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RESUMO

NASCIMENTO, Filipe Jorge Viana. Analise morfoldgica do efeito da terapia de
curta duracdo com IGF-1 sobre a esteatose e fibrose hepéatica em modelo
experimental de obesidade induzida por dieta ocidental. 2021. 67 f. Dissertagéo
(Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

A Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA) é a principal causa de
doenca crénica do figado no mundo atualmente, estando fortemente associada com
a obesidade. O acumulo de gordura no figado (esteatose) desencadeia um processo
inflamatdrio gerado pela lipotoxicidade e glicotoxicidade, levando a lesdo celular e
morte de hepatocitos. Dessa forma, a ativacdo de células residentes do figado
acarreta a deposicdo de matriz extracelular, principalmente coldgeno, induzindo a
fibrogénese e, a longo prazo, a disfuncdo hepatica. O IGF-1 € um hormdnio cujos
niveis séricos estdo diminuidos na doenca hepética crbnica. Portanto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o potencial da terapia de curta duracdo com IGF-1
na DHGNA relacionada a obesidade induzida por dieta ocidental. Para isso,
camundongos Swiss machos de 21 dias foram divididos em grupo controle (GC,
N=8), alimentado com dieta padréo, e grupo obeso (GO, N=16), alimentado com
dieta ocidental, rica em gordura saturada e carboidratos simples, por 12 semanas.
Na 112 semana, parte dos animais do grupo obeso (N=8) recebeu uma injecdo
subcutanea diaria de IGF-1 recombinante humano (100ug/Kg/dia) por sete dias
consecutivos (GO+IGF-1). Os outros camundongos receberam solugéo salina como
controle. Nossos dados demonstraram que o tratamento de apenas uma semana
com IGF-1 foi capaz de melhorar pardmetros biométricos e metabdlicos relacionados
a obesidade. Além disso, promoveu a recuperacdo do parénquima hepatico,
diminuindo a esteatose e a fibrose, demonstrando, assim, acdo hepatoprotetora
importante.

Palavras-chave: obesidade; figado; doenca hepética gordurosa nao-alcodlica;
fibrose. IGF-1.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Filipe Jorge Viana. Morphological analysis of short-term IGF-1
therapy effect on liver steatosis and fibrosis in an experimental model of Western
diet-induced obesity. 2021. 67 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de

Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is currently the main cause of
chronic liver disease in the world, being strongly associated with obesity. Liver fat
accumulation (steatosis) triggers an inflammatory process generated by lipotoxicity
and glycotoxicity, leading to cell damage and hepatocytes death. Thus, the activation
of resident liver cells leads to extracellular matrix deposition, mainly collagen,
inducing fibrogenesis and, in the long term, liver dysfunction. IGF-1 is a hormone
which serum levels are decreased in chronic liver disease. Therefore, the present
study aimed to evaluate IGF-1 short-period therapy in NAFLD related to Western
diet-induced obesity. For this purpose, 21-day-old male Swiss mice were divided into
control group (CG, N=8), fed a standard diet, and obese group (GO, N=16), fed a
Western diet, rich in saturated fat and simple carbohydrates, for 12 weeks. In the 11"
week, part of the animals in the obese group (N=8) received a daily subcutaneous
injection of recombinant human IGF-1 (100ug/kg/day) for seven consecutive days
(GO+IGF-1). The other mice received saline solution as a control. Our data
demonstrated that treatment as short as one week with IGF-1 was able to improve
obesity-related biometric and metabolic parameters. In addition, it promoted the
recovery of liver parenchyma, reducing steatosis and fibrosis, thus demonstrating an
important hepatoprotective action.

Keywords: obesity; liver; non-alcoholic fatty liver disease; fibrosis; IGF-1.
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INTRODUCAO

Devido a crescente prevaléncia de obesidade, a doenca hepatica gordurosa
nao alcoodlica (DHGNA), uma das principais comorbidades associadas a obesidade,
€ hoje reconhecida como a causa mais comum de doenca hepética crénica, com
uma prevaléncia global estimada de 25 a 30%, chegando a 90% em pacientes com
obesidade morbida.

Se ndo tratada, a DHGNA pode evoluir para cirrose, insuficiéncia hepatica e
carcinoma hepatocelular. A lipotoxicidade e a glicotoxicidade, dois processos que
comecam com a exposicdo dos hepatdcitos a niveis elevados de lipideos e
carboidratos, respectivamente, desempenham papéis centrais na fisiopatologia da
doenca.

Diversas células participam desse processo, dentre as quais podem ser
listadas as células residentes: células de Kupffer, células sinusoidais hepaticas e
células estreladas hepaticas (CEH); além das células inflamatorias recrutadas por
sinais pro-inflamatorios, como espécies reativas de oxigénio (ERO) e citocinas,
dentre outros. Os hepatdcitos sao afetados por estas moléculas, o que contribui para
ativacdo da apoptose, acarretando alteracdes morfoldgicas e fisiologicas.

Ao se tornarem ativas, as CEH proliferam e passam a sintetizar e secretar
coldgeno, além de outros componentes da matriz extracelular (MEC). Nesta
condicdo, as CEH expressam a-actina de mduasculo liso, um marcador de
miofibroblastos. As células inflamatérias ativadas, incluindo as células de Kupffer,
sdo responsaveis pela ativacao das CEH e fibroblastos portais por meio da secrecao
das citocinas TGF-B, IL-1 e TNF-a (fator de crescimento transformante-beta,
interleucina — 1 e fator de necrose tumoral — alfa, respectivamente).

O fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) € um horménio de
crescimento anabolico de fungcdo enddcrina, paracrina e autocrina, associado com
proliferacéo, crescimento e metabolismo celular. O horménio de crescimento (GH)
estimula a sintese de IGF-1 pelo figado, responsavel por 75% do IGF-1 circulante.
Os 25% restantes da producdo sdo divididos por diferentes 6rgdos. Da mesma

forma, o IGF-1 regula a liberacao do GH por feedback negativo.
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Na doenca hepatica cronica, os niveis de IGF-1 estdo diminuidos, e seus
niveis circulantes se correlacionam com a extensdo da disfuncdo hepatocelular. A
diminuicdo do IGF-1 na doenca hepatica € causada, em parte, pelo declinio da
producdo hepética, e o nivel de IGF-1 esta fortemente correlacionado a indicadores
da funcdo hepética, como aspartato aminotransferase sérica, bilirrubina, fosfatases
alcalinas e albumina.

A administracao de terapia hormonal para elevar os baixos niveis de IGF-1
a uma faixa normal é intuitivamente relevante. Fiore e colaboradores (2015)
demonstraram que o transplante de células-tronco mesenquimais geneticamente
modificadas para expressar IGF-1, em camundongos, melhora a fibrose hepéatica
induzida por tioacetamida. Esse efeito foi associado a reducao da ativacdo de CEH.
Sabe-se que as células de Kupffer e as CEH expressam o receptor de IGF-1.

Atualmente, o Unico tratamento efetivo disponivel para a cirrose é o
transplante de figado. Entretanto, a caréncia de 6rgaos, dentre outros fatores, limita
esse tratamento e leva a necessidade iminente do desenvolvimento de novas
terapias antifibréticas. Nosso grupo tem demonstrado, ao longo da ultima década, o
efeito benéfico do transplante de células-tronco na regeneracdo hepatica (D. C.
Andrade et al.,, 2020; D. C. Andrade et al., 2015; S. Carvalho et al., 2008; S. N.
Carvalho et al., 2010; S. N. Carvalho et al., 2013; Pinheiro et al., 2017, 2019, 2021).
Um dos potenciais mecanismos de acdo da terapia celular no figado é a ativacéo
paracrina das vias de sobrevivéncia das células atingidas e regeneracdo tecidual.
Assim, a identificacdo das moléculas secretadas pelas células transplantadas torna
possivel a concepcdo de terapias que eliminem a utlizacdo de células e se
concentrem na administracdo das moléculas efetoras principais. Sabe-se que o
IGF-1 é um dos fatores de crescimento secretados pelas células-tronco e de extrema
importancia na fisiopatologia da DHGNA. Assim a relevancia deste projeto baseia-se
na avaliagdo do potencial terapéutico do IGF-1 na DHGNA relacionada a obesidade

induzida por dieta ocidental.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Obesidade

A obesidade €, hoje, considerada um dos mais graves problemas de
salude publica do século XXI, atingindo tanto paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento. Apresenta carater multiétnico e afeta tanto homens quanto
mulheres, gerando custos econdémicos altissimos (Smith & Smith, 2016). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade é um distarbio do estado
nutricional caracterizada por um desbalanco energético entre a ingestdo e o gasto
de calorias, acarretando aumento da massa corporal e suas complicacées. Possui
caracteristicas multifatoriais e sua etiologia € complexa, resultando da interacdo de
caracteristicas ambientais, genéticas, metabdlicas, psicossociais, comportamentais e
culturais, entre outras (Res et al., 2020). Desse modo, devido a sua complexidade
fisiopatoldgica, o desenvolvimento de métodos terapéuticos que sejam bem eficazes
se torna mais dificil (Gadde et al., 2018; Wannmacher, 2016).

