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A obesidade se manifesta de forma pandémica, acometendo milhdes de
pessoas, principalmente nos paises ocidentais e industrializados. Além dos
inUmeros aspectos comportamentais e sociais, 0 desenvolvimento dessa doenca
contribui consideravelmente para o aumento da morbidade e mortalidade em
decorréncia de sua frequente associagdo com outras doengas que compdem a
sindrome metabdlica, tais como, diabetes mellitus, hipertensao arterial,
dislipidemia, ovarios policisticos, esteatose hepatica, entre outras. Os disturbios no
metabolismo de &cidos graxos frequentemente relacionados a obesidade
contribuem para a disfungao de multiplos 6rgaos e sistemas. No figado, o simples
acumulo de gordura no parénquima (esteatose hepatica) pode ser um estado
transitério e benigno, facilmente reversivel. Entretanto, com a perpetuacédo do
quadro, e dependendo de algumas caracteristicas genéticas ainda pouco
conhecidas, ativa-se uma resposta inflamatéria que desempenhara papel central
na progressao da esteatose para esteato-hepatite, fibrose e cirrose, sendo esta
um estagio final da doencga hepatica. Durante a instalacdo da inflamacgéo hepética,
uma série de citocinas pro-inflamatérias sao expressas e participam da inducao da
disfuncdo organica. Entretanto, alguns estudos recentes revelam que a
interleucina-10 (IL-10), uma citocina antiinflamatéria, também ¢é produzida no
figado e que sua presenca nesse contexto ameniza a progressao para graus
avancados de lesdo hepatica. O objetivo desse trabalho foi investigar como a IL-
10 endb6gena modula alguns parametros inflamatérios e metabdlicos no figado de
um modelo animal de obesidade, resisténcia a insulina e esteato-hepatite
induzidos por dieta. Para tal, a IL-10 foi inibida in vivo por técnicas de inativacao
com anticorpo especifico e oligonucleotideos de c¢DNA modificado
complementares ao RNAm dessa proteina, impedindo sua traducao. A inibicao da
IL-10 em animais que consumiram dieta rica em gordura acentuou a disfungéo
hepatica, inibindo a atividade de importantes proteinas como as do receptor de
insulina e seus substratos (IR, IRS-1 e IRS-2), fomentando o processo inflamatério
local e ativando vias pré-apoptéticas. A partir desses resultados, conclui-se que a
IL-10 enddgena atua como um fator protetor, controlando vias inflamatérias

durante a progressao da esteatose para esteato-hepatite nao alcodlica.
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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 €& reconhecida hoje como um dos mais importantes
problemas de saude publica em todo o mundo (WHO, 1997; Elobeid et al.,
2008). Diversos estudos epidemioldgicos e clinicos tém confirmado a
contribuicdo da obesidade para o desenvolvimento e/ou avanco de diversas
doencas, como hipertensao arterial e diabetes melitus (Must et al,1999), além
do aumento da mortalidade por complicacbes cardiovasculares. O simples
excesso de peso corporal ja é suficiente para aumentar as taxas de
mortalidade (Steavens et al, 1998). Em paises desenvolvidos, a influéncia da
obesidade e das condigbes a ela relacionadas (pressao arterial elevada,
hipercolesterolemia e inatividade fisica), tém sido responsaveis pela invalidez
de aproximadamente 30% da populagcdo acometida (Ezzati et al, 2002). Uma
importante condigdo associada a obesidade e também ao diabetes é a
esteatohepatite nao-alcodlica, que emerge como um novo problema clinico
entre esses pacientes.

A doenga nao alcodlica do figado gorduroso ou NAFLD, do inglés
“Nonalcoholic Fatty Liver Disease” € uma condig¢ao clinico-patolégica comum,
caracterizada principalmente pela presenga de macrogoticulas de gordura no
hepatdcito (Diehl et al. 1999), devido a diminuicdo na oxidagdo das gorduras
no figado, ou pela redugdo na exportagdo dos triacilglicerois (TG) pela
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) a partir do 6rgdo. A NAFLD
representa um amplo espectro de doencgas hepaticas, que variam desde uma
simples esteatose, sem qualquer evidéncia de inflamacdo e com bom
prognéstico, até um grave processo necro-inflamatorio, com presenca
consideravel de fibrose e/ou cirrose. A combinacido entre esteatose hepatica
(EH) e inflamacgéao resulta na chamada esteato-hepatite ou NASH do inglés
“Nonalcoholic Steatohepatitis” (Brunt, 2001). A NAFLD ¢é talvez a causa
principal de morbidade e mortalidade ligadas as doengas do figado, com
potencial para progredir para insuficiéncia hepatica.

A NASH foi caracterizada inicialmente em 1980 por Ludwig e
colaboradores (Ludwig et al, 1981), que descreveram com o nome NASH, uma

sindrome observada em mulheres obesas e diabéticas que negavam o uso de
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alcool, mas apresentavam alteragdes no figado muito semelhantes a da
hepatite alcodlica, com aumento do volume do figado, alteragbes em exames
laboratoriais e bidopsias com macrovesiculas de gordura (dai o nome esteatose,
que vem de gordura) nos hepatocitos, necrose (morte celular) focal, inflamagéao

e lesdes chamadas de corpusculos hialino de Mallory.

EPIDEMIOLOGIA

A prevaléncia de NAFLD ainda ndo esta bem determinada, pois ha
grande variagao nos dados, de acordo com a sensibilidade do instrumento
utilizado para detectar a esteatose. A espectroscopia por ressonancia
magnética e a biopsia sdo as técnicas mais sensiveis para detectar a
esteatose hepatica, ao passo que a sensibilidade da ultrassonografia oscila
entre 49% e 94%, onde a menor sensibilidade se reflete nos graus mais
brandos de esteatose hepatica, bem como nos individuos com alto indice de
massa corporal (Joy et al, 2003; Mottin et al, 2004).

Admite-se que na populagdo em geral a prevaléncia 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 doencga hepatica mais comum no
mundo ocidental, com aumento progressivo e continuo em sua prevaléncia,
afetando todos os grupos raciais e étnicos, sem predile¢cao por sexo ou idade.
Em obesos, a incidéncia de NAFLD pode variar de 57,5 a 75% (Angulo, 2002),
podendo chegar a 100% (Utzschneider et al, 2006) em individuos com
obesidade morbida. Estima-se que a presenca de NASH acometa entre 25 e
70% (Utzschneider et al, 2006) desses individuos. A concomitancia da
obesidade com outras doengas pode tornar ainda mais grave o estado da
doenca hepatica. Em individuos obesos e diabéticos, a incidéncia de NASH
sobe de 25% (Utzschneider et al, 2006) para 50% a 75% (Angulo, 2002), e
destes, 19% podem chegar a cirrose (Angulo, 2002; Utzschneider et al, 2006).
Portadores de obesidade e dislipidemias variam entre 20 e 92% com algum

estado de depdsito hepatico de lipides (Angulo, 2002). Tais indices vém
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aumentando entre as populagdes menos acometidas. No Japao e na China, o
acometimento pela NAFLD ja chega a 14 e 15% respectivamente da populagéao
em geral. Na Itdlia, um a cada cinco individuos possuem algum grau de NAFLD
(Angulo, 2007). Um estudo chinés (Fan et al, 2005) demonstrou que 48% dos
pacientes com sindrome metabdlica, ao serem diagnosticados por ultrassom,
apresentavam dep0osito hepatico de lipidios, caracterizando algum estado da
NAFLD. Nesse mesmo estudo foi observado que 39% da incidéncia de NAFLD
ocorreu entre individuos com indice de massa corporal (IMC) acima de 25.
Houve ainda associacdo de NAFLD com 41% dos diabéticos e 32% dos

dislipidémicos.

MANIFESTACOES CLINICAS

Alteragdes nas enzimas hepaticas devido ao abuso de alcool, hepatites
virais e hemocromatose, acometem de 2,8 a 5,5% da populagdao americana,
entretanto as alteragdes nessas mesmas enzimas, decorrentes da doenca
hepatica ndo gordurosa correspondem de 66 a 90% dos casos. Contudo, 79%
dos individuos com NASH podem manter niveis normais de enzimas hepaticas,
principalmente AST e ALT, ndo sendo estes bons marcadores para a doenca
hepatica, por subestimar sua prevaléncia. A doenga hepatica crbnica e a
cirrose sdo a décima maior causa de morbidade e mortalidade na populacéo
norte-americana, porém, a maior causa mortis quando avaliada apenas
individuos na faixa dos 45 e 64 anos (Clark et al, 2003).

A obesidade é sem duvida a principal condigao predisponente a NAFLD,
entretanto ndo a unica. Existem outros importantes fatores de risco para o
desenvolvimento da NAFLD como o uso prolongado da nutrigdo parenteral
total (Fouin-Fortunet et al, 1982), o bypass jejuno-ileal (Liu et al, 2007) e
restricbes graves de nutrientes (desnutricdo protéico-calodrica) (Mittendorfer et
al, 1998), além do uso de alguns farmacos (Lewis et al, 1989; Oien et al, 1999),
e as hepatites virais (Goodman et al, 1995).

Estudos tém demonstrado uma forte relagdo entre NAFLD e resisténcia

a insulina (RI) (Bugianesi et al, 2005; Utzschneider et al, 2006). De fato, em
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alguns individuos com forte predisposi¢cao genética para o desenvolvimento de
RI, o acumulo de lipides no figado 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 lipides,
constitui-se 0 mais importante fator ambiental levando ao desenvolvimento de
NAFLD. O acumulo incipiente de gordura no figado, que nesse momento
possui um prognostico tradicionalmente caracterizado como uma condigéo
benigna pode, entretanto, com o desenvolvimento de RI, elevar o risco de
progressao grave da doencga, a qual pode evoluir a cirrose ou até mesmo ao
carcinoma hepato-celular, como evidenciado em um estudo recente (Andem et
al, 2006). Contudo, deve-se ressaltar que a progressao para fibrose ou cirrose
parece acontecer apenas em pacientes com evidéncia de esteatohepatite.
Neste caso, a condicdo ambiental foi predita pela instalacdo do quadro de RI.
Com a transicao nutricional mundial, ocidentalizagdo da alimentagao, aumento
abusivo do consumo de produtos ricos em gorduras, principalmente os de
origem animal, e ainda com a industrializagdo em geral, parece estar cada vez
mais dificil evitar o aparecimento de alguma forma da NAFLD.

A maneira como a doencga progride ainda n&o € bem clara, mas novos
mecanismos vém sendo propostos para tentar explicar sua evolugdo. Ainda
nao € bem compreendido por que alguns individuos desenvolvem uma simples
esteatose hepatica, e outros desenvolvem esteatohepatite e/ou progridem com
a doencga. Diferencas na distribuicdo corporal da massa adiposa ou nos
sistemas antioxidantes, possivelmente agregados a predisposicdo genética,
podem estar entre as explicacoes.

Como dito anteriormente, o acumulo de gordura no figado esta
associado a RI, em diversos estudos clinicos com pacientes portadores de
NAFLD. Bugianesi e colaboradores em 2005 (Bugianesi et al, 2005), num
trabalho rigoroso de selecdo de pacientes, conseguiram fortalecer a relagao
entre NAFLD e RI, demonstrando que todos os eventos componentes da
sindrome metabdlica sdo secundarios em relagdo ao desenvolvimento de

NAFLD, com excecdo da RI.
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A RESISTENCIA A INSULINA

A RI pode ser definida como um fenémeno biolégico (Kahn, 1978) no
qual uma concentragao mais elevada do que o normal de insulina é necessaria
para estimular as células a captarem uma mesma quantidade de glicose e
manterem (Campbell et al, 1988) também normais as respostas metabdlicas e
mitogénicas a esse hormonio. Interferéncias na transduc¢ao do sinal da insulina,
como sera descrito a seguir, podem caracterizar o estado de Rl e ainda a
condicdo compensatdria de hiperinsulinemia. Mas para compreender como a
insulina mantém integras as suas atividades bioldgicas, € necessario o
entendimento da fungdo das varias proteinas que compdéem a via de
sinalizagao da insulina.

Os mecanismos moleculares de ag¢ao da insulina vém sendo estudados
de forma mais intensa desde o inicio da década de 1980, quando da
caracterizagcdo da atividade tirosina quinase intrinseca do seu receptor (IR)
(Kasuga et al, 1982). A maioria dos estudos que geraram o conhecimento
relativo a agdo molecular da insulina foi desenvolvida em tecidos periféricos,
tradicionais alvos da agao deste hormdnio como musculo esquelético, figado e
adiposo (Saltiel et al, 2001). A insulina age no figado da mesma forma que em
varios tecidos periféricos, bem como o hipotalamo, no sistema nervoso central
Torsoni et al, 2003). Seus efeitos metabdlicos imediatos incluem: aumento da
captacgao de glicose, principalmente em tecido muscular e adiposo, aumento da
sintese de proteinas, acidos graxos e glicogénio por esses tecidos, bloqueio da
producdo hepatica de glicose, da lipolise e protedlise (Xu et al, 2005). No
hipotalamo, este horménio desempenha funcdo importante no controle da
ingestao alimentar, atuando de maneira anorexigénica (Carvalheira et al, 2001;
Bjorbaek et al, 2001; Torsoni et al, 2003). Além disso, a insulina tem efeitos
tardios na expressao de genes e sintese protéica, assim como na proliferagcao
e na diferenciagcdo celular. A compreensdo das etapas moleculares de
sinalizagao da insulina pode proporcionar novas abordagens terapéuticas para

estados de resisténcia a insulina, incluindo obesidade, diabetes mellitus do tipo
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2, hipertensao arterial e intolerancia a glicose associada a diversas
endocrinopatias.

Os sinais intracelulares ativados pela insulina se iniciam com a sua
ligagdo a um receptor especifico de membrana, uma proteina
heterotetramérica com atividade tirosina-quinase intrinseca, composta por duas
subunidades a e duas subunidades 3, denominado receptor de insulina (IR)
(Bjorbaek et al, 2004) (Figura 1A). Essa ligagao promove, através de alteracao
conformacional, a ativagao de um sitio catalitico localizado na subunidade 3 do
IR, na regido que compreende as tirosinas 1145, 1150 e 1151. Uma vez ativo,
o sitio catalisa a fosforilagdo em tirosina dos residuos 953 e 960 e também os
residuos 1316 e 1322, o que torna o receptor apto a dar continuidade a
transducao do sinal. Ha entdo o recrutamento e ativagao dos substratos do
receptor de insulina, os IRSs (IRS-1 e IRS-2). A fosforilagdo em tirosina do
IRS-1 e IRS-2 promove a associacao e ativagcao da fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3-quinase), que conecta o sinal da insulina ao controle do ritmo metabdlico
intracelular (Xu et al, 2005) (Figura 1B). A ativagado da PI3-quinase induz a
fosforilagdo em serina da proteina quinase B (Akt) (Carvalheira et al, 2003),
que entdo estimula a captacdo de glicose pelo musculo e tecido adiposo,
culminando com a sintese de glicogénio em tais tecidos e no figado também,
além de estimular a lipogénese no tecido adiposo, 0 aumento da expressao de
neuropeptideos anorexigénicos como o POMC e CART no nucleo arqueado do
hipotalamo, reduzindo assim a fome, e inibindo a glicogendlise no tecido
hepatico. Portanto, a via PI3-quinase/Akt tem um importante papel nos efeitos

metabdlicos da insulina.

