressao génica da principal proteina do muco (mucina-2);

Expressdo génica de fatores relacionados a cascata de endotoxemia no figado;
Expressao génica de fatores relacionados a beta-oxidagado e lipogénese hepatica;
Niveis hepaticos de triacilglicerol e colesterol;

Remodelamento estrutural hepatico com histologia e estereologia da esteatose
hepatica;

Imunomarcagdo de fator relacionado a esteatose hepatica;
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e dieta

Cinquenta camundongos C57BL/6J machos adultos foram alojados em grupo (n= 5 por
gaiola) e mantidos sob condi¢des controladas (temperatura: 21 + 2 °C e umidade: 60 = 10%),
com agua e¢ comida ad libitum em prateleiras ventiladas com microisoladores para
camundongos (NexGen mouse 500, Allentown, PA, Estados Unidos). O ambiente contou com
periodo claro-escuro de 12/12 horas e ciclos de renovagdo de ar (15 min/h). Os procedimentos
seguiram as recomendacdes do Guia do Instituto Nacional de Satde para o Cuidado e Uso de
Animais de Laboratdrio (publicagao NIH n°® 85-23, revisado em 1996) e foram aprovados pelo

nosso Comité de Etica local (Instituto de Biologia, nimero 020/2022).

2.2 Protocolo experimental

Cinquenta camundongos C57BL/6J machos (3 meses de idade) provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Minas Gerais compuseram aleatoriamente dois grupos
nutricionalmente diferentes: (1) Grupo controle (C) — alimentados com dieta controle (14% de
energia como proteina, 10% como gordura e 76% como carboidratos; energia total 15 KJ/g, n
= 10); e (2) Grupo hiperlipidico (HF) — alimentado com dieta rica em gordura saturada (14%
de energia como proteina, 50% como gordura e 36% como carboidratos; energia total 21 KJ/g,
n = 40) por dez semanas. Em seguida, o grupo HF foi dividido em quatro grupos para iniciar
um tratamento de quatro semanas com agonistas PPARs, totalizando 14 semanas de

experimento com os seguintes grupos:

A. C (n=10): Dieta controle durante todo o experimento;

B. HF (n=10): Dieta hiperlipidica durante todo o experimento;

C. HF-a (n=10): Dieta HF + tratamento com WY-14643 (agonista do PPAR-a, Sigma/Merck)
na dose de 3,5 mg/kg de massa corporal;

D. HF-y (n=10): Dieta HF + tratamento com Pioglitazona (agonista do PPAR-y, Sigma
Aldrich) na dose de 4,5 mg/kg de massa corporal;

E. HF-ay (n=10): Dieta HF + tratamento com combina¢do de agonista do PPAR-alfa e

Pioglitazona (nas mesmas doses utilizadas nos grupos que receberam monoterapia).
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Os agonistas PPARs foram misturados nas dietas produzidas pela Prag Solucdes (Jau-
SP, Brasil). A dosagem consumida considerou a ingestdo alimentar média diaria de cada animal.
A dose de WY-14643 seguiu um estudo anterior do nosso grupo (124), enquanto a dose de
pioglitazona foi inferior ao habitual na literatura para possivelmente descartar os efeitos
indesejados observados anteriormente, conforme relatado em outro estudo (172).

Os conteudos vitaminicos e minerais de ambas as dietas foram idénticos e seguiram as
recomendacdes do Instituto Americano de Nutrigdo para a fase de manutengdao (AIN-93M)
(177). Cinco animais foram utilizados para andlises moleculares, enquanto a outra metade foi

submetida a avaliagdes microscopicas.

Tabela 2 - Composicao e contetido de energia das dietas experimentais

Ingredientes (g/Kg) Dietas experimentais

C HF
Caseina 140,0 175,0
Amido de milho 620,69 347.7
Sacarose 100,0 100,0
Oleo de soja 40,0 40,0
Banha 0,0 238,0
Fibra alimentar 50,0 50,0
Mistura de Vitaminas 10,0 10,0
Mistura de Minerais 35,0 35,0
Cisteina 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5
Antioxidante 0,008 0,008
Total (g) 1.000 1.000
Energia (Kcal/Kg) 3810 5000
Hidrato de carbono (%) 76 36
Proteina (%) 14 14
Lipidio (%) 10 50

Abreviagdes: C — Dieta controle; g — Grama; HF — Dieta do grupo hiperlipidico; Kcal —
quilocaloria; Kg — kilograma;
Fonte: Instituto Americano de Nutrigdo (177)

2.3 Ingestao alimentar, ingestao energética e massa corporal

Durante todo o periodo experimental, a massa corporal (MC) dos animais foi mensurada
semanalmente em balanga de precisdo 0,01 g (BL-3200H). A ingestdo alimentar foi obtida
diariamente durante todo o protocolo experimental, através da subtracdo entre as quantidades
de racdo ofertada e ragdo ndo consumida ap6s 24 horas (em gramas). A ingestao energética foi

realizada através da ingestdo em gramatura multiplicada pela energia expressa em quilocalorias
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da respectiva dieta, o valor obtido em quilocalorias ¢ convertido para quilojoules, medida

universal.

2.4 Teste Oral de tolerancia a glicose

Na 13* semana, os animais foram submetidos ao Teste Oral de tolerancia a glicose
(TOTG). Utilizando um glicosimetro manual (Accu-Chek, Roche, Sao Paulo, SP, Brasil), foram
colhidas amostras de sangue da veia caudal em jejum de 6 horas (tempo 0) e apos 15, 30, 60 ¢
120 minutos da gavagem orogastrica de solucdo glicosada (2g/kg MC). A area sob a curva
(ASC) foi calculada através do software GraphPad Prism (versao 9.3.0 para Windows,

GraphPad Software, La Jolla, CA, Estados Unidos).

2.5 Eutanasia e extracao de tecido

Na ultima semana de tratamento, camundongos em jejum de 6 horas foram submetidos
a anestesia (cetamina intraperitoneal 240 mg/kg e xilazina 15 mg/kg) e pungdo cardiaca para
coleta de amostras de sangue heparinizado. O figado e o intestino grosso foram dissecados e os
fragmentos foram coletados aleatoriamente. Alguns fragmentos foram fixados (tampao
formaldeido fosfato 4% p/v 0,1 M, pH 7,2, por 48 h em temperatura ambiente), embebidos em
Paraplast plus (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA), e os blocos foram seccionados em 5
pum de espessura para andlises microscopicas (n=5/grupo). As demais amostras foram

congeladas a -80°C para analises moleculares (n = 5/grupo).

