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A obesidade se manifesta de forma pandêmica, acometendo milhões de 

pessoas, principalmente nos países ocidentais e industrializados. Além dos 

inúmeros aspectos comportamentais e sociais, o desenvolvimento dessa doença 

contribui consideravelmente para o aumento da morbidade e mortalidade em 

decorrência de sua freqüente associação com outras doenças que compõem a 

síndrome metabólica, tais como, diabetes mellitus, hipertensão arterial, 

dislipidemia, ovários policísticos, esteatose hepática, entre outras. Os distúrbios no 

metabolismo de ácidos graxos frequentemente relacionados à obesidade 

contribuem para a disfunção de múltiplos órgãos e sistemas. No fígado, o simples 

acúmulo de gordura no parênquima (esteatose hepática) pode ser um estado 

transitório e benigno, facilmente reversível. Entretanto, com a perpetuação do 

quadro, e dependendo de algumas características genéticas ainda pouco 

conhecidas, ativa-se uma resposta inflamatória que desempenhará papel central 

na progressão da esteatose para esteato-hepatite, fibrose e cirrose, sendo esta 

um estágio final da doença hepática. Durante a instalação da inflamação hepática, 

uma série de citocinas pró-inflamatórias são expressas e participam da indução da 

disfunção orgânica. Entretanto, alguns estudos recentes revelam que a 

interleucina-10 (IL-10), uma citocina antiinflamatória, também é produzida no 

fígado e que sua presença nesse contexto ameniza a progressão para graus 

avançados de lesão hepática. O objetivo desse trabalho foi investigar como a IL-

10 endógena modula alguns parâmetros inflamatórios e metabólicos no fígado de 

um modelo animal de obesidade, resistência à insulina e esteato-hepatite 

induzidos por dieta. Para tal, a IL-10 foi inibida in vivo por técnicas de inativação 

com anticorpo específico e oligonucleotídeos de cDNA modificado 

complementares ao RNAm dessa proteína, impedindo sua tradução. A inibição da 

IL-10 em animais que consumiram dieta rica em gordura acentuou a disfunção 

hepática, inibindo a atividade de importantes proteínas como as do receptor de 

insulina e seus substratos (IR, IRS-1 e IRS-2), fomentando o processo inflamatório 

local e ativando vias pró-apoptóticas. A partir desses resultados, conclui-se que a 

IL-10 endógena atua como um fator protetor, controlando vias inflamatórias 

durante a progressão da esteatose para esteato-hepatite não alcoólica. 
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 Obesity has grown as an epidemiological phenomenon that threatens 

millions of people worldwide, and particularly those living in western, developed 

countries. Besides its multiple behavioral and social problems, obesity contributes 

considerably to increase morbidity and mortality due to its common association 

with diseases that compose the metabolic syndrome, such as diabetes mellitus, 

hypertension, dyslipidemia, polycystic ovaries, hepatic steatosis, among others. 

The abnormalities in the metabolism of fatty acids that frequently occur in obesity, 

contribute to the dysfunction of a number of organs and systems.  In the liver, the 

simple accumulation of fat in the parenchyma cells leads to steatosis which is 

somewhat benign and reversible. However, as far as the condition is maintained, 

and depending on some yet to be known genetic factors, an inflammatory 

response can be installed leading to steatohepatitis, fibrosis and cirrhosis, a 

terminal liver disease. During the installation of steatohepatitis, a number of 

proinflammatory cytokines are expressed, contributing to the progression of the 

liver damage. However, some recent studies have shown that interleukin-10 (IL-

10), an anti-inflammatory cytokine, is produced in the liver and plays a role in the 

negative modulation of the inflammatory response. The objective of the present 

study was to evaluate the roles of IL-10 as an endogenous factor controlling 

inflammatory and metabolic parameters in diet induced hepatic steatosis. IL-10 

was inhibited in vivo by two distinct methods, a neutralizing antibody and an 

antisense oligonucleotide. The inhibition of IL-10 in diet induced steatohepatitis 

increased proinflammatory cytokine expression and worsened a number of 

metabolic parameters, including insulin signal transduction. Thus, IL-10 is an 

endogenous factor that modulates inflammatory response in diet-induced hepatic 

disease. 
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A obesidade é reconhecida hoje como um dos mais importantes 

problemas de saúde pública em todo o mundo (WHO, 1997; Elobeid et al., 

2008). Diversos estudos epidemiológicos e clínicos têm confirmado a 

contribuição da obesidade para o desenvolvimento e/ou avanço de diversas 

doenças, como hipertensão arterial e diabetes melitus (Must et al,1999), além 

do aumento da mortalidade por complicações cardiovasculares. O simples 

excesso de peso corporal já é suficiente para aumentar as taxas de 

mortalidade (Steavens et al, 1998). Em países desenvolvidos, a influência da 

obesidade e das condições a ela relacionadas (pressão arterial elevada, 

hipercolesterolemia e inatividade física), têm sido responsáveis pela invalidez 

de aproximadamente 30% da população acometida (Ezzati et al, 2002). Uma 

importante condição associada à obesidade e também ao diabetes é a 

esteatohepatite não-alcoólica, que emerge como um novo problema clínico 

entre esses pacientes. 

A doença não alcoólica do fígado gorduroso ou NAFLD, do inglês 

“Nonalcoholic Fatty Liver Disease” é uma condição clínico-patológica comum, 

caracterizada principalmente pela presença de macrogotículas de gordura no 

hepatócito (Diehl et al. 1999), devido à diminuição na oxidação das gorduras 

no fígado, ou pela redução na exportação dos triacilgliceróis (TG) pela 

lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL) à partir do órgão. A NAFLD 

representa um amplo espectro de doenças hepáticas, que variam desde uma 

simples esteatose, sem qualquer evidência de inflamação e com bom 

prognóstico, até um grave processo necro-inflamatório, com presença 

considerável de fibrose e/ou cirrose. A combinação entre esteatose hepática 

(EH) e inflamação resulta na chamada esteato-hepatite ou NASH do inglês 

“Nonalcoholic Steatohepatitis” (Brunt, 2001). A NAFLD é talvez a causa 

principal de morbidade e mortalidade ligadas às doenças do fígado, com 

potencial para progredir para insuficiência hepática. 

A NASH foi caracterizada inicialmente em 1980 por Ludwig e 

colaboradores (Ludwig et al, 1981), que descreveram com o nome NASH, uma 

síndrome observada em mulheres obesas e diabéticas que negavam o uso de 
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álcool, mas apresentavam alterações no fígado muito semelhantes a da 

hepatite alcoólica, com aumento do volume do fígado, alterações em exames 

laboratoriais e biópsias com macrovesículas de gordura (daí o nome esteatose, 

que vem de gordura) nos hepatócitos, necrose (morte celular) focal, inflamação 

e lesões chamadas de corpúsculos hialino de Mallory. 

 

EPIDEMIOLOGIA 

A prevalência de NAFLD ainda não está bem determinada, pois há 

grande variação nos dados, de acordo com a sensibilidade do instrumento 

utilizado para detectar a esteatose. A espectroscopia por ressonância 

magnética e a biópsia são as técnicas mais sensíveis para detectar a 

esteatose hepática, ao passo que a sensibilidade da ultrassonografia oscila 

entre 49% e 94%, onde a menor sensibilidade se reflete nos graus mais 

brandos de esteatose hepática, bem como nos indivíduos com alto índice de 

massa corporal (Joy et al, 2003; Mottin et al, 2004). 

Admite-se que na população em geral a prevalência de NAFLD (Angulo, 

2002; Browning et al, 2004; Utzschneider et al, 2006) e NASH (Browning et al, 

2006) esteja entre 10 a 24% e 2,5 a 3,0% respectivamente. Embora possa 

haver erros nessas estimativas, a NAFLD é a doença hepática mais comum no 

mundo ocidental, com aumento progressivo e contínuo em sua prevalência, 

afetando todos os grupos raciais e étnicos, sem predileção por sexo ou idade. 

Em obesos, a incidência de NAFLD pode variar de 57,5 a 75% (Angulo, 2002), 

podendo chegar a 100% (Utzschneider et al, 2006) em indivíduos com 

obesidade mórbida. Estima-se que a presença de NASH acometa entre 25 e 

70% (Utzschneider et al, 2006) desses indivíduos. A concomitância da 

obesidade com outras doenças pode tornar ainda mais grave o estado da 

doença hepática. Em indivíduos obesos e diabéticos, a incidência de NASH 

sobe de 25% (Utzschneider et al, 2006) para 50% a 75% (Angulo, 2002), e 

destes, 19% podem chegar à cirrose (Angulo, 2002; Utzschneider et al, 2006). 

Portadores de obesidade e dislipidemias variam entre 20 e 92% com algum 

estado de depósito hepático de lípides (Angulo, 2002). Tais índices vêm 
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aumentando entre as populações menos acometidas.  No Japão e na China, o 

acometimento pela NAFLD já chega a 14 e 15% respectivamente da população 

em geral. Na Itália, um a cada cinco indivíduos possuem algum grau de NAFLD 

(Angulo, 2007). Um estudo chinês (Fan et al, 2005) demonstrou que 48% dos 

pacientes com síndrome metabólica, ao serem diagnosticados por ultrassom, 

apresentavam depósito hepático de lipídios, caracterizando algum estado da 

NAFLD. Nesse mesmo estudo foi observado que 39% da incidência de NAFLD 

ocorreu entre indivíduos com índice de massa corporal (IMC) acima de 25. 

Houve ainda associação de NAFLD com 41% dos diabéticos e 32% dos 

dislipidêmicos. 

 

MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

Alterações nas enzimas hepáticas devido ao abuso de álcool, hepatites 

virais e hemocromatose, acometem de 2,8 a 5,5% da população americana, 

entretanto as alterações nessas mesmas enzimas, decorrentes da doença 

hepática não gordurosa correspondem de 66 a 90% dos casos. Contudo, 79% 

dos indivíduos com NASH podem manter níveis normais de enzimas hepáticas, 

principalmente AST e ALT, não sendo estes bons marcadores para a doença 

hepática, por subestimar sua prevalência. A doença hepática crônica e a 

cirrose são a décima maior causa de morbidade e mortalidade na população 

norte-americana, porém, a maior causa mortis quando avaliada apenas 

indivíduos na faixa dos 45 e 64 anos (Clark et al, 2003). 

A obesidade é sem dúvida a principal condição predisponente à NAFLD, 

entretanto não a única. Existem outros importantes fatores de risco para o 

desenvolvimento da NAFLD como o uso prolongado da nutrição parenteral 

total (Fouin-Fortunet et al, 1982), o bypass jejuno-ileal (Liu et al, 2007) e 

restrições graves de nutrientes (desnutrição protéico-calórica) (Mittendorfer et 

al, 1998), além do uso de alguns fármacos (Lewis et al, 1989; Oien et al, 1999), 

e as hepatites virais (Goodman et al, 1995). 

Estudos têm demonstrado uma forte relação entre NAFLD e resistência 

à insulina (RI) (Bugianesi et al, 2005; Utzschneider et al, 2006). De fato, em 
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alguns indivíduos com forte predisposição genética para o desenvolvimento de 

RI, o acúmulo de lípides no fígado pode ocorrer mesmo sem o consumo 

exagerado de gordura (Bugianesi et al, 2005). De qualquer forma, o consumo 

elevado de calorias, principalmente oriundas de alimentos ricos em lípides, 

constitui-se o mais importante fator ambiental levando ao desenvolvimento de 

NAFLD. O acúmulo incipiente de gordura no fígado, que nesse momento 

possui um prognóstico tradicionalmente caracterizado como uma condição 

benigna pode, entretanto, com o desenvolvimento de RI, elevar o risco de 

progressão grave da doença, a qual pode evoluir à cirrose ou até mesmo ao 

carcinoma hepato-celular, como evidenciado em um estudo recente (Andem et 

al, 2006). Contudo, deve-se ressaltar que a progressão para fibrose ou cirrose 

parece acontecer apenas em pacientes com evidência de esteatohepatite. 

Neste caso, a condição ambiental foi predita pela instalação do quadro de RI.  