Atualmente, a obesidade € a segunda principal causa de morte prematura no
mundo. A prevaléncia mundial da obesidade quase dobrou entre 1980 e 2016 (Who
2017). Estima-se que 38,9% dos adultos apresentem excesso de peso. Assim, mais
de meio bilhdo de adultos em todo o mundo séo classificados como obesos
(Bentham et al., 2017). No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, mais de
55% da populacdo esta com sobrepeso sendo, aproximadamente, 20% obesos
(ABESO, 2016). A OMS estimou que, conforme os dados atuais, 2,3 bilhdes de
adultos no mundo estardo acima do peso em 2025, sendo 700 milh6es de pessoas
com obesidade, ou seja, com um indice de massa corporal (IMC) acima de 30
(Tabela 1) (Bentham et al., 2017).

Durante o ciclo da vida, a alimentacdo saudavel e a atividade fisica estado
entre os principais fatores responsaveis pela promog¢do e manutengdo da saude. O
comportamento alimentar é reflexo da interagdo de fatores fisiologicos, genéticos,
psicologicos e das condigdes ambientais e sociais. No que se refere ao contexto

socioeconémico, a mudanca na producdo de alimentos observada nas ultimas



17

décadas, em consequéncia da transicdo tecnoldgica, contribuiu para alteracées no
perfil alimentar da populacdo, descritas por Popkin (Barry M. Popkin, 2011) e
denominadas, coletivamente, como transigéo nutricional.

Segundo o Ministério da Saude, os padrdes de alimentacdo, na maioria dos
paises, estdo mudando, as pessoas estdo diminuindo o consumo de alimentos
considerados in natura — minimamente processados de origem vegetal — e
aumentando a ingestdo de produtos industrializados prontos para consumo
causando, principalmente, desequilibrio na oferta de nutrientes e ingestdo excessiva
de calorias (Saude, 2020).

Figura 1: Dados obesidade no Brasil.

Obesidade em Rio de Janeiro

Homens: 20%
Mulheres: 25%

NUMEROS DA OBESIDADE
NO BRASIL

Excesso de peso: 55,7%
(IMC iguzl ou maior co que 25)

Homens: 57,8%
Mulheres: 53,9%

Obesidade: 19,8%
(IMC igual ou maior o que 30)

Homens: 18,7%
Mulheres: 20,7%

d

Fonte: Adaptado de https://abeso.org.br/obesidade-e-sindrome-metabolica/mapa-da-obesidade/,
acesso em 15/02/2021
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O crescente aumento do peso corporal que, consequentemente, leva a
obesidade, pode atuar como um desencadeador de outras patologias relacionadas,
tais como: doencas hepaticas, doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo I,
asma, osteoartrite e cancer, que sdo consideradas doencas cronicas nao-
transmissiveis (DCNT) (OECD, 2019; Porto et al., 2019). No Brasil, as DCNT
concentraram um total de 74% das mortes em 2016, segundo os dados da
Secretaria de Vigilancia em Saude. Essas morbidades sdo caracterizadas por terem
origem néo-infecciosa, longos periodos de laténcia e estarem relacionadas a
incapacidade funcional, comprometendo a saude da populacdo. Portanto, esses
dados sdo preocupantes, visto que a obesidade é um fator desencadeador
importante no desenvolvimento dessas doencas, gerando altas taxas de morbidade
e mortalidade, com impacto na qualidade de vida fisica e/ou mental do individuo
(Brasil, 2019).

As doencas agudas e cronicas associadas com 0 excesso de
adiposidade, ndo somente afetam negativamente a qualidade de vida do individuo,
mas também aumentam substancialmente os custos para o sistema de saude, além
de diminuirem a produtividade do individuo e da sociedade (Paes Da Silva et al.,
2006). No mundo, estima-se que, aproximadamente, US$ 2 trilhdes ou 2,8% do PIB
global dos gastos anuais estéo relacionados com a obesidade (Richard et al., 2014).
No Brasil, o impacto na obesidade é de 5% do PIB (Dobbs, R.; Sawers, C.;
Thmpson, F.; Manyika, J.; Woetzel, J.; Child, 2014).

O diagnéstico de excesso de peso corporal ou obesidade, segundo a OMS,
utiliza o indice de Massa Corporal (IMC) como parametro, que serve para avaliar a
adiposidade corporal através da relacdo entre peso e altura, onde divide-se o peso,
medido em quilogramas, pela altura ao quadrado, medida em metros (=kg/m?).
Assim, se o resultado aferido do IMC for maior ou igual a 25 é caracterizado por
excesso de peso, e se o resultado for maior ou igual a 30 é caracterizado como
obesidade, sendo que esta pode ser enquadrada em 3 categorias diferentes, como
mostrado na tabela 1. Entretanto, o IMC pode variar dependendo de alguns fatores
como etnia, idade, estilo de vida (sedentérios vs. atletas) etc (ABESO, 2016; Dias et
al.,) 2017).
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Tabela 1: Classificacdo internacional da obesidade segundo o indice de massa

corporal e risco de doenca

IMC (KG/M?) CLASSIFICAGAO OBESIDADE GRAU/CLASSE RISCO DE DOENCA

<185 Magro ou baixo peso Normal ou elevado
18,5-24,9 Normal ou eutréfico 0 Normal
25-29.9 Sobrepeso ou pré-obeso 0 Pouco elevado
30-34,9 Obesidade | Elevado
30-39,9 Obesidade Il Muito elevado
>40,0 Obesidade grave i Muitissimo elevado

Fonte: Associagéo Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica — ABESO

A gordura visceral estad relacionada com patologias hepaticas, com a
prevaléncia do figado gorduroso ou doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
(DHGNA) (Cury et al.,, 2021). No entanto, o IMC, como resultado Unico, ndo se
encaixa em um diagnostico preciso; logo, outras medidas foram testadas para
auxiliar no diagnostico da obesidade. Com isso, depois de alguns anos, foi adotado
pela OMS e centros médicos brasileiros 0 uso da medi¢cdo da circunferéncia
abdominal. Esse parametro avalia bem a gordura visceral e a gordura total. Assim,
relacionando a circunferéncia abdominal e gordura corporal, quanto maiores esses
parametros, maiores sao os riscos de fatores cardiovasculares adversos, sendo 0s
valores de corte 294cm em homens e 280cm em mulheres, diferenciando em alguns

grupos étnicos como asiaticos e indianos (ABESO, 2016).

1.2. Figado

O figado, anatomicamente, € a maior glandula do corpo humano e, também, a

maior massa volumosa da viscera abdominal, pesando cerca de 1,5kg. Esta
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localizado na regido superior a direita do abdémen, logo abaixo do diafragma. O
figado desempenha diversas funcbes metabdlicas, como o0 processamento e
armazenamento de nutrientes absorvidos no trato digestivo, neutralizacdo e
eliminacdo de substancias (Junqueira & Carneiro, 2013). E uma glandula mista, que
libera na corrente sanguinea numerosos hormoénios e proteinas de grande
importancia fisiolégica que compdem a secrecdo endodcrina do figado. Por outro
lado, a bile, liberada no lumen duodenal, forma a sua secrecao exocrina (Gartner &
Hiatt, 2014)

Desse modo, o figado € a interface entre o sistema digestorio e o sangue,
possuindo uma posicdo importante no sistema circulatério para atuar nos processos
metabolicos. Seu aporte sanguineo é oriundo, em grande parte, da veia porta (70%-
80%), transportando o sangue pouco oxigenado, porém, rico em nutrientes
provenientes das visceras abdominais, enquanto o restante deriva da artéria
hepatica, fornecendo sangue rico em oxigénio (Kierszenbaum, 2008).

O figado é revestido por uma capsula delgada de tecido conjuntivo contendo
fibras de colageno e elastina, sendo recoberta pelo peritdnio. A regido onde essa
capsula se torna mais espessa € denominada de hilo, local por onde a artéria
hepatica e a veia porta penetram no figado e por onde saem os ductos biliares,
assim como os linfaticos. Essas estruturas sdo circundadas por uma camada de
tecido conjuntivo rico em colageno (Fallis, 2006).

O parénquima hepatico é organizado em I6bulos poligonais. O Iébulo hepético
€ a unidade estrutural do figado, onde o componente celular basico € o hepatdcito, a
unidade funcional. Cada lobulo hepatico classico é constituido por placas de
hepatécitos anastomosadas, delimitadas por capilares sinusoidais, dispostos
radialmente em direcdo a veia centrolobular ou central. Nos vértices dos I6bulos
encontram-se 0s espacos porta, cada um contendo uma triade portal, normalmente
constituida por um ramo da artéria hepatica, um ramo da veia porta € um ramo do
ducto biliar (Figura 2). No espaco porta também estéo vasos linfaticos, nervos, vasos

sanguineos e tecido conjuntivo abundante (Ross, 2016).
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Figura 2: Estrutura do I6bulo hepatico
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Adaptado de http://etudocienciacdb.blogspot.com/2010/08/celulas-hepaticas.html, acessado
em 25/09/2020
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O hepatocito é uma célula versatil, possuindo um papel central no
metabolismo de quase todos os nutrientes da digestdo, sendo responsével por
converté-los em produtos de armazenamento, como o glicogénio. Além disso, é uma
célula com funcdo endocrina atuando na producdo, acumulo e transporte de
diversas substancias enddgenas. Atua detoxificando e neutralizando diversas
substancias, sendo responsavel também por regular e ativar células imunes. Sua
funcdo exocrina € representada pela secrecdo da bile, que desempenha papel
importante na emulsificacdo de lipidios no trato digestivo (Ross, 2016).

