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RESUMO

A obesidade caracteriza-se por expansao do tecido adiposo e disfuncdo metabdlica
e inflamatéria, sendo que as doencas hepaticas fazem parte das comorbidades
associadas. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a cinética referente as
alteracdes metabdlicas e inflamatorias no figado de camundongos alimentados com
dieta rica em carboidratos refinados (HC). Camundongos BALB/c machos foram
alimentados com dieta controle ou HC nos seguintes periodos experimentais: 1 e 3
dias, 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 semanas. Os animais alimentados com dieta HC
apresentaram hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, contudo sem alteragéo nas
transaminases ALT e AST. Para as analises metabdlicas do figado, foi realizada
quantificacao de colesterol total e triglicerideo. Observou-se maior contetdo hepético
desses lipideos nos animais alimentados com dieta HC em todos os periodos
experimentais. A expressdo do RNAm para os genes de ChREBP, SREBP-1 e
SREBP-2 foi realizada por PCR em tempo real. Ndo foi observada alteracdo nesses
fatores de transcricdo nos animais alimentados com dieta HC. Nas analises
morfolégicas com coloracdo H&E e tricrobmico de Gomori, camundongos com dieta
HC apresentaram maior hiperemia, esteatose, infiltrado inflamatério e inflamacéo
perivascular. Também foi observado aumento transiente na area de deposicdo de
colageno. Em experimento separado, a microscopia intravital foi realizada em
camundongos Lysm-eGFP para avaliacdo do infiltrado de neutrofilos no figado. Os
animais alimentados por 3 dias, 8 e 12 semanas com dieta HC apresentaram maior
namero de neutrofilos circulantes nos sinusodides hepaticos. A concentracdo das
citocinas TNF-a e IL-10 apresentou-se maior no inicio do periodo experimental ao
passo que foram menores a partir da 8% semana do consumo da dieta HC em
relagdo aos controles. A concentracdo da IL-6 também foi menor a partir da 8°
semana. As citocinas IL-13 e IL-4 apresentaram-se maiores a partir da 6% semana de
dieta e mantiveram-se elevadas até o final do periodo experimental. O presente
trabalho sugere que o consumo da dieta rica em carboidratos refinados induz
disfuncdes hepaticas que incluem o acumulo de gordura, aumento do infiltrado de
células inflamatorias, dentre essas os neutrdfilos, e alteracdo no perfil de citocinas.
Como consequéncia ocorre modificacdo na morfologia e deposi¢cdo de coldgeno
hepatico.

Palavras-chave: dieta rica em carboidratos refinados, obesidade, esteatose
hepatica, esteatohepatite, deposicéo de colageno.



ABSTRACT

Obesity is characterized by adipose tissue expansion as well as metabolic and
inflammatory dysfunction. Liver diseases are part of the associated comorbidities
related to obesity. The aim of this study was to evaluate the kinetics of metabolic and
inflammatory liver dysfunction induced by high refined carbohydrate-containing diet
(HC) in mice. BALB/c mice were fed a chow or HC diet in the following experimental
periods: 1 and 3 days, 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 weeks. The animals fed HC diet
presented hypertriglyceridemia and hypercholesterolemia without changes in
transaminases ALT and AST. It was observed higher level content of total cholesterol
and triglyceride in animals fed HC diet in all experimental periods. The expression of
MRNA for the genes of ChREBP, SREBP-1 and SREBP-2 was performed by real-
time PCR. No alterations were observed in these transcription factors in the animals
fed HC diet. In the morphological analysis evaluated with H&E and Gomori's
trichrome staining, mice fed HC diet presented higher hyperemia, steatosis,
inflammatory infiltrate and perivascular inflammation. It was also observed a transient
increase in the area of deposited collagen. In separated experiment, intravital
microscopy was performed in Lysm-eGFP mice to evaluate the neutrophil infiltration
in the liver. Animals fed HC diet for 3 days, 8 and 12 weeks showed higher number of
circulating neutrophils in hepatic sinusoids. The content of TNF-a and IL-10 was
higher in the beginning of the experimental period while it was lower from the 8"
week of consumption of HC diet compared to controls. The concentration of IL-6 was
also lower from the 8" week of consumption of HC diet. The cytokines IL-13 and IL-4
presented higher levels from the 6" week of diet and remained high until the end of
experimental period. The present work suggests that consumption of a high refined
carbohydrate-containing diet induces liver dysfunction including fat deposition,
infiltration of inflammatory cells, such as neutrophils, and altered cytokine profile. As
a result, the liver showed morphological changes and collagen deposition in

hepatocytes.