2.6 Analise bioquimica

O plasma foi separado por centrifugacdo (712 xg durante 15 min). Ensaios ELISA foram
realizados para medir a insulina plasmadtica (kit ELISA de insulina de rato/camundongo Cat
#EZRMI-13K, Millipore, Missouri, EUA), adiponectina (kit ELISA de adiponectina de mouse
Cat #EZMADP-60K, Millipore, Missouri, EUA) e LPS (multi -espécies LPS ELISA Kit Cat.
#SEB526Ge-96T, Cloud-Clone Corp., Katy, EUA). A glicemia de jejum foi medida por meio
de glicosimetro apds jejum de 6 horas (Accu Chek Performa, Roche, SP, Brasil). O Indice de
Resisténcia a Insulina em Jejum (FIRI) abordou a RI da seguinte forma: insulina em jejum
(mU/L) x glicemia em jejum (mmol/L) / 25(178). As concentragdes de TAG e colesterol

hepaticos foram avaliadas por espectrofotometria seguindo protocolo prévio (179).



47

2.7 Histologia e Estereologia

Fotomicrografias de laminas de figado, coradas com hematoxilina e eosina, ou laminas
de ceco, coradas com Alcian Blue (Sigma Chemical Company-pH 2,5) mais acido periddico de
Schiff (PAS, intestino-Sigma Chemical Company), foram analisadas de forma cega com

STEPanizer (www.stepanizer.com):

- Estereologia hepatica: Foram analisados cinco animais por grupo ¢ dez imagens por
animal. A densidade de volume de esteatose hepatica [Vv (figado)] foi estimada pela
técnica de contagem de pontos utilizando um sistema de teste de 36 pontos, através do
calculo: Vv [est, figado] = Pp [est, figado] / PT (Pp ¢ o numero de pontos que atingem
as inclusoes lipidicas, PT ¢ o total de pontos de teste) (179).

- Estereologia intestinal: O ntimero de células caliciformes por area [Qa] foi estimado
usando STEPanizer, onde o numero total de células caliciformes foi contado (a excegdo
das que tocavam a linha proibida) e dividido pela 4rea teste total (em pm?), através do
calculo: Qa [cél.caliciformes] = niimero de células caliciformes na area teste / area teste

total (um?) (58).

2.8 Amplifica¢do 16S rDNA PCR

As fezes encontradas no ceco do camundongo foram usadas para extrair DNA
microbiano usando o QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Diisseldorf, Alemanha) de
acordo com as instrugdes do fabricante. A quantidade, pureza e concentracdo do DNA foram
determinadas usando Qubit (Life Technologies, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos) e
eletroforese horizontal (gel de agarose a 1%). Os ensaios de transcri¢do reversa seguida de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) avaliaram a quantificacao relativa
dos filos Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria na microbiota fecal do
intestino de camundongos, detectando genes 16S rRNA. Para quantificagdo relativa, as
abundancias de diferentes filos foram normalizadas pelo método AACt para a quantidade

bacteriana total nas amostras (180). Os indicadores utilizados estdo descritos na Tabela 3.


http://www.stepanizer.com/
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Tabela 3 - Iniciadores do filo ou classe de microrganismos da microbiota intestinal

Filo ou Classe 5°-3° 3°-5
Actinobacteria 5'-TACGGCCGCAAGGCTA-3’ 5'-TCRTCCCCACCTTCCTCCG-3'
Bacteroidetes 5'-CRAACAGGATTAGATACCCT-3’ 5'-GGTAAGGTTCCTCGCGTAT-3’
Class-y- , , , ,

. 5'-TCGTCAGCTCGTGTYGTGA-3 5'-CGTAAGGGCCATGATG-3
proteobacteria

Eubacteria (all

. 5'-ACTCCTACGGGAGGCAGAGT-3' 5'-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3'
bacteria)

Firmicutes 5'-TGAAACTYAAAGGAATTGACG-3' 5'-ACCATGCACCACCTGTC-3'

2.9 RT-qPCR

A extragdo de RNA total compreendeu a utilizagdo do reagente Trizol (Invitrogen, CA,
Estados Unidos) em 30 mg de figado e 70 mg de intestino grosso. Posteriormente, 200 puL de
cloroformio foram adicionados, seguido de centrifugacao (1200 g por 10 min a 4 °C), e a por¢ao
de extrato de RNA foi reservada. A esta por¢ao foi adicionado 500 puL 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 pL de agua deionizada (MilliQ). As amostras foram submetidas a banho seco (50°C por 5
min) e quantificadas em equipamento Nanovue (GE Life Sciences). Para transcri¢do 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). O qPCR foi realizado
utilizando um reciclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados Unidos) e SYBR Green mix
(Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). Os genes constitutivos foram Beta-actina para o
figado e Gapdh para amostras de intestino. As sequéncias iniciadoras utilizadas sdo mostradas
na Tabela 4 (figado) e Tabela 5 (intestino). Todos os simbolos relacionados aos genes estdo em

italico (a primeira letra estd em maitscula) (181).



Tabela 4 - Sequéncias de primers RT-qPCR — Figado

Primers 5-3 3’-5’

Beta-actin TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
Lbp GGTGGCTGCTGAATCTCTTC TCTGCTGTGACTGGCAGAGT
Cdi4 TGAATCCCACTCGGAGAAGT GCAAAGCCAGAGTTCCTGAC
Tir4 GCCGGAAGGTTATTGTGGTA GAAACTGCCATGTTTGAGCA
1l-18 GCCATGTCAGAAGACTCTTGCGTC GTACAGTGAAGTCGGCCAAAGTTGTC
Nipr3 ATGCTGCTTCGACATCTCCT GTTTCTGGAGGTTGCAGAGC
Ppar-gamma ACGATCTGCCTGAGGTCTGT CATCGAGGACATCCAAGACA
Srebp-1c AGCAGCCCCTAGAACAAACA TCTGCCTTGATGAAGTGTGG
Ppar-alpha AATGCAATTCGCTTTGGAAG GGCCTTGACCTTGTTCATGT
Cptla GCAGAGCACGGCAAAATGA GGCTTTCGACCCGAGAAGAC
Sirt 1 GGTATCTATGCTCGCCTTGC ACACAGAGACGGCTGGAACT
Fgf21 CTGGGGGTCTACCAAGCATA TGTTCCATCCTCCCTGATCT

Abreviagdes: Cdl4 - Receptor padrdo de reconhecimento de moléculas 14; Cptla - Carnitina palmitoiltransferase
la; Fgf21 - Fator de Crescimento de Fibroblastos 21; /I-18 — Interleucina-18; Lbp — Proteina de
ligagdo ao LPS; Nirp3 — Inflamossoma; Sirt!/ — Sirtuina; SREBP-1c - fator de transcrig@o de ligagdo
ao elemento regulador de esterol 1; 7/r4 - receptor do tipo Toll 4.

