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RESUMO

A prevaléncia da obesidade tem aumentado expressivamente em todo mundo,
inclusive no Brasil. A Sindrome Metabdlica (SM) € o conjunto de condigdes
relacionadas a obesidade que podem causar doengas. A doenga hepatica
esteatotica associada a disfungdo metabdlica (MASLD) € uma doenga assintomatica
e progressiva, sendo uma das manifestacdes hepaticas da SM e tem como principal
fator o efeito combinado da resisténcia a insulina (Rl), acumulo de gordura nos
hepatdcitos e ativacdo de cascatas inflamatdrias. A semaglutida € um agonista do
receptor do peptideo semelhante ao glucagon 1 humano (GLP-1R), que atua
aumentando a secrecdo e a sensibilidade a insulina, suprime a liberagcdo do
glucagon e desacelera o esvaziamento gastrico, diminuindo o apetite. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos da semaglutida (analogo GLP-1) sobre a via
metabdlica, a morfologia e a inflamagdo hepatica em modelo experimental de
obesidade induzida por dieta. Para isso, foram utilizados camundongos C57BL6 (n =
45), divididos aleatoriamente em trés grupos (Controle, HFD e HFD + Semaglutida)
para avaliagcdes bioquimicas por ensaio imunoenzimatico, histopatologicas utilizando
as coloracdes HE e Oil Red O, e a expressdao de marcadores inflamatoérios através
de Imuno-histoquimica e Western Blot. Os resultados evidenciaram que os animais
expostos a dieta HFD apresentaram aumento significativo do peso corporal,
demonstrando sucesso na indu¢ao da obesidade. Porém, na primeira semana apos
a administracdo da semaglutida, ja se observou reducédo significativa no peso dos
animais do grupo HFD+Semaglutida, o que se manteve até o final do tratamento. A
terapia melhorou significativamente as alteragbes na glicemia, TG, LDL, CT e
HOMA-IR. A semaglutida melhorou significativamente as alteragcbes no figado
(esteatose, inflamagédo) e reduziu o acumulo de lipidios, assim como diminuiu
significativamente a expressdo de marcadores inflamatérios, o que pode estar
parcialmente envolvido com a inibigdo indireta do NF-kB. Em conclusdo, nosso
estudo indica que a semaglutida pode ser uma nova estratégia para o tratamento da
MASLD.

Palavras-chave: Esteatose. Figado. Obesidade. GLP-1.
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ABSTRACT

The prevalence of obesity has increased significantly worldwide, including in Brazil.
Metabolic Syndrome (MS) is a group of obesity-related conditions that can cause
disease. Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD) is an
asymptomatic and progressive disease, one of the hepatic manifestations of MS, and
its main factor is the combined effect of insulin resistance (IR), fat accumulation in
hepatocytes, and activation of inflammatory cascades. Semaglutide is an agonist of
the human glucagon-like peptide 1 receptor (GLP-1R), which acts by increasing
insulin secretion and sensitivity, suppressing glucagon release, and slowing gastric
emptying, decreasing appetite. The aim of this study was to evaluate the effects of
semaglutide (GLP-1 analogue) on the metabolic pathway, morphology, and hepatic
inflammation in an experimental model of diet-induced obesity. For this purpose,
C57BL6 mice (n = 45) were randomly divided into three groups (Control, HFD and
HFD + Semaglutide) for biochemical evaluations by enzyme-linked immunosorbent
assay, histopathological evaluations using HE and Oil Red O staining, and the
expression of inflammatory markers through immunohistochemistry and Western
Blot. The results showed that animals exposed to the HFD diet showed a significant
increase in body weight, demonstrating successful induction of obesity. However, in
the first week after administration of semaglutide, a significant reduction in the weight
of animals in the HFD + Semaglutide group was observed, which remained until the
end of treatment. The therapy significantly improved changes in blood glucose, TG,
LDL, TC and HOMA-IR. Semaglutide significantly improved liver changes (steatosis,
inflammation) and reduced lipid accumulation, as well as significantly decreased the
expression of inflammatory markers, which may be partially involved with indirect
inhibition of NF-kB. In conclusion, our study indicates that semaglutide may be a
novel strategy for the treatment of MASLD.

Key words: Steatosis. Liver. Obesity. GLP-1
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1 Introdugao

O sobrepeso e a obesidade sdo os disturbios nutricionais mais comuns na
civilizagdo moderna e tornaram-se um grande problema de saude mundial. De
acordo com Estivaleti et al., 2022, a prevaléncia da obesidade tem crescido em todo
mundo, inclusive no Brasil. Dados epidemiolégicos demonstram que, em 2019,
25,9% da populagdo adulta brasileira se encontrava obesa (IBGE, 2020). As
alteracbes metabdlicas relacionadas a obesidade, como resisténcia a insulina (RI),
hipertensao, dislipidemia, inflamacao e estresse oxidativo, tém sido reconhecidas e
agrupadas para definir atualmente a sindrome metabdlica (SM) (Fahed et al., 2022).
A SM consiste em um conjunto de condigdes inter-relacionadas, que podem levar ao
desenvolvimento da Doenca Hepatica Esteatdtica Associada a Disfungcdo Metabdlica
(MASLD), uma condigao clinico-patolégica definida pelo acumulo anormal de
gordura no citoplasma dos hepatdcitos, excedente a 5% do peso hepatico total e
pode ser diagnosticada por exames de imagem ou histolégicos (De Brito e Silva et
al., 2021; Polyzos; Kountouras; Mantzoros, 2019; Younossi et al., 2023).