Figura 1.
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Figura 1. Sinalizagdo da Insulina. A - A insulina se liga ao seu receptor heterotetramérico transmembranico (IR,
subunidades a e ), promovendo a ativacdo de sua regido catalitica. Uma vez ativo, o IR catalisa sua autofosforilagéo,
a qual o torna apto a reunir substratos intracelulares que dar&o continuidade ao sinal. O IR é fosforilado em tirosina nos
sitios cataliticos que compreendem os residuos 1145, 1150 e 1151. B - Tais sitios uma vez ativos possibilitam a
fosforilagdo em tirosina dos residuos 953 e 960 e ainda dos residuos 1316 e 1322, dando continuagéo a transdugéo do
sinal. Com isso, proteinas subseqiientes ao IR, da familia dos IRSs (especialmente IRS-2), transmitem o sinal da
insulina, ativando a enzima fosfatilinositol-3-quinase (PI3K). A PI3K aumenta a fosforilagdo em serina da proteina
quinase B (AKT), que estimula o transporte de glicose no musculo e no tecido adiposo, além de, no hipotalamo,
controlar o ritmo de disparos neuronais e a liberagdo de neurotransmissores nas terminagdes sinapticas. O IR é capaz
inclusive de atrair e ativar a proteina JAK-2. A JAK-2 se une e fosforila proteinas da familia STAT (particularmente
STAT-3). Uma vez fosforiladas, as proteinas STAT-3 se dimerizam e migram ao nucleo, onde atuam como fatores de
transcrigdo controlando a expressédo de genes de neurotransmissores e outras proteinas que respondem ao estimulo

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

Em contrapartida as atividades homeostaticas desempenhadas pela
insulina, o estado inflamatério sub-clinico, comumente encontrado em
pacientes obesos, pode dar inicio a interferéncia nas vias de sinalizagao
mediadas pela insulina ou outros hormoénios (Tilg et al, 2006). Na viséo
tradicional o tecido adiposo era visto como um érgéo inerte, com unica fungao

de reservatorio para estoque energético, mas ja ha algum tempo tal conceito
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nao € mais valido. O tecido adiposo expressa e secreta uma variedade de
peptidios bioativos, conhecidos como adipocinas (adiponectina, resistina, IL-6,
TNF-a etc.), os quais atuam de forma autdcrina, paracrina e endocrina. Atraveés
de uma rede interativa de agado, esse tecido coordena através dessas
substancias uma variedade de processos biologicos incluindo metabolismo
energético, fungdes neuroenddcrinas 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 a
RI, hiperglicemia, dislipidemias, hipertensdo e estados pro-tromboéticos e
inflamatorios. Proteinas serina-quinases ativadas por mediadores proé-
inflamatorios disparados por agentes endégenos como TNF-a, IL-1 e IL-6 ou
por constituintes da propria dieta como a fragdo saturada dos acidos graxos
dos lipidios interferem negativamente nessas vias de sinalizagao,

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

INFLAMACAO

Estudos recentes (Alexandraki et al, 2006; Martinez, 2006; Goossens,
2008;) tém revelado a conexdo entre vias proé-inflamatérias e vias
controladoras do metabolismo, especificamente, vias ativadas em resposta a
insulina. As citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-13 parecem desempenhar
um papel central nestas conexdes. Agindo através de TNFR1 (receptor 1 de
TNF-a), o TNF-a ativa substratos intracelulares que participam do controle da
transcricdo de genes de reposta inflamatdria, modula proteinas participantes
do controle de apoptose e regula respostas de crescimento e diferenciagao
celular (Gupta, 2002; MacEwan, 2002). Um dos principais substratos
intermediarios da via de sinalizagdo do TNF-a € a serina quinase JNK
(Dempsey et al, 2003). Uma vez ativada, a JNK tem a fungdo primaria de
induzir a associagao dos produtos dos genes de resposta imediata c-Jun e c-
Fos, levando a formacao do fator de transcrigdo 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 resisténcia a transducdo do sinal da
insulina através desta via.

Outra via pro-inflamatoria que pode levar a fosforilagdo em serina de
substratos do receptor de insulina é a via IKK/IKB/NF-xB (Shoelson et al,
2003). Esta via pode ser ativada pelo TNF-a, mas também por outras citocinas
pro-inflamatérias como IL-1B (Shoelson et al, 2003). A ativagdo de IKK
promove a dissociacdo do complexo IKB/NF-kB, mas também pode induzir a
fosforilagdo em serina dos IRSs 0 que compromete a transdugao do sinal da
insulina através desta cascata. O NF-kB é formado pelo dimeros das proteinas
P50 e P65. Esse complexo atua como fator de transcricdo, que, uma vez
liberado no citoplasma, migra até o nucleo e se conecta a regides especificas
do DNA, ativando genes responsaveis pela transcricdo de diversas proteinas,
entre elas, as citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a) e também
antiinflamatérias (IL-10), no intuito de regular o processo inflamatério. A
intensidade da ativagdo dessas proteinas é que ira reger a magnitude
inflamatdria (Shoelson et al, 2003).

Dado o processo inflamatorio e a capacidade reduzida da insulina de
promover a captagao de glicose pelos musculos e outros tecidos e em suprimir
a lipdlise, desenvolve-se entdo a hiperinsulinemia compensatoria, além do
aumento do fluxo hepatico de acidos graxos livres. Ha um paradoxo relevante
no papel da insulina no figado, pois enquanto a resisténcia a agdo do hormdnio
prejudica o metabolismo de glicose, o metabolismo dos lipidios é mantido
(McCullough, 2006). Alguns estudos tém documentado que uma redugao de 45
a 50% na glicose disponivel, uma medida da sensibilidade corporal a insulina
(Burgianesi et al, 2005; Marchesini et al, 2001), e uma reduzida habilidade da
insulina em suprimir a producdo enddgena de glicose, € um indicativo de
resisténcia hepatica a insulina (Marchesini et al, 2001; Seppala-Lindroos et al,
2002; Burgianesi et al, 2005).

30



Em 1999, Marchesini e colaboradores (Marchesini et al, 1999) ja haviam
descrito a forte associagao entre NAFLD e RI, e foram além, ao afirmarem que
a Rl é o fator mais comum no desenvolvimento da NAFLD.

A RI, a qual se torna permanente devido a presenca e agao das
citocinas, pode favorecer o acumulo de gordura nos hepatdcitos através de
dois mecanismos: a lipdlise, a qual aumenta os acidos graxos circulantes e a
hiperinsulinemia (Angulo, 2002). Com o aumento da massa dos adipdcitos, ha
consequente hidrolise dos triacilglicerdis devido ao aumento da atividade da
enzima lipase sensivel ao hormdnio (LHS), o que contribui para o aumento dos
acidos graxos livres circulantes. Caso desregulada a captagdo dos acidos
graxos livres pelo figado, essa captagao torna-se diretamente proporcional a
concentragdo de acidos graxos livres presentes no plasma (Weltman et al,
1998; Leclercq et al, 2000). Acidos graxos nos hepatécitos sdo normalmente
esterificados a triacilgliceréis, alguns dos quais sao incorporados as
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e exportados por elas (Angulo,
2002), ou oxidados para a geracdo de ATP (Wahren et al, 1984). Mas o
aumento da captacédo de lipidios pelo figado juntamente com a reducdo na
exportagao ou oxidacdo dessas gorduras, ou seja, o0 aumento na concentragcao
local de lipidios em individuos com NAFLD pode ser resultado do desequilibrio
entre os sistemas enzimaticos responsaveis por tais ag¢des. Esse aumento
pode levar a sobrecarga do sistema de B-oxidacdo mitocondrial, com um
consequente e novo aumento do acumulo de lipidios no hepatécito (Angulo,
2002).

MEDIADORES MOLECULARES DA LIPOGENESE E SEU PAPEL NA
ESTEATOSE HEPATICA

Uma das fungdes centrais do figado é manter em equilibrio o nivel de
glicose plasmatica, de acordo com o estado nutricional do individuo. Na
situacdo de excesso de energia, a glicose é convertida a acidos graxos via
conversao de glicose em piruvato, o qual entra no ciclo de Krebs, no interior da

mitocondria. O citrato formado no ciclo é lancado 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 acido graxo sintase (FAS) para a formagédo do acido palmitico
(C16:0). O acido palmitico é entdo dessaturado pela estearoil-CoA dessaturase
(SCD), formando o acido palmitoléico (C16:1) e posteriormente alongado pela
enzima alongadora de acidos graxos de cadeia longa, para formar o acido
estearico (C18:0), o qual pode também ser dessaturado para formar o acido
oléico (C18:1) (Horton et al, 2002; Browning et al, 2004). Esses acidos graxos
sdo utilizados para sintetizar triacilgliceréis, que podem ser estocados como
fonte primaria de energia ou transportados. Humanos (Araya et al, 2004) e
camundogos (Shimomura et al, 1998) com esteatose hepatica acumulam acido
oléico, o produto final da sintese de novo de acidos graxos. Isto sugere que a
proporcao de sintese esta aumentada nos individuos com resisténcia hepatica
a insulina. A sintese de novo dos &cidos 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 lipogénese é transcripcionalmente
regulada pelo fator de transcricdo ligado a membrana, chamado sterol
regulatory element-binding protein-ic (SREBP-1c) (Foretz et al, 1999;
Shimomura et al, 1999). A SREBP-1c pertence a uma familia de proteinas que
atuam como fatores de transcricdo (Brown et al, 1997), que quando ligadas a
regides especificas no DNA, ativam genes que sado requeridos para a
lipogénese (Horton et al, 2002; Horton et al, 2003). Camundongos
geneticamente modificados para superexpressarem SREBP-1c desenvolvem
esteatose hepatica classica, devido ao aumento da lipogénese (Shimano et al,
1997). Os trabalhos de Shimomura et al (1999) e outros (Martin, 1974; Menon
et al, 1994), demonstraram que o aumento na razao de sintese hepatica de
acidos graxos contribui para a deposicdo hepatica de gordura em modelos
experimentais de roedores resistentes a insulina, diabéticos e obesos.
Hiperinsulinemia e produg¢ao hepatica anédmala de glicose sdo condigbes
comuns da resisténcia a insulina (Lam et al, 2003). Em geral a SREBP-1c nao

€ ativada em estados hiperinsulinémicos, entretanto e de forma surpreendente,
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em estados de hiperinsulinemia acentuada, a insulina estimula a transcri¢ao da
SREBP-1c hepatica, resultando no aumento da sintese de novo de acidos
graxos (Shimomura et al, 1999). A contribuicdo da SREBP-1c para o acumulo
de triacilglicer6is no figado tem sido explorada em alguns modelos
experimentais, como por exemplo, no camundongo ob/ob. Esses
camundongos sao extremamente obesos e com importante resisténcia a
insulina devido a mutagdo no gene da leptina e, como consequéncia, esses
animais desenvolvem esteatose hepatica (Halaas et al, 1995). A inativagao do
gene da SREBP-1c no figado de camundongos ob/ob resulta na redugédo em
aproximadamente 50% da concentracao hepatica de triacilglicerois (Yahagi et
al, 2002). Assim, a SREBP-1c desempenha um importante papel nesse modelo
animal de resisténcia a insulina. Ainda, a SREBP-1c ativa a transcricdo 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), responsavel pela produgado de malonil-CoA. O aumento da malonil-CoA
resulta na diminuicdo da oxidagdo de acidos graxos por inibir a carnitina
palmitoil transferase-1 (CPT-1), a qual transloca acidos graxos do citoplasma
para o interior mitocondrial (McGarry et al, 1977). O papel critico da ACC-2 no
metabolismo hepatico dos acidos graxos foi revelado em animais knockout
para o gene da ACC-2, que apresentaram importante resisténcia a obesidade,
devido ao aumento na expressao e atividade da CPT-1, o que resultou no
aumento da oxidacao dos acidos graxos (Abu-Elheiga et al, 2001; Abu-Elheiga
et al, 2003). Em animais que receberam um adenovirus com o objetivo de
aumentar a expressao da malonil-CoA descarboxilase, uma enzima que
degrada a malonil-CoA, também houve aumento da B-oxidacdo mitocondrial de
acidos graxos, reduzindo os triacilglicerois estocados (An et al, 2004).
Carboidratos também sao capazes de estimular a lipogénese, através
da ativacdo de uma proteina sensivel a concentracdo de carboidratos, a
carbohydrate response element binding protein (ChREBP) (Yamashita et al,
2001). A glicose estimula a proteina ChREBP, que atua também como fator de

transcricdo, migrando ao nucleo e se conectando numa regido especifica do
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DNA, o E-Box motif, que € um promotor responsavel pela transcricdo da
enzima piruvato quinase hepatica [liver-type piruvate kinase (L-PK)]
(Kawaguchi et al, 2002). Esta enzima possui papel-chave na regulacédo dos
processos glicoliticos. A L-PK cataliza a conversao do fosfoenolpiruvato em
piruvato, o qual entra no ciclo de Krebs para gerar citrato, principal fonte de
acetil-CoA, utilizado na biossintese de lipidios. Como predito em ensaios in
vitro, camundongos kcnockout para o gene da proteina ChREBP apresentaram
uma reducdo de 90% na expressao da enzima L-PK. Uma revelagdo
surpreendente foi a reducédo de 50% aproximadamente no nivel de transcrigdo
em RNAm de todas as enzimas envolvidas na sintese de lipidios (lizuka et al,
2004). Isto sugere que a ChREBP pode, de forma independente, estimular a
transcricdo de todos os genes lipogénicos. Assim, a L-PK estimula ambos os
processos de glicélise e lipogénese, facilitando entdo a converséo de glicose
em acidos graxos, sob condi¢cdes de excesso de energia. Contudo, a ativagao
de genes lipogénicos mediados pela elevada atividade da ChREBP parece ser
importante somente apds o desenvolvimento de hiperglicemia (Browning et al,
2004).

Um terceiro fator de transcricdo pode ainda participar do processo de
desenvolvimento da NAFLD em roedores, chamado receptor ativado pelo
proliferador de peroxissomo gama (PPAR-y), requerido na diferenciagdo normal
de adipdcitos (Tontonoz et al, 1994). Normalmente o PPAR-y é expresso em
baixos niveis no figado, entretanto, em modelos animais com resisténcia a
insulina e com presencga elevada de lipidios no figado, a expressdo de PPAR-y
se eleva consideravelmente (Edvardson et al, 1999; Chao L et al, 2000).
Alguns estudos demonstram que a SREBP-1c pode ativar transcripcionalmente
0 gene do PPAR-y, e isso ocorre por intermédio de um co-ativador (Kim et al,
1998; Fajas et al, 1999). A importéancia do PPAR-y no desenvolvimento da
esteatose hepatica foi demonstrada também por técnicas de recombinacéo
génica que geraram camundongos ob/ob com knockout tecido especifico do
PPAR-y no figado, bem como em animais lipodistroficos chamados AZIP-F-1,

também com auséncia de PPAR-yno figado (Chao et al.,, 2000). Ambos os
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animais sao resistentes a insulina, e em tais modelos houve drastica reducao
do depdsito hepatico de lipidios, independentemente da presenca de
hiperinsulinemia ou hiperglicemia (Gavrilova et al, 2003; Matsusue et al, 2003).
O preciso mecanismo molecular pelo qual o PPAR-y promove a deposigéo de
triacilglicerois no figado ainda ndo esta completamente descrita, entretanto, em
humanos com NAFLD a expressdo do PPAR-y também se encontra elevada.