Tabela 5 - Sequéncias de primers RT-qPCR — Intestino

Primers 5-3 -5’
Ppar-gamma ACGATCTGCCTGAGGTCTGT CATCGAGGACATCCAAGACA
Ppar-alpha AATGCAATTCGCTTTGGAAG GGCCTTGACCTTGTTCATGT
Gapdh CATCACTGCCACCCAGAAGACTG ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG
Claudin-12 GCCTTGCTACTCTGCCTGAT CAGACACTTGGCCAGTTTGA
Occludin CCTTCTGCTTCATCGCTTCC AGCGCTGACTATGATCACGA
Jam-a AAGTCGGGGGATCTGATCTT CACATTCAGCTCCACAGCAT
Mucin-2 GTAGTTTCCGTTGGAACAGTGAA ATGCCCACCTCCTCAAAGAC

Abreviagdes Gapdh - Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; Jam-a - Molécula De Adesdo Juncional-A.

2.10 Imunohistoquimica

As laminas de figado e ceco foram desparafinizadas e o protocolo imunohistoquimico
foi iniciado utilizando o Sistema de Detec¢ao de Polimeros Novolink Max (Leica Biosystems,
Heidelberger, Alemanha). As laminas foram submetidas a recuperag¢do antigénica (Epitope

Retrieval Solution a 60°C por 15 min), bloqueio de peroxidase enddgena e bloqueio de ligacdes
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inespecificas. Na sequéncia, foram incubadas com anticorpos contra F4/80 (figado, sc-377009,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA, diluigdo 1:100) ou Ocludina (ceco, CSB-
PA190654, Cusabio, Houston, EUA, diluigdo 1:50), por 2h em temperatura ambiente. Em
seguida, as laminas foram incubadas com Prime Powder (Leica Biosystems) por 30 minutos,
seguida de incubagdo com Novolink Polymer (Leica Biosystems) por 30 minutos. Diamino
benzidina (DAB) revelou as reagdes (3 min de incubagio para F4/80 e 7 min de incubagdo para
Ocludina, DAB Chromagen com Novolink DAB Substrate Buffer, Leica Biosystems). As

laminas foram contrastadas com hematoxilina.

2.11 Analise de dados

Durante as primeiras 10 semanas, a analise estatistica foi realizada com Teste T de
Student ¢ a correcdo de Welch. Durante a fase de tratamento, os dados foram analisados usando
ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds-teste de Dunnett T3 (182).
Em todos os casos, foi utilizado o indice de significAncia com P<0,05 (GraphPad Prism versao

9.3 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, Estados Unidos) (183).
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3. RESULTADOS

3.1 Massa corporal (MC), ingestao alimentar e ingestio energética

Os animais C e HF tinham MC semelhantes no inicio do estudo. Todos os animais
toleraram bem as dietas e tratamentos. Animais do grupo HF apresentaram excesso de peso da
2% até a 14" semana (+29% vs. C, Figura 11A), enquanto HF-a (-15% vs. HF) e HF-y (-17% vs.
HF) reduziram significativamente a MC. O HF-ay (-23% vs. HF) apresentou MC igual ao C
(Figura 11A). Embora a ingestdo alimentar nao tenha diferido entre os grupos (Figura 11B), a
ingestdo energética nos grupos alimentados com dietas hiperlipidicas superou o grupo C (Figura

11C).

Figura 11 — Evolug@o da massa corporal semanal e comportamento alimentar
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Legenda: A - Massa corporal semanal; B - Ingestdo alimentar; e C - Ingestao energética. ANOVA unidirecional
de Welch e Brown-Forsythe e teste post hoc de Dunnett T3 (média + dp, n = 5). Diferencas significativas
(P < 0,05) sdo indicadas: a#C; b#HF; c#HF-a; d#HF-y para massa corporal ¢ ***P < 0,001 para
ingestdo de energia.

Abreviagdes: C - Dieta Controle; HF - Dieta Hiperlipidica; HF-a, tratado com agonista do PPAR-a; HF-ay, tratado
com combinagdo de PPAR-ay; HF-y, tratado com agonista PPAR-y; KJ — quilojoules.

3.2 Resposta glicémica

A Figura 12A mostra a curva TOTG, onde todos os grupos tratados exibiram niveis
basais de glicemia resgatados nos momentos de avaliagdo: T30, T60 e T120, assim como o

grupo C. Por outro lado, HF ndo atingiu os niveis basais de glicose, indicando intolerancia oral
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a glicose, conforme confirmado pela ASC mais elevada para TOTG no grupo HF do que no
grupo C (+55%, Figura 12B). A hiperinsulinemia (+285% vs. C, Figura 12C) e valores
aumentados de FIRI (+378% vs. C, Figura 12D) retrataram RI no grupo HF, concordando com
reducdo da adiponectina plasmatica (-63% vs. C, Figura 12E). Os tratamentos combateram a
hiperinsulinemia plasmatica (Figura 12C) e a RI, observada através de um FIRI (Figura 12D),
com resultados dos grupos tratados inferiores ao do grupo HF. Além disso, os grupos tratados
apresentaram hiperadiponectinemia em comparacao ao grupo HF (HF-a: +96%; HF-y: +263%;
HF-ay: +205% vs. HF, Figura 12E).

Figura 12 — TOTG, ASC, FIRI e niveis plasmaticos de insulina e adiponectina
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Legenda: A - Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG); B - Area sob a curva para TOTG; C- Insulina plasmatica;
D - indice de Resisténcia & Insulina em Jejum (Firi); e E - Adiponectina plasmatica. Welch e Brown —
Forsythe one-way ANOVA e teste post hoc Dunnett T3 (média + dp, n = 5). So indicadas diferencas
significativas: **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001.