A MASLD trata-se de uma patologia assintomatica e progressiva que inclui
esteatose simples e pode evoluir para esteatohepatite associada a disfungao
metabdlica (MASH), representando a forma inflamatéria, e fibrose, com maior
potencial de progredir para cirrose e carcinoma hepatocelular (HCC) (Weiss; Rau;
Geier, 2014). E sabido que os principais fatores para a patogénese e progressado da
MASLD séo os efeitos combinados da resisténcia a insulina, do estresse oxidativo, e
da cascata inflamatdria (Piazzolla; Mangia, 2020). A atual teoria (multiplas etapas)
proposta para o desenvolvimento da MASLD, descreve uma explicagdo mais sdlida
e complexa onde dieta, ambiente e obesidade podem provocar RI, hiperplasia da
massa adiposa, alteragao da microbiota intestinal (disbiose), entre outros fatores.

A RI é considerada como o principal fator, por estimular a lipdlise e a
producdo de adipocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1B3, IL-6) no tecido adiposo. Além
disso, Rl no figado induz a lipogénese hepatica em niveis téxicos e inibe a via da
beta oxidacao (B-oxidagao) e do efluxo lipidico (VLDL). O acumulo de acidos graxos
e seus metabdlitos pode promover o estresse lipotoxico, que por sua vez ativa o
estresse oxidativo que leva a sintese e ao acumulo de mediadores pro-inflamatorios
(Fotbolcu; Zorlu, 2016).
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O GLP-1 é uma incretina produzida primariamente nas células L
(enteroenddcrinas) distribuidas ao longo do intestino em resposta a ingestdo de
alimentos. Seus efeitos no metabolismo se dao por estimular a secreg¢ao de insulina,
promover reducédo de apetite e redugcédo da ingestdo de alimentos, efeitos cardio e
neuroprotetores e diminuigdo da inflamacdo e da apoptose (Mduller et al., 2019;
Diz-Chaves et al., 2020; Sun et al., 2015). O GLP-1R é um receptor acoplado a
proteina G heterotrimérica que transduz os efeitos fisiolégicos do GLP-1. Os
GLP-1Rs sao expressos nas células 3 e em algumas células a e d no pancreas, nos
sistemas nervosos entérico e central, intestino, linfécitos intraepiteliais intestinais
(IEL), células endoteliais e células musculares lisas vasculares, entre outros (Mclean
et al., 2020).

O potencial farmacoldgico do GLP-1 endégeno é limitado, devido ao tempo de
meia-vida muito curto (cerca de 2 minutos) em razdo da degradacao pela enzima
endégena dipeptidil-peptidase-4 (DPP-4) (Mentlein; Gallwitz; Schmidt, 1993). Assim,
€ necessaria a utilizacdo de agonistas do GLP-1R que séao resistentes a degradagao
por DPP-4, e, consequentemente, mostram melhor biodisponibilidade e eficacia
clinica (Muller et al., 2019). Além disso, demonstraram ser eficazes no tratamento de
pacientes com MASLD com diabetes e sdo capazes de influenciar significativamente
o metabolismo hepatico (Bifari et al., 2018; Newsome et al., 2019; Newsome et al.,
2021).

Portanto, este trabalho tem como objetivo explorar o efeito da semaglutida
(agonista do GLP-1R) nos mecanismos moleculares que ligam a sinalizagdo do

GLP-1R sobre o metabolismo, a histopatologia e a inflamagao hepatica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doenca Hepatica Esteatética Associada a Disfungao Metabodlica (MASLD)

A MASLD, outrora chamada de doenga hepatica gordurosa n&o alcodlica
(DHGNA), é considerada a hepatopatia mais comum e, nos ultimos anos, a sua
prevaléncia esta crescendo em todo o mundo, em paralelo com o aumento da
obesidade e da Sindrome Metabdlica (SM), e contribui significativamente para a
morbidade e mortalidade relacionadas ao figado (Vlad Dumitru Brata; Tacke, 2024;
Angeliki Katsarou et al., 2024).

Estudos epidemioldgicos globais, relatam que a MASLD afeta 30% da
populacdo geral em todo mundo, tendo a maior taxa de incidéncia entre todas as
doengas que acometem o figado (Le et al.,, 2021; Huh; Cho; Nam, 2022). A
prevaléncia da MASLD aumentou de 22% para 37% de 1991 a 2019 na populagéo
adulta no mundo (Le et al., 2021). Salienta-se que a prevaléncia da MASLD sofre
influéncias tanto de variagdes geograficas quanto étnicas. Diante disso, apds analise
estratificada por regido, observa-se uma maior prevaléncia no Oriente Médio e
América do Sul e menor na Africa (Chan et al., 2023; Younossi et al., 2017; Younossi
et al., 2016; Le et al., 2021).

No Brasil tem crescido a prevaléncia de obesidade associada a SM, o que,
por consequéncia, resulta em um aumento na frequéncia da MASLD. (Cotrim et al.,
2016). No entanto, sdo poucos os estudos sobre a prevaléncia da MASLD na
populacao do pais. Cabe destacar um estudo, realizado na Bahia com 217 mulheres
obesas, que analisou por meio de ultrassonografia a presenga de esteatose hepatica

e encontrou uma prevaléncia de esteatose hepatica de 41,5% (Oliveira, 2020).