Essas células tém formato poligonal cuboide, e estao dispostas bem proximas
umas das outras, formando placas interconectadas. Apresentam uma grande
guantidade de mitocondrias devido a sua alta atividade celular, consequentemente,
possuindo o reticulo endoplasmatico rugoso e liso bem desenvolvidos, atuando
ambos nos processos metabdlicos dos nutrientes, assim como um complexo de
Golgi proeminente (Junqueira & Carneiro, 2013).

As placas de hepatdcitos sao formadas por fileiras simples, e nas regides de
contato entre os hepatdcitos vziinhos, as membranas celulares estdo conectadas
firmemente por juncdes do tipo oclusivas, apresentando também, junc¢des do tipo
gap importantes na comunicacéao intercelular. A unido dessas células é delimitada
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por um espaco tubular comum conhecido como canaliculo biliar, constituindo a
primeira porcdo de vias biliares. Estas, formam uma rede complexa que se
anastomosa progressivamente ao longo das placas do l6bulo hepético, levando até
a porcdo terminal no ducto biliar, também chamado de canal de Hering. Dessa
forma, a bile flui progressivamente na direcdo contraria do sangue, do centro do
I6bulo para a sua periferia. Na periferia, a bile adentra os ductos biliares localizados
no espaco porta (Gartner & Hiatt, 2014).

Entre as fileiras de hepatdcitos encontram-se os capilares sinusoides. As
células endoteliais que revestem o0s sinusoides s&do finas e com poros, sendo
separadas dos hepatdcitos adjacentes por uma lamina basal descontinua e um
espaco subendotelial conhecido como espaco de Disse. Os hepatdcitos possuem
microvilosidades em sua face voltada para os sinusoides, fazendo com que aumente
a superficie de contato com as células endoteliais. Dessa forma, os fluidos
sanguineos percorrem pela parede endotelial fazendo um contato rente ao
hepatécito; com isso, ha a facilitacdo da troca de gases e nutrientes entre o limen
endotelial e o hepatdcito e vice-versa. Essa troca é fisiologicamente essencial,
porque um elevado niumero de macromoléculas, como a albumina, sdo secretadas
pelo hepatécito e direcionadas para a corrente sanguinea (Trefts et al., 2018). O
figado também é responsavel pela captacéo e por catabolizar diversas moléculas. O
sangue deixa o figado pela veia centrolobular com baixa concentracdo de oxigénio e
contendo metabdlitos para excre¢éo (Kierszenbaum, 2008).

Na superficie interna do sinusoide hepético residem as células de Kupffer,
macrofagos residentes com papel critico na resposta imune inata, atuando na
fagocitose de patdgenos e agindo como uma barreira para particulas e material
imunorreativo do trato gastrointestinal através da circulagdo portal. Essas células
possuem funcbes especificas atuando no metabolismo de eritrocitos senescentes e
na digestdo de hemoglobina, provenientes da circulagdo sistémica (Dixon et al.,
2016).



Figura 3: Anatomia microscopica do figado humano e seus componentes
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Adaptado de Anan Abu Rmilah et al, 2019.

23

As células estreladas hepaticas (CEH) estdo presentes no espaco de

Disse, e possuem uma alta plasticidade celular. No seu estado quiescente,

armazenam e mobilizam vitamina A em goticulas lipidicas. As CEH exercem

participacdo na regeneracdo hepatica, por meio da liberacéo direta de citocinas e/ou

acao no remodelamento dos componentes da matriz extracelular (Abu Rmilah et al.,

2019). Contudo, em condi¢des patologicas tornam-se fenotipicamente semelhantes

aos miofibroblastos, passando a expressar alfa actina de musculo liso (a-SMA),

produzir de colageno, e atuar na modulacédo da resposta inflamatéria por meio de
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citocinas e quimiocinas. Dessa forma, participam nos processos que irdo levar ao

desencadeamento da fibrose no figado (Senoo et al., 2017).

1.3 Fisiopatologia da Obesidade, doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
(DHGNA) e fibrose hepatica.

A doenca hepatica gordurosa nédo alcodlica (DHGNA) é definida como
um acumulo de gordura no figado devido a desregulacdo do metabolismo dos acidos
graxos. O excedente de &cidos graxos provenientes da dieta é liberado no tecido
adiposo subcutédneo e, juntamente com o acumulo de triglicerideos, promove o
desbalanco na producdo das substancias sintetizadas pelos adipdcitos, as
adipocinas, interferindo na homeostase (Cury et al., 2021). O depdésito excessivo de
gordura nos adipdcitos gera um estresse celular importante, levando a hipertrofia do
tecido adiposo. A abundancia de acidos graxos nos adipdcitos promove estresse
oxidativo devido a sua lipotoxicidade, alterando o ambiente celular e causando
disfuncdo mitocondrial com aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), provocando danos oxidativos nas células e podendo levar a necrose que, por
meio de agentes quimiotaticos, promove a infiltragdo de células inflamatorias. Esse
processo desencadeia uma inflamacéo sistémica de baixo grau de intensidade,
porém cronica, levando ao desenvolvimento da sindrome metabdlica a longo prazo
(Schwabe et al, 2020; Shojaie et al., 2020).

Consequentemente, a hiperlipidemia, concentracdo elevada de
triglicerideos e acidos graxos circulantes no sangue, promove acumulo inadequado
de gordura no figado. O triglicerideo fica depositado nos hepatdcitos causando
disfungéo hepatocelular (Sousa & Pinho, 2009). A DHGNA inclui um espectro de
alteracdes no tecido hepatico que vai desde simples esteatose hepatica (EH) a
esteato-hepatite ndo-alcoolica (EHNA). O estudo dessa doenca € especialmente
importante porque pode evoluir para cirrose, insuficiéncia hepatica e carcinoma
hepatocelular, havendo uma relacdo direta com a dislipidemia (Caligiuri et al., 2016).

A DHGNA é hoje reconhecida como a causa mais comum de doenca hepatica
cronica, com uma prevaléncia global estimada de 25 a 30%, podendo estar presente
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em 60% de obesos, chegando a 90% em pacientes com obesidade mérbida
(Polyzos et al., 2019). A EH, ou figado gorduroso, € uma condi¢do histopatologica
que se caracteriza por acumulo de lipidios nos hepatdcitos, excedendo de 5% a 10%
do peso desse 0Orgdo; jA& a EHNA é caracterizada por infiltracdo de células
inflamatorias, balonizacdo dos hepatdécitos, lesdo celular e fibrose. A fisiopatologia
da DHGNA e sua progressao € induzida por multiplos fatores que incluem, mas néo
se restringem, a: polimorfismos genéticos especificos e modificacfes epigenéticas,
dieta (como por exemplo, excesso de gordura e frutose), falta de atividade fisica,
obesidade, resisténcia a insulina, desregulacdo de adipocinas, processos
metabdlicos relacionado aos lipideos, lipotoxicidade, estresse do reticulo
endoplasmatico e estresse oxidativo, disbiose da microbiota intestinal e
desreguladores enddécrinos (Caviglia et al., 2017; Cazanave et al., 2010).

Desse modo, todo esse processo relacionado ao acumulo de gordura e, por
conseguinte, progressdo da DHGNA, esta relacionado a lipotoxicidade e a
glicotoxicidade, pois vao promover, combinados com a lipogénese de novo, 0
acumulo de &cidos graxos livres, causando a hepatosteatose, estresse oxidativo,
estresse do reticulo endoplasmatico e disfuncdo mitocondrial, com consequente
apoptose ou necrose dos hepatdcitos, assim como um estado inflamatério por meio
da ativacdo de células imunes residentes e quimiotaxia de células imunes
circulantes (Mazzoccoli et al., 2018).