Com a transição nutricional mundial, ocidentalização da alimentação, aumento 

abusivo do consumo de produtos ricos em gorduras, principalmente os de 

origem animal, e ainda com a industrialização em geral, parece estar cada vez 

mais difícil evitar o aparecimento de alguma forma da NAFLD. 

 A maneira como a doença progride ainda não é bem clara, mas novos 

mecanismos vêm sendo propostos para tentar explicar sua evolução. Ainda 

não é bem compreendido por que alguns indivíduos desenvolvem uma simples 

esteatose hepática, e outros desenvolvem esteatohepatite e/ou progridem com 

a doença. Diferenças na distribuição corporal da massa adiposa ou nos 

sistemas antioxidantes, possivelmente agregados à predisposição genética, 

podem estar entre as explicações.  

 Como dito anteriormente, o acúmulo de gordura no fígado está 

associado à RI, em diversos estudos clínicos com pacientes portadores de 

NAFLD. Bugianesi e colaboradores em 2005 (Bugianesi et al, 2005), num 

trabalho rigoroso de seleção de pacientes, conseguiram fortalecer a relação 

entre NAFLD e RI, demonstrando que todos os eventos componentes da 

síndrome metabólica são secundários em relação ao desenvolvimento de 

NAFLD, com exceção da RI. 
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A RESISTÊNCIA À INSULINA 

 A RI pode ser definida como um fenômeno biológico (Kahn, 1978) no 

qual uma concentração mais elevada do que o normal de insulina é necessária 

para estimular as células a captarem uma mesma quantidade de glicose e 

manterem (Campbell et al, 1988) também normais as respostas metabólicas e 

mitogênicas a esse hormônio. Interferências na transdução do sinal da insulina, 

como será descrito a seguir, podem caracterizar o estado de RI e ainda a 

condição compensatória de hiperinsulinemia. Mas para compreender como a 

insulina mantém íntegras as suas atividades biológicas, é necessário o 

entendimento da função das várias proteínas que compõem a via de 

sinalização da insulina. 

Os mecanismos moleculares de ação da insulina vêm sendo estudados 

de forma mais intensa desde o início da década de 1980, quando da 

caracterização da atividade tirosina quinase intrínseca do seu receptor (IR) 

(Kasuga et al, 1982). A maioria dos estudos que geraram o conhecimento 

relativo à ação molecular da insulina foi desenvolvida em tecidos periféricos, 

tradicionais alvos da ação deste hormônio como músculo esquelético, fígado e 

adiposo (Saltiel et al, 2001). A insulina age no fígado da mesma forma que em 

vários tecidos periféricos, bem como o hipotálamo, no sistema nervoso central 

Torsoni et al, 2003). Seus efeitos metabólicos imediatos incluem: aumento da 

captação de glicose, principalmente em tecido muscular e adiposo, aumento da 

síntese de proteínas, ácidos graxos e glicogênio por esses tecidos, bloqueio da 

produção hepática de glicose, da lipólise e proteólise (Xu et al, 2005). No 

hipotálamo, este hormônio desempenha função importante no controle da 

ingestão alimentar, atuando de maneira anorexigênica (Carvalheira et al, 2001; 

Bjorbaek et al, 2001; Torsoni et al, 2003). Além disso, a insulina tem efeitos 

tardios na expressão de genes e síntese protéica, assim como na proliferação 

e na diferenciação celular. A compreensão das etapas moleculares de 

sinalização da insulina pode proporcionar novas abordagens terapêuticas para 

estados de resistência à insulina, incluindo obesidade, diabetes mellitus do tipo 
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2, hipertensão arterial e intolerância à glicose associada a diversas 

endocrinopatias. 

Os sinais intracelulares ativados pela insulina se iniciam com a sua 

ligação a um receptor específico de membrana, uma proteína 

heterotetramérica com atividade tirosina-quinase intrínseca, composta por duas 

subunidades α e duas subunidades β, denominado receptor de insulina (IR) 

(Bjorbaek et al, 2004) (Figura 1A). Essa ligação promove, através de alteração 

conformacional, a ativação de um sítio catalítico localizado na subunidade β do 

IR, na região que compreende as tirosinas 1145, 1150 e 1151. Uma vez ativo, 

o sítio catalisa a fosforilação em tirosina dos resíduos 953 e 960 e também os 

resíduos 1316 e 1322, o que torna o receptor apto a dar continuidade à 

transdução do sinal. Há então o recrutamento e ativação dos substratos do 

receptor de insulina, os IRSs (IRS-1 e IRS-2).  A fosforilação em tirosina do 

IRS-1 e IRS-2 promove a associação e ativação da fosfatidilinositol 3-quinase 

(PI3-quinase), que conecta o sinal da insulina ao controle do ritmo metabólico 

intracelular (Xu et al, 2005) (Figura 1B). A ativação da PI3-quinase induz a 

fosforilação em serina da proteína quinase B (Akt) (Carvalheira et al, 2003), 

que então estimula a captação de glicose pelo músculo e tecido adiposo, 

culminando com a síntese de glicogênio em tais tecidos e no fígado também, 

além de estimular a lipogênese no tecido adiposo, o aumento da expressão de 

neuropeptídeos anorexigênicos como o POMC e CART no núcleo arqueado do 

hipotálamo, reduzindo assim a fome, e inibindo a glicogenólise no tecido 

hepático. Portanto, a via PI3-quinase/Akt tem um importante papel nos efeitos 

metabólicos da insulina.  

 

Figura 1. 

 

 

 

 

 



 

28 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Sinalização da Insulina. A - A insulina se liga ao seu receptor heterotetramérico transmembrânico (IR, 

subunidades α e β), promovendo a ativação de sua região catalítica. Uma vez ativo, o IR catalisa sua autofosforilação, 

a qual o torna apto a reunir substratos intracelulares que darão continuidade ao sinal. O IR é fosforilado em tirosina nos 

sítios catalíticos que compreendem os resíduos 1145, 1150 e 1151. B - Tais sítios uma vez ativos possibilitam a 

fosforilação em tirosina dos resíduos 953 e 960 e ainda dos resíduos 1316 e 1322, dando continuação à transdução do 

sinal. Com isso, proteínas subseqüentes ao IR, da família dos IRSs (especialmente IRS-2), transmitem o sinal da 

insulina, ativando a enzima fosfatilinositol-3-quinase (PI3K). A PI3K aumenta a fosforilação em serina da proteína 

quinase B (AKT), que estimula o transporte de glicose no músculo e no tecido adiposo, além de, no hipotálamo, 

controlar o ritmo de disparos neuronais e a liberação de neurotransmissores nas terminações sinápticas. O IR é capaz 

inclusive de atrair e ativar a proteína JAK-2. A JAK-2 se une e fosforila proteínas da família STAT (particularmente 

STAT-3). Uma vez fosforiladas, as proteínas STAT-3 se dimerizam e migram ao núcleo, onde atuam como fatores de 

transcrição controlando a expressão de genes de neurotransmissores e outras proteínas que respondem ao estímulo 

da insulina, sempre que exista um co-estímulo por parte da leptina. 

 

 Em contrapartida às atividades homeostáticas desempenhadas pela 

insulina, o estado inflamatório sub-clínico, comumente encontrado em 

pacientes obesos, pode dar início à interferência nas vias de sinalização 

mediadas pela insulina ou outros hormônios (Tilg et al, 2006). Na visão 

tradicional o tecido adiposo era visto como um órgão inerte, com única função 

de reservatório para estoque energético, mas já há algum tempo tal conceito 
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não é mais válido. O tecido adiposo expressa e secreta uma variedade de 

peptídios bioativos, conhecidos como adipocinas (adiponectina, resistina, IL-6, 

TNF-α etc.), os quais atuam de forma autócrina, parácrina e endócrina. Através 

de uma rede interativa de ação, esse tecido coordena através dessas 

substâncias uma variedade de processos biológicos incluindo metabolismo 

energético, funções neuroendócrinas e imunes (Calle et al, 2004; La Cava et 

al, 2004; Kusminski et al, 2005; Wellen et al, 2005; Mannino et al, 2006; 

Weisberg et al, 2006; Pitombo et al, 2007). A hipertrofia desse tecido, como 

ocorre na obesidade, particularmente no compartimento visceral é associado à 

RI, hiperglicemia, dislipidemias, hipertensão e estados pró-trombóticos e 

inflamatórios. Proteínas serina-quinases ativadas por mediadores pró-

inflamatórios disparados por agentes endógenos como TNF-α, IL-1β e IL-6 ou 

por constituintes da própria dieta como a fração saturada dos ácidos graxos 

dos lipídios interferem negativamente nessas vias de sinalização, 

possivelmente ocasionando e instalando o quadro de RI (Wellen et al, 2005).  

 

INFLAMAÇÃO 

Estudos recentes (Alexandraki et al, 2006; Martínez, 2006; Goossens, 

2008;) têm revelado a conexão entre vias pró-inflamatórias e vias 

controladoras do metabolismo, especificamente, vias ativadas em resposta à 

insulina. As citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β parecem desempenhar 

um papel central nestas conexões.  Agindo através de TNFR1 (receptor 1 de 

TNF-α), o TNF-α ativa substratos intracelulares que participam do controle da 

transcrição de genes de reposta inflamatória, modula proteínas participantes 

do controle de apoptose e regula respostas de crescimento e diferenciação 

celular (Gupta, 2002; MacEwan, 2002). Um dos principais substratos 

intermediários da via de sinalização do TNF-α é a serina quinase JNK 

(Dempsey et al, 2003). Uma vez ativada, a JNK tem a função primária de 

induzir a associação dos produtos dos genes de resposta imediata c-Jun e c-

Fos, levando à formação do fator de transcrição dimérico AP-1 (Dempsey et al, 

2003). Entretanto, a atividade serina quinase da JNK pode também agir sobre 
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outros substratos, inclusive os substratos tradicionais do receptor de insulina 

IRS-1 e IRS-2 (Lee et al, 2003). Uma vez fosforilados em serina pela JNK a 

possibilidade de serem fosforilados em tirosina pelo receptor de insulina fica 

comprometida, o que contribui para resistência à transdução do sinal da 

insulina através desta via.  

Outra via pró-inflamatória que pode levar à fosforilação em serina de 

substratos do receptor de insulina é a via IΚK/IΚB/NF-κB (Shoelson et al, 

2003). Esta via pode ser ativada pelo TNF-α, mas também por outras citocinas 

pró-inflamatórias como IL-1β  (Shoelson et al, 2003). A ativação de IΚK 

promove a dissociação do complexo IΚB/NF-κB, mas também pode induzir a 

fosforilação em serina dos IRSs o que compromete a transdução do sinal da 

insulina através desta cascata. O NF-κB é formado pelo dímeros das proteínas 

P50 e P65. Esse complexo atua como fator de transcrição, que, uma vez 

liberado no citoplasma, migra até o núcleo e se conecta à regiões específicas 

do DNA, ativando genes responsáveis pela transcrição de diversas proteínas, 

entre elas, as citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF-α) e também 

antiinflamatórias (IL-10), no intuito de regular o processo inflamatório. A 

intensidade da ativação dessas proteínas é que irá reger a magnitude 

inflamatória (Shoelson et al, 2003). 

Dado o processo inflamatório e a capacidade reduzida da insulina de 

promover a captação de glicose pelos músculos e outros tecidos e em suprimir 

a lipólise, desenvolve-se então a hiperinsulinemia compensatória, além do 

aumento do fluxo hepático de ácidos graxos livres. Há um paradoxo relevante 

no papel da insulina no fígado, pois enquanto a resistência à ação do hormônio 

prejudica o metabolismo de glicose, o metabolismo dos lipídios é mantido 

(McCullough, 2006). Alguns estudos têm documentado que uma redução de 45 

a 50% na glicose disponível, uma medida da sensibilidade corporal à insulina 

(Burgianesi et al, 2005; Marchesini et al, 2001), e uma reduzida habilidade da 

insulina em suprimir a produção endógena de glicose, é um indicativo de 

resistência hepática à insulina (Marchesini et al, 2001; Seppala-Lindroos et al, 

2002; Burgianesi et al, 2005).  
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 Em 1999, Marchesini e colaboradores (Marchesini et al, 1999) já haviam 

descrito a forte associação entre NAFLD e RI, e foram além, ao afirmarem que 

a RI é o fator mais comum no desenvolvimento da NAFLD. 