2.2 Aspectos da Fisiopatologia da MASLD

Conforme descrito anteriormente, a MASLD € uma doenca complexa e de
origem multissistémica, estando fortemente associada a fatores ambientais, como as
dietas, com grandes quantidades de calorias provindas dos carboidratos e lipidios, e
ao sedentarismo. Os fatores ambientais e o sedentarismo, de forma direta ou
indireta, aumentam a incidéncia de obesidade e SM, resultando no desenvolvimento
da MASLD (He et al, 2020). Devido a sua alta taxa de incidéncia e,
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consequentemente, alto valor econdmico despendido, a MASLD se tornou um
problema de saude publica global (Sun; Zhou; Zhu, 2024). Trata-se de uma doencga
progressiva que abrange um espectro de alteragcbes que varia, de uma condigao
benigna a forma grave de esteato-hepatite metabdlica (EHNA), fibrose avancada e
cirrose, podendo evoluir para carcinoma hepatocelular (HCC) conforme a Figura 1
(Sun; Zhou; Zhu, 2024; Wang et al., 2020). A diminuigdo de goticulas de lipidios

juntamente com a progressao da doenca se da pelo fato do aumento de fibrose e de

infiltrados inflamatoérios.

Figura 1 - Espectro da MASLD.

O espectro da MASLD

Reversivel Reversivel IRREVERSIVEL IRREVERSIVEL

Figado Esteatose EHNA Cirrose CARCINOMA
saudavel simples hepatica HEPATOGELULAR

Fonte: Adaptado de Wang et al., 2020.

Histologicamente, a MASLD é caracterizada pelo acumulo de lipidios nos
hepatécitos, excedendo 5% do peso do figado e sem a presenga de causas
secundarias, tais como: uso de alcool de forma abusiva, hepatites virais ou mesmo
disturbios hereditarios (Mogna-Pelaez et al., 2024). De fato, a deposigao de lipidios

no figado é um processo metabdlico normal. No entanto, a maior causa de acumulo
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de gordura no parénquima hepatico é a entrada de acidos graxos livres (AGL)
derivados da dieta, da lipdlise do tecido adiposo em decorréncia da Rl e da
lipogénese “de novo”, a via que gera lipidios a partir de carboidratos dentro dos
hepatocitos (Hardy et al., 2016; Friedman et al., 2018; Dawood et al., 2024; Scorletti;
CARR, 2022).

O processo de lipogénese “de novo” (DNL), é uma via metabdlica complexa
através da qual substratos alimentares (carboidratos) sdo convertidos em TGs no
figado por meio de enzimas, incluindo a acetil-CoA carboxilase (ACC) e a acido
graxo sintase (FAS) (Jensen-Urstad; Semenkovich, 2012, Lawitz et al., 2022). A
regulagédo positiva da DNL, principalmente em nivel transcricional, esta associada a
ingestao excessiva de dietas hipercaléricas e a Rl (Roumans et al., 2020; Ferré;
Foufelle, 2010; Zhu et al., 2023), podendo contribuir para a progressdo da MASLD
(Tilg et al., 2021).

E reconhecido que a obesidade é um fator de risco para Rl e por sua vez, a Rl
no tecido adiposo leva ao aumento dos AGL circulantes (Hotamisligil, 2006; Wang et
al., 2020). Além disso, o figado tem papel importante no metabolismo lipidico,
participando da sintese de triglicerideos (TGs) que podem ser armazenados ou
secretados em forma de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (Choi;
Ginsberg, 2011). Entretanto, quando quantidades significativas de TGs superam sua
capacidade de beta-oxidagao mitocondrial, ou seja, um desequilibrio entre a sintese
e a degradacao de TGs pode levar ao desenvolvimento da esteatose hepatica e
induzir defeitos na sinalizagdo da insulina (Delarue; Magnan, 2007; Wang et al.,
2020).

Esse aumento no armazenamento de gordura no figado torna-o um ambiente
suscetivel a lipotoxicidade, que por sua vez favorece o estresse do reticulo
endoplasmatico, estresse oxidativo devido a disfungcdo mitocondrial e inflamacéo.
Esses processos sao, os principais mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no inicio
e progressao da doencga (Figura 2) (Mogna-Pelaez et al., 2024; Emmanouil Korakas
et al., 2024; Huang, 2009; Polyzos et al., 2023; Dawood et al., 2024).
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Figura 2 - Patogénese e progressdo molecular da MASLD.
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Fonte: Adaptado de Weiss; Rau; Geier, 2014.

Neste contexto, a lesdo celular e ativacdo anormal de vias de sinalizagao
intracelular levam ao recrutamento de células imunes e secre¢cao de mediadores
inflamatodrios que possibilitam a progressdo da esteatose hepatica. Entre as células
da imunidade inata que iniciam e mantém a inflamacédo hepatica incluem-se as
células de Kupffer (macrofagos residentes no figado), monécitos, neutréfilos, células
dendriticas (DCs), células natural killer (NK), e natural killer T (NKT) que produzem
citocinas quimiotaticas e pro-inflamatdrias, como a proteina quimioatraente mondcito
1 (MCP-1), Interleucina 1 beta (IL-18), Interleucina 6 (IL-6) e Fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (Tosello-Trampont et al., 2012; Kuchay; Choudhary; Mishra,
2020).

O TNF-a pode desencadear varias respostas inflamatorias através da
ativagao das vias do fator nuclear-kB (NF-kB) e c-Jun N-terminal quinase (JNK)
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(Marra et al., 2008). A ativacdo NF-kB dentro dos hepatdcitos € suficiente para
estimular inflamagao hepatica de baixo grau, esteatose, Rl e a DNL (Heida et al.,
2021). Em contraste, os mecanismos moleculares que medeiam a inflamagao e a
lipogénese “de novo” permanecem no geral inexplorados (Gao et al., [s.d.]).