A obesidade, a RI, e o desarranjo metabdlico na captagao e manejo dos
lipides no figado, sao disturbios mediados pelos desequilibrios moleculares
demonstrados anteriormente, e favorecem o acumulo de lipides no parénquima
hepatico, além de contribuirem para a progressdao da doenga. Como
apresentado acima, diversos autores defendem que a progressdo da doencga
de uma forma benigna de esteatose hepatica para formas consideravelmente
mais graves como a esteato-hepatite e, posteriormente, a fibrose e a cirrose,
tem como gatilho a presenga de um estado de estresse oxidativo intenso,
mediado pela presenca de radicais livres produzidos como decorréncia de

disturbios metabdlicos e inflamatérios que acompanham a evolugao da doenca.

ESTEATO-HEPATITE: DISFUNCAO MITOCONDRIAL

O aumento da peroxidacgao lipidica tem sido demonstrado em diversos
modelos animais de esteatose hepatica (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 niveis elevados de varios parametros
que caracterizam o estresse oxidativo em comparacdo aos pacientes com
apenas esteatose (Videla et al, 2004).

Os acidos graxos sado a maior fonte de estresse oxidativo dentro do
figado desses pacientes (Marchesini et al, 2001; Sanyal et al, 2001), e a
elevada concentragdo desses acidos pode atuar como ligante para o receptor
ativado pelo proliferador de peroxissomo alfa (PPAR-a), uma proteina que
regula positivamente a oxidacdo de acidos graxos no interior da mitocondria,
microssomos e peroxissomos (Clarke, 2001). Os produtos da oxidagao desses

acidos graxos, como o peroxido de hidrogénio, anion superoxido e os

35



peroxidos de lipidios, sdo capazes de dar inicio aos processos de estresse
oxidativo, com subsequente incremento a peroxidagao lipidica (McCullogh,
2006).

Os acidos graxos sao os principais substratos e indutores das
lipooxigenases microssomais P450-2E1 e P450-4A (Wetman et al, 1998;
Leclercq et al, 2000). O nivel do citocromo P450-2E1 esta invariavelmente
aumentado no figado de pacientes com NASH e pode resultar na produgao de
radicais livres capazes de induzir a peroxidacao lipidica das membranas dos
hepatécitos (Wetman et al, 1998). Camundongos knockout para P450-2E1
apresentam extensa peroxidagdo da membrana, mostrando assim que a
enzima P450-4A também tem um importante papel nesse controle (Marchesini
et al, 2001).

A evidéncia da peroxidagao dos acidos graxos nos peroxissomos vem
predominantemente de modelos animais de esteatose hepatica (Rao et al,
2001; Pessayre et al, 2002). Entretanto, pacientes com NASH apresentam um
aumento na p-oxidacdo de acidos graxos na mitocondria com elevada
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Yang et al, 2000; Angulo,
2002). Existem evidéncias indiretas de que a w-oxidagao de acidos graxos pelo
sistema microssomal esta aumentada em ambos, animais e pacientes, com
NASH (Leclercq et al, 2000; George et al, 2003). Além disso, pacientes com
NASH apresentam regulacdo 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 mitocbndria é
um dos sitios mais comprometidos (Sanyal et al, 2001). Ocorrem
anormalidades estruturais na mitocondria como o seu alargamento, também
chamado de megamitocéndria, inclusdo de corpos para-cristalinos, com
composicao ainda desconhecida, e desenvolvimento de polimorfismo
mitocondrial. Essas anormalidades sao desenvolvidas principalmente em
resposta as agressdes oxidativas. Ha também altera¢des funcionais dentro da

mitocdndria, que ocorrem juntamente com essas alteragdes 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 respiragcdo celular esta diminuida em
aproximadamente 50% (Perez-Carreras et al, 2003). Isso esta associado ao
aumento na expressao da proteina desacopladora-2 (UCP-2) mitocondrial
(Chavin et al, 1999), e na ineficiente producdo de ATP (Caraceni et al, 2004),
com aumento na razdo ADP/ATP (Dianzani et al, 1956). A disfungéo
mitocondrial corrobora na promocdo da peroxidagdo lipidica, portanto
induzindo, além disso, a geragado de ROS (Charlton, 2004).

A via metabdlica dos acidos graxos possui estreita relagdo com a -
oxidagdo mitocondrial e com a B-oxidagdo peroxissomal. A deficiéncia nas
enzimas da via de oxidacdo peroxissomal tem sido reconhecida como uma
importante causa de esteatose microvesicular e esteato-hepatite. Deficiéncia
na acil-CoA oxidase reduz a oxidagao das VLDLs e dos acidos dicarboxilicos,
conduzindo a extensa esteatose microvesicular e esteato-hepatite (Leclercq et
al, 2000). A reducao na atividade dessa enzima causa ainda hiperativagdo do
PPAR-a, 0 que por sua vez culmina numa regulagdo supra-6tima dos genes
que estdo sob o seu controle. O PPAR-a esta implicado também na transcricéo
hepatica da UCP-2 no figado de individuos com NAFLD, o que é um forte
indicio da presengca e atividade de ROS (Fan et al, 1998). O sistema
sobrecarregado pela captagdo, oxidacdo e exportagdo hepatica de acidos
graxos promove a ativagao das ROS, as quais podem em grande parte ser as
responsaveis pela progressdo da esteatose hepatica para a esteato-hepatite,
podendo chegar a cirrose (Angulo, 2002). As mitocéndrias sdo as principais
fontes celulares de ROS, as quais sao gatilhos para esteato-hepatite e fibrose,
devido a trés principais mecanismos: peroxidacdo lipidica, ativacdo de
citocinas e indugao do ligante da FAS (FAS-L), o que da inicio a interferéncia
no programa de sobrevivéncia celular. As ROS dao inicio a peroxidagao
lipidica e induzem a ativacao de malondialdeido (MDA) e 4-hidroxinonenal
(HNE) (Esterbauer et al, 1991). Essas duas substancias aceleram a
progressao do processo de morte celular, pois atuam como quimiotaticos para

neutréfilos, que causam cross-link de proteinas e conduzem a formagao do
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corpusculo hialino de Mallory (Zatloukal et al, 1991), além da ativacdo das
células esteladas (células de Ito) (Leonarduzzi et al, 1997). Quando em
atividade, as células esteladas sdo estimuladas a sintetizar colageno,
depositando-o no parénquima hepatico, e a continuidade da agressao levara
ao estado de fibrose no 6rgao. A atividade quimiotatica exercida pelo HNE em
recrutar neutrofilos € um marco do inicio ao processo inflamatorio local. A
presenca de mediadores inflamatérios locais como TNF-a, TGF-f e IL-8
induzidos via ROS, sao capazes de ativar os macrofagos residentes do figado
(de 80 a 90% dos macréfagos do corpo), também conhecidos como células de
Kuppfer (Leonarduzzi et al, 1997). Macrofagos em atividade aumentam a
liberagdo de ROS, dando inicio ao circulo vicioso que descontrola o
metabolismo local, prejudicando ainda mais o estado depurativo do érgéo,
além disso, possuem um papel critico na discriminagcao do que é proprio € nao-
préprio no érgao. As células de Kupffer sdo os principais produtoras locais de
citocinas. O TNF-a e TGF-f ativam caspases e intensificam os sinais de morte
celular (Higuchi et al, 1997). O TGF-p estimula a sintese de colageno pelas
células esteladas (Leonarduzzi et al, 1997), além de poder ativar as
transglutaminases teciduais, as quais levam ao cross-link de proteinas
citoesqueléticas, promovendo a formagédo do corpusculo hialino de Mallory
(Yoshimura et al, 1987). A IL-8 é também um potente quimioatrativo para
neutréfilos em humanos. O TNF-a induzido por ROS prejudica o fluxo de
elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial (Lancaster et al, 1989). Espécies
reativas de oxigénio mitocondriais podem depletar as enzimas antioxidantes
hepaticas, seguidas por acumulo ainda maior de ROS (Sastre et al, 1989;
Watson et al, 1999). A expresséo do FAS-L no hepatocito, induzido pela ROS,
ativa seus receptores na membrana celular, incrementando os sinais de morte
celular. O FAS-L de um hepatécito pode interagir com o receptor FAS de outro
hepatdcito, causando morte fracional (Hug et al, 1997). O surgimento de
corpos apoptoéticos no figado é resultado do descontrole entre os fatores pro-

(Bax) e anti- (Bcl-2) apoptoticos. Esses corpos apoptéticos também podem

38



estimular o processo fibrogénico (Rashid et al, 1999; Poli, 2000; Caldwell et al,
2004).

Contudo, ha a necessidade de uma contra-regulagdo do processo
inflamatério para que essa situagdo nao se perpetue. Logo, proteinas com
atividades antiinflamatérias sdo expressas em meio ao estado pré-inflamatério
exacerbado com o objetivo de balancear a condigdo da doenca, e impedir a
resposta por demais agressiva a que o tecido ou o6rgao € submetido. Os
processos inflamatérios podem ser contra-regulados por citocinas
antiinflamatoérias como IL-4, I1L-10, IL-13, entre outras, mas nenhuma com papel
tdo importante como a IL-10.

Dados obtidos tanto em trabalhos experimentais com animais, bem
como em estudos clinicos com humanos sugerem um papel protetor para a IL-
10 no contexto da esteatohepatite ndo alcodlica. Por exemplo, a concanavalina
atua como agente estressor hepatico em condigdes experimentais (Louis et al,
2000). Animais que receberam um adenovirus com o gene da IL-10
promovendo o aumento da expressao dessa citocina, apresentaram uma
reducdo dramatica na secrecdo das interleucinas inflamatérias e também na
infiltracdo de corpos apoptéticos no figado, além de menor infiltracdo de
neutréfilos e consequente redugcdo no desenvolvimento de fibrose e necrose
(Santucci et al, 1996). No modelo de dano hepatico através da administragao
de lipopolissacaride (LPS) ou da enterotoxina B do estafilococos, em animais
D-galactosamino sensiveis, o tratamento com IL-10 reduziu as transaminases
séricas, além de ter promovido a inibicdo do aumento sérico de TNF-a e IFN-y
(Nagaki et al, 1999). Em outro experimento, o tratamento com IL-10 reduziu de
forma significante o RNAm do TNF-a e do IFN-y no figado e bago de
camundongos sensibilizados por toxinas. Esses achados sugerem que a IL-10
€ capaz de regular o dano hepatico in vivo, mediados por células T
macrofagicas (Nagaki et al, 1999). Outros dados sugerem que o mecanismo
pelo qual a IL-10 é capaz de proteger o figado de agentes pro-inflamatérios se
deve a supressao do NF-kB, e sua subsequente ativagdo na expressao de

mediadores proé-inflamatérios (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
crbnica normalizou os niveis de transaminases séricas, além de reduzir a
fibrose. Nesse mesmo estudo, € ressaltado o fato de que esses pacientes ja
nao mais respondiam ao tratamento antiviral com IFN-y, tendo entdo sido o

processo de melhora todo mediado pela IL-10.

JUSTIFICATIVA

O elevado consumo energético observado nas civilizagdes ocidentais tem
contribuido ndo somente para o aumento epidémico da prevaléncia de obesidade,
mas também para a instalacdo e agravamento da NAFLD em um numero cada
vez maior de individuos. A resisténcia a insulina, quando associada ao estado de
obesidade, favorece ainda mais a infiltracdo de lipidios no parénquima hepatico,
sendo este talvez uma das consequéncias mais importantes da instalagao do
estado inflamatdério do figado. Com o desajuste dos processos de oxidagao e
exportacao de lipidios do figado, ha a geracao de espécies reativas de oxigénio, o
que por sua vez desencadeia o processo de lipoperoxidagdo das gorduras
estocadas no figado. Esse fendmeno é responsavel pela ativacdo do sistema
microssomal de detoxificagdo hepatica na tentativa de regenerar as fungdes do
6rgao, como consequéncia, vias pro-inflamatorias, mediadas principalmente por
citocinas, sdo incrementadas. O desequilibrio no controle das respostas de
recuperacao do orgao frente a agressao pode conduzir a progressao da doenga
hepatica, que é agravada pela deposi¢ao de fibras de colageno no parénquima
hepatico. A continuidade dos sinais de estresse celular podem culminar com a
evolugdo para o ultimo estagio da doenga, a cirrose. Proteinas contra-reguladoras
do estado inflamatdrio hepatico, como a IL-10, surgem com a fung&o de diminuir a
resposta inflamatéria exacerbada, impedindo ou atenuando a progressao do dano
organico. A IL-10 é um potencial alvo terapéutico na disfungdo hepatica induzida
por dieta. No presente estudo avaliamos o papel dessa citocina em um modelo
animal de esteato-hepatite ndo alcodlica, avaliando seu papel sobre a acao da

insulina no figado.
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Geral

+ Avaliar o papel da IL-10 enddgena sobre a disfung&o hepatica e sobre a
acao da insulina no figado de animais experimentais com esteato-hepatite

induzida por dieta.

Especificos

+ Avaliar os niveis de IL-10 em figado de animais submetidos a dieta
hiperlipidica;

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

+ Avaliar o efeito da inibicdo da IL-10 sobre a transducdo do sinal da
insulina em figado;

+ Avaliar o efeito da inibicdo da IL-10 sobre a expressao hepatica de

proteinas envolvidas com gliconeogénese e lipogénese.
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3.1 — Caracterizacao 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
hiperlipidica, contendo 35% de lipidios, sendo 4% de origem vegetal (6leo de
soja Sadia®) e 31% de origem animal (gordura suina Sadia®), ou uma dieta
comercial padréo, de acordo com o AIN-93G, da marca NUVILAB® (Tabela 1).
As dietas e a agua foram oferecidas ad libtum. Os animais foram mantidos em
estantes apropriadas, com temperatura controlada em torno de 22 °C + 1 °C,
além da regulagao de fotoperiodo em 12 horas claro/escuro.

Tabela 1. Composic¢ao da Dieta Experimental

Ingredientes AIN93G AIN93 G
g/100 g g/100 g
* Amido (Q.S.P.) 39,8 11,8
Caseina 20,0 20,0

Amido de Milho

Dextrinizado 13,2 13,2
Sacarose 10,0 10,0
Oleo de Soja 7,0 4,0
Banha 0,0 31
Celulo(sF?bT:):rofma 50 50
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
Somatorio 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 hiperlipidica, foram divididos em quatro
sub-grupos tratados da segunte forma:

1 — Oligonucleotideo sense IL-10; 2 — Oligonucleotideo 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
nao-obesos, recebendo apenas soro fisiolégico i.p. Os camundongos
receberam os diversos tratamentos durante cinco dias. Ao terceiro dia, foi
realizado o teste de tolerancia a glicose. Ao sexto dia, os animais foram
devidamente anestesiados e submetidos a eutanasia, para a posterior extracao
dos tecidos.

3.1.2 — Construgao dos oligonucleotideos (sense e antisense) IL-10

O programa utilizado para desenhar a sequiéncia do oligonucleotideo foi
o Gene Runner, V. 3.05. A partir do banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), foi obtida a sequéncia dos pares de bases,
tendo sido escolhida para sense da IL-10, 5’-CTGCTCTTACTGACTGGC-3’,
com modificagao fosforotioato em todas as bases exceto a ultima (3’); e para
antisense da IL-10, 5-GCCAGTCAGTAAGAGCAG-3’, com modificagao
fosforotioato em todas as bases exceto a ultima (3’). Os oligonucleotideos
foram purificados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Os
primers foram produzidos pela empresa IDT — Integrated DNA Technologies
(Coralville, 1A, USA).