Abreviagdes: ASC — Area Sob a Curva; C - Dieta Controle; FIRI — indice de Resisténcia a Insulina em Jejum; HF
- dieta hiperlipidica; HF-a - tratado com agonista do PPAR-a; HF-ay - tratado com combinagdo de
PPAR-ay; HF-y - tratado com agonista PPAR-y; TOTG — Teste oral de tolerancia a glicose.

3.3 Distribuicio filogenética da microbiota intestinal e expressoes génicas das juncdes

oclusivas intestinais

O grupo HF mostrou propor¢des aumentadas de Firmicutes (+18% vs. C) e
Actinobacteria (+107% vs. C) juntamente com diminui¢do dos filos Bacteroidetes (-20% vs.
C) e Proteobacteria (-43% vs. C, Figura 13A). Os tratamentos melhoraram a relagdo
Firmicutes/Bacteroidetes (+48% vs. C, Figura 13A), assemelhando-se ao grupo C.

Corroborando com isso, HF apresentou genes intestinais reduzidos: Claudina-12 (-80%

vs. C, Figura 11B), Ocludina (-54% vs. C, Figura 13C) e Jam-a (-80% vs. C, Figura 13D). Por
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outro lado, os tratamentos aumentaram a expressao dos genes TJs: Claudina-12 (HF-a: +586%;
HF-y: +191%; HF-ay: +203% vs. HF, Figura 13B), Ocludina (HF-a: +282%; HF-y: +45%; HF-
ay: +396% vs. HF, Figura 13C) e Jam-a (HF-a: +307%; HF-y: +197%; HF- ay: +325% vs. HF,
Figura 13D).

O agonista do PPAR-a restaurou a expressao intestinal do Ppar-alfa no HF-a (+141%)
e aumentou sua expressao no HF-ay (+ 39%, Figura 13E). O agonista do PPAR-y aumentou o
Ppar-gama intestinal no HF-y (+596%) e HF-ay (+366%, Figura 13F). A relacdo Ppar-
alfa/gama (Figura 13G) reduziu no HF-y e HF-ay (-87% e -69% vs. HF).

Figura 13 — Microbiota intestinal e expressdo relativa de RNAm das jungdes oclusivas
intestinais
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Legenda: A- Composi¢ao da microbiota filogenética; B — Claudina-12; C — Ocludina; D — Jam-a; E — Ppar-alfa;
F —Ppar-gama; G Razao Ppar-alfa/ Ppar-gama. Welch e Brown — Forsythe one-way ANOVA e teste
post hoc Dunnett T3 (média + dp, n = 5). Sao indicadas diferencas significativas: *P < 0,05, **P <0,01;
***P < 0,001, ****P < 0,0001.

Abreviagdes: C - Dieta Controle; HF, Dieta Hiperlipidica; HF-a, tratado com agonista do PPAR-a; HF-ay, tratado

com combinac¢do de PPAR-ay; HF-y, tratado com agonista PPAR-y; Jam-a - Molécula De Adesdo
Juncional-A.

3.4 Histologia, imuno-histoquimica, estereologia e expressio génica de mucina-2

intestinal

As Figura 14A e 14C mostram diminuicdo do muco no grupo HF e reducdo do Qa
[células caliciformes] (-39% vs. C), enquanto os tratamentos elevaram a produ¢do de muco na
regido apical das criptas, comprovado pelo aumento do Qa [cé€lulas caliciformes] no HF-a

(+57%), HF-y (+108%) e HF-ay (+117% vs. HF, Figura 14C). O grupo HF apresentou
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diminui¢ao da expressdo do gene Mucina-2 intestinal (-60% vs. C), enquanto o HF-a, HF-y e
HF-ay apresentaram Mucina-2 regulada positivamente (+290% para HF-a, +231% para HF-y
e +444% para HF-ay vs. HF; Figura 14D). Em corroboracao a isso, a imunomarcagdo positiva
para ocludina nos grupos tratados assemelhou-se a imunomarcagao encontrada para o grupo C

(Figura 14B).
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Figura 14 — Fotomicrografia do intestino grosso, imuno-histoquimica para ocludina, estereologia Qa [células caliciformes] e expressao relativa de
RNAm de mucina-2 intestinal
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Legenda: A - Ceco corado com Alcian Blue e Periodic Acid-Schiff (PAS). Alcian Blue e PAS coram glicoproteinas produzidas por células caliciformes, que foram marcadamente
reduzidas pela dieta rica em gordura e resgatadas pelos tratamentos. B - Imunohistoquimica para ocludina no ceco. Setas indicam regides com imunomarcagdes concentradas.
C - Densidade numérica de células caliciformes por area; D — Expressdo relativa de mRNA de Mucina-2 intestinal. Barra de escala = 30pm. Welch e Brown — Forsythe one-
way ANOVA e teste post hoc Dunnett T3 (média + dp, n =5). S@o indicadas diferengas significativas: *P < 0,05, **P < 0,01; ***P < 0,001, ****P < 0,0001.

Abreviagdes: C - Dieta Controle; HF, Dieta Hiperlipidica; HF-q, tratado com agonista do PPAR-a; HF-ay, tratado com combinacdo de PPAR-ay; HF-y, tratado com agonista PPAR-

v; Qa — numero de células por area.
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3.5 Endotoxina plasmatica e expressio génica da cascata de endotoxemia no figado

O grupo HF apresentou LPS plasmatico aumentado (+28% vs. C, Figura 15A),
enquanto os tratamentos o atenuaram significativamente (-12% para HF-a, -16% para HF-y e
-18% para HF-ay vs. HF). A regulacdo negativa da cascata de endotoxemia nos grupos
tratados correspondeu a reducdo da expressao do gene Lbp no figado (-12% para HF-a, -16%
para HF-y e -18% para HF-ay vs. HF, Figura 15B). Os genes Cd/4 (Figura 15C), TIr4 (Figura
15D), II-18 (Figura 15E) e Nirp3 (Figura 15F) aumentaram no grupo HF (+159%, +210%,
+316% e +95% vs. C, respectivamente), enquanto os grupos tratados apresentaram pelo

menos uma diminui¢ao de 54% nas suas expressoes.