A RI, a qual se torna permanente devido à presença e ação das 

citocinas, pode favorecer o acúmulo de gordura nos hepatócitos através de 

dois mecanismos: a lipólise, a qual aumenta os ácidos graxos circulantes e a 

hiperinsulinemia (Angulo, 2002). Com o aumento da massa dos adipócitos, há 

conseqüente hidrólise dos triacilgliceróis devido ao aumento da atividade da 

enzima lipase sensível ao hormônio (LHS), o que contribui para o aumento dos 

ácidos graxos livres circulantes. Caso desregulada a captação dos ácidos 

graxos livres pelo fígado, essa captação torna-se diretamente proporcional à 

concentração de ácidos graxos livres presentes no plasma (Weltman et al, 

1998; Leclercq et al, 2000). Ácidos graxos nos hepatócitos são normalmente 

esterificados a triacilgliceróis, alguns dos quais são incorporados às 

lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL) e exportados por elas (Angulo, 

2002), ou oxidados para a geração de ATP (Wahren et al, 1984). Mas o 

aumento da captação de lipídios pelo fígado juntamente com a redução na 

exportação ou oxidação dessas gorduras, ou seja, o aumento na concentração 

local de lipídios em indivíduos com NAFLD pode ser resultado do desequilíbrio 

entre os sistemas enzimáticos responsáveis por tais ações. Esse aumento 

pode levar à sobrecarga do sistema de β-oxidação mitocondrial, com um 

conseqüente e novo aumento do acúmulo de lipídios no hepatócito (Angulo, 

2002). 

 

 MEDIADORES MOLECULARES DA LIPOGÊNESE E SEU PAPEL NA 

ESTEATOSE HEPÁTICA 

 Uma das funções centrais do fígado é manter em equilíbrio o nível de 

glicose plasmática, de acordo com o estado nutricional do indivíduo. Na 

situação de excesso de energia, a glicose é convertida a ácidos graxos via 

conversão de glicose em piruvato, o qual entra no ciclo de Krebs, no interior da 

mitocôndria. O citrato formado no ciclo é lançado ao citoplasma, onde é 
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convertido em acetil-CoA pela ATP-citrato liase. Nesse momento, a acetil-CoA 

carboxilase-1 (ACC1) converte a acetil-CoA em malonil-CoA, o qual é utilizado 

pela enzima ácido graxo sintase (FAS) para a formação do ácido palmítico 

(C16:0). O ácido palmítico é então dessaturado pela estearoil-CoA dessaturase 

(SCD), formando o ácido palmitoléico (C16:1) e posteriormente alongado pela 

enzima alongadora de ácidos graxos de cadeia longa, para formar o ácido 

esteárico (C18:0), o qual pode também ser dessaturado para formar o ácido 

oléico (C18:1) (Horton et al, 2002; Browning et al, 2004). Esses ácidos graxos 

são utilizados para sintetizar triacilgliceróis, que podem ser estocados como 

fonte primária de energia ou transportados. Humanos (Araya et al, 2004) e 

camundogos (Shimomura et al, 1998) com esteatose hepática acumulam ácido 

oléico, o produto final da síntese de novo de ácidos graxos. Isto sugere que a 

proporção de síntese está aumentada nos indivíduos com resistência hepática 

à insulina. A síntese de novo dos ácidos graxos é regulada de forma 

independente pela insulina e pela glicose (Koo et al, 2001; Stoeckman et al, 

2002). A habilidade da insulina em ativar a lipogênese é transcripcionalmente 

regulada pelo fator de transcrição ligado à membrana, chamado sterol 

regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c) (Foretz et al, 1999; 

Shimomura et al, 1999). A SREBP-1c pertence a uma família de proteínas que 

atuam como fatores de transcrição (Brown et al, 1997), que quando ligadas a 

regiões específicas no DNA, ativam genes que são requeridos para a 

lipogênese (Horton et al, 2002; Horton et al, 2003). Camundongos 

geneticamente modificados para superexpressarem SREBP-1c desenvolvem 

esteatose hepática clássica, devido ao aumento da lipogênese (Shimano et al, 

1997). Os trabalhos de Shimomura et al (1999) e outros (Martin, 1974; Menon 

et al, 1994), demonstraram que o aumento na razão de síntese hepática de 

ácidos graxos contribui para a deposição hepática de gordura em modelos 

experimentais de roedores resistentes à insulina, diabéticos e obesos. 

 Hiperinsulinemia e produção hepática anômala de glicose são condições 

comuns da resistência à insulina (Lam et al, 2003). Em geral a SREBP-1c não 

é ativada em estados hiperinsulinêmicos, entretanto e de forma surpreendente, 
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em estados de hiperinsulinemia acentuada, a insulina estimula a transcrição da 

SREBP-1c hepática, resultando no aumento da síntese de novo de ácidos 

graxos (Shimomura et al, 1999). A contribuição da SREBP-1c para o acúmulo 

de triacilgliceróis no fígado tem sido explorada em alguns modelos 

experimentais, como por exemplo, no camundongo ob/ob. Esses 

camundongos são extremamente obesos e com importante resistência à 

insulina devido à mutação no gene da leptina e, como conseqüência, esses 

animais desenvolvem esteatose hepática (Halaas et al, 1995). A inativação do 

gene da SREBP-1c no fígado de camundongos ob/ob resulta na redução em 

aproximadamente 50% da concentração hepática de triacilgliceróis (Yahagi et 

al, 2002). Assim, a SREBP-1c desempenha um importante papel nesse modelo 

animal de resistência à insulina. Ainda, a SREBP-1c ativa a transcrição da 

enzima acetil coenzima A carboxilase-2 (ACC-2) (Horton et al, 2003), uma 

isoforma da ACC presente na membrana mitocondrial (Abu-Elheiga et al, 

2003), responsável pela produção de malonil-CoA. O aumento da malonil-CoA 

resulta na diminuição da oxidação de ácidos graxos por inibir a carnitina 

palmitoil transferase-1 (CPT-1), a qual transloca ácidos graxos do citoplasma 

para o interior mitocondrial (McGarry et al, 1977). O papel crítico da ACC-2 no 

metabolismo hepático dos ácidos graxos foi revelado em animais knockout 

para o gene da ACC-2, que apresentaram importante resistência à obesidade, 

devido ao aumento na expressão e atividade da CPT-1, o que resultou no 

aumento da oxidação dos ácidos graxos (Abu-Elheiga et al, 2001; Abu-Elheiga 

et al, 2003). Em animais que receberam um adenovírus com o objetivo de 

aumentar a expressão da malonil-CoA descarboxilase, uma enzima que 

degrada a malonil-CoA, também houve aumento da β-oxidação mitocondrial de 

ácidos graxos, reduzindo os triacilgliceróis estocados (An et al, 2004). 

 Carboidratos também são capazes de estimular a lipogênese, através 

da ativação de uma proteína sensível à concentração de carboidratos, a 

carbohydrate response element binding protein (ChREBP) (Yamashita et al, 

2001). A glicose estimula a proteína ChREBP, que atua também como fator de 

transcrição, migrando ao núcleo e se conectando numa região específica do 
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DNA, o E-Box motif, que é um promotor responsável pela transcrição da 

enzima piruvato quinase hepática [liver-type piruvate kinase (L-PK)] 

(Kawaguchi et al, 2002). Esta enzima possui papel-chave na regulação dos 

processos glicolíticos. A L-PK cataliza a conversão do fosfoenolpiruvato em 

piruvato, o qual entra no ciclo de Krebs para gerar citrato, principal fonte de 

acetil-CoA, utilizado na biossíntese de lipídios. Como predito em ensaios in 

vitro, camundongos kcnockout para o gene da proteína ChREBP apresentaram 

uma redução de 90% na expressão da enzima L-PK. Uma revelação 

surpreendente foi a redução de 50% aproximadamente no nível de transcrição 

em RNAm de todas as enzimas envolvidas na síntese de lipídios (Iizuka et al, 

2004). Isto sugere que a ChREBP pode, de forma independente, estimular a 

transcrição de todos os genes lipogênicos. Assim, a L-PK estimula ambos os 

processos de glicólise e lipogênese, facilitando então a conversão de glicose 

em ácidos graxos, sob condições de excesso de energia. Contudo, a ativação 

de genes lipogênicos mediados pela elevada atividade da ChREBP parece ser 

importante somente após o desenvolvimento de hiperglicemia (Browning et al, 

2004).  

 Um terceiro fator de transcrição pode ainda participar do processo de 

desenvolvimento da NAFLD em roedores, chamado receptor ativado pelo 

proliferador de peroxissomo gama (PPAR-γ), requerido na diferenciação normal 

de adipócitos (Tontonoz et al, 1994). Normalmente o PPAR-γ é expresso em 

baixos níveis no fígado, entretanto, em modelos animais com resistência à 

insulina e com presença elevada de lipídios no fígado, a expressão de PPAR-γ 

se eleva consideravelmente (Edvardson et al, 1999; Chao L et al, 2000). 

Alguns estudos demonstram que a SREBP-1c pode ativar transcripcionalmente 

o gene do PPAR-γ, e isso ocorre por intermédio de um co-ativador (Kim et al, 

1998; Fajas et al, 1999). A importância do PPAR-γ no desenvolvimento da 

esteatose hepática foi demonstrada também por técnicas de recombinação 

gênica que geraram camundongos ob/ob com knockout tecido específico do 

PPAR-γ no fígado, bem como em animais lipodistróficos chamados AZIP-F-1, 

também com ausência de PPAR-γ no fígado (Chao et al., 2000). Ambos os 
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animais são resistentes à insulina, e em tais modelos houve drástica redução 

do depósito hepático de lipídios, independentemente da presença de 

hiperinsulinemia ou hiperglicemia (Gavrilova et al, 2003; Matsusue et al, 2003). 

O preciso mecanismo molecular pelo qual o PPAR-γ promove a deposição de 

triacilgliceróis no fígado ainda não está completamente descrita, entretanto, em 

humanos com NAFLD a expressão do PPAR-γ também se encontra elevada.  

A obesidade, a RI, e o desarranjo metabólico na captação e manejo dos 

lípides no fígado, são distúrbios mediados pelos desequilíbrios moleculares 

demonstrados anteriormente, e favorecem o acúmulo de lípides no parênquima 

hepático, além de contribuírem para a progressão da doença. Como 

apresentado acima, diversos autores defendem que a progressão da doença 

de uma forma benigna de esteatose hepática para formas consideravelmente 

mais graves como a esteato-hepatite e, posteriormente, a fibrose e a cirrose, 

tem como gatilho a presença de um estado de estresse oxidativo intenso, 

mediado pela presença de radicais livres produzidos como decorrência de 

distúrbios metabólicos e inflamatórios que acompanham a evolução da doença. 

 

 ESTEATO-HEPATITE: DISFUNÇÃO MITOCONDRIAL 

 O aumento da peroxidação lipídica tem sido demonstrado em diversos 

modelos animais de esteatose hepática (Leclercq et al, 2000; George et al, 

2003; Lieber, 2004) e em pacientes com NAFLD (Koruk et al, 2004; Videla et 

al, 2004). Pacientes com NASH possuem níveis elevados de vários parâmetros 

que caracterizam o estresse oxidativo em comparação aos pacientes com 

apenas esteatose (Videla et al, 2004). 

Os ácidos graxos são a maior fonte de estresse oxidativo dentro do 

fígado desses pacientes (Marchesini et al, 2001; Sanyal et al, 2001), e a 

elevada concentração desses ácidos pode atuar como ligante para o receptor 

ativado pelo proliferador de peroxissomo alfa (PPAR-α), uma proteína que 

regula positivamente a oxidação de ácidos graxos no interior da mitocôndria, 

microssomos e peroxissomos (Clarke, 2001). Os produtos da oxidação desses 

ácidos graxos, como o peróxido de hidrogênio, ânion superóxido e os 
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peróxidos de lipídios, são capazes de dar início aos processos de estresse 

oxidativo, com subseqüente incremento à peroxidação lipídica (McCullogh, 

2006).  