A partir da forma original liofilizada, os oligonucleotideos foram

ressuspensos em tampao proprio e aplicados nos animais, nas doses de 4
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nmol/uL. Essa dose foi completada para 100 puL de salina como veiculo e
injetada por via intraperitoneal duas vezes ao dia, durante cinco dias. Apds os
diversos testes com os oligonucleotideos, os animais foram sacrificados e
submetidos a extracdo tecidual e mensuragdao 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 concentraggo inicial do
anticorpo foi de 200 ug/mL A dose infundida nos animais foi de 1:16, de tal
forma que, 250 uL de anticorpo foi adicionado a 3.750 uL de soro fisiolégico
(veiculo). Foi infundido 100 pL, 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 a eutanasia, para a posterior extracao dos tecidos.

3.2 — Protocolos Experimentais

3.2.1 — ELISA para avaliacao da producao hepatica de interleucina-6

No momento da eutanasia, coletou-se 300 uL de sangue da veia porta e
300 pL 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 centrifuga prépria, a 3.000 rpm, durante 15 minutos. O soro foi
separado e dosado utilizando-se o kit comercial de ELISA segundo a indicacéo do
fabricante (Linco Research Inc, St Charles, MO, USA). Os resultados foram

expressos em pg/mL.

3.2.2—- Determinacao da concentracao de glicogénio hepatico
No momento da eutanasia, um outro fragmento de aproximadamente 500 mg de
figado foi coletado para posterior andlise da concentracédo de glicogénio, de

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

3.2.3 — Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose

Os animais permaneceram em jejum noturno de 12 horas. Apds a
mensuragao da glicemia caudal no tempo 0, foi injetado na cavidade peritoneal
uma solugéo 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 - Extracao dos tecidos

A obtencgao dos figados para a avaliagao da expressao das proteinas foi
realizada no ultimo dia do experimento, para tal os animais foram anestesiados
com a propor¢cdo de 1:1 de Ketamin® e Diazepan®, infundindo-se 300 puL
intraperitonealmente. Apos o teste negativo de sensibilidade (dor) nos animais,
fez-se uma incisdo em forma de aba no ventre. Antes da retirada dos

fragmentos teciduais para analise, foi injetada solucdo fisiolégica (grupo

47



negativo) ou insulina regular (grupo positivo — 0,2 ml, 10° M) pela veia porta do
animal, para a observacao das proteinas 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). Apds tempos pré-
estabelecidos da injecao da insulina, foram coletados fragmentos hepaticos, de
musculo esquelético, gastrocnémio 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 tampdo de extracdo em cada um durante 20
segundos com o processador polytron® PTA 20S (modelo PT 10/35,
Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA), operado em velocidade maxima.
Durante e apdés o procedimento, o material homogeneizado foi mantido em
banho de gelo para evitar a desfosforilagdo e desnaturagado das proteinas. Ao
final da extracdo, foi adicionado Triton X-100 a 1% (Merk) em todas as
amostras e mantidas em gelo. Apds quarenta minutos, os materiais extraidos e
homogeneizados foram submetidos a centrifugagdo. Utilizou-se a velocidade
de 11.000 rpm por 40 minutos a 4 °C, para remover o material insoluvel,
utilizando-se o sobrenadante para as etapas seguintes: uma parte foi utilizada
para determinar a concentragdo protéica de cada amostra pelo método
colorimétrico de biureto (Bakos, 1964); outra parte foi utilizada para avaliagéao
do extrato total, ou seja, separacéo das proteinas em SDS-PAGE, com tampao
de Laemmli (Laemmli, 1970), acrescido de DTT 200 mM, em proporgéo de 5:1,
mantido sempre a 4 °C até o momento de submeter a fervura a 100 °C durante

5 minutos.
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3.3.1 — Imunoblot

Aliquotas contendo 250 ug de proteina por amostra foram aplicadas
sobre gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de 1,5 mm de espessura. No mesmo
gel foi aplicada uma amostra padrao de proteinas, ou seja, 0 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 proteinas apareciam sob coloragao azul no gel de eletroforese e na
membrana de nitrocelulose, permitindo a orientacdo quanto ao peso molecular
das bandas observadas. A eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio
Rad (Mini-Protean) (Hercules, CA, USA), com solugdo tampao para
eletroforese, previamente diluida. 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 resolugéo (resolving). A seguir, as
proteinas separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de eletrotransferéncia de minigel da
Bio Rad, e a solugao tampao para transferéncia mantido em voltagem
constante de 120 volts por duas horas, sob refrigeragdo continua em gelo. As
membranas de nitrocelulose contendo as proteinas transferidas foram
incubadas em solugao bloqueadora por 2 horas, a temperatura ambiente, para
diminuir a ligagdo inespecifica de proteinas. A seguir, as membranas foram
lavadas com solucdo basal por trés sessdes de 10 minutos, e incubadas com

os anticorpos especificos:
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Citocinas: *TNF-a (sc-1350, goat policlonal), *IL-1B (sc-7884, rabbit policlonal),
*IL-6 (sc-265, goat policlonal) e *IL-10 (sc-1783, goat policlonal); Via de
sinalizacdo 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); proteina ativada de
macrofago: *F4/80 (sc-25830, rabbit policlonal); Metabolismo lipidico: *carnitina
palmitoil transferase 1 (CPT1) (sc-20514, goat policlonal) e *acido graxo
sintase (FAS) (sc-16146, goat policlonal); Metabolismo glicidico:
*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] glicogénio
sintase quinase 3a/f (p-GSK3) (#9327, rabbit monoclonal). Via de
sobrevivéncia celular: *FAS-associada ao dominio 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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Apos a incubagao das membranas de nitrocellulose com seus respectivos
anticorpos, foram mantidas sob agitacao constante durante 10 horas e a 4 °C.
Foram entdo lavadas novamente com solugdo basal por trés sessdes de 10
minutos e em seguida incubadas por 2 horas em solugdo com o anticorpo
secundario, marcado com peroxidase. Lavou-se novamente por trés vezes de
5 minutos. As membranas, adicionou-se 1,0 mL de cada reagente do kit de
quimioluminescéncia, adquiridos da Pierce. Entdo, as membranas expostas ao
flme de RX (Kodak XAR - Rochester, NY), com intensificador (Cronex
Lightning Plus - DuPont, Wilmington, DE) em cassete por 10 minutos e
revelados de forma convencional apds. A intensidade das bandas foi
determinada através da leitura das auto-radiografias reveladas por
densitometria otica, utilizando um scanner (HP 3400) e o programa Scion

Image V. Alpha 4.0.3.2. (Scion Corporation).

3.3.2 — Imunoprecipitacao

Para mensuragao da atividade (fosforilagdo) de proteinas pertencentes
as vias ja descritas, volumes das amostras com a mesma concentragao
protéica foram utilizados para imunoprecipitacdo com anticorpos especificos,
sendo que a determinagdo das proteinas seguiu as etapas descritas
anteriormente no item “extragdao dos tecidos”. As amostras foram colocadas
sob incubagdo com o anticorpo especifico durante 12 horas a 4 °C, sob
agitacédo continua. Em seguida acrescentou-se proteina A-Sepharose 6MB em

todas as amostras para precipitacdo do complexo antigeno/anticorpo, sendo
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mantidas em agitacdo continua por mais duas horas. Apdés nova centrifugacao
por 15 minutos, a 12.000 rpm a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o
material precipitado lavado por trés vezes com a solugdo tampéao especifico
para lavagem. As proteinas precipitadas, a seguir, foram tratadas com tampéao
de Laemmli contendo 100 mM de DTT, aquecidas em agua fervente por 5
minutos e centrifugadas por 1 minuto. As proteinas foram entdo submetidas a
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 reacdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o
sistema TagMan™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que é
constituido por um par de primers e uma sonda marcada com um fluoréforo.
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 (TagMan™ - Applied Biosystems) foi escolhido
como controle enddgeno da reagéo, o qual serviu para normalizar a expressao
do gene de interesse nas diferentes amostras. A validagdo do ensaio consistiu
na amplificacéo, tanto com os primers do gene de interesse quanto do controle
endoégeno, dos cDNAs de ftriplicatas de sete concentragbes diferentes
(diluicbes seriadas de 10 vezes) de uma amostra escolhida aleatoriamente. Em
seguida, construiu-se uma curva padrao a partir do logaritmo da concentracéo
das amostras pelo Ct [Threshold Cycle: ciclo em que cada curva de

amplificagdo atravessou o limiar de deteccdo (Threshold), o qual é definido
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arbitrariamente]. Nessa curva, foram obtidos os valores da inclinagao (slope)
da curva e da confiabilidade das réplicas (R2). Dessa forma, a eficiéncia do
sistema foi calculada através da formula: E = 100599 _1. Para a placa de
validacado dos genes G-6-Pase e IL-10, foram realizadas triplicatas da amostra
de cDNA de figado de camundongo Swiss referentes aos tratamentos deste
trabalho, em 7 concentragdes diferentes (diluigbes seriadas de 5x). Apds o
célculo das eficiéncias de amplificagcdo do gene de interesse e do controle
endoégeno, foi construido um grafico de dispersédo, o qual teve por finalidade
definir qual a amplitude de concentracdes para as quais o sistema foi eficiente.
Para a construgao do grafico, foram utilizados os mesmos valores de logaritmo
da concentracdo das amostras no eixo X e a diferenca entre as médias dos Cts
do controle enddégeno e as médias dos Cts do gene de interesse para cada
concentragao no eixo Y. A seguir, obteve-se uma linha de tendéncia para estes
valores, a qual possuiu uma equacao de reta, possibilitando verificar o valor da
inclinagao desta reta. Para que um sistema seja considerado eficiente, o valor
da inclinagcado deve ser menor que 0,1 (quanto mais préximo de zero for este
valor, menor € a inclinagao da curva e, portanto, mais constante é a diferenca
entre as médias dos Cts do gene de interesse e do controle endégeno). Os
pontos no grafico, correspondentes as concentragdes, que estiveram mais
préximos a linha de tendéncia foram considerados validados (o sistema tem
100% de eficiéncia nestas concentragcbes). Para a quantificacdo relativa do
gene em estudo, as reagdes de PCR em tempo real foram em duplicata a partir
de: 6,25uL de TagMan Universal PCR Master Mix 2x, 0,625uL da solugao de

primers e sonda, 1,625uL de agua e 4,0uL de cDNA, sendo que no controle
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negativo, foi adicionado 4,0 uL de agua ao invés do cDNA. As condicbes 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
expressao génica relativa foram obtidos pela analise dos resultados no

programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems).

3.5 — Histologia

3.5.1 — Hematoxilina e Eosina

Um fragmento do figado de aproximadamente 1,0 cm® foi retirado para
histologia. Imediatamente colocado em um frasco contendo formol a 10% ficou 24
horas em banho para adequada fixagdo. Posteriormente, o érgao foi processado
com alcool em crescentes concentragdes (70%, 80%, 95% e 100%), xilol, e
parafina. Entao foi incluido em blocos de parafina, onde foi seccionado em cortes
de 4,0 ym e fixados em laminas de microscopia. A coloragao utilizada para

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

3.5.2 - Imunohistoquimica

Da mesma forma descrita na técnica anterior, os cortes foram fixados
em laminas preparadas com silano e posteriormente submetidos a marcacao
simples, usando o anticorpo F4/80, de acordo com protocolo previamente
descrito por Torsoni et al, (2003) e Araujo et al, (2004). Analise e
documentacao dos resultados foram realizadas utilizando o microscopio de
imunofluorescéncia Leica FW 4500 B. A avaliacdo semi-quantitativa de F4/80

foi alcangada por contagem do numero de células positivamente coradas, as
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quais foram contadas no parénquima hepatico, local de coloragao

predominante do anticorpo utilizado.

3.6 — Analise Estatistica

Os blots foram analisados por densitometria éptica. 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 comparagdes entre trés ou mais tratamentos, os valores
numéricos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguidos de
teste post hoc (Tukey). Em todos os experimentos o nivel de significancia foi

adotado foi de P«<0,05.
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Background/Aims: The anti-inflammatory cytokine, interleukin-10 (IL-10), is known to exert a protective role in hepatic
damage caused by viruses, alcohol, autoimmunity and a number of experimental aggressors. Recently, a protective role for
IL-10 has also been proposed in diet-induced hepatic dysfunction. However, studies about the mechanisms involved in this
process are controversial. The objective of this study was to evaluate the role of endogenous IL-10 in the development of
hepatic insulin resistance, associated with diet-induced fatty liver disease.

Methods: Male Swiss mice treated for eight weeks with a high-fat diet became diabetic and developed non-alcoholic fatty
liver disease, which is characterized by increased hepatic fat deposition and liver infiltration by F4/80 positive cells. This
was accompanied by an increased hepatic expression of TNF-o, IL-6, IL-1p and IL-10, and by an impaired insulin signal
transduction through the insulin receptor/IRS1-IRS2/PI3-kinase/Akt/FOXO1 signaling pathway.

Results: Upon endogenous IL-10 inhibition for 5 days, using two distinct methods, a neutralizing anti-IL-10 antibody
and an antisense oligonucleotide against IL-10, increased hepatic expression of the inflammatory markers TNF-a, IL-
6, IL-1p and F4/80 was observed. This was accompanied by a significant negative modulation of insulin signal transduction
through insulin receptor/IRS1-IRS2/P13-kinase/Akt/FOXO1, and by the stimulation of hepatic signaling proteins involved
in gluconeogenesis and lipid synthesis.

Conclusions: Thus, in an animal model of diet-induced fatty liver disease, the inhibition of 1L-10 promotes the increased
expression of inflammatory cytokines, the worsening of insulin signaling and the activation of gluconeogenic and lipido-
genic pathways.
© 2008 European Association for the Study of the Liver. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction
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nas, 13084-970, Campinas-SP, Brazil. Tel.: +55 19 37888022: fax: + 55
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E-mail address: lavelloso@fem.unicamp.br (L.A. Velloso).

Abbreviations: NAFLD, non-alcoholic fatty-liver discase: NASH,
non-alcoholic steatohepatitis: TNF-1 alfa. tumor necrosis factor-1 al-
pha: SOCS, suppressor of eytokine signaling.

Non-alcoholic fatty-liver discase (NAFLD) is present
in a large number of people living in countries that have
adopted a Wesiernized standard diet [1,2]. The disease
ranges from simple steatosis to steatohepatitis (NASH),
fibrosis and cirrhosis [2], and has become one of the
leading causes of severe hepatic dysfunction in the mod-
ern world [1,3]. The pathogenetic mechanisms involved
in the development of NAFLD have not been com-
pletely clarified, but a role for abnormal fatty acid
metabolism [4], fatty acid-dependent activation of

0168-8278/534,00 © 2008 European Association for the Study of the Liver. Published by Elsevier B.V, All rights reserved.
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oxidative stress [5], and diet — and obesity — associated
activation of inflammatory response and liver insulin
resistance [6,7] have been proposed.