Portanto, quando a obesidade néo é tratada a longo prazo, a EH vai levar ao
desenvolvimento da EHNA. Este processo inflamatorio é parecido com a inflamacéo
de baixo grau apresentada no tecido adiposo. O figado apresentard um estado
inflamatério do tipo M1, ou seja, desencadeara um processo pré-inflamatorio
(Osborn & Olefsky, 2012). Diversas células hepaticas participam desse processo,
como as células de Kupfer, que atuam no processo pro-inflamatorio, formacéo da
esteatose e fibrose. Agem, também, no recrutamento de outras células através de
mediadores inflamatdrios (citocinas e quimiocinas), sendo responsaveis pela
ativacdo das CEH, que geram uma resposta fibrogénica. Nessa resposta, ocorre
excesso de deposicdo de moléculas de matriz extracelular nas regides do espago
porta e espaco de Disse, dificultando a circulagdo sanguinea e a nutricdo dos
hepatocitos. Todo esse processo leva a danos celulares nos hepatocitos, ativando o

processo de apoptose e/ou necrose e causando alteracdes morfologicas e
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fisiologicas do figado (Oseini & Sanyal, 2017). Concomitantemente, sinais derivados
de outros 6rgédos, adipocinas e hipoxia contribuem ainda mais para o recrutamento
de células inflamatérias, levando a disfuncdo hepética e potencialmente ao
carcinoma hepatico a longo prazo (Karanjia et al., 2016; Pinto & Rosa, 2001).
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glicotoxicidade com ES e EHNA. Quando a inflamac&o é prolongada, a fibrogénese comeca com
ativacdo das CEHs. O agravamento da fibrogénese que pode resultar em cirrose representa um
mecanismo alterado de regeneragcdo tecidual, durante o qual a substituicdo de hepatdcitos
submetidos a morte celular ou & apoptose ndo é bem-sucedida. Abreviaturas: EHNA, esteatose
hepética ndo alcodlica; ES, esteatose simples; DHGNA, doenca hepética gordurosa ndo alcodlica.

Adaptado: Polysos et al., 2019
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Como abordado, as CEH em estado normal ficam “quiescentes”, entretanto,
nesse processo inflamatério, essas células sdo ativadas, se modificando
fenotipicamente e proliferando, passando a sintetizar e secretar componentes da
matriz extracelular, como o colageno. Durante a lesdo, essas células mudam seu
fendtipo para miofibroblastos, passando a expressar a-actina de musculo liso e
colageno do tipo | (Grigoras et al., 2016). Consequentemente, o desequilibrio da
secrecdo de metaloproteinases de matriz (MMPs) e de inibidores teciduais de
metaloproteinase (TIMPSs), atuantes no remodelamento hepatico, contribui para a
formacéo de fibrose. As CEH e fibroblastos portais sdo ativados pelas células de
Kupffer por meio da secrecdo das citocinas TGF-B, IL-1 e TNF-a (fator de
crescimento transformante-beta, interleucina — 1 e fator de necrose tumoral — alfa,
respectivamente). Nesse processo, vias de sinalizacdo, como a fosfatidilinositol -3
quinase (PI13K) e MEK/MAPK séo usadas para perpetuar a ativacao das CEH. Sinais
para a proliferacdo das CEH sdo transduzidos por meio das vias FAK, PI3K e
proteina de serina/treonina quinase (Akt). Finalmente, a expresséo de colageno tipo
| é regulada pela via de sinalizacdo PI3K-Akt (Caligiuri et al., 2016; Grigoras et al.,
2016; Roskams, 2008).

Figura 5: Papel multifacetado da célula estrelada hepatica
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1.4. Terapia celular e com fatores celulares para doencas hepaticas

A longo prazo, o processo de fibrogénese ira promover uma modificacdo
histologica e bioquimica no figado, resultando na cirrose (Caviglia et al., 2017).
Todavia, nesse estado, os danos as células hepaticas sao irreversiveis, levando a
faléncia do 6rgédo e consequente necessidade do transplante de figado. Porém, o
transplante somente é possivel para uma pequena fragdo de pacientes devido a
escassez de doadores de 6rgados. Segundo os dados da Associacdo Brasileira de
Transplante de Orgdos (ABTO), houve uma reducdo de 10,8% no nimero de
transplantes de figados nos trés primeiros trimestres de 2020, comparado com o0
mesmo periodo do ano de 2019 (Garcia, 2020). Além disso, nao existem,
atualmente, terapias farmacolégicas aprovadas para DHGNA. Sabe-se que o figado,
antes de chegar no estado de cirrose, possui uma capacidade de regeneracao
celular, portanto, h4 a necessidade no campo da medicina regenerativa de novos
alvos terapéuticos para essa patologia (Singh et al., 2017).

Com o avang¢o no campo da ciéncia e da biotecnologia, novas tecnologias
e métodos cientificos estdo sendo abordados na area da terapia regenerativa. Desse
modo, as células-tronco, suas progenies e seus produtos de secrecdo vém sendo
observados como um método potencial no combate de doencas, pois a medida que
crescemos e envelhecemos, sdo elas que contribuem para a regeneracdo dos
tecidos danificados. Sendo assim, atuam como um sistema reparador do corpo,
fazendo a substituicdo de células ao longo de toda vida de um organismo
(Barbosa,et al., 2018; Thurairajah et al., 2017).
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Figura 6: Os diferentes tipos de células-tronco isoladas de diferentes tecidos
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Nosso grupo tem demonstrado, ao longo da ultima década, o efeito
benéfico do transplante de células-tronco na regeneracdo hepatica (Pinheiro et al.,
2019). Entretanto, sabe-se que o mecanismo de acdo mais provavel da terapia
celular no figado é a ativacdo paracrina das vias de sobrevivéncia das células
atingidas e da regeneracao tecidual. Nesse sentido, Pinheiro e colaboradores
(2021) demonstrou que o tratamento com o secretoma de células-tronco
mesenquimais promove a regeneracao e o remodelamento do parénquima hepético,
portanto, mostrando-se promissor na fibrose hepatica. Assim, a identificacdo das
moléculas secretadas pelas células transplantadas torna possivel a concepcao de
terapias que eliminem a utilizacdo de células e se concentrem na administracdo das
moléculas efetoras principais (Pinheiro et al., 2021). Dentre as diferentes citocinas e
fatores de crescimento secretados pelas células-tronco, sabe-se que o IGF-1 é um
fator importantes e de extrema relevancia na fisiopatologia da DHGNA (Takahashi,
2017).
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1.5. Fator de crescimento semelhante ainsulina do tipo 1 (IGF-1)

O IGF-1 é um hormdnio peptidico de crescimento anabolico, relacionado com
metabolismo intermediario, proliferacdo, crescimento e diferenciacdo celular. Os
receptores de IGF estdo presentes em diversos tipos celulares, contendo suas
expressfes genéticas em Varios tecidos, dessa forma, permitindo ao IGF-1 acdes
autdcrinas, paracrinas e enddcrinas. A sintese do IGF-1 é estimulada pelo hormdnio
do crescimento (GH) no figado, e este € responsavel por aproximadamente 75% de
sua producdo circulante, e o restante € dividido em diferentes érgdos e tecidos.
Todavia, o IGF-1 participa do sistema de retroalimentacdo negativa na secrecdo do
GH, atuando de forma direta na glandula pituitaria ou, indiretamente, através da
somatostatina e ambos atuando de forma cooperativa (Alvarez-Nava & Lanes, 2017;
Chizuko Yamamuro, Jian-Kang Zhu, 2016).

Para circular na corrente sanguinea, o IGF-1 precisa estar associado ao um
complexo proteico denominado proteina ligante de IGF — IGFBP. Assim, o IGF-1 é
capaz de se ligar a seis formas de IGFBP 1-6, que tem por agao regular a atividade
do IGF-1 nos niveis sistémico e local (Kasprzak et al., 2017).

A insulina e o IGF-1 apresentam em sua estrutura uma consideravel
homologia, logo, o IGF-1 é capaz de interagir com o receptor da insulina (RI), porém,
com menor grau de afinidade. E capaz de interagir, também, com o receptor hibrido
IGF-1/insulina. Além disso, o IGF-1 pode se ligar ao seu receptor proprio com alta
afinidade, IGF-1R, que estd acoplado a duas subunidades contendo dominios
tirosina quinase. ApoOs a ativagdo, se inicia uma cascata complexa de sinalizacdo
intracelular por meio da ativacdo do receptor IGF1R1, promovendo a auto
fosforilacdo da subunidade B intracelular do receptor e a ativacdo de variados
substratos que, ao final, leva a ativacdo da ERK (quinase regulada por sinal
extracelular) e sua entrada no ndcleo. Paralelamente, a via IRS é ativada e medeia a
ativacao da fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) e a fosforilacdo de Akt (serina treonina
proteina quinase), promovendo a ativacdo de fatores de transcrigdo, como por
exemplo, a rapamicina em mamiferos (MTOR) (Martinelli Jr et al., 2008; Young Hee
et al., 2019).
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A modulacéo e ativacdo dessas duas vias sdo essenciais para o0 crescimento
celular, a proliferacdo e o controle da sobrevivéncia. A via PI3K/Akt atua em sinais
que estdo direcionados a resposta apoptética de Bax e Bcl-2 que, associados a
caspase-9, promovem a morte celular programada (Kasprzak et al., 2017) e também
regulam a autofagia por meio da acdo da ULK, ambas por intermédio do fator de
transcricdo mTOR (Anisimov & Bartke, 2013).