Figura 15 — Nivel plasmatico de LPS e expressdo relativa de RNAm da cascata de
endotoxemia hepatica
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Legenda: A - Concentragdes plasmaticas de lipopolissacarideos; B - Lbp; C-Cd14; D-TIr4; E-II-18; F-Nirp3.
Welch e Brown — Forsythe one-way ANOVA e teste post hoc Dunnett T3 (média + dp, n = 5). Sdo
indicadas diferengas significativas: *P < 0,05, **P < 0,01; ***P < 0,001.

Abreviagdes: C - Dieta Controle; CD14 - Receptor padrdo de reconhecimento de moléculas 14; HF, Dieta
Hiperlipidica; HF-0, tratado com agonista do PPAR-a; HF-ay, tratado com combinacdo de PPAR-ay;
HF-y, tratado com agonista PPAR-y; 11-18 — Interleucina-18; LBP — Proteina de ligagdo ao LPS; LPS,
lipopolissacarideos; NLRP3 — Inflamossoma; TLR4 - receptor do tipo Toll 4.

3.6 Expressao génica de fatores relacionado a lipogénese e beta-oxidacao no figado

Os genes lipogénicos aumentaram no grupo HF, apresentando Ppar-gama (+127%,
Figura 16A) e Srebp-1c (+182%, Figura 16B) mais elevados do que o grupo C. Por outro lado,
os tratamentos suprimiram os genes lipogénicos Ppar-gama e Srebp-1c reduzidos em HF-a (-

80 ¢ -59 %), HF-y (-53 ¢ -49 %) ¢ HF-ay (-73 ¢ -59 % vs. HF).
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Em contrapartida, quatro genes relacionados a beta-oxidacdo tiveram menor expressao
no grupo HF do que no C: Ppar-alfa (-63%, Figura 16C), Cpt-la (-59%, Fig. 17D), Sirtl (-
79%, Figura 16E) e Figf21 (-75%, Figura 16F). Em vez disso, os grupos tratados aumentaram
o Ppar-alfa (+186% para HF-a, +33% para HF-y e +108% para HF-ay vs. HF, Figura 16C),
Cpt-la (+254% para HF-a, +210% para HF-y e +90% para HF-ay vs. HF, Figura 16D), Sirt/
(+653% para HF-a, +224% para HF-y e +325 % para HF-ay vs. HF, Figura 16E) e Fgf21
(+426% para HF-a, +138% para HF-y e +231% para HF-ay vs. HF, Figura 16F).

Figura 16 — Expressao relativa de RNAm de genes relacionados a lipogénese e beta-oxidacao
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Legenda: A - Ppar-gama; B- Srebplc; C- Ppar-alfa; D- Cptla; E- Sirtl; F- Fgf21. Welch e Brown — Forsythe
one-way ANOVA e teste post hoc Dunnett T3 (média £ dp, n = 5). S0 indicadas diferengas
significativas: *P < 0,05, **P < 0,01; ***P < 0,001, ****P < 0,0001.

Abreviagdes: C - Dieta Controle; Cptla - Carnitina palmitoiltransferase la FGF 21 - Fator de Crescimento de
Fibroblastos 21; HF - Dieta Hiperlipidica; HF-a, tratado com agonista do PPAR-a; HF-ay, tratado com
combinagdo de PPAR-ay; HF-y, tratado com agonista PPAR-y; SIRT1 — Sirtuina 1; SREBP-1c - fator
de transcricdo de ligacdo ao elemento regulador de esterol 1.

3.7 Histologia, imuno-histoquimica, estereologia e niveis de TAG e colesterol hepaticos

As imunomarcagdes para F4/80 (Figura 17A) foram positivas na HF e podem sugerir
o inicio da migragdo de macrofagos residentes para o tecido hepatico, implicando inflamagao.
Os grupos tratados apresentaram marca¢do F4/80 mais fraca que o grupo HF, corroborando o
parénquima hepatico bem preservado apds os tratamentos.

Camundongos do grupo HF exibiram esteatose hepatica perceptivel, enquanto os

grupos tratados apresentaram mitigacdo, com parénquima hepatico semelhante ao C (Figura
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17A). De acordo, o Vv (figado) foi elevado no grupo HF (+121% vs. C, Figura 17B), enquanto
todos os grupos tratados o diminuiram (-67% para HF-a, -68% para HF-y, e -71% para HF-
ay vs. HF).

Animais do grupo HF apresentaram concentragoes elevadas de TAG hepatico (Figura
17C) e colesterol (Figura 17D) (+56% e +8% vs. C). Os grupos tratados apresentaram
concentragdes mais baixas de TAG hepatico (-22% para HF-a, -31% para HF-y e -25% para
HF-ay vs. HF). Apenas o uso de PPAR-y e PPAR-ay reduziram o colesterol hepatico (-8%
para HF-y e -9% para HF-ay vs. HF).
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Figura 17 — Fotomicrografia hepatica, imuno-histoquimica para F4/80, Estereologia Vv [esteatose] e niveis hepaticos de TAG e colesterol.
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Legenda: A- Cortes hepaticos de hematoxilina-eosina e imunohistoquimica para F4/80 no figado. Setas indicam o depoésito de goticula de gordura e regides com imunomarcagdes
concentradas; B- Densidade de volume (Vv) (esteatose hepatica); C- Triacilglicerol hepatico; D- Colesterol hepatico. Cortes de figado mostram esteatose hepatica
generalizada apds ingestdo de dieta com HF cronica e redugdo expressiva em todos os grupos tratados (barra de escala = 15um).Welch e Brown — Forsythe one-way ANOVA
e teste post hoc Dunnett T3 (média + dp, n = 5). Sdo indicadas diferencas significativas: *P < 0,05, **P < 0,01; ***P < 0,001, ****P < (,0001.