Hepatic insulin resistance, as defined by impaired
insulin-dependent inhibition of gluconeogenesis, defec-
tive insulin signal transduction and increased expression
and action of proteins involved in lipid synthesis and
storage [8], is the main biological phenomenon linking
obesity and metabolic syndrome to NAFLD [8,9]. Dur-
ing the last 15 years, great advances have been attained
in the characterization of the role played by inflamma-
tory factors in the pathogenesis of whole body insulin
resistance [10]. In the liver, a number of studies have
evaluated the interplay between inflammation, insulin
resistance and development of NAFLD [10,11]. Proin-
flammatory cytokines, such as tumor necrosis factor-
la (TNF-1a), interleukin-6 (IL-6) and interleukin-1p
(TL-1B}, produced either by the adipose tissue or the
liver [10,11], can act as commeon inducers of insulin resis-
tance and NASH. In addition, proteins that belong to
intracellular inflammatory pathways, such as JTNK and
SOCS, are implicated in the development of insulin
resistance and NASH [12,13]. Since the inhibition of
some of these inflammatory signals can simultaneously
improve insulin action and, to a certain extent, improve
NAFLD, we aim to investigate other anti-inflammatory
approaches, including endogenous anti-inflammatory
factors, as an attempt to understand the pathogenesis
of this disease and to advance in the development of
more effective therapeutic strategies.

Interleukin-10 (TL-10} is an anti-inflammatory cyto-
kine that acts as an endogenous modulator of inflamma-
tion in several tissues and organs and in different
physiological and pathological contexts [14]. Recent
clinical and experimental studies have shown that IL-
10 levels are directly related to insulin action, in vivo,
and that exogenous IL-10 can improve insulin action
in skeletal muscle and liver [15,16]. However, in another
recent study using IL-10 knockout mice fed on a high-
fat diet, it was suggested that endogenous IL-10 is a pro-
tective factor only for steatosis, but not for insulin resis-
tance [17]. Given the importance of characterizing the
mechanisms invelved in the genesis of liver insulin resis-
tance and NAFLD, and since some controversies still
remain, we decided to use a different approach to evalu-
ate the role of endogenous IL-10 in the development of
diet-induced NAFLD. For this, Swiss mice fed on a
high-fat diet were treated either with a neutralizing
anti-IL-10 antibody or with an IL-10 antisense oligonu-
cleotide. The inhibition of TL-10 led to an increased
expression of proinflammatory markers, to a worsening
of insulin-induced activation of signal transduction, to
an increased expression of proteins involved in gluico-
neogenesis and lipidogenesis and to the activation of
pro-apoptotic signaling in the liver.
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2. Materials and methods

2.1, Anmtibodies, chemicals and buffers

The reagents for SDS polyacrylamide gel electrophoresis and
immunoblotting were from Bio-Rad (Richmond, CA, USA). HEPES,
phenylmethylsulfonyl fluoride, aprotinin, dithiothreitol, Triton X-100,
Tween 20, glycerol and bovine serum albumin (fraction V) were from
Sigma (8t. Louis, MO, USA). The reagents for chemoluminescence
labeling of proteins in blots were from Amersham (Aylesbury, UK).
Human recombinant insulin (Humulin R) was from Lilly (Indianapo-
lis, IN, USA). Anti-insulin receptor (IR) (sc-711, rabbit polyclonal),
anti-insulin receptor substrate 1 (IRS1) (sc-560, rabbit polyclonal),
anti-insulin receptor substrate 2 (IRS2) (sc-8299, rabbit polyclonal),
anti-Akt (sc-1618, goat polyclonal), anti-phosphotyrosine (pY) (sc-
508, mouse monoclonal), anti-phospho [Ser*’®] Akt (s¢-7985-R, rabbit
polyclonal), anti-FOXO1 (sc-11330, rabbit polyclonal), anti-phospho
[Ser’®®] FOXO1 (sc-22158-R, rabbit polyclonal), anti-TNF-a (sc-
1350, goat polyclonal), anti-IL-1[ (sc-7884, rabbit polyclonal), anti-
IL-6 (s¢-1265, goat polyclonal), anti-IL-10 (sc-1783, goat polyclonal),
anti-F4/80 (sc-25830, rabbit polyclonal), anti-camitine palmitoyl
transferase 1 (CPT1) (sc-20514, goat polyclonal), anti-fatty acid syn-
thase (FAS) (sc-16146, goat polyclonal), anti-phosphoenolpyruvate
carboxykinase (PEPCK) (sc-28477, goat polyclonal), anti-glucose-6-
phosphatase (G6OP) (sc-25840, rabbit polyclonal), anti-FAS-associated
death domain protein (FADD) (s¢-5559, rabbit polyclonal), anti-Apaf-
1 (sc-8339, rabbit polyclonal), anti-caspase-8 (sc-7890, rabbit poly-
clonal), anti-caspase-9 (sc-8355, rabbit polyclonal), anti-Bel2 (sc-783,
rabbit polyclonal) and anti-Bax (sc-6236, rabbit polyclonal) were from
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Anti-phospho
[Ser’] acetyl CoA carboxylase (ACC) (#07-184, rabbit polyclonal)
was from Upstate Biotechnology (Charlottesville, VA, USA) and
anti-phospho [Serm ®] glycogen synthase kinase 3 alpha/beta (GSK3)
(#9327, rabbit monoclonal) was from Cell Signaling (Danvers, MA,
USA). Chemicals for real-time PCR were from Invitrogen (Carlsbad,
CA, USA) and Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).

2.2. Experimental model and ireatment protocols

Male, 4-week-ald Swiss, (Sw/Uni) inbred strain mice, originally
imported from the Jackson Laboratory and currently bred at the State
University of Campinas Breeding Center were used in the study. The
investigation followed the University guidelines for the use of animals
in experimental studies and conforms to the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, published by the US National Institutes
of Health (INIH Publication No. 85-23 revised 1996). The animals were
maintained on a 12:12 h artificial light dark cycle and housed in indi-
vidual cages. After random selection, 4-week-old mice (21 £+ 2 g) were
introduced to control or high-fat diets (Table 1). After 8 w on a high-
fat diet, all Sw/Uni mice presented severe hepatic steatosis and defec-
tive insulin signal transduction plus diabetes. At this point, the bio-
chemical and metabolic characterization of the model and the
evaluation of liver histology and cytokine expression were performed.
Next, Sw/Uni mice on a high-fat diet were randomly selected for treat-
ment with an [L-10 neutralizing antibody (IL-10 Ab) [or with a rabbit
pre-immune antiserum (RPIS)], or with an IL-10 phosphorothioate
modified antisense oligonucleotide (IL-10 AS) [or sense oligonucleo-
tide (IL-10 S)]. Treatments lasted for 5 days, according to the protocols
presented below. At this point, mice were employed for evaluation of
liver enzymes in serum, histological examination, determination of
liver glycogen content, cytokine, apoptosis and inflammmatory protein
expression, insulin signal transduction and expression of proteins of
the gluconeogenic and lipidogenic pathways. The outlines of the exper-
imental approach are depicted in Fig. 1A,

2.3. IL-10 antisense oligonucleotide

Phosphorthioate-modified sense and antisense oligonucleotides
(produced by Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) were diluted to
final concentrations of 5 40 nmol/ml in dilution buffer containing
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Table 1
Macronutrient composition of the diets

Control diet High-fat diet

% kT% fiv) k1%
Protein 20 18 19 12
Carbohydrate 62 73 45 27
Total fat 4 9 36 61
kl/g 15.8 24.5

10 mmol/l Tris HCl and 1.0 mmol/l EDTA. The mice were injected
(ip) with two daily doses of 100 pl of dilution buffer containing, or
not, sense (IL-10 §) or antisense oligonucleotides (IL-10 AS). The oli-

Control Chow (CT)
High Fat Chow (HF) 8 wk
}
Sw mice
(4 wk old)
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gonucleotides were designed according to the Mus musculus IL-10
sequence deposited at the NTH-NCBI (htip://www.ncbinlm.nih.gov/
entrez) under the designation WM 010548, and were composed of 5'-
GCC AGT CAG TAA GAG CAG-3 (sense) and 5-TGA GAT
CTG CAA TGC A-3 (antisense). In some experiments, designed to
evaluate the efficiency of the oligonucleotides, different doses were
employed, as described under results.

2.4. IL-10 neutralizing antibody

Sw/Uni mice fed on a high fat diet were randomly selected for
treatment with saline, rabbit pre-immune serum (RPIS) or rabbit anti-
serum against IL-10 (IL-10 Ab). For evaluation of the capacity of the
antiserum to neutralize IL-10 in liver, doses of 1.25 and 0.625 pg anti-
body, diluted in 100 pl saline were tested in a protocol consisting of

{
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Fig. 1. The scheme for the experimental protocol employed in this study is presented in (A) Four-week-old male Swiss mice were fed either control (CT)
or high fat (HF) diets. After 8 weeks, some mice were randomly selected for histology, immunoblotting and IL-6/ELISA studies. Thereafter, the
remaining HF mice were randomly selected for treatment with antisense oligonucleotide for IT.-10, antibody anti-IL-10, or respective controls. After 5
days, the mice were employed in histology, determination of serumn levels of liver enzymes, immunoprecipitation andfor immunoblot experiments,
intraperitoneal glucose tolerance tests (ipGTT) and liver glycogen determinations. Hematoxylin—eosin (HE) staining (B), and indirect immunofluores-
cence for F4/80 (C) were performed in 4.0-pm sections of livers obtained from mice fed control (CT) or high-fat (HF) diets for 8 weeks. The protein
amounts of TNF-u, 1L-6, IL-1§, IL-10 and F4/80 were determined by immunoblotting (IB) in samples from livers obtained from mice fed control (CT) or
high-fat (HF) diets for 8 weeks (D). IL-6 was determined by ELISA in blood samples obtained from portal (PV) or cava (CV) veins from mice fed control
(CT) or high fat (HF) diets for 8 weeks (E). In (B-D), microphotographs and gels are representative of four distinet experiments; in (E), n = §, "p < 0.05
vs. PV of the same diet, §p < 0.05 vs. CV of CT diet. In (B and C), CV, centrolobular vein; LD, lipid droplet; red arrows indicate F4/80 positive cells. [This

figure appears in colour on the web.]
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one dose ip per day, for 5 days. Neutralizing efficiency was evaluated at
the end of the experimental period by immunoblotting liver total pro-
tein samples with anti-IL-10 antibody. The dose of 1.25 pg was selected
for use in the remaining experiments.

2.5. Intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT)

After 6 h fasting, mice were anesthetized by an ip injection of keta-
min/diazepam (1/1 v/v), and the experiments were initiated after the
loss of corneal and pedal reflexes. After collection of an unchallenged
sample (time 0), a solution of 20% glucose (2.0 g/kg body weight) was
administered into the peritoneal cavity. Blood samples were collected
from the tail at 30, 60, 90 and 120 min for determination of glucose
concentrations.

2.6. Determination of hepatic enzymes i serum

Aspartate (AST) and alanine (ALT) amino transferases in serum
were determined using a commercially available kit from Labtest (Lagoa
Santa, MG, Brazil), according to the manufacturer’s guidelines.

2.7 ELISA

At the end of the first part of the study, some mice from the control
and high-fat diet groups were selected for determination of IL-6 con-
centration in portal and supra-hepatic cava veins. For this, mice were
anesthetized and blood samples were collected from each vein. [L-6
was determined in serum from each sample using a commercially avail-
able ELISA kit (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA).

2.8 Liver histology

Hydrated, 4.0 pm sections of paraformaldehyde-fixed, paraffin-
embedded liver specitmens were stained by regular haematoxylin eosin
(HE) method for evaluation of liver histology [18] The expression of
F4/80 was evaluated by indirect immunofluorescence staining, as pre-
viously described [19]

2.9, Imnunoprecipitation and immunoblotting

For evaluation of cytokine and protein expression, the abdominal
cavities of anesthetized mice were opened and fragments of liver
(3.0 x 3.0 x 3.0mm) were gently removed and immediately homoge-
nized in solubilization buffer at 4 °C [1%% Triton X-100, 100 mmol/1
Tris HCl (pH 7.4), 100mmol/l sodium pyrophosphate, 100 mrnol/]
sodium fluoride, 10 mmol/l EDTA, 10 mmol/l sodium orthovanadate,
2.0 mmol/l PMSF and 0.1mg aprotinin/ml]. The protein concentra-
tions of the supernatants were determined by the Bradford dye binding
method. Samples containing 0.2 mg of protein extracts were separated
by SDS PAGE, transferred to nitrocellulose membranes and blotted
with antibodies against TNF-a, IL-1[, IL-6, IL-10, F4/80, IR, IRS1,
RS2, Akt, FOXO1, CPT-1, phospho [Ser™] ACC, phospho [Ser?*]
GSK3, FAS, PEPCK, G6P, Bax and Bel2. For evaluation of insulin
signal transduction in liver, the abdominal cavities of anesthetized mice
were opened and the animals received an injection of insulin (100 pl,
10~ % mol/l) or saline (100 pl) through the portal vein. After different
intervals (described in Results), fragments (3.0 x 3.0 x 3.0mm) of
liver were excised and immediately homogenized in solubilization buf-
fer, as above. Samples of total protein extracts containing 2.0 mg of
protein were used for immunoprecipitation with antibodies against
IR, IRS1 or IRS2 at 4 °C overnight, followed by SDS/PAGE, transfer
to nitrocellulose membranes and blotting with anti-phosphotyrosine
(pY) antibodies. Some samples were analyzed by direct immunoblot-
ting using antibodies against phospho [Ser*™] Akt, or phospho
[Ser’®] FOXO1. In some experiments pro-apoptotic signaling was
evaluated by performing immunoprecipitation/immunoblotting to
determine FADD/caspase-8 and Apaf/caspase-9 associations in the
liver. Specific bands were labeled by chemiluminescence and visualiza-
tion was performed by exposure of the membranes to RX-films.

2.10. RNA exiraction and quantitative real-time PCR

Total liver RNA was obtained from frozen tissue using Trizol
reagent according to the manufacturer’s instructions. Following treat-
ment with DNase I, purified RNA was used as template for first-strand
cDNA synthesis using SuperScript ITI. Quantitative real-time PCR for
G6P was run using the commercially available primers from Applied
Biosystems (Mm00839363 m1). Reference gene was GAPDH (Applied
Biosystems). Results are expressed as relative transcript amount as pre-
viously optimized [20].

2.11. Statistical analysis

Specific protein bands present in the blots were quantified by digital
densitometry (ScionCorp, Inc., Frederick, MD, USA). Mean values
+8EM obtained from densitometry scans, IL-6 ELISA measurements,
real-time PCR, and values for liver glycogen; blood ghucose, insulin,
liver enzymes; area under glucose curve during ipGTT, food intake
and body mass were compared utilizing Turkey Kramer test
(ANOVA); p < 0.05 was accepted as statistically significant.

3. Results

3.1. Metabolic and immunological characteristics of the
experimental animals

Sw/Uni mice fed on HF diet for 8 weeks presented a
significant increase in body mass, blood glucose and
insulin levels, while no change was detected in mean
daily food intake and serum ftriglycerides (Table 2}.
The livers of mice on HF diet were clearly steatotic
(Fig. 1B, n =4). The intra-hepatocyte fat depots were
predominant in the perivenular zone with extensions
to the external areas of the lobule. In addition, many
cells expressing F4/80 were detected in regions sur-
rounding lipid droplets in the livers of SW/Uni mice
fed on HF diet, but not in mice fed regular chow
{Fig. 1C, n=4). The increased expression of F4/80
was further confirmed by immunoblot (Fig. 1D,
1.8 +0.2-fold, p<0.05 vs. CT, n=4), which also
showed the increased expression of the inflammatory
cytokines TNF-a (2.7 +0.4-fold, p<0.05 vs. CT,
n=4), IL-6 (2.1 £0.3-fold, p<0.05 vs. CT, n=4)
and TL-1B (2.3 +£0.4-fold, p<0.05 vs. CT, n=4)
(Fig. 1D} and the increased expression of the regulatory
cytokine IL-10 (4.1 +0.5-fold, p < 0.05 vs. CT, n=4)
(Fig. 1D}. In order to evaluate whether the consumption
of HF diet would induce the production of inflamma-

Table 2
Metabolic parameters of the experimental animals

CT HF
Body mass (g) 340+11 513418
Food intake (g/24 h) 570+085 6.40 +£0.90
Glucose (mg/dl) 12248 1 +17
Insulin (ng/ml) 62416 154 +£2.8
Triglycerides (mg/dl) 95.3+13.1 96.7 £ 11.7

® p<0.05
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tory cytokines by the liver, blood samples were collected
from the portal and the supra-hepatic cava veins to
determine the concentration of IL-6 using an ELISA
method. A clear gradient could be detected from the
portal to the supra-hepatic cava vein both in control
and HF mice (Fig. 1E, n = 5). However, the levels of
IL-6 were significantly higher in samples from HF mice,
suggesting that both hepatic and extra-hepatic sites were
involved in the production of the inflammatory
response.