Figura 7: Fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e vias de sinalizagédo
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A ligacdo do IGF-1 ao receptor IGF-1 da membrana plasmatica (IGF-1R) e do receptor hibrido IGF-
1/insulina leva a autofosforilagdo do receptor nas subunidades intracelulares . As proteinas de
ligacdo IGF (IGFBPs) modulam a sinalizacdo IGF-1. IGFBPs de alta afinidade reduzem a
biodisponibilidade do ligante e, assim, impacto (indiretamente) na ativacdo do receptor. (-
subunidades fosforiladas fornecem locais de acoplamento para o substrato do receptor de insulina
(SRI), que medeia a ativagdo da fosfatidilinositol -3 quinase (PI3K) e fosforilacdo Akt. A ativacédo da
via PI3K e Akt suporta a sobrevivéncia celular. Os alvos a jusante da Akt ativada incluem o alvo
mamifero da rapamicina (mTOR), que promove a sintese proteica e suprime a autofagia. O
acoplamento da proteina ligada ao receptor de crescimento 2 (Grb2) a subunidade B leva a
fosforilacdo da quinase regulada por sinal extracelular (ERK) através do eixo da proteina quinase
ativada por mitogénio (MEK). O caminho Ras/Raf é fundamental para respostas proliferativas,

enquanto a ativacdo de Rac é importante para a migracdo celular. O ERK fosforilado pode se
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deslocar para o nlcleo para regular a expressao genética. IGF-1, fator de crescimento semelhante a
insulina 1; IGFBP proteina de ligacdo; Receita Federal, substrato do receptor de insulina; PI3K,
fosfatidilinositol - 3 quinase; Akt, proteina de serina/threonina quinase; mTOR, alvo mamifero da
rapamicina; FOXO, proteina FOX; Shc, homologia e proteina de dominio de colageno; Grb2, fator de
crescimento da proteina ligada ao receptor 2; MEK, quinase ativada por mitogénio; ELK1, fator de

transcricdo do ETS, Rac, pequena proteina sinalizadora. Adaptado de Wang-Soo Lee et al, 2018.

1.6. IGF-1 e DHGNA

Comparado ao GH, o IGF-1 tem uma menor concentracdo de receptores
membranares no figado, entretanto, mostra ter funcbes essenciais para o
desenvolvimento e funcdes hepaticas. Estudos epidemiolégicos demonstraram uma
correlacao entre niveis séricos dos componentes do IGF-1 e a extensao da funcao
hepatocelular (Adamek & Kasprzak, 2018). Dessa forma, esse hormodnio apresenta
um papel importante no desenvolvimento, crescimento e regeneracao da fisiologia
hepatica. A nivel celular, suas a¢des atuam na regulacdo da progressao do ciclo
celular, da proliferacéo e diferenciacao de hepatécitos (Bonefeld & Mgller, 2011).

Na doenca hepética crbnica, os niveis séricos dos hormoénios envolvidos na
producdo e concentracdo do IGF-1 estdo diminuidos, promovendo a diminui¢cdo da
massa hepatica, baixa producdo de substancias pelo figado, aumento da fibrose e
esteatose hepatica e alteracdo no metabolismo dos lipidios e glicose,

consequentemente, levando a complicacdes metabdlicas (Adamek & Kasprzak,
2018).
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Figura 8: Funcdes e regulacédo do IGF-I tanto na reserva hepatica normal quanto na
reduzida
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Adaptado de Reham Abdel-Wahab et al, 2015.

Desse modo, na doenca hepética crénica, o IGF-1 mostra ter efeitos
hepatoprotetores. Em estudos baseados em modelos animais, o IGF-1 foi capaz de
promover a diminuicdo do estresse oxidativo, resisténcia a insulina, apoptose
hepatocelular e fibrogénese. Hitoshi Nishizawa et, al (2012), em um modelo
(Nishizawa et al., 2012) de rato com deficiéncias de GH (SDR), demonstrou que
estes ratos apresentaram esteatose e fibrose hepética e aumento do estresse
oxidativo de acordo com o fendtipo do DHGNA. Este modelo apresentou uma
reducdo significativa de marcadores de fungdo hepatica, o aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e triglicerideo hepatico,
comparado ao grupo controle. Outro trabalho utilizando camundongos C57BL / 6 que
foram alimentados com dieta rica em gordura (selvagem, suplementado com GH e
suplementado com IGF-1 + controle), mostrou que o grupo suplementado com IGF-1

teve niveis de ALT reduzidos, apresentou o escore de esteatose diminuido e niveis
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de leptina ligeiramente menores que os controles. Assim, mostrando que o IGF-1
possui acao benéfica ao figado (Cabrera et al., 2018).

A administracdo de terapia hormonal para elevar os baixos niveis de IGF-1 a
uma faixa normal € intuitivamente relevante. Duas maneiras diferentes de atingir um
nivel mais elevado de IGF-1 circulante foram tentadas em humanos: (i) administrar
GH para estimular a producédo de IGF-1 através do receptor hepatico de GH e (ii)
suplementacdo com IGF-1 recombinante humano (rhiIGF-1). Estudos experimentais
em ratos cirréticos mostraram que a administracdo de baixas doses de rhiIGF-1
melhora a funcdo hepatocelular, diminui a fiborogénese hepética e diminui o dano
oxidativo na cirrose experimental (Conchillo et al., 2007).

Sabe-se que as células de Kupffer e as CEH expressam o receptor de IGF-1,
e evidéncias acumuladas sugerem que o IGF-1 exerce influéncia sobre essas
células, regulando a inflamacédo hepatica e a fibrose. Assim, estima-se que o IGF-1

possua um efeito antifibrético e melhore a funcédo hepatica (Nishizawa et al., 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Devido a crescente prevaléncia de obesidade, a DHGNA, uma das principais
comorbidades associadas a obesidade, € hoje reconhecida como a causa mais
comum de doenca hepéatica crénica, com uma prevaléncia global estimada de 25 a
30%, chegando a 90% em pacientes com obesidade morbida. O acamulo de gordura
no figado promove danos hepaticos, variando da esteatose, cirrose até o
hepatocarcinoma.

Atualmente, o Unico tratamento efetivo disponivel para a cirrose é o
transplante de figado. Entretanto, a caréncia de 6rgaos, dentre outros fatores, limita
esse tratamento e leva a necessidade iminente do desenvolvimento de novas
terapias anti-fibréticas. Nosso grupo tem demonstrado, ao longo da ultima década, o
efeito benéfico do transplante de células-tronco e, mais recentemente, da terapia
com seu secretoma na regeneracdo hepatica. Um dos potenciais mecanismos de
acdo da terapia celular no figado é a ativacdo paracrina das vias de sobrevivéncia
das células atingidas e regeneracao tecidual. Assim, a identificacdo das moléculas
secretadas pelas células transplantadas torna possivel a concepcéo de terapias que
eliminem a utilizacdo de células e se concentrem na administracdo das moléculas
efetoras principais. Sabe-se que o IGF-1 é um dos principais fatores de crescimento
secretados pelas células-tronco e de extrema importdncia na fisiopatologia da
DHGNA.

Assim a relevancia deste projeto baseia-se na avaliacdo do potencial
terapéutico do IGF-1, em tratamento de curta duracdo, na DHGNA relacionada a

obesidade induzida por dieta ocidental.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar histologicamente o potencial da terapia de curta duragdo com
IGF-1 na esteatose e fibrose hepatica em modelo experimental de obesidade

induzida por dieta ocidental em camundongos Swiss machos.

3.2 Objetivos especificos

Nos animais controle e submetidos a dieta ocidental, tratados e néo
tratados com IGF-1, este trabalho se prop0s a:
a) Aferir os parametros biométricos e metabdlicos indicativos de
obesidade;
b) Quantificar histologicamente a esteatose hepatica;
¢) Quantificar histologicamente o desenvolvimento de fibrose hepatica;
d) Analisar histologicamente a expressdo de a-actina de musculo liso

(marcador de células estreladas hepaticas) no parénquima hepatico;
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais e modelo experimental (D. Andrade et al., 2020).

Camundongos Swiss machos de 21 dias de idade foram obtidos no
centro de criagdo de animais de laboratério da Fundagdo Oswaldo Cruz
(Cecal/FIOCRUZ) e mantidos em caixas de polipropileno, dois animais por caixa,
sob condicbes padrdo de temperatura (21+1°C) e umidade controlada (60+10%),
com ciclo de claro e escuro de 12/12h e de exaustdo de ar a cada 15 min/hora.
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas
do comité de ética da UERJ (CEUA/026/2017).

Os animais foram divididos randomicamente em dois grandes grupos:
grupo controle (GC, N=16), alimentado com racdo padrao AIN93G (53,6% de
carboidratos complexos, 10,0% de carboidratos simples, 20,3% de proteinas e 7,0%
de lipideos) e grupo obeso (GO, N=16), alimentado com dieta ocidental, rica em
carboidratos simples e gordura saturada, baseada na adicdo de manteiga clarificada
(Ghee) (15,4% de carboidratos complexos, 34,1% de carboidratos simples, 19,8%
de proteinas e 21,0% de lipideos), conforme descrito por Tikellis e colaboradores
(2008) (Tikellis et al., 2008), e ja utilizada pelo nosso grupo (Neves et al., 2014;
Oliveira et al., 2014). Ambas as racdes foram compradas da empresa PragSolucdes
Ltda (Rio de Janeiro, Brazil).