Os ácidos graxos são os principais substratos e indutores das 

lipooxigenases microssomais P450-2E1 e P450-4A (Wetman et al, 1998; 

Leclercq et al, 2000). O nível do citocromo P450-2E1 está invariavelmente 

aumentado no fígado de pacientes com NASH e pode resultar na produção de 

radicais livres capazes de induzir a peroxidação lipídica das membranas dos 

hepatócitos (Wetman et al, 1998). Camundongos knockout para P450-2E1 

apresentam extensa peroxidação da membrana, mostrando assim que a 

enzima P450-4A também tem um importante papel nesse controle (Marchesini 

et al, 2001).  

A evidência da peroxidação dos ácidos graxos nos peroxissomos vem 

predominantemente de modelos animais de esteatose hepática (Rao et al, 

2001; Pessayre et al, 2002). Entretanto, pacientes com NASH apresentam um 

aumento na β-oxidação de ácidos graxos na mitocôndria com elevada 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Yang et al, 2000; Angulo, 

2002). Existem evidências indiretas de que a ω-oxidação de ácidos graxos pelo 

sistema microssomal está aumentada em ambos, animais e pacientes, com 

NASH (Leclercq et al, 2000; George et al, 2003). Além disso, pacientes com 

NASH apresentam regulação positiva das lipooxigenases microssomais 

(Angulo, 2002; McCullough, 2006). 

Embora enzimas e membranas de outras organelas sejam danificadas 

pelo estresse oxidativo (Muoio et al, 2004; Ozcan et al, 2004), a mitocôndria é 

um dos sítios mais comprometidos (Sanyal et al, 2001). Ocorrem 

anormalidades estruturais na mitocôndria como o seu alargamento, também 

chamado de megamitocôndria, inclusão de corpos para-cristalinos, com 

composição ainda desconhecida, e desenvolvimento de polimorfismo 

mitocondrial. Essas anormalidades são desenvolvidas principalmente em 

resposta às agressões oxidativas. Há também alterações funcionais dentro da 

mitocôndria, que ocorrem juntamente com essas alterações estruturais 
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(Caldwell et al, 1999; Sanyal et al, 2001; Caldwell et al, 2004). A atividade das 

enzimas envolvidas na cadeia de respiração celular está diminuída em 

aproximadamente 50% (Perez-Carreras et al, 2003). Isso está associado ao 

aumento na expressão da proteína desacopladora-2 (UCP-2) mitocondrial 

(Chavin et al, 1999), e na ineficiente produção de ATP (Caraceni et al, 2004), 

com aumento na razão ADP/ATP (Dianzani et al, 1956). A disfunção 

mitocondrial corrobora na promoção da peroxidação lipídica, portanto 

induzindo, além disso, a geração de ROS (Charlton, 2004).  

A via metabólica dos ácidos graxos possui estreita relação com a β-

oxidação mitocondrial e com a β-oxidação peroxissomal. A deficiência nas 

enzimas da via de oxidação peroxissomal tem sido reconhecida como uma 

importante causa de esteatose microvesicular e esteato-hepatite. Deficiência 

na acil-CoA oxidase reduz a oxidação das VLDLs e dos ácidos dicarboxílicos, 

conduzindo à extensa esteatose microvesicular e esteato-hepatite (Leclercq et 

al, 2000). A redução na atividade dessa enzima causa ainda hiperativação do 

PPAR-α, o que por sua vez culmina numa regulação supra-ótima dos genes 

que estão sob o seu controle. O PPAR-α está implicado também na transcrição 

hepática da UCP-2 no fígado de indivíduos com NAFLD, o que é um forte 

indício da presença e atividade de ROS (Fan et al, 1998). O sistema 

sobrecarregado pela captação, oxidação e exportação hepática de ácidos 

graxos promove a ativação das ROS, as quais podem em grande parte ser as 

responsáveis pela progressão da esteatose hepática para a esteato-hepatite, 

podendo chegar à cirrose (Angulo, 2002). As mitocôndrias são as principais 

fontes celulares de ROS, às quais são gatilhos para esteato-hepatite e fibrose, 

devido a três principais mecanismos: peroxidação lipídica, ativação de 

citocinas e indução do ligante da FAS (FAS-L), o que dá início à interferência 

no programa de sobrevivência celular. As ROS dão início à peroxidação 

lipídica e induzem à ativação de malondialdeído (MDA) e 4-hidroxinonenal 

(HNE) (Esterbauer et al, 1991). Essas duas substâncias aceleram a 

progressão do processo de morte celular, pois atuam como quimiotáticos para 

neutrófilos, que causam cross-link de proteínas e conduzem à formação do 
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corpúsculo hialino de Mallory (Zatloukal et al, 1991), além da ativação das 

células esteladas (células de Ito) (Leonarduzzi et al, 1997). Quando em 

atividade, as células esteladas são estimuladas a sintetizar colágeno, 

depositando-o no parênquima hepático, e a continuidade da agressão levará 

ao estado de fibrose no órgão. A atividade quimiotática exercida pelo HNE em 

recrutar neutrófilos é um marco do início ao processo inflamatório local. A 

presença de mediadores inflamatórios locais como TNF-α, TGF-β e IL-8 

induzidos via ROS, são capazes de ativar os macrófagos residentes do fígado 

(de 80 a 90% dos macrófagos do corpo), também conhecidos como células de 

Kuppfer (Leonarduzzi et al, 1997). Macrófagos em atividade aumentam a 

liberação de ROS, dando início ao círculo vicioso que descontrola o 

metabolismo local, prejudicando ainda mais o estado depurativo do órgão, 

além disso, possuem um papel crítico na discriminação do que é próprio e não-

próprio no órgão. As células de Kupffer são os principais produtoras locais de 

citocinas. O TNF-α e TGF-β ativam caspases e intensificam os sinais de morte 

celular (Higuchi et al, 1997). O TGF-β estimula a síntese de colágeno pelas 

células esteladas (Leonarduzzi et al, 1997), além de poder ativar as 

transglutaminases teciduais, as quais levam ao cross-link de proteínas 

citoesqueléticas, promovendo a formação do corpúsculo hialino de Mallory 

(Yoshimura et al, 1987). A IL-8 é também um potente quimioatrativo para 

neutrófilos em humanos. O TNF-α induzido por ROS prejudica o fluxo de 

elétrons na cadeia respiratória mitocondrial (Lancaster et al, 1989). Espécies 

reativas de oxigênio mitocondriais podem depletar as enzimas antioxidantes 

hepáticas, seguidas por acúmulo ainda maior de ROS (Sastre et al, 1989; 

Watson et al, 1999). A expressão do FAS-L no hepatócito, induzido pela ROS, 

ativa seus receptores na membrana celular, incrementando os sinais de morte 

celular. O FAS-L de um hepatócito pode interagir com o receptor FAS de outro 

hepatócito, causando morte fracional (Hug et al, 1997). O surgimento de 

corpos apoptóticos no fígado é resultado do descontrole entre os fatores pró- 

(Bax) e anti- (Bcl-2) apoptóticos. Esses corpos apoptóticos também podem 
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estimular o processo fibrogênico (Rashid et al, 1999; Poli, 2000; Caldwell et al, 

2004).  

 Contudo, há a necessidade de uma contra-regulação do processo 

inflamatório para que essa situação não se perpetue. Logo, proteínas com 

atividades antiinflamatórias são expressas em meio ao estado pró-inflamatório 

exacerbado com o objetivo de balancear a condição da doença, e impedir a 

resposta por demais agressiva a que o tecido ou órgão é submetido. Os 

processos inflamatórios podem ser contra-regulados por citocinas 

antiinflamatórias como IL-4, IL-10, IL-13, entre outras, mas nenhuma com papel 

tão importante como a IL-10.  

Dados obtidos tanto em trabalhos experimentais com animais, bem 

como em estudos clínicos com humanos sugerem um papel protetor para a IL-

10 no contexto da esteatohepatite não alcoólica. Por exemplo, a concanavalina 

atua como agente estressor hepático em condições experimentais (Louis et al, 

2000). Animais que receberam um adenovírus com o gene da IL-10 

promovendo o aumento da expressão dessa citocina, apresentaram uma 

redução dramática na secreção das interleucinas inflamatórias e também na 

infiltração de corpos apoptóticos no fígado, além de menor infiltração de 

neutrófilos e conseqüente redução no desenvolvimento de fibrose e necrose 

(Santucci et al, 1996). No modelo de dano hepático através da administração 

de lipopolissacáride (LPS) ou da enterotoxina B do estafilococos, em animais 

D-galactosamino sensíveis, o tratamento com IL-10 reduziu as transaminases 

séricas, além de ter promovido a inibição do aumento sérico de TNF-α e IFN-γ 

(Nagaki et al, 1999). Em outro experimento, o tratamento com IL-10 reduziu de 

forma significante o RNAm do TNF-α e do IFN-γ no fígado e baço de 

camundongos sensibilizados por toxinas. Esses achados sugerem que a IL-10 

é capaz de regular o dano hepático in vivo, mediados por células T 

macrofágicas (Nagaki et al, 1999). Outros dados sugerem que o mecanismo 

pelo qual a IL-10 é capaz de proteger o fígado de agentes pró-inflamatórios se 

deve à supressão do NF-κB, e sua subseqüente ativação na expressão de 

mediadores pró-inflamatórios (Yoshidome et al, 1999). Nelson et al, em 2000, 
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demonstraram que o tratamento com IL-10 em pacientes com hepatite C 

crônica normalizou os níveis de transaminases séricas, além de reduzir a 

fibrose. Nesse mesmo estudo, é ressaltado o fato de que esses pacientes já 

não mais respondiam ao tratamento antiviral com IFN-γ, tendo então sido o 

processo de melhora todo mediado pela IL-10.  

 

JUSTIFICATIVA 

 O elevado consumo energético observado nas civilizações ocidentais tem 

contribuído não somente para o aumento epidêmico da prevalência de obesidade, 

mas também para a instalação e agravamento da NAFLD em um número cada 

vez maior de indivíduos. A resistência à insulina, quando associada ao estado de 

obesidade, favorece ainda mais a infiltração de lipídios no parênquima hepático, 

sendo este talvez uma das conseqüências mais importantes da instalação do 

estado inflamatório do fígado. Com o desajuste dos processos de oxidação e 

exportação de lipídios do fígado, há a geração de espécies reativas de oxigênio, o 

que por sua vez desencadeia o processo de lipoperoxidação das gorduras 

estocadas no fígado. Esse fenômeno é responsável pela ativação do sistema 

microssomal de detoxificação hepática na tentativa de regenerar as funções do 

órgão, como conseqüência, vias pró-inflamatórias, mediadas principalmente por 

citocinas, são incrementadas. O desequilíbrio no controle das respostas de 

recuperação do órgão frente à agressão pode conduzir à progressão da doença 

hepática, que é agravada pela deposição de fibras de colágeno no parênquima 

hepático. A continuidade dos sinais de estresse celular podem culminar com a 

evolução para o último estágio da doença, a cirrose. Proteínas contra-reguladoras 

do estado inflamatório hepático, como a IL-10, surgem com a função de diminuir a 

resposta inflamatória exacerbada, impedindo ou atenuando a progressão do dano 

orgânico. A IL-10 é um potencial alvo terapêutico na disfunção hepática induzida 

por dieta. No presente estudo avaliamos o papel dessa citocina em um modelo 

animal de esteato-hepatite não alcoólica, avaliando seu papel sobre a ação da 

insulina no fígado. 
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Geral 

 

 Avaliar o papel da IL-10 endógena sobre a disfunção hepática e sobre a 

ação da insulina no fígado de animais experimentais com esteato-hepatite 

induzida por dieta. 

 

 

Específicos 

 

 Avaliar os níveis de IL-10 em fígado de animais submetidos à dieta 

hiperlipídica; 

 Avaliar o efeito da inibição da IL-10 sobre o metabolismo de glicose; 

 Avaliar o efeito da inibição da IL-10 sobre a transdução do sinal da 

insulina em fígado; 

 Avaliar o efeito da inibição da IL-10 sobre a expressão hepática de 

proteínas envolvidas com gliconeogênese e lipogênese. 
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3.1 – Caracterização do modelo: 

 3.1.1 – Animais: 

Animais experimentais: Foram utilizados camundongos da linhagem 

Swiss albinus, machos, de quatro semanas de idade, fornecidos pelo Biotério 

Central da UNICAMP (CEMIB). Os camundongos receberam, durante oito 

semanas, uma dieta purificada AIN-93G, (Reeves et al., 1993), modificada para 

hiperlipídica, contendo 35% de lipídios, sendo 4% de origem vegetal (óleo de 

soja Sadia®) e 31% de origem animal (gordura suína Sadia®), ou uma dieta 

comercial padrão, de acordo com o AIN-93G, da marca NUVILAB® (Tabela 1). 