3.2. Effect of IL-10 expression inhibition by an antisense
oligonucleotide

The treatment of HF mice for 5 days with an anti-
sense oligonucleotide to IL-10 produced a dose depen-
dent inhibition of TL-10 expression in liver (Fig. 2ZA,
n= 5}, which was not accompanied by significant mod-
ifications of food intake and body mass. Based on the
dose-response experiment we elected the dose of
4.0 nmol antisense oligonucleotide twice a day to be
employed in the remainder of the experiments. This dose
provided a reduction of 93 + 7% of IL-10 expression
after five days (# =5}, and led to significant increases
in TNF-a (2.2 £ 0.3-fold, p < 0.05 vs. DB, n = 5), IL-6

(2.8 £ 0.5-fold, p<0.05 vs. DB, n=35), IL-1B
(3.6 £ 0.6-fold, p<<0.05 vs. DB, n=25) and F4/80
(2.0 + 0.3-fold, p < 0.05 vs. DB, n =175}, expression in
liver (Fig. 2B). In order to evaluate the effect of this
treatment on whole body glucose homeostasis, mice
treated with dilution buffer, sense and antisense oligonu-
cleotides were submitted to a glucose tolerance test. As
depicted in Fig. 2C (n = 5), the inhibition of I1T1.-10 pro-
moted a significant increase in glucose under the curve
during the test, demonstrating a defective whole body
glucose handling.

3.3. Effect of I1L-10 neutralization by antibody

The treatment of HF mice with a neutralizing anti-
body to IL-10 for 5 days was effective in producing an
almost complete depletion (82 + 8%} of IL-10 presence
in liver (Fig. 3A, n=5) without affecting food intake
and body mass. This approach was accompanied by
increased liver expression of TNF-a (2.9 + 0.5-fold,
p<005 vs. SALINE, n=5), IL-6 (3.1 = 0.5-fold,
p <005 vs. SALINE, # =75}, IL-18 (3.0 £ 0.4-fold,
p < 0.05 vs. SALINE, » = 5) and F4/80 {1.9 & 0.2-fold,
p <0.05 vs. SALINE, » =5} (Fig. 3B}. Similarly to the
effect of IL-10 inhibition by antisense oligonuclectide,
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Fig. 2. (A) Mice fed on a high-fat diet were treated ip with dilution buffer (DB) (100 pl, twice a day), IL-10 sense (IL-10 S} oligonucleotide (0.0—4.0 nmol
in 100 pl, twice a day), or IL-10 antisense (IL-10 AS) oligonucleotide (0.0—4.0 nmol in 100 pl, twice a day) for five days. At the end of the experimental
period, mice were anesthetized and fragments of the livers were obtained for determination of IL-10 expression by immunoblot (IB). (B and C) Mice fed a
high fat diet were treated ip with dilution buffer (DB) (100 pl, twice a day), IL-10 sense (IL-10 S) oligonucleotide (4.0 nmol in 100 pl, twice a day), or IL-
10 antisense (IL-10 AS) oligonucleotide (4.0 nmol in 100 pl, twice a day) for five days. In (B), at the end of the experimental period, mice were
anesthetized and fragments of the livers were obtained for determination of TNF-o, IL-6, IL-1§ and F4/80 expression by immunoblot (IB). In C, at the
end of the experimental period, mice were employed for determination of glucose under curve during a glucose tolerance test (ipGTT-AUC). In all
experiments #= 3, in C, "p < 0.05 vs. DB.
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Fig. 3. Mice fed a high fat diet were treated ip with saline (100 pl, once a
day), rabbit pre-immune serum (RPIS) (1.25 pg in 100 pl, twice a day),
or rabbit IL-10 antiserum (IL-10 Ab} (1.25 pg in 100 pl, twice a day) for
five days. At the end of the experimental period, mice were anesthetized
and fragments of the livers were obtained for determination of IL-10 (4),
TNF-o, IL-6, IL-1§ and F4/80 (B) expression by immunoblot (IB). In
(C), at the end of the experimental period, mice were employed for
determination of ghucose under curve during a glucose tolerance test
(ipGTT-AUC). In all experiments = 3, in (C), "p < 0.05 vs. SATINE.

the neutralization of IL-10 by antibody produced a sig-
nificant increase in glucose area under the curve during a
glucose tolerance test (Fig. 3C, n = 5).

3.4. Effect of IL-10 inhibition/nenutralization on liver
insulin signal transduction

To evaluate the role of endogenous IL-10 on liver
insulin action, HF mice were treated for 5 days with
IL-10 Ab or respective controls and then used in immu-
noprecipitation and immunoblot experiments to evalu-
ate insulin signal transduction. As depicted in Fig. 4A,
neutralization of I1L-10 produced a significant reduction
in insulin-induced tyrosine phosphorylation of the insu-
lin receptor (TIR) {0.43 +0.03-fold, p < 0.05 vs. RPIS,
rn=7>5), of the insulin receptor substrate 1 (IRS1})
(0.38 + 0.05-fold, p < 0.05 vs. RPIS, n = 5}, of the insu-
lin receptor substrate 2 (IRS2)} (0.17 £ 0.01-fold,
p <0.05 vs. RPIS, n= 5} and a significant reduction in
insulin-induced serine phosphorylation of the insulin-
responsive transcription factor FOXO1 (0.19 £ 0.02-
fold, p << 0.05 vs. RPIS, # = 5). The impairment of insu-
lin signaling promoted by the neutralization of 1L-10
was accompanied by reduced liver glycogen content
(Fig. 4B, n =5}, by the activation of hepatic enzymes
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involved in lipid synthesis, acethyl CoA carboxylase
{ACC) (0.19 £ 0.03-fold, p < 0.05 vs. SALINE, n=5)
(which is active when non-phosphorylated) and fatty
acid synthase (FAS) (3.9 & 0.6-fold, p <0.05 vs. SAL-
INE, n=135), by the reduced expression of a protein
mnvolved in lipid oxidation, cartine-palmitoyl transferase
1 (CPT1} (0.694 0.06-fold, p<0.05 vs. SALINE,
n = 5}, by reduced glycogen synthetic activity, measured
by the inhibitory phosphorylation of glycogen synthase
kinase 3 (GSK3) (0.48 + 0.05-fold, p< 0.05 vs. SAL-
INE, » = 5}, and by the increased expression of the glu-
coneogenic enzyme PEPCK (4.3 + 0.14-fold, p <0.05
vs. SALINE, » = 5} (Fig. 4C}. Unexpectedly, the protein
(Fig. 4C} and mRNA (Fig. 4D} amounts of the glucone-
ogenic enzyme G6P were not modified by the treatment.
To evaluate if inhibition of IL-10 expression by IL-10
AS would have a similar effect on insulin signaling in
the liver, mice treated for 5 days with the antisense oli-
gonucleotide or respective controls were employed. As
depicted in Fig. 4E, IL-10 AS treatment promoted a sig-
nificant reduction in insulin-induced serine phosphory-
lation of Akt (0.38 £ 0.02-fold, p <0.05 vs. IL-10 §,
n =735} and FOXOI1 (0.39 + 0.03-fold, p < 0.05 vs. IL-
10 8, n =75}

3.5, IL-10 immunoneutralization induces the activation of
pro-apoptotic signaling in the liver

To evaluate the effect of IL-10 immunoneutralization
on liver function and damage, liver samples from mice
treated with the anti-IL-10 antibody were used in histo-
logical and  immunoprecipitation/immunoblotting
experiments, while blood samples collected at the end
of the experimental period were used in determinations
of the hepatic enzymes AST and ALT. No significant
modification of the histological aspect of the liver, nei-
ther significant change in AST and ALT amounts in
blood were observed after IL-10 neutralization (not
shown)}. However, there were significant increases of
the associations of FADD with caspase-8 (5.8 £ 0.18-
fold, p < 0.05 vs. SALINE, # = 5), and of Apaf with cas-
pase-9 (1.9 £ 0.07-fold, p <0.05 vs. SALINE, #=175)
(Fig. 4F). In addition, the protein amount of Bax
(2.2 £+ 0.13-fold, p < 0.05 vs. SALINE, » = 5) and Bcl2
(3.1 £ 0.23-fold, p < 0.05 vs. SALINE, n = 5) (Fig. 4F)
was also significantly increased.

4, Discussion

T1-10 was initially characterized as an anti-inflamma-
tory cytokine, produced by components of the immune
system, such as T and B lymphocytes, macrophages
and monocytes [21]. Subsequently, other cell types and
organs were shown to produce IL-10 under specific cir-
cumstances [14]. In liver, TL-10 expression has been
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Fig. 4. In (A-D and F), mice fed on a high-fat diet were treated ip with saline (100 pl, once a day), rabbit pre-immune serum (RPIS} (1.25 pg in 100 pl,
twice a day), or rabbit TL-10 antiserum (IL-10 Ab) (1.25 pg in 100 pl, twice a day) for five days. In (A), mice were anesthetized, acutely treated with saline
(=) (100 pl, through the cava vein) or insulin (+) (100 pl, 107° M, through the cava vein) and fragments of the livers were obtained for determination of
insulin receptor (IR} and insulin receptor substrate 1/2 (IRS1/IRS2) tyrosine phosphorylation (pY) by immunoprecipitation (IP) with specific antibodies
and immunoblotting with anti-pY antibodies, and for determination of phospho [Ser®>®] FOXO1 (pFOXO01) by immunoblot (IB). In (B-D and F), mice
were anesthetized and fragments of the livers were obtained for determination of glycogen concentration (B); expression of phospho [Ser™] acetyl CoA
carboxylase (ACC), fatty acid synthase (FAS), carnitine palmitoyl transferase 1 (CPT1), phospho [Ser®®| glycogen synthase kinase 3 (GSK3),
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), and glucose-6-phosphatase (G6P) expressions by immunoblot (IB) (C); transcript amount of G6P by real-
time PCR (D); associations of FADD with caspase-8 (Casp8) and of Apaf with caspase-9 (Casp9) by immunoprecipitation (IP) followed by immunoblot
(IB}, and expressions of Bax and Bel2 by immunoblot (IB) (F). In (E), mice fed a high fat diet were treated ip with dilution buffer (DB) (100 pl, twice a
day), IL-10 sense (IL-10 S) oligonucleotide (4.0 nmol in 100 pl, twice a day), or IL-10 antisense (IL-10 AS) oligonucleotide (4.0 nmol in 100 pl, twice a
day) for five days. At the end of the experimental period, mice were anesthetized, acutely treated with saline (—) (100 pl, through the cava vein) or insulin
(+) (100 pl, 10~° M, through the cava vein) and fragments of the livers were obtained for determination of phospho [Ser®] Akt (pAkt) and phospho
[Ser®>®] FOXO1 (pFOXO1) by immunoblot (IB). In all experiments 1 = 5, in B "p < 0.05 vs. saline.

detected in hepatocytes, sinuscidal endothelial cells, number of studies have reported a role for IL-10 as a
Kuppfer cells, stellate cells, and in hepatic infiltrating protective factor against liver damage in diseases such
lymphocytes [22-24]. In agreement with the known as experimental hepatitis induced by LPS and concanav-
immunomodulatory activity of IL.-10 in other tissues, a alin A [25,26], schistosomiasis [27], alcoholic hepatitis
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[28], and hepatitis C virus infection [29]. More recently,
some groups have reported a protective role for IL-10 in
fatty liver disease [16,30].

Given that liver insulin resistance is present in
patients and animal models of diet-induced hepatic dys-
function, and since inflammation plays an important
role in whole body and hepatic insulin resistance
[10,11], it was tempting to hypothesize that, due to its
anti-inflammatory properties, endogenous IL-10 could
act as a modulator of the defective insulin signal trans-
duction in liver, and exert a protective role against
diet-induced/insulin resistance-associated fatty liver
disease.

To test this hypothesis we induced hepatic steatosis
and whole body insulin resistance in Swiss mice by feed-
ing them with a standard high fat diet [31]. Swiss mice
are genetically related to the diabetes-prone AKR mice
[32]. When fed a high-fat diet they become rapidly obese
and diabetic [33], presenting increased blood levels of
inflammatory cytokines [34]. Therefore, high-fat diet
fed Swiss mice are regarded as good experimental mod-
els for diabetes, steatosis and metabolic syndrome
[33,34].

In the first part of the study, we expanded the charac-
terization of the animal model by determining the
expression of IL-10 and inflammatory markers in the
liver. As in other models of diet-induced steatosis [1-
3], the expressions of the inflammatory cytokines
TNF-a, IL-1p3 and IL-6, and of the activated macro-
phage antigen F4/80 were increased. This was accompa-
nied by a remarkable increase in IL-10. In addition, we
observed that at least part of the immune response trig-
gered by the HF diet was produced in liver as shown by
the gradient of blood TL-6 levels detected between pre-
and post-hepatic veins.

To evaluate the role played by endogenously pro-
duced IL-10 upon liver insulin action we employed
two distinet methods, the inhibition of expression by
an antisense oligonucleotide, and the immunoneutrali-
zation by a specific antiserum. For the antisense oligo-
nucleotide approach, the target sequence was selected
from the M. musculus mRNA code deposited at the
NIH-NCBI and was specific for mouse IL-10 mRNA.
With this approach, we obtained an almost complete
inhibition in liver IL-10 expression. For the immuno-
neutralization approach, the treatment with the antise-
rum produced approximately an 80% reduction in
immunoreactive IL-10 in liver. Both approaches have
been widely used in other systems with reproductive
and reliable results [35-37] In addition to the use of
immunoblotting to evaluate the efficiency of the meth-
ods to inhibit IL-10, we performed a glucose tolerance
test to determine the effect of these approaches on whole
body glucose homeostasis. In two previous studies, dif-
ferent means used to modulate IL-10 irn vive led, invari-
ably, to changes in whole body glucose dispesal [16,30].

64

635

Therefore, we believe that the increased glucose under
curve during the ipGTT in mice treated with the TT.-10
AS or with the TL-10 Ab provides further evidence for
the efficiency of the methods employed.

Next, we showed that inhibiting IT.-10 by either
means produces a significant impairment of insulin
signal transduction through key proteins involved in
the control of metabolic functions in liver cells [3§].
In addition, we demonstrated that immunoneutraliza-
tion of IL-10 reduces liver glycogen contents and
inhibits proteins involved in gluconeogenesis and lipid
B-oxidation, while stimulating proteins involved in
lipid synthesis and storage. Out of the evaluated pro-
teins, only G6P was not modulated by the inhibition
of IL-10. Although G6P plays an important role in
the control of gluconeogenesis, previous studies have
reported its unexpected regulation in conditions such
as inflammation and TNF-o treatment [39,40] We
believe, the increased expression of inflammatory cyto-
kines, including TNF-x, as seen in our model, pro-
duces an inhibitory modulation of G6P that
counteracts the stimulus imposed by the metabolic
condition of the experimental animal.