A dieta foi administrada por 12 semanas, com livre acesso a agua e
racdo. Apos 11 semanas de dieta, parte dos animais do grupo obeso (N=8) recebeu
uma injecdo subcutanea diaria de 50ul de IGF-1 recombinante humano
(100upg/Kg/dia) (PeproTech) em solugéo salina por sete dias consecutivos (grupo
obeso+IGF-1 - GO+IGF-1). A fim de mimetizar o estresse gerado pelas
administracdes de IGF-1 nos grupos correspondentes, 0s animais sem tratamento
receberam injecdes de 50ul de solugao salina.

Ao final das 12 semanas, 0s animais receberam anestesia utilizando
Avertin®, por via intraperitoneal, numa concentragdo de 0,02 ml/g de massa
corporal. O figado foi retirado e dividido para a utilizacdo em diferentes técnicas.
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Figura 9: Desenho experimental
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Camundongos Swiss machos com 21 dias foram separados em dois grupos denominados: Controle
(GC - n=8) e Obeso (GO — n= 16). Apods 11 semanas da dieta, os 16 camundongos do grupo obeso
foram divididos em dois grupos de 8 animais cada. Os camundongos que receberam dieta ocidental
formam subdivididos em grupo obeso (GO) e grupo obeso + IGF-1 (GO+IGF1l). Os animais
pertencentes aos grupos tratados com IGF-1 receberam uma dose diaria de IGF-1 por uma semana,
sendo eutanasiados no final de 12 semanas de dieta. Os animais que ndo foram tratados com IGF-1

receberam uma dose diéria de PBS estéril por uma semana.

4.2. Consumo alimentar em gramas e em calorias

O consumo alimentar foi acompanhado durante as 12 semanas de dieta.
A ingestdo semanal em gramas foi estimada por meio da média da pesagem das
racbes em gramas realizada quatro vezes por semana, em balanca analitica de
precisdo. A partir dos dados da ingestdo em gramas, foi realizado o calculo da
ingestdo em calorias (Kcal) ingeridas por semana com a seguinte formula: média de

racdo ingerida em gramas/semana x valor energético total da dieta (Kcal) /grama.

4.3. Parametros hiométricos
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Os seguintes parametros biométricos foram aferidos: (A) Massa corporal -
0s animais foram pesados semanalmente desde o nascimento; (B) Comprimento
Naso-anal e comprimento da tibia — foram aferidos com paquimetro no dia da
eutanasia; (C) indice de Lee - equivalente ao IMC em humanos, calculado a partir
da férmula: raiz cubica da massa corporal (g)/comprimento naso-anal (cm) x 1000;
(D) Glicemia - a glicose plasmatica apos 6 horas de jejum foi determinada no dia da
eutanasia através de glicofita (ACCU-CHEK Active); (E) Peso da gordura epididimal
e retroperitoneal - o tecido adiposo foi retirado e pesado no dia da eutanasia; (F)
Peso do figado e estimativa da esteatose hepatica - no dia da eutanasia, o figado foi
pesado, e, em seguida, foi feita a razdo entre o peso do figado (g) e a massa

corporal (g), respectivamente.

4.4. Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TITG)

Apés jejum de 6 horas, os camundongos receberam, por via
intraperitoneal, uma injecdo de glicose (1g/Kg de peso do animal) e a glicemia foi
aferida no sangue coletado da veia caudal utilizando o Accu-Chek Active® (Roche
Diagnostics, Germany). As amostras de sangue foram coletadas antes da injecéo de
glicose, caracterizando o tempo O (zero) e aos 30, 60, 90 e 120 minutos apés a

administracéo de glicose.

4.5. Quantificacao dos niveis plasmaticos de insulina e HOMA-IR

No dia da eutanasia, apos 6 horas de jejum, foi realizada a coleta do
sangue em seringa contendo 20 pL de heparina soédica (5000Ul/ml) e,
posteriormente, transferido para um eppendorf e centrifugado a 3000 rpm durante 10
minutos para separar o plasma. Em seguida, o plasma foi aliquotado e mantido a -

80°C, para posterior quantificacdo da insulina plasmatica por ELISA (ELISA Kit- Rat



40

Mouse Insulin, EMD Millipore, EZRMI- 13K), seguindo as recomendacfes do
fabricante. Com o0 objetivo de determinar a resisténcia a insulina foi calculado o
indice Homa-IR (Matthews et al., 1985) a partir dos valores da glicemia e insulinemia
em jejum, por meio da equacao: glicemia (mMol/L) x insulina (uU/mL) / 22,5. Valores

acima de 2,7 caracterizam a resisténcia a insulina.

4.6. Processamento histoldgico

Apés eutanasia dos animais, os fragmentos dos figados coletados
passaram pelo fixador em paraformaldeido a 4%, foram desidratados em séries
crescentes de alcool, clarificados em xilol e incluidos em parafina. Apds a

microtomia, cortes de 5,0 um foram aderidos em laminas silanizadas.

4.7. Analise qualitativa e quantitativa da esteatose hepatica

Cortes nao-seriados de 5 um do figado foram submetidos a coloracao de
rotina com hematoxilina e eosina. Em seguida, foram analisados em microscopio de
luz (Olympus BX53, com camera CCD Olympus DP72). As imagens foram
capturadas em objetiva de 40x e analisadas no software STEPanizer pelo método da
contagem de pontos: Densidade/area (um2). As areas analisadas foram obtidas

aleatoriamente.

4.8. Analise qualitativa e quantitativa da fibrose hepatica

Cortes de 5,0 um do figado foram corados com Picro-Sirius Red (solucéo
a 0,1% de Direct Red 80, Sigma-Aldrich) por 45 min, e posteriormente analisados

em microscopio de luz (Olympus BX53, com camera Olympus DP72). As imagens
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das areas coradas em vermelho, consideradas fibréticas pelo acumulo excessivo de
colageno, foram capturadas com objetiva de 40x e analisadas com o software
Image-Pro Plus. O valor médio de 15 &reas selecionadas aleatoriamente por animal
foi expresso como a porcentagem de area de fibrose.

4.9. Imunomarcagéao

Cortes de 5,0 um do figado em laminas silanizadas foram colocados na
estufa 58° C (overnight), apés foram desparafinados em banhos de xilol e hidratados
em banhos de concentracbes decrescentes de alcool, até hidratacdo em agua
destilada. Os cortes foram banhados em peroxido de hidrogénio a 3%, depois
lavados com tampéao fosfato-salino - PBS e imersos em tampao citrato pH 6,0 a 60°C
para recuperacdo antigénica dos sitios proteicos. Apds lavagem com PBS, as
amostras foram expostas em PBS/BSA 3% para bloqueio de sitios inespecificos, e
logo ap6s incubadas em anticorpo primario anti- a-actina de musculo liso (mouse
monoclonal — Santa Cruz®) overnight. Em seguida, ocorreu a incubagcdo com com
anticorpo secundario biotinilado (Vectastain®, ref PK-7800, lot ZF0806) e a deteccéo
do anticorpo foi amplificadapelo sistema biotina-estreptavidina (Vectastain®). A
reacdo foi observada ap6s a incubacdo com 3,3-diaminobenzidina — DAB
(Vectastain®), e, posteriormente, os cortes foram corados com hematoxilina. Os
cortes foram desidratados em banhos crescentes de alcool, diafanizados em xilol e a
lamina foi montada com Entellan (Sigma-Aldrich). As imunomarcagdes dos cortes de
figado foram capturadas em microscopio de luz (Olympus BX53, com camera
Olympus DP72) na objetiva de 40x.

4.10. Andlises Estatisticas

Os resultados sédo apresentados como média = erro padrdo da média.

Diferencas entre os grupos foram analisadas por analise de variancia (ANOVA) one-
way e pos-teste de Holm-Sidak, usando nivel de significancia de P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Consumo alimentar

O consumo calorico (Kcal) apresentou-se significativamente maior a partir da
52 semana de dieta (p< 0,0001) no grupo que recebeu dieta ocidental (GO) (Gréfico
1). Entretanto, ndo houve variagdo no consumo de racdo em gramas entre 0s grupos
(GC e GO), durante todo o periodo de dieta (Grafico 2).
Gréfico 1: Evolugcdo do consumo calorico (Kcal) de camundongos Swiss submetidos
a dieta controle (GC) e dieta ocidental (GO) (p<0,0001)

-» Controle
-& Obeso

Gramas(g)
=

'] L] L] L] 1 1 L] L] L] L] L] 1
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Semana

Grafico 2: Evolucdo do consumo em gramas de racdo de camundongos Swiss
submetidos a dieta controle (GC) e dieta ocidental (GO) (p<0,0001)
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5.2. Parametros biométricos

Os grupos experimentais apresentaram diferenca significativa nos parametros
biométricos analisados (Tabela 2). O GO apresentou aumento significativo da massa
corporal a partir da 5% semana de dieta, comparado ao GC, o que se observou até o
final do experimento (graficos 3 e 4) (p<0,0001). Entretanto, ap0s o tratamento com
IGF-1, o GO+IGF-1 (44,33+0,65) apresentou reducao significativa da massa corporal
em relagdo ao grupo GO (52,4+6,23), alcangando valores semelhantes ao GC
(44,72+1,64) (grafico 6).