Abreviagdes: C - Dieta Controle; HF, Dieta Hiperlipidica; HF-a, tratado com agonista do PPAR-a; HF-ay, tratado com combinagdo de PPAR-ay; HF-y, tratado com agonista PPAR-

v; Vv — Densidade de volume.
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4. DISCUSSAO

A ingestao excessiva de gordura saturada levou ao excesso de peso, intolerancia oral
a glicose, disbiose intestinal ¢ comprometimento da barreira intestinal, desencadeando em
endotoxemia plasmatica com aumento da expressdo génica de fatores endotdxicos e
lipogénicos no figado, levando ao desenvolvimento da DHGM. Os agonistas do PPAR-a/y
(isolados ou em associacdo) atenuaram esses disturbios metabolicos, restaurando a
distribuicdo filogenética da microbiota, a expressdo génica das TJs intestinais, a densidade
numérica das células caliciformes e as concentragdes plasmaticas de LPS. Os animais tratados
mostraram mitigacdo da esteatose com aumento da expressdo de genes beta-oxidativos no
tecido hepatico e restauragdao da barreira intestinal através da modulacdo do eixo intestino-
figado pela ativagdo dos PPARs. A associagdo do PPAR-a/y foi capaz de normalizar a MC
dos animais.

A ingestdo cronica de gorduras saturadas (50% de energia como gordura) durante 14
semanas levou ao excesso de peso no grupo HF, conforme descrito anteriormente (184,185).
O agonista PPAR-a reduziu a MC aumentando a termogénese e o gasto energético (182). Em
contraste, a ativagdo completa do PPAR-y induz retencdo de liquidos e ganho de MC devido
a adipogénese favorecida e possivel agdo no ducto coletor renal (186). O tratamento com
pioglitazona (10mg/kg) ndo reduziu a MC (15). No presente estudo, animais tratados com
dose baixa de pioglitazona (4,5mg/kg) apresentaram redu¢do na MC em comparagdo ao grupo
HF. O HF-a/y tratado apresentou a mesma MC do grupo C, indicando um possivel sinergismo
para maximizar os resultados. Os tratamentos ndo alteraram o consumo alimentar, excluindo
a necessidade de grupos pair feeding.

Os tratamentos atenuaram a RI e a hiperinsulinemia encontradas em animais do grupo
HF. Os agonistas do PPAR-y sdo potentes sensibilizadores da insulina e melhoram a tolerancia
a glicose através da translocagdo periférica do transportador de glicose 4 (GLUT4) (137).
Consequentemente, a pioglitazona melhorou a adiponectina plasmatica, uma adipocina que
aumenta o transporte de glicose no musculo e diminui a producdo hepética de glicose (187),
cujo aumento € necessario para os efeitos benéficos da pioglitazona na DHGM (188). Os
agonistas do PPAR-a também aumentam os niveis de adiponectina indiretamente em
camundongos e adipécitos 3T3-L1 associado a redu¢ao da MC, um efeito ndo observado em
camundongos deficientes em PPARa (189).

A dieta hiperlipidica altera a composi¢do da microbiota em animais e humanos,

principalmente pelo aumento da relagdo Firmicutes/Bacteroidetes (72,190), como visto no
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grupo HF. Dietas hiperenergéticas favorecem a proliferagdo de Firmicutes devido a sua maior
eficacia na extragdo de energia dos alimentos do que outros filos, promovendo assim a
absor¢ao excessiva de calorias ¢ o ganho de MC (67,191). Por outro lado, todos os grupos
tratados reduziram a propor¢ao de Firmicutes, especialmente os grupos HF-y e HF-ay. A
disbiose intestinal devido a dieta hiperlipidica esté relacionada ao aumento da permeabilidade
da barreira intestinal, conhecida como “intestino permeavel” (190). O grupo HF apresentou
expressao reduzida dos genes TJs, facilitando a transloca¢ao de microrganismos e toxinas para
a circulagao sist€mica. A recuperagdo da relacao Firmicutes/Bacteroidetes nos grupos tratados
resultou em melhorias marcantes na expressao do gene TJs.

TJs compreende proteinas integrais de membrana localizadas proximas a por¢ao apical
da membrana lateral das células epiteliais intestinais, que selam a mucosa intestinal e
limita/regula a passagem de fons e moléculas (tamanho <4A) entre as células (51). A familia
Claudina ¢ responsavel pela estrutura e funcdo da espinha dorsal das TJs (192). O subtipo
Claudina-12 estéa presente em todo o trato gastrointestinal de camundongos, especificamente
no jejuno, ileo e colon, colocalizado com ocludina nos polos mais apicais das membranas
laterais das células epiteliais (193). A Ocludina ¢ um componente regulador da montagem
estrutural e funcional da TJs (194), enquanto Jam-a regula a permeabilidade paracelular
epitelial intestinal. Camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, frutose e colesterol
nocaute a Jam-a apresentam endotoxemia exacerbada, acelerando a progressao de esteatose
para esteato-hepatite metabdlica (195).

A ingestdo cronica de dieta hiperlipidica também diminuiu a secre¢do de muco e a
densidade numérica das células caliciformes. O muco gelatinoso nesta camada, composto por
proteinas mucinas secretadas pelas células caliciformes, ¢ a primeira linha de defesa contra a
invasdo microbiana (196,197). O aumento da expressao dos genes TJs nos grupos tratados foi
paralelo a preservacdo da camada de muco. O agonista PPAR-a recentemente resgatou a
expressao dos genes TJs e a densidade numérica das células caliciformes na ingestao cronica
de dieta hiperlipidica (17 semanas) (58). Dose mais elevada de pioglitazona (10mg/kg) apenas
regulou positivamente Claudina-12 sem influenciar Ocludina e Jam-a em animais
alimentados com dieta hiperlipidica, além de ser incapaz de resgatar a ultraestrutura ileal (15).
Aqui, a combinagdo PPAR-a/y resultou na maior expressao de Mucina-2 e Ocludina, ¢ a
pioglitazona em dose baixa (4,5 mg/kg) aumentou a densidade numérica das células
caliciformes, implicando preservacao da barreira intestinal.

As alteragdes intestinais do grupo HF foram concomitantes com a inflamagdo do
figado, confirmando que a dieta hiperlipidica leva a um intestino permeéavel, com aumento de

LPS plasmatico de 2 a 3 vezes, favorecendo o inicio da DHGM (198). As bactérias da
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microbiota liberam LPS através de sua membrana externa ou vesiculas desta membrana, € os
agregados de LPS se ligam ao Lbp, que transfere o LPS para o Cd14. Este Gltimo divide os
agregados de LPS em moléculas monoméricas e os apresentam ao complexo TLR4-MD2
(199). A dimerizagao do complexo TLR4-MD2 sinaliza o reconhecimento fisiologico do LPS
e estimula a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, caracterizando a cascata endotoxicas
(200).