In the final part of the study, we demonstrated that
the inhibition of IL-10 may produce liver damage. The
association of FADD with caspase-8, which reflects acti-
vation of extrinsic apoptotic pathway [41], and the asso-
ciation of Apaf with caspase-9 which reflects the
activation of mitochondria-dependent apoptotic signal-
ing [41] were increased and accompanied by the expres-
sion of the apoptosis regulatory protein Bcl-2 and the
pro-apoptotic protein Bax [42]. The absence of changes
in liver histology and serum liver enzymes may be due to
the short-term treatment.

Thus, endogenous IL-10 seems to play a role in the
control of both molecular and functional events related
to insulin action in liver. In a recent study, den Boer and
collaborators used an 1L-10 knockout mouse to study
the outcomes of a complete IL.-10 deficiency on diet-
induced hepatic steatosis and insulin signal transduction
[17]. In contrast to the results herein presented, they
found that the lack of IL-10 produced a worsening of
steatosis, but did not interfere with hepatic and whole
body insulin action. Certainly, there are a number of dif-
ferences concerning the animal models employed that
could explain the differences found between this previ-
ous and our study, perhaps the most important being
the anomalous immune regulation that is characteristic
of the TL-10 KO mouse [43]. As shown in a number of
studies, IL-10 KO mice have defective Thl and Th2
responses, produce large amounts of TNF-a under dif-
ferent sorts of stimuli and are prone to gastroenteric,
rheumatologic and allergic conditions [14]. The anoma-
lous immune response, acting during a life-long period,
could produce unexpected results in the modulation of
related functions, such as in metabolism, for example.
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Moreover, a number of studies have shown that knock-
out mice can frequently compensate for the defective
gene by hyperexpressing other proteins. We believe that
the results of the studies by den Boer and ours should be
evaluated separately. While the complete congenital lack
of IL-10 may not affect insulin action in models of diet-
induced steatosis, the short-term inhibition of endoge-
nous IL-10 in a non-genetically manipulated mouse pro-
duce a significant impairment of insulin action in liver.
This interpretation is further supported by the fact that,
upon short-term exogenous IL-10 treatment, an
improved insulin action is detected in liver and muscle
[16].

In conclusion, short-term inhibition of endogenous
IL-10 by two different means impairs insulin signal
transduction in the liver of an animal model of defective
insulin signal transduction and steatosis, suggesting that
this immunomodulatory cytokine exerts a protective
role for liver insulin resistance associated with diet-
induced steatosis.
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A transigdo nutricional moderna verteu o estado deploravel da fome a
soberba da ingestdo alimentar excessiva (Coutinho et. al., 2008). Doencas
como obesidade, diabetes, hipertensdao e dislipidemias figuram entre os
principais problemas de saude no mundo moderno (Verdier et al., 2007), e
inimeras conseqUéncias secunddrias ao desenvolvimento dessas doencgas
surgem muitas vezes de forma insidiosa, como € o caso da doenga nao
alcodlica do figado gorduroso (Lee et al., 2007). Nos pacientes acometidos
pela esteatose hepatica, € possivel que haja a evolucao desse quadro a fibrose
e a cirrose, apesar do perfil benigno de um acumulo simples ou transitério de
gordura no figado (Puerta et al., 2005).

A interferéncia nos processos normais de metabolizacao de nutrientes e
biossintese energética precede a progressao da doenca. O circulo vicioso tem
inicio com o aumento da concentragdo hepatica de gordura, seguido pela
peroxidacdo lipidica, pelo inicio do processo inflamatério local, pelo prejuizo
nas vias de favorecimento oxidativo e de sinalizacdo da insulina, e ainda, pelo
importante incremento de vias lipogénicas; além disso, podem em
determinadas circunstancias, ser ativados programas de morte celular. Dessa
forma, novamente e mais uma vez ha o acumulo de lipides no parénquima
hepatico, que dependendo da extensdo do dano, podera ou nao evoluir de
forma dramatica (Angulo et al., 2002). Para que o circulo torne-se virtuoso,
proteinas que controlam a maquinaria de sobrevivéncia celular sdo ativadas,
reduzindo a inflamagao (Muriel, 2008) favorecendo assim, a sobrevivéncia
celular, e também as rotas catabdlicas.

Com base nos conceitos expostos acima e, visando avaliar o0s
mecanismos moleculares envolvidos na integracdo entre os fendmenos
fisioldgicos e moleculares que controlam o passo da doenca hepatica, utilizou-
se na presente tese um modelo animal exposto ao consumo ad libitum de uma
dieta rica em lipides, em sua maioria saturados.

A exposicao de animais a dieta hiperlipidica retrata de forma extrapolada
o comportamento do humano ocidental, caracterizado pelas doencas
anteriormente descritas. Camundongos Swiss quando submetidos a dieta
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hiperlipidica durante as oito semanas protocolares, apresentaram consideravel
ganho ponderal, aumentando até 30% do seu peso quando comparado aos
animais que receberam dieta normocalérica. Além disso, ao avaliarmos o0s
niveis glicémicos em jejum, observamos uma drastica elevacao, chegando a
média de 250 mg/dL.

De Souza, em 2005 e Aradjo, em 2007 obtiveram resultados
semelhantes quanto a evolugao ponderal e o desenvolvimento da obesidade e
diabetes em modelos experimentais similares. Outro modelo experimental para
o desenvolvimento de esteato-hepatite ndo alcodlica 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 inflamatério hepatico em
relacdo ao encontrado em nossos experimentos. Entretanto, esse nao parece
ser um bom modelo, devido a irreprodutibilidade das condi¢gdes naturalmente
encontradas na doenca humana, ou seja, a dieta deficiente em metionina e
colina reproduz uma condicdo de deficiéncia nutricional, acarretando em
processo inflamatério hepatico. Contudo, interferéncias moleculares
imprevisiveis poderiam interferir no julgamento do desenvolvimento da doenca,
podendo ainda ocasionar resultados falso-positivos ou negativos. A dieta rica
em gordura de origem animal € o modelo mais semelhante da NAFLD quando
comparado ao que ocorre em humanos (Morgan, 2008).

O processo de desenvolvimento da infiltracdo lipidica no figado dos
animais foi semelhante ao encontrado em outros trabalhos. Nishikawa, em
2008, estudou em outros dois modelos experimentais, BALB/c e C57BL/6J, a
infiltracdo lipidica desenvolvida quando animais foram submetidos a dietas
ricas em gordura. Em ambos os modelos encontram-se esteatose moderada. E
de forma interessante, apds jejum de 24 horas, o acumulo de lipidios no
parénquima hepatico foi reduzido consideravelmente nos camundongos C57,
diferentemente do BALB/c, que apresentou, além disso, regulagao positiva no
RNAm de proteinas controladas por genes lipogénicos, como a SREBP-1c,
ACC, FAS e glicerol-3-fosfato sintase. As citocinas pré- (IL-1p, IL-6 e TNF-a) e
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antiinflamatérias (IL-10) tiveram suas expressdes aumentadas nos animais que
receberam a dieta hiperlipidica, em comparacdo aos que receberam a dieta
comercial. Com isso, a esteato-hepatite foi confirmada. Discussdées na
literatura vigoram a respeito da utilizacdo da relacao entre os niveis séricos de
IL-10/TNF-ac como um possivel marcador para a confirmagdao de esteato-
hepatite, juntamente com outros dados néo invasivos, dada a insidiosidade da
doenca (El-Zayadi AR, 2008; Hashem et al., 2008). Fotomicrografias do
parénquima hepatico séo claras ao demonstrarem a dimens&o da infiltracao
lipidica nos hepatdcitos, quando comparados aos animais que receberam
apenas dieta comercial. O modelo experimental foi efetivo ndo apenas para o
desenvolvimento de esteatose hepatica, bem como em sua evolugdo para
esteato-hepatite. A inflamacado comprovada pelo aumento na expressao das
citocinas proé-inflamatérias péde também ser observada na visualizacao
microscopica. Laminas coradas com hematoxilina e eosina demonstram a
exuberante infiltracdo inflamatdria, marcada principalmente pela presenca de
neutrofilos e eosindfilos. De 80 a 90% dos macréfagos presentes no organismo
sao residentes no figado (Leonarduzzi et al., 1997), entretanto, o seu estado
ativado é que determina se o processo inflamatério encontra-se em curso ou
nao. Através da técnica de imuno-histoquimica, a presenca da proteina F4/80
que é expressa e mantida na superficie de macréfagos quando estdo em
atividade, foi testada. Com o auxilio de anticorpos especificos, marcados com
fluorosceina, a emissao de luz em regides especificas do parénquima hepatico
caracterizou mais uma vez o estado inflamatério. Os macrofagos se
dispuseram ao redor das vesiculas lipidicas, como em processo de fagocitose.
No grupo que recebeu dieta comercial, ndo foi encontrado nenhum vacuolo
indicando depésito lipidico, nem tampouco células marcadas com o anticorpo
em questao.

A elevada expressdo de citocinas no parénquima, juntamente com a
presenca de macréfagos em atividade, levou-nos a investigar o fluxo de
citocinas no figado, pois foi importante entender a origem das citocinas e se

sua producao poderia ocorrer no préprio 6rgao. Para isso, realizou-se através

70



da técnica de ELISA, a dosagem de uma das principais citocinas pro-
inflamatoérias, a IL-6, avaliando sua presenca na circulacao pré- e pos-hepatica.
Através das vias de acesso hepatico como a veia porta e veia cava supra-
hepatica, coletou-se sangue e, apds analise, observamos que um claro
gradiente existia entre a circulacdo portal e a veia cava supra-hepatica, em
ambos 0s grupos alimentados com dieta comercial ou rica em gordura.
Entretanto, os niveis de IL-6 elevaram-se significativamente mais nos animais
tratados com dieta hiperlipidica, sugerindo que tanto sitios extra-hepaticos
quanto o préprio figado estao envolvidos na producao da resposta inflamatoria.
A ativacédo local do sistema imune vem sendo estudada em diversas situagoes,
tanto in vivo quanto in vitro (Tomita et al., 2006). A partir de estudos com
camundongos tratados com dietas ricas em gordura, onde a regulagao positiva
da transcricdo da IL-6 foi sustentada como a principal interleucina pré-
inflamatoéria encontrada no figado desses animais, Wieckowska et al., em
2008, apos verificarem a mesma condigdo em outros modelos experimentais e
correlacionarem com resisténcia sistémica a insulina, decidiram investigar 56
pacientes obesos e com suspeita de NASH. Parametros sanglineos e bidpsias
hepaticas foram analisados, e verificou-se que pacientes com NASH possuiam
niveis de expressdao de IL-6 hepatica aumentados em relagdo aos com
esteatose hepatica apenas, além disso, correlacionaram positivamente a
concentracao de IL-6 com achados histologicos de fibrose hepatica, e ainda,
forte correlagédo para resisténcia sistémica a insulina. Nesse mesmo estudo, a
cultura de células de hepatécitos tratados com acidos graxos saturados
expressou niveis elevados de RNAm de IL-6. Esses dados juntamente com os
resultados obtidos em nossos experimentos corroboram o achado das altas
expressbes de citocinas no parénquima hepatico, possivelmente secretadas
pelos macréfagos em atividade, e corroborando a hipétese que propdem uma
origem local para o processo inflamatério.

O papel antiinflamatério da IL-10 e sua regulagdo perante os demais
peptideos pré-inflamatérios € 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 resisténcia a insulina no figado e no musculo de
animais experimentais. O tratamento com preparacgdes purificadas de IL-6 e IL-
10 levou a resultados distintos nesses tecidos, de tal forma que a IL-6 interferiu
com a sinalizagdo da insulina no figado e no musculo, enquanto a IL-10
potencializou esta sinalizacdo. Para avaliarmos a real importancia e o papel
endogeno da proteina IL-10 na patogénese da esteato-hepatite e baseados
nas hipoteses levantadas no estudo de Kim et al. (2004), utilizamos duas
formas de inibicdo da atividade da IL-10. O primeiro método foi através de um
inibidor da sintese enddgena (oligonucleotideo antisense), que inibe
diretamente a tradugcdo da proteina no reticulo endoplasmatico, e o segundo,
um tratamento com o anticorpo anti IL-10, que inativa a proteina ja transcrita e
circulante.

Apo6s o bloqueio da IL-10 por ambas as formas, diversas alteracdes
foram constatadas. Houve o0 aumento da expressdao das citocinas pro-
inflamatérias no figado e também um incremento na resisténcia periférica a
insulina, como demonstra o teste de tolerancia a glicose. Em vista da
regulacdo que a IL-10 exerce sobre o processo inflamatério geral, era
esperado um aumento nas concentracdes das proteinas pré-inflamatérias com
ambos os tratamentos inibidores da IL-10, porém, e de forma surpreendente,
0s animais tratados com antisense ou anticorpo mantiveram-se hiperglicémicos
por mais tempo quando comparados aos seus respectivos grupos controles. A
IL-10 € uma potente citocina antiinflamatéria, produzida predominantemente
pelas células T e B, monédcitos e macréfagos, além de desempenhar um papel
crucial no sistema imune inato (Fiorentino et al., 1991-A; O’Garra et al., 1990).
Essa proteina tem a capacidade de inibir potencialmente a producdo das
citocinas proé-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-a (Fiorentino et al., 1991-B).
QOutros dados (Yoshidome et al, 1999) revelam que o0 mecanismo
desempenhado pela IL-10, o qual € capaz de proteger o figado de agentes
pro-inflamatorios, se deva a sua acao atraves da supressédo do NF-«B, inibindo
dessa forma, sua ag¢ao na transcricdo de genes de resposta inflamatoria. den
Boer et al., em 2006, demonstraram que a IL-10 enddgena protegeu
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camundongos submetidos a dieta hiperlipidica do desenvolvimento da
esteatose hepatica. De forma complementar aos dados obtidos aquele estudo,
nossos dados demonstraram que a auséncia da IL-10 prejudicou ainda mais o
deposito hepatico de gordura, e fez com que a doenca progredisse
negativamente. Ao avaliarmos as fotomicrografias do parénquima hepatico dos
animais tratados com anticorpo ou antisense anti-IL-10, ao corarmos as
laminas com a tintura de tricrobmico de Masson, observamos uma intensa
coloracao lilas, indicativa de depdsito de fibras de colageno. As fibras de
colageno sao depositadas no 6rgao como um todo, na tentativa de produzir um
reparo tecidual. Entretanto, os nédulos formados sao sinais de morte celular,
onde a célula fundamental do érgéo, o hepatécito, acaba sendo substituido por
tecido fibroso. As células esteladas hepéaticas sao fontes primarias de producao
excessiva de matriz extracelular, e sua ativacdo pelo processo inflamatorio
pode se tornar critica nos eventos pro-fibréticos (Nan et al., 2008). Como
demonstrado anteriormente, os resultados do teste de tolerancia a glicose
sugeriram a presenca de resisténcia periférica a acdo da insulina, com
consequiente manutencao do estado hiperglicémico dos animais tratados com
os inibidores da IL-10. Entretanto, no trabalho de den Bauer et al., (2006),
apesar da concentracdo enddégena de IL-10 ter protegido o animal do
desenvolvimento de esteatose hepatica, as mesmas concentracdes nao foram
capazes de melhorar a resisténcia periférica a acao da insulina. Animais
knockout para o gene da IL-10 (-/-) foram utilizados, e surpreendentemente,
tais animais apresentaram um aumento na fosforilacdo da proteina Akt, uma
das mais importantes proteinas envolvidas na via de transducao do sinal da
insulina. Além disso, os autores defendem a idéia, baseados em seus
resultados, que a sensibilidade a insulina nesses animais apresentou-se
favorecida em relagdo aos animais com linhagem selvagem (+/+). Tais
diferencas entre os trabalhos realizados podem ser justificadas baseadas nos
modelos experimentais utilizados, uma vez que, em nosso trabalho, a inibicao
da IL-10 proporcionada pelos tratamentos com ambas as técnicas manteve-se
por volta de 80%, enquanto os animais knockout ndo possuem 0 gene que
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transcreve IL-10. Além disso, animais knockout podem desenvolver respostas
andmalas as regulag¢des imunoldgicas, caracteristicas comuns em animais com
ablacao do gene da IL-10 (Kuhn et al., 1993).