Grafico 3: Evolucdo da massa corporal de camundongos Swiss submetidos a dieta
controle (GC) e dieta ocidental (GO)
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Grafico 4: Massa corporal final. Massa corporal dos grupos tratados e nao tratados
com IGF-1
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O GO+IGF-1 também apresentou reducéo significativa do indice de Lee, da
gordura epididimal, da gordura retroperitoneal e da glicemia em jejum quando
comparado com o grupo GO, restaurando valores préximos ao GC, com excec¢ao da
glicemia em jejum. N&o houve diferenca significativa do comprimento naso-anal nos
grupos analisados. (Tabela 2).

Tabela 2 :Parametros biométricos

GC GO GO+IGF-1
Peso corporal 44,7+1,6 52,4+ 2,33 44,3+0,6 o™
Comprimento Naso-anal 8,9+0,2 9,4+0,1 9,340,1
(cm)
indice de Lee 346,5+4,48 419,5+3,53 %  318,6+13,53 "
Glicemia em jejum 102,8+9,4 175,045,3°""  139,8+9,4 & b™
Gordura Epididimal (9) 0,82+0,1 2,24+0,3 & 1,32+,0,1 b*

Gordura Retroperitoneal (g) 0,30+0,06 0,91+0,12 & 0,52+0,06 P

Massa corporal, comprimento naso-anal, indice de Lee, glicemia em jejum, gordura edipidimal e
gordura retroperitoneal de camundongos tratados e nao tratados com IGF-1, sendo “a” diferente de
GC e “b” diferente de GO.

5.3. Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TITG)

O GO apresentou intolerancia a glicose quando comparado ao GC nos
tempos analisados de 30, 60 e 90 minutos. JA o GO+IGF-1, apresentou melhora da
tolerancia a glicose aos 60 minutos (grafico 5A), comparado ao GO. O grafico da
area sob a curva indicou reducdo significativa da tolerdncia a glicose no GO
(1058+192,8) em relacdo ao GC (544+45,84) e consequente melhora no GO+IGF-1
(821,7+45,84), embora esse ultimo dado ndo tenha apresentado diferencga estatistica
(gréfico 5B).
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Gréfico 5: Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (A) e Area sob a curva (B).
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5.4 Analise da esteatose hepatica

O GO (0,051+0,0028) apresentou aumento significativo da estimativa de
esteatose hepatica (grafico 6), mensurada pela correcédo do peso do figado (g) pela
massa corporal (g), quando relacionado com o GC (0,041+0,00094). Ap6s o
tratamento com IGF-1, o GO+IGF-1 (0,044+ 0,0012) apresentou reducéo

significativa de 13% da estimativa de esteatose hepatica em relagéo ao grupo GO.
A analise em microscopia de luz de se¢Bes do figado coradas por
hematoxilina e eosina (Figura 10) mostrou que o figado do GO apresenta
parénquima hepatico com intenso grau de esteatose. Observamos tanto esteatose

macrovesicular (grandes vacuolos dentro de cada hepatocito, tornando o nucleo
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excéntrico), como a microvesicular (inumeros vacuolos dentro de cada célula, e o
ndcleo se apresenta em sua posicao central). Entretanto, é evidente o predominio de
esteatose macrovesicular. JA& no GO+IGF-1, observamos grande melhora do
parénquima hepatico, com reducdo quase total da esteatose macrovesicular, porém,
permanecendo, ainda, alguns hepatdcitos com esteatose microvesicular. A
quantificacdo das goticulas de gordura evidenciou que GO (1097+135,5) apresentou
aumento significativo das goticulas de gordura por area em relagdo com GC
(321,9+80,75). De forma significativa, o tratamento com IGF-1 foi capaz de reduzir a
esteatose hepatica em 43,4% no GO+IGF-1 (621,31£53,32) quando comparado ao
GO.

Gréfico 6: Estimativa da esteatose hepatica
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Onde os dados sao expressos como média + EPM. “a” diferenga significativa em relagéo ao GC, “b”

diferenca significativa em relagédo ao GO.
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Figura 10: Fotomicrografias de cortes histologicos dos figados corados com
hematoxilina e eosina

Aumento de 400X. (A) Grupo controle; (B) Grupo obeso; (C) Grupo obeso + IGF-1. As setas (—)
indicam hepatécitos com esteatose microvesicular e os asteriscos (*) hepatdcitos com esteatose

macrovesicular.
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Grafico 7: Andlise quantitativa da esteatose hepatica
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Gréfico da quantificacdo das goticulas de lipideo no parénquima hepatico. Onde os dados séo

expressos como média + EPM. “a” diferenga significativa em relagdo ao GC, “b” diferenga significativa

em relacdo ao GO.

5.5 Analise da Fibrose hepatica

Para a analise da fibrose, realizamos uma coloracdo com Picro-Sirius Red,
gue evidencia a deposicdo de colageno no tecido alvo e possibilita a quantificacdo
destas areas (Figura 11). Observamos maior deposi¢cdo de colageno no parénquima
hepéatico do GO, ao redor dos vasos e por entre os corddes de hepatécitos
(perissinusoidal). Houve diminuicdo da deposicéo de colageno no GO+IGF-1, que se
restringiu ao redor dos vasos, semelhante ao GC. A andlise quantitativa da area
corada por Picro-Sirius Red demonstrou um aumento significativo de 30% da
concentracdo de coldgeno no GO em relacdo ao GC, caracterizando o
remodelamento adverso da matriz extracelular. Em contrapartida, ap0s o tratamento
com IGF-1, ocorreu uma reducdo significativa de 43% da area de fibrose no
GO+IGF-1 comparado ao GO (gréafico 8).
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Figura 11: Fotomicrografias de cortes histoldgicos dos figados corados com Picro-
Sirius Red, que mostram a distribuicao de colageno em vermelho. Aumento de 400X

(A) Grupo controle; (B) Grupo obeso; (C) Grupo obeso + IGF-1.
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Grafico 8: Andlise quantitativa da fibrose hepatica
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Gréfico da quantificacdo da quantificacdo da &rea de deposicdo de coldgeno. Os dados séo

expressos como média + EPM. “a” diferenga significativa em relagdo ao GC, “b” diferenga significativa

em relacdo ao GO.

5.6. Analise da expresséao de alfa-actina de musculo liso (a-SMA)

A expressdo de a-SMA no figado foi analisada com imuno-histoquimica
(Figura 12). Observamos aumento da marcagao positiva para a-SMA nos figados do
GO comparado ao GC. O tratamento com IGF-1 foi capaz de reduzir a expressao de
a-SMA.
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Figura 12: Fotomicrografias de cortes histol6gicos do figado imunomarcados com o
anticorpo especifico para alfa-actina de musculo liso, mostrando a sua marcacao em

castanho (setas) e nucleos contra-corados com hematoxilina, em roxo

(A) Grupo controle — sem evidéncia de marcagdo; (B) Grupo obeso — apresentou forte marcacéo
entre os corddes de hepatdcitos e ao redor da veia centro-lobular; (C) Grupo obeso + IGF-1 —
apresentou diminui¢do da marcacgao distribuida por entre os corddes de hepatécitos e ao redor da

veia centro-lobular comparado ao grupo obeso. Objetiva de 40x; Barra=10um.
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6 DISCUSSAO

O perfil nutricional da populacdo global vem sendo alterado nas
tltimas décadas com aumento do consumo de alimentos ultraprocessados,
compostos por elevado teor de carboidratos simples e gordura saturada (dieta
ocidental). Consequentemente, observamos uma elevacao do consumo calérico em
detrimento do seu gasto, o que resulta em indices alarmantes de obesidade. Nesse
estudo, reproduzimos esse padrdo alimentar, empregando o modelo descrito por
Tikellis et al. (2008) em camundongos Swiss machos, ja bem estabelecido pelo
nosso grupo ha alguns anos (D. Andrade et al., 2020; Neves et al., 2014; Oliveira et
al., 2014, 2021), a fim de avaliar o potencial terapéutico do IGF-1 na DHGNA
induzida por dieta ocidental sobre a restruturacdo do parénquima hepatico (Tikellis et
al., 2008).

No consumo alimentar (Kcal), observamos crescente evolucdo da
ingestdo caldrica, com diferenca significativa a partir da 52 semana de dieta.
Consequentemente, um aumento da massa corporal do GO também ocorreu a partir
da quinta semana, comparado ao GC. Além disso, o GO apresentou aumento
significativo em diversos parametros biométricos, como indice de Lee, glicemia em
jejum, gordura epididimal e gordura retroperitoneal. O comprimento naso-anal nao
apresentou diferenca entre os grupos. Sendo assim, nossos resultados estédo
compativeis com o carater obesogénico da dieta (Fuster, 2016; Kang et al., 2016).