O excesso de oxidacdo de AGL em mitocbndrias resulta no aumento do
estresse mitocondrial e da produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como
radicais de anion superoéxido e peroxido de hidrogénio (H,0,), que, por sua vez, séo
capazes de causar danos crénicos nas organelas, o que interrompe a estrutura e a
funcdo dos hepatécitos (Marra et al., 2008, Zhu et al., 2023). Notavelmente, os
hepatécitos, apesar de possuirem um sistema antioxidante enzimatico, sofrem com
o efeito citotdéxico do estresse oxidativo, levando a morte celular por necrose e
apoptose, simultaneamente a inflamagao (Feldstein et al., 2003; Forman; Zhang,
2021; Li et al., 2016; Tang et al., 2022).

2.3 Alvos farmacologicos contra MASLD

Conforme mencionado anteriormente, varios fatores podem estimular
coletivamente a patogénese da MASLD. Portanto, farmacos que possuam acgdes
regulando o metabolismo lipidico e mitigando a inflamagao e as lesdes, devido ao
estresse metabdlico, se tornam terapias importantes para melhorar a MASLD.

A conexdo da SM com fatores pro-inflamatorios esta bem estabelecida na
fisiopatogénese da MASLD (Kang et al., 2021; Rinella et al., 2023). Nos ultimos
anos, estudos pré-clinicos e clinicos em andamento visam a Vvia
metabolismo-inflamagao-fibrogénese que indica que disturbios metabdlicos podem
desencadear respostas inflamatérias que, de forma cronica, podem levar a lesao
tecidual ao ativar fibroblastos ou, no caso hepatico, células estreladas. (Tacke;
Weiskirchen, 2018; Patouraux et al., 2017; Feng et al., 2014; Yong Ho Lee et al.,
2017; Sanyal et al., 2019). Diante disso, evidéncias tém indicado que medicamentos
antidiabéticos, como a metformina e as sulfoniluréias, foram capazes de melhorar a
resisténcia a insulina, diminuir a inflamagdo e o acumulo de gordura no figado,
eventos patoldgicos importantes na patogénese da MASLD (Al-Muzafar; Alshehri;
Amin, 2021; Lin et al., 2000; Rakoski et al., 2010; Cunha et al., 2019; Promrat et al.,

2004; Soares e Silva et al., 2015). Assim, farmacos que possam atuar na regulagao
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do metabolismo lipidico e reduzir a inflamagdo se tornam estratégias terapéuticas
para a MASLD.

O peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) € uma incretina, produzido
pelas células L enteroenddcrinas do intestino, que foi identificado como um dos
reguladores-chave do metabolismo energético (Hoffman; Khosrow Adeli, 2024;
Subhodip Pramanik; Pal; Ray, 2024). O GLP-1 bioativo € rapidamente clivado pela
dipeptidil peptidase-4 (DPP-4), com tempo de meia vida na circulagdo menor que 2
minutos (Yabut; Drucker, 2022; Subhodip Pramanik; Pal; Ray, 2024). A ativagao do
GLP-1R estd envolvida em diversos processos bioloégicos, principalmente em
promover a proliferagao de células 3 e a liberagao de insulina (Zhu et al., 2019). No
figado, a redugao da inflamacao hepatica e da esteatose por ag¢des indiretas, torna
esse receptor um importante alvo para tratamento da MASLD (Yabut; Drucker,
2022).

Os GLP-1RAs, embora tenham sido desenvolvidos para o tratamento da
diabetes melittus tipo 2, demonstraram ter efeitos significativos na redug¢ao do peso
corporal de pessoas com obesidade (Aurélie Mailhac et al., 2024). A semaglutida,
um agonista do GLP1-R, é um farmaco aprovado para o tratamento da diabetes
mellitus tipo 2 e da obesidade (Ciardullo et al., 2023), que tem uma meia-vida
significativamente maior do que o GLP-1 nativo por conta de varias modificagdes
que aumentam sua resisténcia a degradacdo enzimatica e melhoram sua ligagao
com proteinas plasmaticas, como a albumina (Hall; Isaacs; Clements, 2018).
Recentemente, alguns estudos tém mostrado que a semaglutida apresenta agdes
benéficas na doenca hepatica esteatdtica (Bandyopadhyay et al.,, 2023; Yabut;
Drucker, 2022; Rohit Loomba et al., 2023), porém os mecanismos biolégicos da

semaglutida na MASLD ainda precisam ser elucidados (Kim; Lee, 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos da semaglutida na doenca hepatica associada a disfungéo

metabdlica em modelo experimental de obesidade induzida por dieta.

3.1 OBJETIVOS ESPECiFIcOs

e Avaliar a agdo da semaglutida sobre os parametros bioquimicos (Colesterol

total; Triglicerideos; LDL-c; HDL-c; Glicose; Insulina e HOMA-IR) e
antropométricos, observando seus efeitos na diminuicdo do peso e do
consumo alimentar.

Verificar as modificacbes histopatoldgicas no figado através das coloracoes
HE e Oil Red O.

Analisar o potencial efeito da semaglutida na diminuicdo de marcadores
inflamatdrios através de Imuno-histoquimica (IL-18 e COX-2) e Western Blot
(MCP-1, p-NF-«kB, IL-1B3, TNF-a, IL-6).



24

4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Camundongos machos C57BL/6 (8-10 semanas, n = 45) foram fornecidos pelo
Instituto Aggeu Magalhdes (IAM-FIOCRUZ). O projeto e os procedimentos tém
aprovacdo do Comité de Etica para Uso Animal local sob numero 190/2023
CEUA-FIOCRUZ. Os animais foram alojados e aclimatados por uma semana em
gaiolas ventiladas com temperatura controlada (22 £ 1° C), umidade (60 £ 10%) e luz
(ciclo claro/escuro de 12:12 h) com livre acesso a comida e agua. Apos esse periodo,
foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais (n = 15/grupo): controle
(dieta controle, produzida pela PragSolucdes ®, AIN-93G), HFD e HFD + Semaglutida
(dieta rica em 60% de gordura, PragSolucdes®, AIN-93M), alimentados por 18
semanas e, a partir da 122 semana receberam a semaglutida (Ozempic ® - 0,05mg/Kg
— dose translacional) administrada por via intraperitoneal uma vez por semana e 0s
demais animais receberam solugdo salina IP, uma vez por semana, durante seis

sSemanas.