As dietas e a água foram oferecidas ad libtum. Os animais foram mantidos em 

estantes apropriadas, com temperatura controlada em torno de 22 ºC ± 1 ºC, 

além da regulação de fotoperíodo em 12 horas claro/escuro.  

     Tabela 1. Composição da Dieta Experimental 

Ingredientes AIN 93 G AIN 93 G 

g/100 g g/100 g 

* Amido (Q.S.P.) 39,8 11,8 

Caseína 20,0 20,0 
Amido de Milho 

Dextrinizado 
13,2 13,2 

Sacarose 10,0 10,0 

Óleo de Soja 7,0 4,0 

Banha 0,0 31 
Celulose microfina 

(Fibra) 5,0 5,0 

Mix Minerais 3,5 3,5 

Mix Vitaminas 1,0 1,0 

L-Cistina 0,30 0,30 

Bitartarato de colina 0,25 0,25 

Somatório Total 100 100,0 
       Reeves, 1993. American Institution of Nutrition-93 G 

      * Quantidade Suficiente Para 100 g 
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Os animais que receberam dieta hiperlipídica, foram divididos em quatro 

sub-grupos tratados da segunte forma: 

1 – Oligonucleotídeo sense IL-10; 2 – Oligonucleotídeo antisense para IL-10; 3 

– Soro pré-imune; 4 – Anticorpo anti-IL-10; 5 – Dieta comercial apenas (grupo 

controle). 

Os animais que receberam a dieta comercial serviram como controles 

não-obesos, recebendo apenas soro fisiológico i.p. Os camundongos 

receberam os diversos tratamentos durante cinco dias. Ao terceiro dia, foi 

realizado o teste de tolerância à glicose. Ao sexto dia, os animais foram 

devidamente anestesiados e submetidos à eutanásia, para a posterior extração 

dos tecidos. 

 3.1.2 – Construção dos oligonucleotídeos (sense e antisense) IL-10 

O programa utilizado para desenhar a seqüência do oligonucleotídeo foi 

o Gene Runner, V. 3.05. A partir do banco de dados do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), foi obtida a seqüência dos pares de bases, 

tendo sido escolhida para sense da IL-10, 5’-CTGCTCTTACTGACTGGC-3’, 

com modificação fosforotioato em todas as bases exceto a última (3’); e para 

antisense da IL-10, 5’-GCCAGTCAGTAAGAGCAG-3’, com modificação 

fosforotioato em todas as bases exceto a última (3’). Os oligonucleotídeos 

foram purificados por cromatografia líquida de alta performance (HPLC). Os 

primers foram produzidos pela empresa IDT – Integrated DNA Technologies 

(Coralville, IA, USA).  

A partir da forma original liofilizada, os oligonucleotídeos foram 

ressuspensos em tampão próprio e aplicados nos animais, nas doses de 4 
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nmol/μL. Essa dose foi completada para 100 μL de salina como veículo e 

injetada por via intraperitoneal duas vezes ao dia, durante cinco dias. Após os 

diversos testes com os oligonucleotídeos, os animais foram sacrificados e 

submetidos à extração tecidual e mensuração por imunoblot. As doses 

utilizadas foram padronizadas a partir de experimentos de dose-resposta e 

tempo. 

 

3.1.3 – Preparo da dose de anticorpo anti IL-10 

O soro pré-imune e o anticorpo anti-IL-10 foram adquiridos da empresa 

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). A concentração inicial do 

anticorpo foi de 200 μg/mL A dose infundida nos animais foi de 1:16, de tal 

forma que, 250 μL de anticorpo foi adicionado a 3.750 μL de soro fisiológico 

(veículo). Foi infundido 100 μL, 2 vezes por dia/animal, durante cinco dias. No 

grupo que recebeu soro pré-imune, infundiu-se o mesmo volume calculado 

para o anticorpo. No sexto dia, os animais foram devidamente anestesiados e 

submetidos à eutanásia, para a posterior extração dos tecidos. 

 

 3.2 – Protocolos Experimentais 

 3.2.1  – ELISA para avaliação da produção hepática de interleucina-6 

  No momento da eutanásia, coletou-se 300 μL de sangue da veia porta e 

300 μL de sangue da veia cava de cada animal. Utilizando-se seringas de 1,0 mL 

da marca BD®, individuais para cada animal e contendo heparina apenas na 

agulha, o sangue foi dispensado em frascos do tipo Eppendorff®, posteriormente 
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centrifugados em centrífuga própria, a 3.000 rpm, durante 15 minutos. O soro foi 

separado e dosado utilizando-se o kit comercial de ELISA segundo a indicação do 

fabricante (Linco Research Inc, St Charles, MO, USA). Os resultados foram 

expressos em pg/mL. 

 

 3.2.2– Determinação da concentração de glicogênio hepático  

No momento da eutanásia, um outro fragmento de aproximadamente 500 mg de 

fígado foi coletado para posterior análise da concentração de glicogênio, de 

acordo com a técnica descrita por Dubois et al., (1956).   

 

 3.2.3 – Teste intraperitoneal de tolerância à glicose 

 Os animais permaneceram em jejum noturno de 12 horas. Após a 

mensuração da glicemia caudal no tempo 0, foi injetado na cavidade peritoneal 

uma solução de glicose a 25% (1,1 mmol/ kg de peso). Amostras de glicose foram 

novamente coletadas da cauda nos tempos 30 minutos, 60, 90 e 120. 

 

3.3 –  Extração dos tecidos 

A obtenção dos fígados para a avaliação da expressão das proteínas foi 

realizada no último dia do experimento, para tal os animais foram anestesiados 

com a proporção de 1:1 de Ketamin® e Diazepan®, infundindo-se 300 μL 

intraperitonealmente. Após o teste negativo de sensibilidade (dor) nos animais, 

fez-se uma incisão em forma de aba no ventre. Antes da retirada dos 

fragmentos teciduais para análise, foi injetada solução fisiológica (grupo 
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negativo) ou insulina regular (grupo positivo – 0,2 ml, 10-6 M) pela veia porta do 

animal, para a observação das proteínas fosforiladas que participam da via da 

insulina, como o receptor de insulina (IR), o substrato 1 do receptor de insulina 

(IRS-1), a p-Akt e a forkhead box sub-group O (p-FOXO). Após tempos pré-

estabelecidos da injeção da insulina, foram coletados fragmentos hepáticos, de 

músculo esquelético, gastrocnêmio e adiposo peri-epididimal, de 4,0 g cada, 

aproximadamente. Os tecidos foram homogeneizados em tubos de ensaio de 

15 mL, contendo 2 mL do tampão de extração em cada um durante 20 

segundos com o processador polytron® PTA 20S (modelo PT 10/35, 

Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA), operado em velocidade máxima. 

Durante e após o procedimento, o material homogeneizado foi mantido em 

banho de gelo para evitar a desfosforilação e desnaturação das proteínas. Ao 

final da extração, foi adicionado Triton X-100 a 1% (Merk) em todas as 

amostras e mantidas em gelo. Após quarenta minutos, os materiais extraídos e 

homogeneizados foram submetidos à centrifugação. Utilizou-se a velocidade 

de 11.000 rpm por 40 minutos a 4 ºC, para remover o material insolúvel, 

utilizando-se o sobrenadante para as etapas seguintes: uma parte foi utilizada 

para determinar a concentração protéica de cada amostra pelo método 

colorimétrico de biureto (Bakos, 1964); outra parte foi utilizada para avaliação 

do extrato total, ou seja, separação das proteínas em SDS-PAGE, com tampão 

de Laemmli (Laemmli, 1970), acrescido de DTT 200 mM, em proporção de 5:1, 

mantido sempre a 4 ºC até o momento de submeter à fervura a 100 ºC durante 

5 minutos. 
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3.3.1 – Imunoblot 

Alíquotas contendo 250 μg de proteína por amostra foram aplicadas 

sobre gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de 1,5 mm de espessura. No mesmo 

gel foi aplicada uma amostra padrão de proteínas, ou seja, o marcador de peso 

molecular com pesos moleculares conhecidos: miosina (205 kDa), beta 

galactosidase (116 kDa), albumina sérica bovina (80 kDa) e ovalbumina (49 

kDa). As proteínas apareciam sob coloração azul no gel de eletroforese e na 

membrana de nitrocelulose, permitindo a orientação quanto ao peso molecular 

das bandas observadas. A eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio 

Rad (Mini-Protean) (Hercules, CA, USA), com solução tampão para 

eletroforese, previamente diluída. O SDS-PAGE foi submetido a 25 volts, 

inicialmente, até a passagem da linha demarcada pela fase de empilhamento 

(stacking) e 120 volts até o final do gel de resolução (resolving). A seguir, as 

proteínas separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para a membrana de 

nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de eletrotransferência de minigel da 

Bio Rad, e a solução tampão para transferência mantido em voltagem 

constante de 120 volts por duas horas, sob refrigeração contínua em gelo. As 

membranas de nitrocelulose contendo as proteínas transferidas foram 

incubadas em solução bloqueadora por 2 horas, a temperatura ambiente, para 

diminuir a ligação inespecífica de proteínas. A seguir, as membranas foram 

lavadas com solução basal por três sessões de 10 minutos, e incubadas com 

os anticorpos específicos: 
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Citocinas: *TNF-α (sc-1350, goat policlonal), *IL-1β (sc-7884, rabbit policlonal), 

*IL-6 (sc-265, goat policlonal) e *IL-10 (sc-1783, goat policlonal); Via de 

sinalização da insulina: *receptor de insulina (IR) (sc-711, rabbit policlonal), 

*substrato 1 do receptor de insulin (IRS1) (sc-560, rabbit policlonal), *substrato 

2 do receptor de insulina (IRS2) (sc-8299, rabbit policlonal), *Akt (sc-1618, goat 

policlonal), fosfotirosina (pY) (sc-508, mouse monoclonal), *fosfo [Ser473] Akt 

(sc-7985-R, rabbit policlonal), *FOXO1 (sc-11350, rabbit policlonal) e *fosfo 

[Ser256] FOXO1 (sc-22158-R, rabbit policlonal); proteína ativada de 

macrófago: *F4/80 (sc-25830, rabbit policlonal); Metabolismo lipídico: *carnitina 

palmitoil transferase 1 (CPT1) (sc-20514, goat policlonal) e *ácido graxo 

sintase (FAS) (sc-16146, goat policlonal); Metabolismo glicídico: 

*fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (sc-28477, goat policlonal), 

*glicose-6-fosfatase (G6P) (sc-25840, rabbit policlonal), ∞fosfo [Ser79] acetil 

CoA carboxilase (ACC) (#07-184, rabbit policlonal) e §fosfo [Ser21/9] glicogênio 

sintase quinase 3α/β (p-GSK3) (#9327, rabbit monoclonal). Via de 

sobrevivência celular: *FAS-associada ao domínio de morte (FADD) (sc-5559, 

rabbit policlonal), *Apaf-1 (sc-8339, rabbit policlonal), *caspase-8 (sc-7890, 

rabbit policlonal), *caspase-9 (sc-8355, rabbit policlonal), *Bcl2 (sc-783, rabbit 

policlonal) e *Bax (sc-6236, rabbit policlonal). 

 

Fontes dos anticorpos: * Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); ∞ 

Upstate Biotechnology (Charlottesville, VA, USA); § Cell Signaling (Danvers, 

MA, USA). 
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 Após a incubação das membranas de nitrocellulose com seus respectivos 

anticorpos, foram mantidas sob agitação constante durante 10 horas e a 4 ºC. 