A dieta HF esta associada ao desenvolvimento de danos e inflamagao no figado. A
presenca de palmitato, o acido graxo saturado mais abundante desta dieta, que atua como
PAMPs neste modelo de camundongo, ativa NLRP3 e caspase-1, desencadeando a produgdo
de IL-18 (201). A disbiose intestinal e a translocagdo de produtos microbianos também
aumentam as concentragdes sistémicas de Il-18 e influenciam patologias extra-intestinais
(202). Os inflamassomas NLRP6 e NLRP3 e a proteina efetora I1-18 regulam a progressao da
DHGM para esteato-hepatite e comorbidades da SM através da modulagao da MI (203).

Neste estudo, o grupo HF apresentou aumento de LPS plasmatico, implicando
afrouxamento da barreira intestinal, tornando o ambiente mais permeavel a translocacao
bacteriana. Assim, houve regulacdo positiva de Lbp-Cd14-TIr4-1118-Nlrp3, prejudicando a
homeostase metabolica hepatica nesses animais. Os tratamentos diminuiram o LPS plasmatico
e atenuaram a expressao gé€nica dessa cascata endotoxica no figado. O agonista do PPAR-a,
WY-14643, suprime a secrecdo de citocinas inflamatorias induzidas por LPS (204),
considerando que o agonista do PPAR-y reduz a produgdo de TNF-a induzida por LPS em
29% in vitro (205). Saroglitazar (agonista duplo de PPAR-a/y) neutraliza a ativagdo do
inflamassoma NLRP3 e a liberagdo de IL-1PB (206). Os tratamentos propostos aliviaram os
genes da inflamacdo hepdtica pela modulacdo do eixo intestino-figado, com efeitos
imprevistos, como a supressao do inflamassoma.

Os sinais lipogénicos hepaticos aumentam apds duas semanas de administragdo da
dieta hiperlipidica (201), e o Ppar-gama ¢ considerado um sinal adicional de aumento
lipogénico ao transcrever Srebp-Ic (207). Aumento de Srebp-1c desempenha um papel na
patogénese da DHGM, por estimular as principais enzimas lipogénicas (ACC e FAS) (80).
Contrariamente, a atividade de transrepressdo do PPAR-a ¢ suficiente para prevenir a
progressao da esteato-hepatite através de sinais anti-inflamatorios na inflamacdo cronica do
figado (208,209). A ativacdo do PPAR-a pelo WY-14643 resgatou a disbiose intestinal em
camundongos HF e alimentados com alto teor de frutose, além de mitigar a esteatose hepatica
ao diminuir T/r4, Ppar-gama e Srebp-Ic (58,59). Aqui, ambos os grupos tratados com o
agonista PPAR-a (HF-a e HF-0/y) apresentaram supressao de genes lipogénicos hepaticos e

aumento de Cptla, Sirtl e Fgf21, sugerindo uma prevaléncia da via beta-oxidativa.
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O uso prolongado de pioglitazona interrompeu a progressao da esteato-hepatite (210).
O Ppar-gama ¢ essencial para a diferenciacdo dos adipdcitos, secrecdo de adiponectina e
aumento da sensibilidade a insulina devido a redistribuicdo da gordura de locais viscerais,
como figado e musculo, para o TA subcutaneo periférico (125). Saroglitazar (agonista duplo
de PPAR-o/y) melhorou a esteatose hepatica, a inflamagdo lobular, o balonamento
hepatocelular e o estagio de fibrose suficientemente para atenuar esteato-hepatite em
camundongos, igual ou superior a pioglitazona (211). De acordo, os grupos HF-y e HF-a/y
tiveram efeitos benéficos semelhantes em relacao a mitigacao da esteatose hepatica e reducao
do colesterol hepatico. Pioglitazona ¢ a recomendacao atual para tratar DHGM em pacientes
com bidpsia comprovada (212).

Recentemente, alteracdes na renovacgdo e funcdo de macrofagos hepdticos foram
relacionadas a DHGM (213). Células de Kupffer residentes em tecidos (F4/80+/GATA6+) e
macrofagos derivados de mondcitos recrutados da circulagdo sistémica compreendem os
macrofagos hepaticos (213). Durante os estagios avangados de fibrose hepatica, o nimero de
macrofagos hepaticos residentes diminui tanto em humanos quanto em camundongos, mas ha
um aumento nos mondcitos recrutados na circulacdo sist€émica (214). Por outro lado,
camundongos ApoE (-/-) com esteatose hepatica apresentaram expressdo aumentada de F4/80
juntamente com Mcp-1 e, em menor extensdo, Tnf-a e 11-6. A redugdo da inflamagao hepatica
acompanhou a diminui¢do da infiltragdo de macrdéfagos residentes e da inflamagao lobular,
aliviando a esteatose hepatica (215). No presente estudo, a marcacdo F4/80 foi mais evidente
em animais com esteatose hepdatica acentuada e acimulo de TAG hepatico, como observado
no grupo HF. Apds os tratamentos propostos, a fraca marcacdo F4/80 acompanhou a
diminui¢do da taxa de esteatose. Estas observagdes sugerem que na esteatose, o nimero de
macrofagos residentes no tecido hepatico difere dos estagios mais avancados deste espectro.

A Figura 18 resume os principais achados deste estudo.



Figura 18 — Resumo grafico do estudo
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Legenda: A dieta HF causou disbiose ¢
rompeu a barreira intestinal com redugao
de células caliciformes por densidade
numérica, expressdo génica de Mucina-2
e de TJs. Assim, o LPS extravassou e
atingiu o figado, ativando a cascata
endotoxica Lbp-Cdi4-Tir4-1I-18-Nirp3.
Esse cenario favoreceu a lipogénese em
detrimento da beta-oxidagdo, levando a
esteatose hepatica. Por outro lado, a
combinagdo PPAR-ay atenuou esses
disturbios metabdlicos induzidos pela
dieta  hiperlipidica, modulando a
microbiota intestinal, restaurando a
barreira intestinal e mitigando a DHGM.
Feito com Biorender
(www.biorender.com).