4.2 AVALIACOES BIOQUIMICAS

Ao término do experimento, os animais foram sacrificados sob anestesia usando
Ketamina (240 mg/kg) e Xilazina (30 mg/kg). Em seguida, os vasos cervicais foram
seccionados rapidamente, o sangue coletado por pungdo cardiaca (sem
anticoagulante) e centrifugado a 5.000 rotagbes por minuto (RPM) por 10 minutos, e os
soros separados e armazenados a -20° C (n = 6) para analises bioquimicas, incluindo
colesterol total (CT) (Labtest Diagndstica SA®, MG, Brasil - Ref. 76), triglicerideos (TG)
(Labtest Diagnéstica SA®, MG, Brasil - Ref. 87), lipoproteina de alta densidade (HDL-c)
(Labtest Diagnostica SA ®, MG, Brasil - Ref. 13), lipoproteina de baixa densidade
(LDL-c) (Labtest Diagnéstica SA®, MG, Brasil - Ref.146) e glicose (Labtest Diagndstica
SA ®, MG, Brasil - Ref. 133) que foram determinados por sistema enzimatico de acordo
com as instrugdes do fabricante. Os niveis de insulina foram determinados usando kit

de ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA) de acordo com as instrugdes do
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fabricante (Elabscience®, E-EL-M1382, Wuhan, China). O indice HOMA-IR foi
calculado usando a seguinte féormula: insulina (Uy/mL) x glicose (mmol/L) / 22.5
(Obadia et al., 2022).

4.3 HiSTOPATOLOGIA

Fragmentos de figado foram fixados em formol tamponado a 4% por 24 horas
antes de serem processados e embebidos em parafina. Se¢cdes de 5um foram cortadas
e montadas em laminas de vidro. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina
(HE) e Oil Red O e avaliados com as imagens capturadas em microscopia optica (Leica
ICC50-HD) com aumento de 400x.

4 .4 [MUNO-HISTOQUIMICA

Cinco cortes de figado (5um de espessura) de cada grupo foram obtidos e
aderidos a laminas histologicas silanizadas. Os cortes foram desparafinados com xilol e
reidratados em etanol graduado (100 a 70%), e, em seguida, foram submetidos a
reacdes de imuno-histoquimica utilizando o kit Dako EnVision™ FLEX + (Dako, Codigo:
K8002, EUA), conforme instrugcdes do fabricante. Os anticorpos primarios foram (IL-13
1:50 Abcam, Ab9722 Cambridge, UK), COX-2 (1:100 Abcam, Ab15191 Cambridge, UK)
incubados por 12 horas a 4°C. As laminas foram contrastadas em hematoxilina. A
coloracao positiva resultou em um produto de reagdo cor marrom. Cinco fotos na
mesma ampliacdo 400x foram analisadas quantitativamente usando o software Gimp

2.6 (GNU Image Manipulation Program plataformas UNIX).

4.5 WESTERN BLOT

As amostras foram homogeneizadas em tubo contendo coquetel de extracéo
(EDTA 10 mM/I, fluoreto de fenilmetilsulfonil 2 mM/I, fluoreto de sédio 100 mM/I, 10
mM/I de sédio, ortovanadato de sodio 10 mM/I, aprotinina 10 ym e 100 mM/I
Tris-aminometano — pH 7,4) usando um macerador manual para quebra de tecido e

liberagdo de proteinas. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado e o
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sobrenadante coletado, obtendo-se um pool de amostras de cada grupo. No gel de
eletroforese foram aplicados 20ug de proteina total por grupo. As proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (BioRad 162—-0115), bloqueadas por 1 h
com BSA a 5% (Miles, Naperville, IL, EUA) diluido em TBS-T e incubadas por 12 horas
a 4°C com anticorpo primario MCP-1 1:1000 (Abcam, Ab7202 Cambridge, UK),
p-NF-kB 1:1000 (CellSignaling Technology, #3033), IL-18 1:1000 (Abcam, Ab9722
Cambridge, UK), TNF-a 1:1000 (Abcam, Ab6671 Cambridge, UK) e IL-6 (Abcam,
Ab208113 Cambridge, UK). A técnica foi realizada em duplicata para confirmagéao dos
resultados e a B -actina utilizada como controle pela relacdo proteina / B -actina em
cada grupo. As bandas foram detectadas por um reagente quimioluminescente
(substrato Immobilon Forte Western HRP WBLUF0500) e visualizadas por iBright
CL1500 Imaging Systems (TermoFisher Scientific). O software Imaged, versao 1.50i, foi

utilizado para quantificar a densidade de pixels das bandas.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do programa GraphPad
Prism v 6.01. Os dados paramétricos foram analisados por meio de ANOVA-oneway,
seguida de pos-teste de Tukey. Os dados foram representados por média + DP, e

valores de probabilidade inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Analises antropométricas

Os animais expostos a dieta HFD durante onze semanas apresentaram
aumento do peso corporal, quando comparado ao grupo controle (p < 0,0001) (Fig. 3
- A). Durante o periodo de intervencédo 122 semana - 18% semana, os camundongos
do grupo HFD tratados com solugdo salina, mantiveram aumento significativo no
peso corporal quando comparado com o grupo controle (p < 0,0001) (Fig. 3 - B).
Além disso, na primeira semana apos a administragdo da semaglutida ja se
observou redugao significativa no peso dos animais do grupo HFD+Semaglutida (p
<0.01), que se manteve até o final do tratamento (Fig. 3 - B). O consumo médio de
ragado na 182 semana do grupo HFD foi maior do que o do grupo HFD+Semaglutida
(Fig. 3 - C).