Foram então lavadas novamente com solução basal por três sessões de 10 

minutos e em seguida incubadas por 2 horas em solução com o anticorpo 

secundário, marcado com peroxidase. Lavou-se novamente por três vezes de 

5 minutos. Às membranas, adicionou-se 1,0 mL de cada reagente do kit de 

quimioluminescência, adquiridos da Pierce. Então, as membranas expostas ao 

filme de RX (Kodak XAR - Rochester, NY), com intensificador (Cronex 

Lightning Plus - DuPont, Wilmington, DE) em cassete por 10 minutos e 

revelados de forma convencional após. A intensidade das bandas foi 

determinada através da leitura das auto-radiografias reveladas por 

densitometria ótica, utilizando um scanner (HP 3400) e o programa Scion 

Image V. Alpha 4.0.3.2. (Scion Corporation). 

 

3.3.2 – Imunoprecipitação 

Para mensuração da atividade (fosforilação) de proteínas pertencentes 

às vias já descritas, volumes das amostras com a mesma concentração 

protéica foram utilizados para imunoprecipitação com anticorpos específicos, 

sendo que a determinação das proteínas seguiu as etapas descritas 

anteriormente no item “extração dos tecidos”. As amostras foram colocadas 

sob incubação com o anticorpo específico durante 12 horas a 4 °C, sob 

agitação contínua. Em seguida acrescentou-se proteína A-Sepharose 6MB em 

todas as amostras para precipitação do complexo antígeno/anticorpo, sendo 
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mantidas em agitação contínua por mais duas horas. Após nova centrifugação 

por 15 minutos, a 12.000 rpm a 4ºC, o sobrenadante foi descartado e o 

material precipitado lavado por três vezes com a solução tampão específico 

para lavagem. As proteínas precipitadas, a seguir, foram tratadas com tampão 

de Laemmli contendo 100 mM de DTT, aquecidas em água fervente por 5 

minutos e centrifugadas por 1 minuto. As proteínas foram então submetidas à 

eletroforese em SDS-PAGE e transferidas para membrana de nitrocelulose, 

seguindo as etapas descritas no item imunoblot. 

 

3.4 –  PCR quantitativo (qPCR) – Real Time PCR 

As reações de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o 

sistema TaqManTM (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que é 

constituído por um par de primers e uma sonda marcada com um fluoróforo. 

Para o gene G-6-P (glicose-6-fosfatase) utilizou-se o assay Mm00839363_m1 

e para o gene IL-10 utilizou-se o assay Mm01288386_m1 (Applied 

Biosystems). O gene GAPD (TaqManTM - Applied Biosystems) foi escolhido 

como controle endógeno da reação, o qual serviu para normalizar a expressão 

do gene de interesse nas diferentes amostras. A validação do ensaio consistiu 

na amplificação, tanto com os primers do gene de interesse quanto do controle 

endógeno, dos cDNAs de triplicatas de sete concentrações diferentes 

(diluições seriadas de 10 vezes) de uma amostra escolhida aleatoriamente. Em 

seguida, construiu-se uma curva padrão a partir do logaritmo da concentração 

das amostras pelo Ct [Threshold Cycle: ciclo em que cada curva de 

amplificação atravessou o limiar de detecção (Threshold), o qual é definido 
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arbitrariamente]. Nessa curva, foram obtidos os valores da inclinação (slope) 

da curva e da confiabilidade das réplicas (R2). Dessa forma, a eficiência do 

sistema foi calculada através da fórmula: E = 10(-1/slope) -1. Para a placa de 

validação dos genes G-6-Pase e IL-10, foram realizadas triplicatas da amostra 

de cDNA de fígado de camundongo Swiss referentes aos tratamentos deste 

trabalho, em 7 concentrações diferentes (diluições seriadas de 5x). Após o 

cálculo das eficiências de amplificação do gene de interesse e do controle 

endógeno, foi construído um gráfico de dispersão, o qual teve por finalidade 

definir qual a amplitude de concentrações para as quais o sistema foi eficiente. 

Para a construção do gráfico, foram utilizados os mesmos valores de logaritmo 

da concentração das amostras no eixo X e a diferença entre as médias dos Cts 

do controle endógeno e as médias dos Cts do gene de interesse para cada 

concentração no eixo Y. A seguir, obteve-se uma linha de tendência para estes 

valores, a qual possuiu uma equação de reta, possibilitando verificar o valor da 

inclinação desta reta. Para que um sistema seja considerado eficiente, o valor 

da inclinação deve ser menor que 0,1 (quanto mais próximo de zero for este 

valor, menor é a inclinação da curva e, portanto, mais constante é a diferença 

entre as médias dos Cts do gene de interesse e do controle endógeno). Os 

pontos no gráfico, correspondentes às concentrações, que estiveram mais 

próximos à linha de tendência foram considerados validados (o sistema tem 

100% de eficiência nestas concentrações). Para a quantificação relativa do 

gene em estudo, as reações de PCR em tempo real foram em duplicata a partir 

de: 6,25μL de TaqMan Universal PCR Master Mix 2x, 0,625μL da solução de 

primers e sonda, 1,625μL de água e 4,0μL de cDNA, sendo que no controle 
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negativo, foi adicionado 4,0 μL de água ao invés do cDNA. As condições de 

ciclagem utilizadas foram: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos e 40 

ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Os valores da 

expressão gênica relativa foram obtidos pela análise dos resultados no 

programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems). 

 

3.5  – Histologia 

 3.5.1 – Hematoxilina e Eosina 

 Um fragmento do fígado de aproximadamente 1,0 cm3 foi retirado para 

histologia. Imediatamente colocado em um frasco contendo formol a 10% ficou 24 

horas em banho para adequada fixação. Posteriormente, o órgão foi processado 

com álcool em crescentes concentrações (70%, 80%, 95% e 100%), xilol, e 

parafina. Então foi incluído em blocos de parafina, onde foi seccionado em cortes 

de 4,0 μm e fixados em lâminas de microscopia. A coloração utilizada para 

visualização estrutural foi realizada com os corantes de Eosina e Hematoxilina.  

 

3.5.2 – Imunohistoquímica 

Da mesma forma descrita na técnica anterior, os cortes foram fixados 

em lâminas preparadas com silano e posteriormente submetidos a marcação 

simples, usando o anticorpo F4/80, de acordo com protocolo previamente 

descrito por Torsoni et al, (2003) e Araújo et al, (2004). Análise e 

documentação dos resultados foram realizadas utilizando o microscópio de 

imunofluorescência Leica FW 4500 B. A avaliação semi-quantitativa de F4/80 

foi alcançada por contagem do número de células positivamente coradas, as 
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quais foram contadas no parênquima hepático, local de coloração 

predominante do anticorpo utilizado. 

 

 3.6 – Análise Estatística 

 Os blots foram analisados por densitometria óptica. As médias obtidas 

com os tratamentos foram submetidas ao teste de normalidade de Kolmogorof-

Smirnoff. Em seguida, ao comparar duas amostras distintas, utilizou-se o teste 

T de Student. Para comparações entre três ou mais tratamentos, os valores 

numéricos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) seguidos de 

teste post hoc (Tukey). Em todos os experimentos o nível de significância foi 

adotado foi de P‹0,05. 
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A transição nutricional moderna verteu o estado deplorável da fome à 

soberba da ingestão alimentar excessiva (Coutinho et. al., 2008). Doenças 

como obesidade, diabetes, hipertensão e dislipidemias figuram entre os 

principais problemas de saúde no mundo moderno (Verdier et al., 2007), e 

inúmeras conseqüências secundárias ao desenvolvimento dessas doenças 

surgem muitas vezes de forma insidiosa, como é o caso da doença não 

alcoólica do fígado gorduroso (Lee et al., 2007). Nos pacientes acometidos 

pela esteatose hepática, é possível que haja a evolução desse quadro à fibrose 

e à cirrose, apesar do perfil benigno de um acúmulo simples ou transitório de 

gordura no fígado (Puerta et al., 2005). 

A interferência nos processos normais de metabolização de nutrientes e 

biossíntese energética precede a progressão da doença. O circulo vicioso tem 

início com o aumento da concentração hepática de gordura, seguido pela 

peroxidação lipídica, pelo início do processo inflamatório local, pelo prejuízo 

nas vias de favorecimento oxidativo e de sinalização da insulina, e ainda, pelo 

importante incremento de vias lipogênicas; além disso, podem em 

determinadas circunstâncias, ser ativados programas de morte celular. Dessa 

forma, novamente e mais uma vez há o acúmulo de lípides no parênquima 

hepático, que dependendo da extensão do dano, poderá ou não evoluir de 

forma dramática (Angulo et al., 2002). Para que o círculo torne-se virtuoso, 

proteínas que controlam a maquinaria de sobrevivência celular são ativadas, 

reduzindo a inflamação (Muriel, 2008) favorecendo assim, a sobrevivência 

celular, e também as rotas catabólicas. 

Com base nos conceitos expostos acima e, visando avaliar os 

mecanismos moleculares envolvidos na integração entre os fenômenos 

fisiológicos e moleculares que controlam o passo da doença hepática, utilizou-

se na presente tese um modelo animal exposto ao consumo ad libitum de uma 

dieta rica em lípides, em sua maioria saturados.  

A exposição de animais à dieta hiperlipídica retrata de forma extrapolada 

o comportamento do humano ocidental, caracterizado pelas doenças 

anteriormente descritas. Camundongos Swiss quando submetidos à dieta 
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hiperlipídica durante as oito semanas protocolares, apresentaram considerável 

ganho ponderal, aumentando até 30% do seu peso quando comparado aos 

animais que receberam dieta normocalórica. Além disso, ao avaliarmos os 

níveis glicêmicos em jejum, observamos uma drástica elevação, chegando à 

média de 250 mg/dL.   

De Souza, em 2005 e Araújo, em 2007 obtiveram resultados 

semelhantes quanto à evolução ponderal e o desenvolvimento da obesidade e 

diabetes em modelos experimentais similares. Outro modelo experimental para 

o desenvolvimento de esteato-hepatite não alcoólica em animais tem sido 

muito utilizado (Wortham et al., 2008; Lin et al., 2008; Koteish et al., 2001). A 

partir de uma dieta também rica em gordura e deficiente em metionina e colina 

(DMC), os animais desenvolvem o mesmo processo inflamatório hepático em 

relação ao encontrado em nossos experimentos. Entretanto, esse não parece 

ser um bom modelo, devido à irreprodutibilidade das condições naturalmente 

encontradas na doença humana, ou seja, a dieta deficiente em metionina e 

colina reproduz uma condição de deficiência nutricional, acarretando em 

processo inflamatório hepático. Contudo, interferências moleculares 

imprevisíveis poderiam interferir no julgamento do desenvolvimento da doença, 

podendo ainda ocasionar resultados falso-positivos ou negativos. A dieta rica 

em gordura de origem animal é o modelo mais semelhante da NAFLD quando 

comparado ao que ocorre em humanos (Morgan, 2008). 

O processo de desenvolvimento da infiltração lipídica no fígado dos 

animais foi semelhante ao encontrado em outros trabalhos. Nishikawa, em 

2008, estudou em outros dois modelos experimentais, BALB/c e C57BL/6J, a 

infiltração lipídica desenvolvida quando animais foram submetidos a dietas 

ricas em gordura. Em ambos os modelos encontram-se esteatose moderada. E 

de forma interessante, após jejum de 24 horas, o acúmulo de lipídios no 

parênquima hepático foi reduzido consideravelmente nos camundongos C57, 

diferentemente do BALB/c, que apresentou, além disso, regulação positiva no 

RNAm de proteínas controladas por genes lipogênicos, como a SREBP-1c, 

ACC, FAS e glicerol-3-fosfato sintase.  As citocinas pró- (IL-1β, IL-6 e TNF-α) e 
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antiinflamatórias (IL-10) tiveram suas expressões aumentadas nos animais que 

receberam a dieta hiperlipídica, em comparação aos que receberam a dieta 

comercial. Com isso, a esteato-hepatite foi confirmada. Discussões na 

literatura vigoram a respeito da utilização da relação entre os níveis séricos de 

IL-10/TNF-α como um possível marcador para a confirmação de esteato-

hepatite, juntamente com outros dados não invasivos, dada a insidiosidade da 

doença (El-Zayadi AR, 2008; Hashem et al., 2008). Fotomicrografias do 

parênquima hepático são claras ao demonstrarem a dimensão da infiltração 

lipídica nos hepatócitos, quando comparados aos animais que receberam 

apenas dieta comercial. O modelo experimental foi efetivo não apenas para o 

desenvolvimento de esteatose hepática, bem como em sua evolução para 

esteato-hepatite. A inflamação comprovada pelo aumento na expressão das 

citocinas pró-inflamatórias pôde também ser observada na visualização 

microscópica. Lâminas coradas com hematoxilina e eosina demonstram a 

exuberante infiltração inflamatória, marcada principalmente pela presença de 

neutrófilos e eosinófilos. De 80 a 90% dos macrófagos presentes no organismo 

são residentes no fígado (Leonarduzzi et al., 1997), entretanto, o seu estado 

ativado é que determina se o processo inflamatório encontra-se em curso ou 

não. Através da técnica de imuno-histoquímica, a presença da proteína F4/80 

que é expressa e mantida na superfície de macrófagos quando estão em 

atividade, foi testada. Com o auxílio de anticorpos específicos, marcados com 

fluorosceína, a emissão de luz em regiões específicas do parênquima hepático 

caracterizou mais uma vez o estado inflamatório. Os macrófagos se 

dispuseram ao redor das vesículas lipídicas, como em processo de fagocitose. 