Para a confirmacdo e compreensdo das alteracbes metabdlicas
ocorridas no modelo experimental pds-tratamentos, uma vez que a doenca
hepatica apresentou progressdo em seu conteudo lipidico e infiltrado
inflamatorio, assim como aumento da intolerancia a glicose, confirmados pelos
testes de GTT, tornou-se necessdrio avaliar a atividade de proteinas
envolvidas em vias de biossintese energética no nivel molecular. Importantes
proteinas controladoras da biossintese de glicidios como a PEPCK e a GSK-3,
além das envolvidas na biossintese e oxidacao de lipidios como a ACC, FAS e
CPT-1, foram examinadas em relacao a sua expressao.

A GSK-3 (Glicogénio Sintase Quinase-3) € uma enzima que inibe a
sintese de glicogénio ao catalizar uma fosforilacéo inibitéria da GS (Glicogénio
Sintase). Quando a GSK-3 é inativada (p-GSK-3), a conversao de glicose a
glicogénio € favorecida (Radziuk et al., 2001). Da mesma forma e com a
mesma intencdo, verificamos a expressdao da proteina PEPCK
(Fosfoenolpiruvato-Carboxiquinase), enzima que também favorece a
gliconeogénese (Radziuk et al., 2001). Ainda na tentativa de elucidar de
diversas formas e com clareza o metabolismo hepatico de glicidios,
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 inibicdo da IL-10
reduziu a fosforilacdo da proteina GSK-3, mantendo-a ativada e
consequientemente inibindo a acdo da proteina GS. Os tratamentos também
induziram o aumento na expressdo da PEPCK. Ao ensaio fisiologico, tais
respostas moleculares se revelaram compativeis com o fato de que ocorre
reducao dos niveis de glicogénio hepatico nos animais com inibicdo da IL-10.
Ambos os tratamentos reduziram a sintese de glicogénio hepatico,
fortalecendo a hipotese de que a auséncia ou reducao na expressao da IL-10
prejudica os processos de sintese de energia a partir dos carboidratos e
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favorece a via glicogénica a partir de outros substratos, que ndo os acgucares.
Dada a importancia das proteinas GSK-3 e PEPCK nos processos de
regulacao e sintese energética, a presenca de obesidade e diabetes influencia
negativamente suas acgdes, prejudicando tais controles metabdlicos e
alternando as vias de utilizagdo de nutrientes, o que por sua vez pode
favorecer rotas lipogénicas (Saltiel et al., 2001).

Os niveis de RNAm que codificam a transcricao da proteina G-6-Pase,
nao apresentaram diferencas significantes, mantendo-se semelhantes nos
grupos tratados e também em seus controles. Embora a G-6-Pase
desempenhe importante papel na via gliconeogénica, alguns trabalhos tém
demonstrado que sua atividade pode ser regulada pelo estado inflamatorio
(Yasmineh et al., 1992) e também pelo tratamento direto com o peptidio da
citocina TNF-a (Grempler et al., 2004).

Com a via neoglicogénica ativada e com a sintese de glicogénio inibida,
outras vias de controle energético celular no modelo animal, foram avaliadas
sob os tratamentos com os inibidores da IL-10. A avaliacdo do papel
representado pelas proteinas-chave envolvidas nos processos lipogénicos
revelou-se importante para a compreensao dos eventos moleculares, mediante
o colapso energético. A proteina acetil-CoA-carboxilase (ACC) é responsavel
pela bioconversao de acetil-CoA, proveniente dos processos glicoliticos, em
malonil-CoA, substrato intermediario na sintese de lipidios (Locke et al., 2008;
Browning et al., 2004). De forma semelhante a GSK-3, quando fosforilada é
inativada (p-ACC). Os tratamentos com os inibidores da IL-10 aumentaram a
atividade dessa proteina, ou seja, impediram sua fosforilagdo, mantendo-a
ativa. A proteina subsequente envolvida na sintese de lipidios € a enzima &cido
graxo sintase (FAS), principal enzima lipogénica, responsavel pela conversao
de malonil-CoA em acido graxo. A expressao dessa enzima apresentou-se
significantemente elevada, reforgcando o conceito de que a sintese enddgena
de lipidios 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 a dieta rica em lipides como modelo de NASH,
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apresentaram também elevados niveis de expressado protéica da ACC e da
FAS. Em 2006, Kusunoki et al., descreveram as proteinas ACC e FAS como
potenciais alvos terapéuticos para o controle da obesidade e das condicoes
correlatas a sindrome metabdlica, entre elas a esteatose hepatica. Os dados
apresentados no trabalho desenvolvido por Larter et al., em 2008, corroboram
o aumento na expressdao de ACC e FAS ocorridos em nosso trabalho,
entretanto, o modelo experimental utilizado foi a base de dieta deficiente em
metionina e colina (MCD). Neste experimento, os autores relatam ainda o
surgimento de uma lipotoxicidade, gerada pela concentracdo excessiva de
gordura no parénquima hepatico.

A via lipogénica favorecida é condicdo normal em diversos casos, como
por exemplo, no jejum (Kim et al., 1996). Entretanto, em casos de obesidade e
resisténcia a insulina, a via torna-se adaptativamente e patologicamente
induzida (Denechaud et al., 2008). A proteina carnitina palmitoil transferase-1
(CPT-1) tem um papel determinante no controle do metabolismo de acidos
graxos. Ela é responséavel pela translocacdo dos acidos graxos produzidos
pelas vias de sintese de lipidios para o interior das mitocdndrias, onde seriam
devidamente oxidados. Em nosso experimento, os animais tratados com dieta
rica em lipidios apresentaram reducdo na atividade da CPT-1, porém, ao
tratarmos o0s animais com os inibidores da IL-10, houve uma reducao ainda
maior na expressao da CPT-1. Nas situacdes de jejum (Kerner et al., 2008) ou
em dietas ricas em lipidios (Soh et al., 2008; Bai et al., 2007) a expressao da
proteina CPT-1 encontra-se diminuida, de acordo com os trabalhos
desenvolvidos em ratos e camundongos respectivamente. Bai et al., (2007),
demonstraram em seu estudo uma reducao de até 71% na expressao da CPT-
1, mediada pelo excessivo consumo calérico. E interessante a comparagao
entre diferentes modelos experimentais submetidos as dietas ricas em lipides,
pois muitos modelos desenvolvidos em ratos (Kerner et al., 2008; Ryu et al.,
2003) corroboram nossos dados, entretanto, experimentos realizados da
mesma forma com suinos (Ding et al., 2003) e equinos (Geelen et al., 2001),

demonstraram minima alteracdo na atividade da CPT-1 ou até o aumento em
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sua expressao, respectivamente de acordo com tais estudos. Mas tanto em
humanos (Foster, 2004) assim como no nosso trabalho, a expressao diminuida
da CPT-1 no figado poderia favorecer o acumulo local de gordura, criando um
colapso metabdlico, uma vez que as vias de sintese encontram-se favorecidas

e as oxidativas prejudicadas.

Estudos tém demonstrado forte correlacao entre NAFLD e resisténcia a
insulina (Utzschneider et al., 2006; Bugianesi et al., 2005). Além disso, com o
estado inflamatorio hepatico agravado e com as vias de biossintese energética
alteradas, demos inicio as investigagdes na atividade das proteinas envolvidas
na via da insulina. Os grupos tratados com anticorpo ou antisense
apresentaram uma reducao 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
proteina nuclear, que participa da sinalizag&o final da insulina, sendo exportada
do nucleo ao ser inativada pela insulina e encontrada na forma fosforilada no
citoplasma celular. Portanto, baixas concentragdes dessa proteina fosforilada
no citoplasma, indicam pouca ou diminuida propaga¢ao do sinal da insulina.
Os animais tratados com os inibidores da IL-10 apresentaram significativa
reducdo das quantidades de p-FOXO no citoplasma celular, quando
comparadas ao seu controle, indicando prejuizo na propagag¢ao do sinal da
insulina. De forma interessante, a FOXO quando ainda presente no nucleo,
controla a atividade da proteina PEPCK, que demonstrou neste experimento
estar mais ativada.

Devido a potente atividade antiinflamatéria da IL-10, mecanismos pro-
inflamatorios podem ser controlados por essa proteina ou terem o seu ténus de
ativacao regulado. O bloqueio da IL-10 em nosso experimento impediu esse
controle, permitindo a continuidade e até a intensificacdo dos sinais pro-
inflamatorios e a posterior ativacdo de proteinas serina-quinases, que por sua
vez, interferem pontualmente na atividade de algumas proteinas responsaveis

pela transducédo do sinal da insulina (Tuncman et al., 2006). Proteinas pro-
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inflamatérias como o IL-6 e TNF-a, impedem a sinalizacao ativada pela insulina
(Hotamisligil, 2003) por favorecer a fosforilagdo em serina e nao em tirosina de
proteinas 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), nao observaram interferéncia na sinalizacao da insulina
em animais knockout para o gene da IL-10. Como discutido anteriormente,
animais knockout para IL-10 podem desenvolver respostas anémalas as
regulagdes imunoldgicas (Kuhn et al., 1993), pois quando den Bauer e seus
colegas avaliaram a atividade da proteina Akt (p-Akt), encontraram aumento
em sua fosforilacéo, indicando maior atividade desempenhada pelas proteinas
da via da insulina, entretanto, essa situagdo ndo condiz com nossos achados e
tampouco com os encontrados nas literaturas citadas anteriormente. Apos os
tratamentos com os inibidores da IL-10, a proteina FOXO-1 ndo apresentou
incremento de sua fosforilacdo, confirmando dessa forma os dados anteriores
de prejuizo na via de sinalizagcédo da insulina. A FOXO-1 que € uma proteina
nuclear e distal dessa cascata, ndo recebeu sinal para exteriorizacdo nuclear,
permanecendo dentro do ndcleo. 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 érgao. Todos
0S grupos apresentaram alteracoes na expressao e atividade das proteinas
envolvidas em tais vias, dadas as devidas proporcdes de acordo com as
intensidades das afecc¢des. Contudo, Akt e FOXO-1 apresentaram-se menos
fosforiladas nos individuos acometidos pela esteatohepatite. Em um estudo
com cultura celular de hepatdcitos, Ruddock et al., (2008) mostraram a mesma
notacao, entretanto, atribuem o fato ao efeito dos acidos graxos saturados.

A proteina Akt exerce uma atividade nodal no fluxo intracelular de sinais,
conectando diversos vias anteriores e posteriores a ela. Além de controlar a
biossintese energética, por estimular a sintese de glicogénio e impedir a
lipolise, a Akt desempenha também importante atividade no controle de

sobrevivéncia celular (Brazil et al.,, 2001). Baseados nos resultados
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encontrados até aqui, a dimensao do desarranjo metabolico nos conduziu para
a investigacdo da capacidade de controle dos processos de sobrevivéncia
celular no figado. Foram avaliadas proteinas indutoras de apoptose como a
Fas-associada ao dominio de morte (FADD), Caspase 8 e Bax, que sao
importantes marcadores da via de ativacdo extrinseca da apoptose, assim
como o fator de ativacdo de apoptose-1 (Apaf-1) e Caspase 9 sdo marcadores
da via intrinseca da morte celular, iniciada no interior da mitocondria. A
proteina anti-apoptética Bcl-2 também teve sua atividade mensurada. Os
grupos de animais tratados com os bloqueadores da IL-10 apresentaram maior
associagao entre as proteinas FADD/Caspase 8, além de maior expressao da
proteina Bax. Da mesma forma, houve associacdo significativa entre as
proteinas Apaf-1/Caspase 9. As associacbes entre tais proteinas sao
indicativos de atividade entre as vias de morte celular, provenientes tanto de
vias extrinsecas quanto intrinsecas (Lawen, 2003; Kroemer, 2003). A
expressao da proteina Bcl-2 também se elevou, numa aparente regulacao do
tonus entre os sinais de morte e a sobrevivéncia celular (Yip et al., 2008).

Com a sinalizacao da insulina prejudicada em pacientes com NASH, a
proteina nodal Akt encontra-se inativada e impossibilitada de suprimir sinais
pré-apotéticos. Com a liberacdo e ativacdo de proteinas apoptéticas
provenientes de vias exirinsecas e intrinsecas, derivadas também de
condicoes proé-inflamatérias devido ao excesso de gordura presente no figado,
juntamente com essa inoperancia da proteina Akt, torna-se critica a
recuperacdo do o6rgao. Malhi et al., (2008) define essa situacdo como
lipotoxicidade hepatica. Com o prejuizo na captagdo mitocondrial de acidos
graxos presentes em abundancia no hepatécito para adequada metabolizacao
e oxidacdo, gorduras nado esterificadas medeiam entdo esse fenémeno de
lipotoxicidade (Yamaguchi et al., 2007). A apoptose é a chave morfologica e
patogénica do desenvolvimento de NASH em humanos. No trabalho de Piro et
al., (2008), desenvolvido com humanos, foram encontrados indices
semelhantes aos encontrados em nosso trabalho, em relacado aos sistemas de

ativacao apoptotica e a sua intensidade. No trabalho de Malhi et al., (2008),
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uma das importantes atribuicbes para a ativacdo das vias apoptoéticas foi
devido ao tipo de acido graxo consumida. Acidos graxos saturados, como a
maioria dos encontrados na dieta oferecida aos nossos animais experimentais,
podem induzir apoptose de diversos tipos celulares. Acido palmitico induz
apoptose em células B-pancreaticas, cardiomiocitos, em células do endotélio
vascular e também em hepatécitos. Quando estudados em modelos
reducionistas, tanto as gorduras monoinsaturadas quanto as polinsaturadas
podem induzir a ativagdo dos mecanismos apoptoticos, porém esse efeito é
bastante discreto quando comparado a poténcia dos acidos graxos saturados.
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No modelo animal de esteato-hepatite induzida por dieta avaliado nesse
estudo, observou-se a inducao da expressao da IL-10 em paralelo a expressao de
varias citocinas inflamatérias. A inibicdo da IL-10 por dois métodos distintos
promoveu um aumento da expressao das citocinas inflamatérias no figado o que
foi acompanhado de uma piora do quadro de resisténcia a insulina nesse érgao,
de acordo com resultados da avaliacdo da transducao do sinal desse hormdnio e
de uma série de parametros metabdlicos e moleculares. Dessa forma, conclui-se
que a IL-10 enddégena atua como um fator de protecdo contra o dano e a

disfungao hepética induzidos pelo consumo de uma dieta rica em acidos graxos.
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