A Indugdo da obesidade B Evolugao do peso apés inicio do tratamento
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Figura 3: Efeitos da semaglutida no peso corporal e consumo médio de ragdao em
camundongos C57BL/6. (A) Evolugdo do peso dos camundongos que receberam alimentagao
padrédo e alimentagdo HFD nas primeiras 12 semanas. (B) Peso médio de camundongos nos
diferentes grupos no periodo da 122 - 182 semana. (C) Consumo médio de ragdo na 18 semana. Os
dados mostram diferengas significativas entre os grupos ***p < 0,0001 e **p <0.01 (ANOVA seguido

pelo Teste de Comparacao Mudltipla de Tukey).
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5.2 Analises bioquimicas

Apds a execugdo do delineamento do desenho experimental, as analises dos
parametros lipidicos mostraram que o grupo HFD apresentou aumento significativo
nos niveis de colesterol total (CT) (p <0.0001), triglicerideos (p <0.0001), HDL-c (p
<0.0001) e LDL-c (p <0.01) quando comparado com o grupo controle, tais resultados
confirmam a presenga de sindrome metabdlica. Entretanto, no grupo HFD +
semaglutida houve uma reducgdo significativa dos niveis de CT (p <0.0001),
triglicerideos (p <0.0001) e LDL-c (p <0.0001) quando comparado ao grupo HFD
(Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo do perfil lipidico de acordo com os grupos experimentais

Grupos
Parametros Controle HFD HFED + Semaghtida
Triglicerideos 311 £ 7.7 1932133 943 £ 22 1=
Colesterol Total 105.7 £ 12,09 == 179.9+2248 117.6 £ 12.73%%=
HDL-c 485+443 114.8 £ 7.08+#+ 81+94
LDL-c 27,62 £ 6,5+ 54.01£79 14,98 & 5 3#+=

Os resultados sfo representados pela média + desvio padrio.
Owalor da média estd em mg/dL.
Dados mostram diferencas significativas entre os grupos ***p <0.0001, **p <0.01 e *p <0.05 (ANOVA one-way).

Em relag&o ao perfil glicémico, verificam-se aumentos significativos nos niveis
de glicose (p < 0,0001), insulina (p <0.01) e do indice HOMA-IR (p < 0,0001) no
grupo HFD em comparagao ao controle (Fig. 4 A, B e C). No entanto, houve uma
reducao significativa do indice de glicose (p <0.0001), insulina (p <0.01) e HOMA-IR
(p <0.0001) no grupo HFD + semaglutida em relagao ao grupo HFD (Fig. 4 A, B e C).
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Figura 4. Andlises dos parametros metabdlicos da resisténcia a insulina (glicose, insulina e
indice HOMA-IR) entre os grupos experimentais. Valores foram determinados em amostras de
soro de camundongos sem jejum. As colunas representam média + DP dos marcadores analisados.
Dados mostram diferencas significativas entre os grupos ***p <0.0001, **p <0.01 e *p <0.05 (ANOVA

one-way).

5.3 Histopatologia

A analise histopatoldgica revelou que o grupo controle exibiu arquitetura bem
preservada com hepatdcitos caracteristicos distribuidos homogeneamente por todo
o parénquima hepatico (Fig. 5 - A). Apds a inducdo a dieta hiperlipidica, o grupo
HFD apresentou alteragdes significativas, incluindo desorganizagao tecidual com
esteatose macro e microvesicular no citoplasma dos hepatécitos e focos de
infiltrados inflamatorios (Fig. 5 — B). O grupo HFD + semaglutida apresentou melhora
significativa da arquitetura hepatica, com redugcdo da esteatose (observada em
conjunto a melhora da arquitetura e diminuigcdo da inflamagao, o que indica uma
regressao da doencga) e também da inflamacao (Fig. 5 — C). Na analise de deposicao
lipidica no tecido hepatico pela coloragado de Oil Red O, foi observado que o grupo
controle apresentou quantidade basal de lipidios nos hepatécitos (Fig. 5 - D). O uso
da dieta rica em gordura aumentou significativamente a deposicdo de lipidios no
parénquima hepatico do grupo HFD em comparagao com controle (p <0,0001) (Fig.
5 - E). Por outro lado, o grupo HFD + semaglutida apresentou redugao significativa

do acumulo de goticulas lipidicas no tecido (p <0,0001) (Fig. 5 - F). A analise
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quantitativa das goticulas de lipidios foi realizada em todos os grupos usando o

software Gimp e para a analise estatistica ANOVA (Fig. 5 — G).
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Figura 5. Efeitos da semaglutida nas analises histopatologicas hepaticas de camundongos
C57BL/6. Os cortes do tecido hepatico foram corados com H&E (A-C) e Oil Red O (D-F). (A) Grupo
controle. (B) Grupo HFD exibindo esteatose macro e microvesicular e infiltrados inflamatoérios,
sinalizadas nas imagens (setas vermelhas). (C) Grupo HFD+Semaglutida mostrando organizagao
tecidual hepatica normal, com redugao das inclusdes lipidicas. (D) Grupo controle. (E) Grupo HFD
mostrando abundancia significativa de lipidios. (F) Grupo HFD+Semaglutida exibe redugéo
significativa das inclusdes lipidicas. Barras 50um. (G) Quantificagdo da marcagéo de goticulas de
lipidios por Oil Red O em pixel (n= 5 animais). Os dados indicam diferengas significativas entre os

tratamentos, ***p <0,0001 (ANOVA seguido pelo Teste de Comparagao Multipla de Tukey).