No grupo que recebeu dieta comercial, não foi encontrado nenhum vacúolo 

indicando depósito lipídico, nem tampouco células marcadas com o anticorpo 

em questão. 

A elevada expressão de citocinas no parênquima, juntamente com a 

presença de macrófagos em atividade, levou-nos a investigar o fluxo de 

citocinas no fígado, pois foi importante entender a origem das citocinas e se 

sua produção poderia ocorrer no próprio órgão. Para isso, realizou-se através 
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da técnica de ELISA, a dosagem de uma das principais citocinas pró-

inflamatórias, a IL-6, avaliando sua presença na circulação pré- e pós-hepática. 

Através das vias de acesso hepático como a veia porta e veia cava supra-

hepática, coletou-se sangue e, após análise, observamos que um claro 

gradiente existia entre a circulação portal e a veia cava supra-hepática, em 

ambos os grupos alimentados com dieta comercial ou rica em gordura. 

Entretanto, os níveis de IL-6 elevaram-se significativamente mais nos animais 

tratados com dieta hiperlipídica, sugerindo que tanto sítios extra-hepáticos 

quanto o próprio fígado estão envolvidos na produção da resposta inflamatória. 

A ativação local do sistema imune vem sendo estudada em diversas situações, 

tanto in vivo quanto in vitro (Tomita et al., 2006). A partir de estudos com 

camundongos tratados com dietas ricas em gordura, onde a regulação positiva 

da transcrição da IL-6 foi sustentada como a principal interleucina pró-

inflamatória encontrada no fígado desses animais, Wieckowska et al., em 

2008, após verificarem a mesma condição em outros modelos experimentais e 

correlacionarem com resistência sistêmica à insulina, decidiram investigar 56 

pacientes obesos e com suspeita de NASH. Parâmetros sangüíneos e biópsias 

hepáticas foram analisados, e verificou-se que pacientes com NASH possuíam 

níveis de expressão de IL-6 hepática aumentados em relação aos com 

esteatose hepática apenas, além disso, correlacionaram positivamente a 

concentração de IL-6 com achados histológicos de fibrose hepática, e ainda, 

forte correlação para resistência sistêmica à insulina. Nesse mesmo estudo, a 

cultura de células de hepatócitos tratados com ácidos graxos saturados 

expressou níveis elevados de RNAm de IL-6. Esses dados juntamente com os 

resultados obtidos em nossos experimentos corroboram o achado das altas 

expressões de citocinas no parênquima hepático, possivelmente secretadas 

pelos macrófagos em atividade, e corroborando a hipótese que propõem uma 

origem local para o processo inflamatório. 

O papel antiinflamatório da IL-10 e sua regulação perante os demais 

peptídeos pró-inflamatórios é bem descrito. Entretanto, em 2004, Kim et al. 

sugeriram pela primeira vez a possibilidade de uma interface entre as citocinas 
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IL-6 e IL-10 no contexto da resistência à insulina no fígado e no músculo de 

animais experimentais. O tratamento com preparações purificadas de IL-6 e IL-

10 levou a resultados distintos nesses tecidos, de tal forma que a IL-6 interferiu 

com a sinalização da insulina no fígado e no músculo, enquanto a IL-10 

potencializou esta sinalização. Para avaliarmos a real importância e o papel 

endógeno da proteína IL-10 na patogênese da esteato-hepatite e baseados 

nas hipóteses levantadas no estudo de Kim et al. (2004), utilizamos duas 

formas de inibição da atividade da IL-10. O primeiro método foi através de um 

inibidor da síntese endógena (oligonucleotídeo antisense), que inibe 

diretamente a tradução da proteína no retículo endoplasmático, e o segundo, 

um tratamento com o anticorpo anti IL-10, que inativa a proteína já transcrita e 

circulante.  

Após o bloqueio da IL-10 por ambas as formas, diversas alterações 

foram constatadas. Houve o aumento da expressão das citocinas pró-

inflamatórias no fígado e também um incremento na resistência periférica à 

insulina, como demonstra o teste de tolerância à glicose. Em vista da 

regulação que a IL-10 exerce sobre o processo inflamatório geral, era 

esperado um aumento nas concentrações das proteínas pró-inflamatórias com 

ambos os tratamentos inibidores da IL-10, porém, e de forma surpreendente, 

os animais tratados com antisense ou anticorpo mantiveram-se hiperglicêmicos 

por mais tempo quando comparados aos seus respectivos grupos controles. A 

IL-10 é uma potente citocina antiinflamatória, produzida predominantemente 

pelas células T e B, monócitos e macrófagos, além de desempenhar um papel 

crucial no sistema imune inato (Fiorentino et al., 1991-A; O’Garra et al., 1990). 

Essa proteína tem a capacidade de inibir potencialmente a produção das 

citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α (Fiorentino et al., 1991-B). 

Outros dados (Yoshidome et al., 1999) revelam que o mecanismo 

desempenhado pela IL-10, o qual  é capaz de proteger o fígado de agentes 

pró-inflamatórios, se deva a sua ação através da supressão do NF-κB, inibindo 

dessa forma, sua ação na transcrição de genes de resposta inflamatória. den 

Boer et al., em 2006, demonstraram que a IL-10 endógena protegeu 
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camundongos submetidos à dieta hiperlipídica do desenvolvimento da 

esteatose hepática. De forma complementar aos dados obtidos àquele estudo, 

nossos dados demonstraram que a ausência da IL-10 prejudicou ainda mais o 

depósito hepático de gordura, e fez com que a doença progredisse 

negativamente. Ao avaliarmos as fotomicrografias do parênquima hepático dos 

animais tratados com anticorpo ou antisense anti-IL-10, ao corarmos as 

lâminas com a tintura de tricrômico de Masson, observamos uma intensa 

coloração lilás, indicativa de depósito de fibras de colágeno. As fibras de 

colágeno são depositadas no órgão como um todo, na tentativa de produzir um 

reparo tecidual. Entretanto, os nódulos formados são sinais de morte celular, 

onde a célula fundamental do órgão, o hepatócito, acaba sendo substituído por 

tecido fibroso. As células esteladas hepáticas são fontes primárias de produção 

excessiva de matriz extracelular, e sua ativação pelo processo inflamatório 

pode se tornar crítica nos eventos pró-fibróticos (Nan et al., 2008). Como 

demonstrado anteriormente, os resultados do teste de tolerância à glicose 

sugeriram a presença de resistência periférica à ação da insulina, com 

conseqüente manutenção do estado hiperglicêmico dos animais tratados com 

os inibidores da IL-10. Entretanto, no trabalho de den Bauer et al., (2006), 

apesar da concentração endógena de IL-10 ter protegido o animal do 

desenvolvimento de esteatose hepática, as mesmas concentrações não foram 

capazes de melhorar a resistência periférica à ação da insulina. Animais 

knockout para o gene da IL-10 (-/-) foram utilizados, e surpreendentemente, 

tais animais apresentaram um aumento na fosforilação da proteína Akt, uma 

das mais importantes proteínas envolvidas na via de transdução do sinal da 

insulina. Além disso, os autores defendem a idéia, baseados em seus 

resultados, que a sensibilidade à insulina nesses animais apresentou-se 

favorecida em relação aos animais com linhagem selvagem (+/+). Tais 

diferenças entre os trabalhos realizados podem ser justificadas baseadas nos 

modelos experimentais utilizados, uma vez que, em nosso trabalho, a inibição 

da IL-10 proporcionada pelos tratamentos com ambas as técnicas manteve-se 

por volta de 80%, enquanto os animais knockout não possuem o gene que 
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transcreve IL-10. Além disso, animais knockout podem desenvolver respostas 

anômalas às regulações imunológicas, características comuns em animais com 

ablação do gene da IL-10 (Kuhn et al., 1993). 

Para a confirmação e compreensão das alterações metabólicas 

ocorridas no modelo experimental pós-tratamentos, uma vez que a doença 

hepática apresentou progressão em seu conteúdo lipídico e infiltrado 

inflamatório, assim como aumento da intolerância à glicose, confirmados pelos 

testes de GTT, tornou-se necessário avaliar a atividade de proteínas 

envolvidas em vias de biossíntese energética no nível molecular. Importantes 

proteínas controladoras da biossíntese de glicídios como a PEPCK e a GSK-3, 

além das envolvidas na biossíntese e oxidação de lipídios como a ACC, FAS e 

CPT-1, foram examinadas em relação à sua expressão. 

A GSK-3 (Glicogênio Sintase Quinase-3) é uma enzima que inibe a 

síntese de glicogênio ao catalizar uma fosforilação inibitória da GS (Glicogênio 

Sintase). Quando a GSK-3 é inativada (p-GSK-3), a conversão de glicose a 

glicogênio é favorecida (Radziuk et al., 2001). Da mesma forma e com a 

mesma intenção, verificamos a expressão da proteína PEPCK 

(Fosfoenolpiruvato-Carboxiquinase), enzima que também favorece a 

gliconeogênese (Radziuk et al., 2001). Ainda na tentativa de elucidar de 

diversas formas e com clareza o metabolismo hepático de glícídios, 

quantificamos através da técnica de RT-PCR, o mRNA da enzima G-6-Pase 

(glicose-6-fosfatase), que desfosforila a glicose, deixando-a livre novamente, 

podendo retornar ao meio extracelular (Aiston et al, 2003). A inibição da IL-10 

reduziu a fosforilação da proteína GSK-3, mantendo-a ativada e 

conseqüentemente inibindo a ação da proteína GS. Os tratamentos também 

induziram o aumento na expressão da PEPCK. Ao ensaio fisiológico, tais 

respostas moleculares se revelaram compatíveis com o fato de que ocorre 

redução dos níveis de glicogênio hepático nos animais com inibição da IL-10. 

Ambos os tratamentos reduziram a síntese de glicogênio hepático, 

fortalecendo a hipótese de que a ausência ou redução na expressão da IL-10 

prejudica os processos de síntese de energia a partir dos carboidratos e 
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favorece a via glicogênica a partir de outros substratos, que não os açúcares. 

Dada a importância das proteínas GSK-3 e PEPCK nos processos de 

regulação e síntese energética, a presença de obesidade e diabetes influencia 

negativamente suas ações, prejudicando tais controles metabólicos e 

alternando as vias de utilização de nutrientes, o que por sua vez pode 

favorecer rotas lipogênicas (Saltiel et al., 2001). 

Os níveis de RNAm que codificam a transcrição da proteína G-6-Pase, 

não apresentaram diferenças significantes, mantendo-se semelhantes nos 

grupos tratados e também em seus controles. Embora a G-6-Pase 

desempenhe importante papel na via gliconeogênica, alguns trabalhos têm 

demonstrado que sua atividade pode ser regulada pelo estado inflamatório 

(Yasmineh et al., 1992) e também pelo tratamento direto com o peptídio da 

citocina TNF-α  (Grempler et al., 2004). 