A administracdo do IGF-1 foi capaz de promover uma diminuicao
significativa dos valores dos parametros biométricos no GO+IGF-1. O IGF-1 atua
nas vias metabolicas anabolicas sendo capaz de agir na reducdo da gordura. De
fato, alguns ensaios clinicos j4 avaliaram a eficacia da terapia com IGF-1
recombinante em pacientes obesos na reducdo de massa corporal (Berryman et al.,
2013). O GO apresentou intolerancia a glicose, disturbio metabdlico ja observado
pelo nosso grupo e compativel com o encontrado em camundongos obesos e pre-
diabéticos (D. Andrade et al., 2020; Neves et al.,, 2014; Oliveira et al., 2014,
Pouvreau et al., 2018). E importante ressaltar que o tratamento com IGF-1 foi capaz

de reduzir significativamente a glicemia de jejum.
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A obesidade decorrente do aumento excessivo do consumo de calorias
oriundo da dieta ocidental promove o depésito de gordura no figado levando a
esteatose hepética. Consequentemente, ocorre 0 acumulo de acidos graxos nos
hepatécitos, resultando no estado de hipertrofia celular lipidica. A concentracao
excessiva de lipideo intracelular no hepatoécito acarreta a esteatose, conferindo ao
parénquima hepatico duas caracteristicas histologicas distintas. Na primeira,
microvesicular, o citoplasma do hepatécito € acometido por pequenos vacuolos
lipidicos e o nucleo esta localizado no centro da célula. J& a macrovesicular, é
caracterizada por grandes vacuolos repleto de lipideos por todo citoplasma com
consequente restricdo do nucleo na periferia da célula (Takahashi et al., 2012).

Um estudo mostrou que camundongos isogénicos alimentados com uma
dieta rica em gordura e carboidratos por 8 a 12 semanas apresentaram aumento do
peso do figado e lesdo hepatica com formacédo de fibrose, caracteristico de EHNA.
Na analise do parénquima hepatico em cortes histoldégicos corados com HE,
observou-se regides de balonizacdo dos hepatécitos e corpos de Mallory-Denk
devido a alta quantidade de gordura no figado. Camundongos knockout para
Galectina-3, uma proteina de ligacdo com papel regulador no imunometabolismo e
na fibrogénese, que receberam dieta hipercaléricas, desenvolveram obesidade e
apresentaram acumulo de gordura no figado, desenvolvendo lesdo hepatica com
esteatose macrovesicular (Pejnovic et al., 2016).

Nossos resultados mostraram que a dieta ocidental, rica em
carboidratos simples e gordura saturada, gerou aumento da massa corporal,
desencadeando a obesidade. Para a avaliacdo da esteatose em nosso modelo,
realizamos, a principio a estimativa de esteatose hepatica, mensurada pela correcao
do peso do figado (g) pela massa corporal (g) do camundongo, mostrando um
aumento significativo da razdo no GO quando relacionado com o GC, indicando o
aumento do figado ocasionado pelo acumulo de gordura. Entretanto, o0 GO+IGF-1
demonstrou diminuicdo da massa do figado. Para corroborar esses resultados
iniciais, indicativos de esteatose, 0 parénquima hepatico foi analisado por
microscopia de luz. Observamos grande quantidade de goticulas lipidicas no
parénquima hepatico do GO, caracteristico da EH, tanto microvesicular quanto
macrovesicular. Contudo, os animais tratados por apenas uma semana com IGF-1

apresentaram uma diminuicdo consideravel da densidade das goticulas lipidicas,
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que ficaram reduzidas a algumas regides de EH microvesicular, gerando uma
melhora do parénquima hepatico dos camundongos. Hitoshi Nishizawa e
colaboradores (2012), em um modelo de rato com deficiéncias de GH (SDR), relevou
que estes ratos apresentaram EH, fibrose hepatica e aumento do estresse oxidativo
de acordo com o fenotipo do DHGNA. O modelo apresentou uma reducao
significativa de marcadores de funcdo hepatica, o aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT) e triglicerideo hepético, comparado ao grupo
controle. E tanto a administracdo de GH quanto a administracado de IGF-1 exibiram
melhora significativa nessas condi¢cdes fenotipicas da DHGNA, sugerindo que
ambas as acdes independentes do GH e do IGF-1 desempenham um papel
essencial no figado (Nishizawa et al., 2012).

O excesso de lipideos intra-hepaticos promove um ambiente lipotoxico
gue pode ser caracterizado pelo estresse oxidativo, peroxidacao lipidica, disfuncéo
mitocondrial e extensa morte hepatocelular (Del Campo et al., 2018). As células de
Kupffer absorvem grandes quantidades de &acidos graxos, o que as leva a um
fenotipo inflamatdrio. Isso leva a secrecdo de citocinas inflamatdrias, como IL -6,
TNF-a e IL-1B. Além das células de Kupffer, outras células imunes séo recrutadas
para o tecido, contribuindo para o perfil inflamatério (Heyens et al., 2021). Neste
contexto, as células sinusoidais e as CEH, assim como células imunes residentes e
recrutadas, secretam fatores pro-fibréticos, como o TGF- e ERO (Tilg & Moschen,
2010). Tais eventos estimulam a fibrogénese, pois ativam as CEH, responsaveis
pela deposicdo de MEC, alterando o parénquima hepatico e a funcionalidade do
figado (Buzzetti et al., 2016; Weiskirchen et al., 2018).

Na lesao hepética conferida pela lipotoxicidade, as CEH sédo ativadas
por infiltragcdo de células imunes e lesdo de hepatdcitos devido a inflamacdo e se
diferenciam do fendtipo quiescente em miofibroblastos proliferativos e contrateis
(Affo et al., 2017). Os miofibroblastos (CEH ativadas) expressam a-actina de
musculo liso (a-SMA) e sao responsaveis pela producdo de componentes de MEC,
como colageno |, lll e IV (Heyens et al., 2021; Ramzy et al., 2018). O acumulo de
coldgeno é acompanhado do desbalanco entre as concentracdes de MMPs e TIMPs.
Em figados fibroticos de murinos, o aumento de MMPs foi acompanhado de altas

concentragdes de TIMP-1. Isso cria um disturbio no equilibrio MMP / TIMP com uma
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mudanca em direcéo a sintese de MEC e, portanto, a fiborogénese (Roeb et al., 1997,
Yoshiji et al., 2000).

Histologicamente, a fibrose promove alteracao intralobular. A deposicao
de matriz se origina nas regides perissinusoidais (fibrose perissinusoidal) e
periportais. Um trabalho utilizou o modelo de dieta high fat com camundongos
C57BL / 6 com trés dietas diferentes, uma rica em gordura, uma dieta rica em acucar
(com uso de leite condensado contendo 68% de energias em forma de carboidratos)
e uma combinacdo de dieta rica em gordura e acucar. O modelo apresentou
caracteristicas obesogénicas com desenvolvimento de EHNA. A analise histologica
mostrou que o0s animais alimentados com dietas obesogénicas, comparadas a
padrdo, apresentaram alta deposicdo de colageno do tipo | no figado (Asgharpour et
al., 2016).

Nossos achados mostraram que o GO apresentou maior deposicao de
colageno nas areas préoximas a triade portal, ao redor da veia centro-lobular e nos
espacos perissinusoidais, o que coincidiu com a area de marcagcdo de a- SMA,
marcador de CEH ativada (miofibroblasto). Esses dados indicam que a dieta
ocidental desencadeou um processo de lipotoxicidade e inflamacéo responsaveis
pela ativacdo do perfil fibrogénico da CEH. O GO+IGF-1, apés um tratamento de
curto prazo, apresentou reducéo significativa da area de fibrose hepéatica, indicando
acdo hepatoprotetora do IGF-1. Um estudo em modelo de EHNA utilizando
camundongos db / db alimentados com dieta deficiente em metionina-colina e
tratados com IGF-1 observou reducdo dos marcadores pro-fibréticos, como
procolageno lal e colageno 4al e de marcadores inflamatérios, como Il-78e Il - 6
por PCR. Além da reducdo do numero de células positivas para a-SMA, indicando
um efeito direto do IGF-1 sobre a CEH ativada, pois o IGF-1R foi encontrado na
superficie desta célula. O IGF-1 promoveria a sua senescéncia, que foi avaliada pela
atividade da B-galactosidase tanto in vivo quanto in vitro. O IGF-1 também promoveu
o aumento de Mmp9 e a reducdo de Timpl, favorecendo a resolucdo da fibrose
(Nishizawa et al., 2016). Em  outro estudo, utilizando modelos murinhos
transgénicos (SMP8-IGF-I) induzidos a um estado cirrético com tetracloreto de
carbono - CCls, observou-se que os camundongos SMP8-IGF-I exibiram diminuic&o
da expressdo de a- SMA e melhora morfolégica do parénquima hepatico,
restringindo a ativacdo das CEH e diminuindo a fibrogénese (Sanz et al., 2005).
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Esses dados confirmam os nossos resultados, nos quais o tratamento com IGF-1
esta relacionado a menor expressdo de a- SMA nos corddes de hepatdcitos,

promovendo uma melhora do figado.
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CONCLUSAO

A obesidade induzida por dieta ocidental causa EHNA, evidenciada pela
presenca de esteatose e fibrose hepatica em modelo animal. O tratamento de curta
duracdo com IGF-1 foi eficaz para a recuperacdo do parénquima hepatico,
contribuindo para a melhora da DHGNA, representando uma abordagem terapéutica

promissora.
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