5.4 Imuno-histoquimica

A expressao de IL-1B em imuno-histoquimica foi analisada apés o tratamento
com semaglutida. Foram escolhidos campos com a arquitetura melhor preservada
para refletir melhor a imunorreagao através da contagem por pixel. O grupo controle
apresentou baixa reatividade para a IL-1B (Fig. 6 - A). A utilizagdo da dieta rica em
gordura aumentou de forma significativa a expressado dessa citocina no tecido
hepatico (p <0.0001) (Fig. 6 — B). Apdés o tratamento foi possivel observar uma
redugdo significativa na reatividade para a IL-1 B no grupo HFD + Semaglutida
comparado ao grupo HFD (p <0.0001) (Fig. 6 — C), sugerindo assim a possivel

atividade anti-inflamatéria. A expressdao de COX-2 foi avaliada por
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imuno-histoquimica apds tratamento com semaglutida em camundongos submetidos

a dieta hiperlipidica. O grupo controle apresentou baixa reatividade a enzima COX-2

(Fig. 6 — D). Apdés exposicdo a uma dieta hiperlipidica, observou aumento da
imunorreatividade a COX-2 quando comparada ao grupo controle (p <0.0001) (Figs.

6 — D e E). Em contraste, no grupo HFD +Semaglutida observou-se redugao

significativa da imunorreacdo para COX-2 quando comparado ao grupo HFD (p

<0.0001) (Fig. 6 — F).
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Figura 6. Analise de imuno-histoquimica para interleucina 1-f (IL-1B) e COX-2 em
camundongos alimentados com dieta HFD tratados com semaglutida. Os cortes hepaticos
(imagens) estdo no aumento de 40X (50um). Quantificagdo dos pixels da marcagéao realizada pelo

GIMP (n=5). Dados mostram diferencgas significativas entre os grupos ***p <0.0001(ANOVA one-way).

5.5 Western Blot

A proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1) tem um papel importante
no processo de inflamagéo, contribuindo para o aumento da expresséo de células
inflamatdrias. O grupo HFD aumentou significativamente a expressédo da proteina
MCP-1 no figado em comparagdo ao grupo controle (p <0.01) (Fig. 7 A e B).
Contudo, o tratamento reduziu significativamente a expressdo dessa proteina em
comparacgao ao grupo HFD (p <0.01) (Fig. 7 A e B).

O fator nuclear kB (NF-kB) regula multiplos aspectos e induz, principalmente,
para a expressao de varias citocinas pré-inflamatérios, contribuindo para o processo
inflamatorio hepatico. No presente estudo, os niveis do p-NF-kB no tecido hepatico
no grupo HFD apresentaram aumento significativo quando comparado ao grupo
controle (p <0.05) (Fig. 7 A e C). O tratamento no grupo HFD + semaglutida resultou
em uma diminuicao significativa da expressédo do fator nuclear kB em comparagao
ao grupo HFD (p <0.01) (Fig. 7 Ae C).

A IL-1B regula a lipogénese hepatica na obesidade, sendo fundamental para a
indugdo de esteatose hepatica em camundongos obesos, se encontrando em niveis
elevados nessa situagao. A expressao de IL-18 no grupo HFD apresentou aumento
significativo no tecido hepatico em comparagao ao grupo controle (p <0.01) (Fig. 7 A
e D), demonstrando inflamagdo hepatica. Em contraste, no grupo HFD +
semaglutida houve uma redugéo significativa da IL-1 em comparagdo ao grupo
HFD (p <0.01) (Fig. 7 A e D).

A expressdao de TNF-a, um mediador proé-inflamatério, no grupo HFD teve
aumento significativo em comparagao ao grupo controle (p <0.01) (Fig. 7 A e E). No
grupo HFD + semaglutida, a expressdo da proteina TNF-a diminuiu
significativamente nos figados dos camundongos comparada ao grupo HFD (p
<0.05) (Fig. 7 AeE).

A expressao de IL-6 pode refletir diretamente o grau de resposta inflamatéria.

O grupo HFD aumentou significativamente a expressao de IL-6 no figado quando
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comparada ao grupo controle (p <0.01) (Fig. 7 — A e F). No grupo HFD +
semaglutida houve redugcdo da expressdo de IL-6 em relagdo ao grupo HFD (p
<0.05) (Fig. 7—AeF).
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Figura 7. Western Blot para analise da expressdo de MCP-1, p-NF-kB e IL-1B3, TNF-a e IL-6 no
figado de animais alimentados com dieta hiperlipidica (HFD) tratados com semaglutida. As
colunas representam média + DP das proteinas analisadas. Quantificacdo dos pixels da densidade
das bandas realizada pelo Imaged. Dados mostram diferengas significativas entre os grupos ***p
<0.0001, **p <0.01 e *p <0.05 (ANOVA one-way).
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5 DISCUSSAO

O modelo utilizado neste estudo apresentou a maioria das caracteristicas
metabdlicas da MASLD humana, podendo ser utilizado para uma compreensao clara
da etiologia, patogénese e permitir o desenvolvimento de opgdes eficientes de
terapia da MASLD. Os principais achados foram que o consumo crbénico de dieta
hipercaldrica levou o grupo HFD a apresentar niveis mais elevados de triglicerideos,
colesterol total, LDL-c, glicose, insulina e HOMA-IR, semelhante aos resultados em
outros modelos de MASLD induzidos por dieta (Eccleston et al., 2011; lto et al.,
2007; Lau; Zhang; Yu, 2017; Silva et al., 2023; Velazquez et al., 2019). Estes dados
confirmam que a alimentagio HFD em camundongos C57BL/6 induziu o
desenvolvimento de hipercolesterolemia, hiperglicemia e hiperinsulinemia. Em
contraste, o tratamento com semaglutida melhorou o comprometimento do
metabolismo lipidico e glicémico como observados em outros estudos (Li et al.,
2022; Niu et al., 2022; Soto-catalan et al., 2024).