Com a via neoglicogênica ativada e com a síntese de glicogênio inibida, 

outras vias de controle energético celular no modelo animal, foram avaliadas 

sob os tratamentos com os inibidores da IL-10. A avaliação do papel 

representado pelas proteínas-chave envolvidas nos processos lipogênicos 

revelou-se importante para a compreensão dos eventos moleculares, mediante 

o colapso energético. A proteína acetil-CoA-carboxilase (ACC) é responsável 

pela bioconversão de acetil-CoA, proveniente dos processos glicolíticos, em 

malonil-CoA, substrato intermediário na síntese de lipídios (Locke et al., 2008; 

Browning et al., 2004). De forma semelhante à GSK-3, quando fosforilada é 

inativada (p-ACC). Os tratamentos com os inibidores da IL-10 aumentaram a 

atividade dessa proteína, ou seja, impediram sua fosforilação, mantendo-a 

ativa. A proteína subseqüente envolvida na síntese de lipídios é a enzima ácido 

graxo sintase (FAS), principal enzima lipogênica, responsável pela conversão 

de malonil-CoA em ácido graxo. A expressão dessa enzima apresentou-se 

significantemente elevada, reforçando o conceito de que a síntese endógena 

de lipídios também estava favorecida. Nossos dados apresentam-se de acordo 

com os dados obtidos no trabalho desenvolvido por Ito et al., em 2007, onde 

camundongos submetidos à dieta rica em lípides como modelo de NASH, 
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apresentaram também elevados níveis de expressão protéica da ACC e da 

FAS. Em 2006, Kusunoki et al., descreveram as proteínas ACC e FAS como 

potenciais alvos terapêuticos para o controle da obesidade e das condições 

correlatas à síndrome metabólica, entre elas a esteatose hepática. Os dados 

apresentados no trabalho desenvolvido por Larter et al., em 2008, corroboram 

o aumento na expressão de ACC e FAS ocorridos em nosso trabalho, 

entretanto, o modelo experimental utilizado foi à base de dieta deficiente em 

metionina e colina (MCD). Neste experimento, os autores relatam ainda o 

surgimento de uma lipotoxicidade, gerada pela concentração excessiva de 

gordura no parênquima hepático. 

A via lipogênica favorecida é condição normal em diversos casos, como 

por exemplo, no jejum (Kim et al., 1996). Entretanto, em casos de obesidade e 

resistência à insulina, a via torna-se adaptativamente e patologicamente 

induzida (Denechaud et al., 2008). A proteína carnitina palmitoil transferase-1 

(CPT-1) tem um papel determinante no controle do metabolismo de ácidos 

graxos. Ela é responsável pela translocação dos ácidos graxos produzidos 

pelas vias de síntese de lipídios para o interior das mitocôndrias, onde seriam 

devidamente oxidados. Em nosso experimento, os animais tratados com dieta 

rica em lipídios apresentaram redução na atividade da CPT-1, porém, ao 

tratarmos os animais com os inibidores da IL-10, houve uma redução ainda 

maior na expressão da CPT-1. Nas situações de jejum (Kerner et al., 2008) ou 

em dietas ricas em lipídios (Soh et al., 2008; Bai et al., 2007) a expressão da 

proteína CPT-1 encontra-se diminuída, de acordo com os trabalhos 

desenvolvidos em ratos e camundongos respectivamente. Bai et al., (2007), 

demonstraram em seu estudo uma redução de até 71% na expressão da CPT-

1, mediada pelo excessivo consumo calórico. É interessante a comparação 

entre diferentes modelos experimentais submetidos às dietas ricas em lípides, 

pois muitos modelos desenvolvidos em ratos (Kerner et al., 2008; Ryu et al., 

2003) corroboram nossos dados, entretanto, experimentos realizados da 

mesma forma com suínos (Ding et al., 2003) e eqüinos (Geelen et al., 2001), 

demonstraram mínima alteração na atividade da CPT-1 ou até o aumento em 
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sua expressão, respectivamente de acordo com tais estudos. Mas tanto em 

humanos (Foster, 2004) assim como no nosso trabalho, a expressão diminuída 

da CPT-1 no fígado poderia favorecer o acúmulo local de gordura, criando um 

colapso metabólico, uma vez que as vias de síntese encontram-se favorecidas 

e as oxidativas prejudicadas.  

Estudos têm demonstrado forte correlação entre NAFLD e resistência à 

insulina (Utzschneider et al., 2006; Bugianesi et al., 2005). Além disso, com o 

estado inflamatório hepático agravado e com as vias de biossíntese energética 

alteradas, demos início às investigações na atividade das proteínas envolvidas 

na via da insulina. Os grupos tratados com anticorpo ou antisense 

apresentaram uma redução na atividade do receptor de insulina. Os substratos 

1 e 2 do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2), também se apresentaram com 

atividades reduzidas (P<0,05) nos animais com a IL-10 bloqueada, ao serem 

provocados com insulina, comparados ao seu controle. A FOXO é uma 

proteína nuclear, que participa da sinalização final da insulina, sendo exportada 

do núcleo ao ser inativada pela insulina e encontrada na forma fosforilada no 

citoplasma celular. Portanto, baixas concentrações dessa proteína fosforilada 

no citoplasma, indicam pouca ou diminuída propagação do sinal da insulina. 

Os animais tratados com os inibidores da IL-10 apresentaram significativa 

redução das quantidades de p-FOXO no citoplasma celular, quando 

comparadas ao seu controle, indicando prejuízo na propagação do sinal da 

insulina. De forma interessante, a FOXO quando ainda presente no núcleo, 

controla a atividade da proteína PEPCK, que demonstrou neste experimento 

estar mais ativada.   

Devido à potente atividade antiinflamatória da IL-10, mecanismos pró-

inflamatórios podem ser controlados por essa proteína ou terem o seu tônus de 

ativação regulado. O bloqueio da IL-10 em nosso experimento impediu esse 

controle, permitindo a continuidade e até a intensificação dos sinais pró-

inflamatórios e a posterior ativação de proteínas serina-quinases, que por sua 

vez, interferem pontualmente na atividade de algumas proteínas responsáveis 

pela transdução do sinal da insulina (Tuncman et al., 2006). Proteínas pró-
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inflamatórias como o IL-6 e TNF-α, impedem a sinalização ativada pela insulina 

(Hotamisligil, 2003) por favorecer a fosforilação em serina e não em tirosina de 

proteínas como o receptor de insulina (IR) (Halle et al., 1998) e seus substratos 

1 (Zhang et al., 2008) e 2 (Schattenberg et al., 2005) (IRS1/2). Contudo, den 

Bauer et al., (2006), não observaram interferência na sinalização da insulina 

em animais knockout para o gene da IL-10. Como discutido anteriormente, 

animais knockout para IL-10 podem desenvolver respostas anômalas às 

regulações imunológicas (Kuhn et al., 1993), pois quando den Bauer e seus 

colegas avaliaram a atividade da proteína Akt (p-Akt), encontraram aumento 

em sua fosforilação, indicando maior atividade desempenhada pelas proteínas 

da via da insulina, entretanto, essa situação não condiz com nossos achados e 

tampouco com os encontrados nas literaturas citadas anteriormente. Após os 

tratamentos com os inibidores da IL-10, a proteína FOXO-1 não apresentou 

incremento de sua fosforilação, confirmando dessa forma os dados anteriores 

de prejuízo na via de sinalização da insulina. A FOXO-1 que é uma proteína 

nuclear e distal dessa cascata, não recebeu sinal para exteriorização nuclear, 

permanecendo dentro do núcleo. Valenti et al., em 2008, avaliaram a atividade 

de toda a via energética controlada pela insulina em seu trabalho com 84 

pacientes, sendo 26 com NASH, 28 apenas com esteatose, e 16 com hepatite 

C, além de seus respectivos controles com histologia normal no órgão. Todos 

os grupos apresentaram alterações na expressão e atividade das proteínas 

envolvidas em tais vias, dadas as devidas proporções de acordo com as 

intensidades das afecções. Contudo, Akt e FOXO-1 apresentaram-se menos 

fosforiladas nos indivíduos acometidos pela esteatohepatite. Em um estudo 

com cultura celular de hepatócitos, Ruddock et al., (2008) mostraram a mesma 

notação, entretanto, atribuem o fato ao efeito dos ácidos graxos saturados. 

A proteína Akt exerce uma atividade nodal no fluxo intracelular de sinais, 

conectando diversos vias anteriores e posteriores a ela. Além de controlar a 

biossíntese energética, por estimular a síntese de glicogênio e impedir a 

lipólise, a Akt desempenha também importante atividade no controle de 

sobrevivência celular (Brazil et al., 2001). Baseados nos resultados 
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encontrados até aqui, a dimensão do desarranjo metabólico nos conduziu para 

a investigação da capacidade de controle dos processos de sobrevivência 

celular no fígado. Foram avaliadas proteínas indutoras de apoptose como a 

Fas-associada ao domínio de morte (FADD), Caspase 8 e Bax, que são 

importantes marcadores da via de ativação extrínseca da apoptose, assim 

como o fator de ativação de apoptose-1 (Apaf-1) e Caspase 9 são marcadores 

da via intrínseca da morte celular, iniciada no interior da mitocôndria. A 

proteína anti-apoptótica Bcl-2 também teve sua atividade mensurada. Os 

grupos de animais tratados com os bloqueadores da IL-10 apresentaram maior 

associação entre as proteínas FADD/Caspase 8, além de maior expressão da 

proteína Bax. Da mesma forma, houve associação significativa entre as 

proteínas Apaf-1/Caspase 9. As associações entre tais proteínas são 

indicativos de atividade entre as vias de morte celular, provenientes tanto de 

vias extrínsecas quanto intrínsecas (Lawen, 2003; Kroemer, 2003). A 

expressão da proteína Bcl-2 também se elevou, numa aparente regulação do 

tônus entre os sinais de morte e a sobrevivência celular (Yip et al., 2008).  

Com a sinalização da insulina prejudicada em pacientes com NASH, a 

proteína nodal Akt encontra-se inativada e impossibilitada de suprimir sinais 

pró-apotóticos. Com a liberação e ativação de proteínas apoptóticas 

provenientes de vias extrínsecas e intrínsecas, derivadas também de 

condições pró-inflamatórias devido ao excesso de gordura presente no fígado, 

juntamente com essa inoperância da proteína Akt, torna-se crítica a 

recuperação do órgão. Malhi et al., (2008) define essa situação como 

lipotoxicidade hepática. Com o prejuízo na captação mitocondrial de ácidos 

graxos presentes em abundância no hepatócito para adequada metabolização 

e oxidação, gorduras não esterificadas medeiam então esse fenômeno de 

lipotoxicidade (Yamaguchi et al., 2007). A apoptose é a chave morfológica e 

patogênica do desenvolvimento de NASH em humanos. No trabalho de Piro et 

al., (2008), desenvolvido com humanos, foram encontrados índices 

semelhantes aos encontrados em nosso trabalho, em relação aos sistemas de 

ativação apoptótica e à sua intensidade. No trabalho de Malhi et al., (2008), 
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uma das importantes atribuições para a ativação das vias apoptóticas foi 

devido ao tipo de ácido graxo consumida. Ácidos graxos saturados, como a 

maioria dos encontrados na dieta oferecida aos nossos animais experimentais, 

podem induzir apoptose de diversos tipos celulares. Ácido palmítico induz 

apoptose em células β-pancreáticas, cardiomiócitos, em células do endotélio 

vascular e também em hepatócitos. Quando estudados em modelos 

reducionistas, tanto as gorduras monoinsaturadas quanto as polinsaturadas 

podem induzir à ativação dos mecanismos apoptóticos, porém esse efeito é 

bastante discreto quando comparado à potência dos ácidos graxos saturados. 
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No modelo animal de esteato-hepatite induzida por dieta avaliado nesse 

estudo, observou-se a indução da expressão da IL-10 em paralelo à expressão de 

várias citocinas inflamatórias. A inibição da IL-10 por dois métodos distintos 

promoveu um aumento da expressão das citocinas inflamatórias no fígado o que 

foi acompanhado de uma piora do quadro de resistência à insulina nesse órgão, 

de acordo com resultados da avaliação da transdução do sinal desse hormônio e 

de uma série de parâmetros metabólicos e moleculares. Dessa forma, conclui-se 

que a IL-10 endógena atua como um fator de proteção contra o dano e a 

disfunção hepática induzidos pelo consumo de uma dieta rica em ácidos graxos. 
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