Abreviagdes: Cdl4 - Receptor padrao de
reconhecimento de moléculas 14; Cptla -
Carnitina palmitoiltransferase la; Fgf21 -
Fator de Crescimento de Fibroblastos 21;
HF, Dieta Hiperlipidica; 1I-18§ —
Interleucina-18; Jam-a - Molécula De
Adesdo Juncional-A; Lbp — Proteina de
ligagdo ao LPS; LPS, lipopolissacarideos;
Nirp3 — Inflamossoma; Sirt/ — Sirtuina;
Srebp-1c - fator de transcrigdo de ligagdo
ao elemento regulador de esterol 1; T/r4 -
receptor do tipo Toll 4.

Fonte: A autora, 2024.
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CONCLUSAO

Em conclusdo, camundongos alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram
disbiose intestinal e comprometimento da barreira intestinal (redugdo das células produtoras de
muco e da expressao de genes TJs), levando ao extravasamento de endotoxinas para o figado.
Este cenario aumentou os marcadores esteatoticos hepaticos e favoreceu o inicio da DHGM. O
tratamento com agonistas PPARs aumentaram a expressao dos genes TJs e a densidade
numérica das células caliciformes, cessou a endotoxemia e os sinais esteatotico que
desencadeiam a DHGM. A combinagdo PPAR-a/y foi o tinico tratamento que normalizou a MC
dos animais. Este estudo traz como inédito resultados de que o uso de pioglitazona em baixa
dose e a associagcdo dos PPAR a/y (WY-14643 + pioglitazona) podem emergir como estratégias
de estudos futuros para o tratamento da DHGM.

Algumas limitagdes do presente estudo incluem a falta de amostras suficientes para
abordar a diversidade da microbiota e outros niveis taxonomicos, além da auséncia de

camundongos fémeas para abordar o dimorfismo sexual.
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Objective: The aim of this study was to investigate the role of peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR) activation (single FPARo or PPAR~y, and dual FPARxy) on UCP1-dependent and -independent ther-
mogenic pathways and mitochondrial metabolism in the subcutaneous white adipose tissue of mice fed a
high-fat diet.
Methods: Male CSTBLJG mice received either a control diet {10% lipids] or a high-fat diet (HF; 50% lipids) for
12 whk The HF group was divided to receive the treatments for 4 wk: HFy (proglitazone, 10 mg/kg), HFx
(WY-14643, 3.5 mg/kg), and HFo -y (tesaglitazar, 4 mg/kg)
Results: The HF group was overweight, insulin resistant, and had subcutaneous white adipocyte dysfunction.
Treatment with PPARa and PPARoy reduced body mass, mitigated insulin resistance, and induced brown-
ing with increased CP1-dependent and -independent thermogenesis activation and improved mitochon-
drial metabolism to support the beige adipocyte phenotype.
Conclusion: PPARa and dual PPARoy activation recruited UCP1” beige adipocytes and favored UCP1-inde-
pendent thermogenesis, yielding body mass and insulin sensitivity normalization. Preserved mitochondrial
metabolism emerges as a potential target for obesity treatment using PPAR agonists, with possible clinical
applications.

© 2023 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Mitochondria are at the center of glucose and lipid metabolism
and act as a signaling site to orchestrate integrated physiclogic

Beige adipocytes show an intermediate UCP1 expression
between the white and the brown adipocytes |1]. UCP1 is pivotal
for nonshivering thermogenesis in the brown adipose tissue. How-
ever, UCP1-independent pathways may have a role in the non-
shivering thermogenesis and metabolic homeostasis linked to the
presence of browning 2. The creatine futile cycle enhances mito-
chondrial respiration when ADP is limiting in beige adipocytes |3].
The sarco/endoplasmic reticulum Ca** -ATPase (SERCA-2b) calcium
cycling is selective to beige adipocytes and an adenosine triphos-

responses to maintain cellular homeostasis. Beige adipocytes
exhibit a higher mitochondrial content than white adipocytes [5].
High-saturated fat diet-induced obesity causes white adipose tis-
sue (WAT) dysfunction, with decreased browning and a 21%
increase in the saturated fatty acids content (mainly palmitic acid,
16:0) |6]. Hence, WAT shows altered mitochondrial dynamics and
function, with defective mitophagy and unbalanced mitochondrial
fission and fusion | 7).

Mitochondrial fission is crucial for UCP1-dependent thermo-
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Abstract

The world is experiencing reflections of the intersection of two pandemics:
Ohbesity and coronavirus disease 2019, The prevalence of obesity has tripled since
1975 worldwide, representing substantial public health costs due to its comor-
bidities. The adipose tissue is the initial site of obesity impairments. During
excessive energy intake, it undergoes hyvperplasia and hypertrophy until overt
inflammation and insulin resistance turn adipocytes into dysfunctional cells that
send lipotoxic signals to other organs. The pancreas is one of the organs most
affected by obesity. Once lipotoxicity becomes chronic, there is an increase in
insulin secretion by pancreatic beta cells, a surrogate for type 2 diabetes mellitus
(T2DM). These alterations threaten the survival of the pancreatic islets, which
tend to become dysfunctional, reaching exhaustion in the long term. As for the
liver, lipotoxicity favors lipogenesis and impairs beta-oxidation, resulting in
hepatic steatosis. This silent disease affects around 30% of the worldwide
population and can evolve into end-stage liver disease. Although therapy for
hepatic steatosis remains to be defined, peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs) activation copes with T2DM management. Peroxisome FPARs
are transcription factors found at the intersection of several metabolic pathways,
leading to insulin resistance relief, improved thermogenesis, and expressive
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Abstract

BACKGROUND

Obesity and comorbidities onset encompass gut dysbiosis, altered intestinal
permeability, and endotoxemia. Treatments that target gut dysbiosis can cope
with obesity and nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) management.
Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-alpha activation and
dipeptidyl-peptidase-4 (DPF-4) inhibition alleviate MAFLD, but the mechanism
may involve gut microbiota modulation and merits further investigation.

AlM
I'o address the effects of FPAR-alpha activation and DPP-4 inhibition (isolated or

combined) upon the gut-liver axis, emphasizing inflammatory pathways in
MAFLD management in high-fat-fed C57BEL,/6] mice.

METHODS

Male C57BL /6] mice were fed a control diet (C, 10% of energy as lipids) or a high-
fat diet (HFD, 50% of energy as lipids) for 12 wk, when treatments started,
forming the groups: C, HF, HFA (HFD + PPAR-alpha agonist WY14643, 2.5
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