A MASLD é considerada uma das manifestacdes hepaticas da SM (Angulo,
2007; Fan et al., 2007; Fan; Farrell, 2009) que se inicia com efeito combinado da
resisténcia a insulina, do acumulo de gordura na forma de triglicerideos nos
hepatdcitos, do estresse oxidativo, e da cascata inflamatéria (Makri; Goulas;
Polyzos, 2021). Neste estudo, demonstramos histologicamente presenga de
esteatose macro e microgoticular e inflamacdo. Essas caracteristicas indicaram que
o modelo de MASLD foi construido com sucesso. Por sua vez, o tratamento com
semaglutida melhorou significativamente as alteracbes patolégicas no figado
(esteatose e focos inflamatérios), como também reduziu o acumulo de lipidios no
figado. Outros estudos observaram resultados semelhantes; no entanto, utilizando
modelo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Mao et al., 2024, Li et al., 2022).

Os camundongos alimentados com HFD aumentaram significativamente a
expressao de IL-1B e COX-2 em comparagdo com camundongos alimentados com a
dieta controle, sugerindo um estado altamente inflamatorio contribuindo para o dano
hepatico. No entanto, a semaglutida induziu uma reduc¢ao significativa no numero de

agregados de células inflamatérias e na expressao de IL-1 e COX-2. Portanto, a
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semaglutida pode reduzir a resposta inflamatoria na MASLD e o dano as células
hepaticas como observado no estudo de Niu et al., 2022.

No geral, a inflamagdo hepatica € um dos principais impulsionadores da
progressdo da MASLD (Bernardi et al., 2015). Assim, a proteina quimioatraente de
mondcitos 1 (MCP-1) recruta mondcitos periféricos para o figado, ativando a
resposta pré-inflamatéria (Murray e Wynn, 2011). Além disso, a fosforilagdo do
NF-kB esta associada a transcricdo de genes pro-inflamatoérios, incluindo aqueles
que codificam citocinas (TNF-a, IL-1(, IL-6) e quimiocinas (Liu et al. 2017).

Consistentes com esses estudos, nossos resultados demonstraram que o
grupo HFD aumentou a expressao de MCP-1 e NF-kB, enquanto o tratamento com
semaglutida reduziu significativamente. O presente estudo também mostrou, que o
grupo HFD aumentou a expressao de TNF-q, IL13 e IL-6, enquanto a administragao
de semaglutida reduziu esses marcadores inflamatorios. O estudo de Niu et al.,
2022, relatou que o tratamento com semaglutida na concentragdo de 30 pmol/kg
reduziu mediadores inflamatdrios. No entanto, os mecanismos exatos pelos quais a
semaglutida regula a inflamacao hepatica ainda precisam ser elucidados. Assim,
nossos resultados indicam que os efeitos da semaglutida na MASLD possivelmente
podem ser atribuidos a inibigao indireta da ativacdo do NF-kB.

Em resumo, nosso estudo estabeleceu conclusivamente que a semaglutida
efetivamente aliviou a lesdao hepatica e o acumulo de gordura hepatica em
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta rica em gordura, ao melhorar tanto o
perfil glicémico quanto o lipidico. Além disso, reduziu a resposta inflamatéria da
MASLD e o dano as células hepaticas ao regular negativamente a expressao de
marcadores inflamatorios MCP-1, pNF-kB, TNF-q, IL1B e IL-6.
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6 CONCLUSAO

O tratamento com semaglutida durante 6 semanas melhorou
significativamente os parametros metabdlicos, induziu uma melhor organizagédo em
todo o parénquima hepatico e atenuou o acumulo de gordura hepatica
possivelmente modulando as vias lipogénicas. Além disso, dados seus efeitos
notaveis na reducdo de marcadores inflamatérios (TNF-a, IL1B e IL-6) que podem
ser parcialmente atribuidos a inibicdo indireta da ativacdo do NF-kB, estudos
posteriores devem ser considerados para avaliar o papel anti-inflamatério na
MASLD. Portanto, nosso estudo revela que a semaglutida pode, possivelmente, ser

uma nova estratégia terapéutica para o tratamento da MASLD.
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Magalhaes/Fundagao Oswaldo Cruz (CEUA/IAM). Na presente versdo, este projeto esta
licenciado e tem validade até 01 de abril de 2025 com a finalidade de pesquisa cientifica.
E responsabilidade da coordenadora do projeto notificar & CEUA sobre acidentes ou
intercorréncias com os animais, bem como a necessidade de quaisquer alteragdes em
relagdo ao projeto. A coordenadora concorda que nenhuma dessas mudangas serao

implementadas antes de serem aprovadas pela CEUA/IAM.

Quantitativo de Animais Aprovados

Espécie Quant Sexo
Animal e ‘| & | 2 | Ambos Idade Peso Origem
linhagem tetal)
g
(Mus 75 X 8-10 20-22g | Biotério-lIAM
Camundongo musculus semanas
isogénico -
C57BL/6)
Total 75
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