Keywords: high refined carbohydrate-containing diet, obesity, hepatic steatosis,

steatohepatitis, collagen deposition.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca cronica de propor¢cdes mundiais que vem crescendo de
forma alarmante. E considerada um problema de salde publica, tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento (W.H.O., 2012). A ocorréncia envolve
fatores sociais, comportamentais, ambientais, culturais, psicolégicos, metabdlicos e
genéticos. Esta associada a diversas comorbidades, como diabetes tipo 2, doencas
cardiovasculares, esteatose hepatica, cancer e resisténcia a insulina, dentre outras
(Amine et al., 2002). A obesidade é caracterizada pela expansdo do tecido adiposo
resultante, pelo menos em parte, do desequilibrio energético, entre ingestéo
alimentar e gasto calérico (Wellen e Hotamisligil, 2003).

Os nutrientes, produtos obtidos apds a transformacdo metabdlica do alimento no
organismo, estdo associados com manutencdo, crescimento e energia para a
sobrevivéncia e o desenvolvimento humano (Koletzko et al., 1998). Estudos mostram
que fatores dietéticos sdo importantes em modular o aumento da adiposidade e a
disfuncéo metabdlica (Ng et al., 2010; Sampey et al., 2011). Inimeros trabalhos tém
demonstrado a participacdo das dietas ricas em lipidios no desenvolvimento da
obesidade, tanto em humanos como em animais (Shepard et al., 2001; Cameron-
Smith et al., 2003; Weisberg et al., 2006; Buettner et al., 2007; Lee et al., 2011). Por
outro lado, sabe-se também que o aumento do consumo carboidratos pode contribuir
para a obesidade e doencas relacionadas (Lumeng et al., 2007; Ferreira et al.,
2011). Apesar de haver trabalhos que avaliam as alteragbes metabdlicas
desencadeadas tanto por dietas ricas em carboidratos como em lipidios, ainda sé&o
escassos 0s estudos que avaliam o efeito ao longo do tempo das disfuncdes
metabodlicas e imunolégicas em sitios especificos decorrente do consumo de

carboidratos refinados.

O tecido adiposo é o 6rgdao de maior representatividade quando se trata da
obesidade, por ser o principal local de estoque de gordura. Antes da década de 90,
conhecia-se somente que a funcdo desse tecido estava relacionada a reserva
energeética, protecao contra choques mecanicos e isolante térmico. Entretanto, sabe-
se atualmente que o tecido adiposo é um érgdo metabolicamente ativo e produtor de
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adipocitocinas, que interagem com todo o organismo, por apresentar funcdes tanto
endocrinas como inflamatoérias (Greenberg e Obin, 2006; Balistreri et al., 2010). Na
obesidade, com a expansdo do tecido adiposo, principalmente o visceral, ha um
infiltrado de células inflamatérias, tais como macrofagos, que aumentam a producéo
de mediadores inflamatorios, dentre esses citocinas e quimiocinas. Assim, instala-se
um estado de inflamacao crbénica de baixa intensidade que afeta ndo somente o
tecido adiposo, mas também cérebro, coracdo, pancreas, aparelho reprodutivo e

figado (Wellen e Hotamisligil, 2003; Gregor e Hotamisligil, 2011).

O figado € a principal unidade de producdo e armazenagem de nutrientes do nosso
organismo (Kierszenbaum, 2008). Por ser um orgao diretamente envolvido com o
metabolismo de nutrientes, € um dos locais mais comprometidos pela obesidade,
pois ndo consegue metabolizar a sobrecarga de nutrientes ingerida, ficando parte
dos macronutrientes consumidos armazenados e acumulados na forma de lipidios
(Liu et al., 2010). O aumento de gordura nas células hepaticas pode evoluir para a
esteatose, também conhecida como figado gorduroso, e em casos mais graves para
a esteatohepatite e cirrose hepéatica (Marceau et al., 1999; Stanton et al., 2011). A
esteatose associa-se ao alcoolismo, como também a pacientes diabéticos tipo 2 ou
acima do peso, em que ocorre hiperinsulinemia a fim de compensar a resisténcia a
insulina, aumentando a estocagem de gordura no figado (Marchesini et al., 1999;
Savage et al., 2007). E bem estabelecido na literatura que o consumo de dietas
hiperlipidicas ou ricas em carboidratos culmina em maior deposicdo de gordura em
hepatocitos (Feldstein et al.,, 2003; Inoue et al., 2005). Entretanto, o tempo
necessario para a ocorréncia das alteracdes hepaticas e imunoldgicas, decorrentes

do consumo de dieta rica em carboidratos, ndo sdo bem elucidadas.
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1.1 Justificativa

Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa (Oliveira et al., 2012) demonstraram
gue animais alimentados com dieta rica em carboidratos refinados (HC) durante
diferentes periodos apresentaram aumento da adiposidade a partir de 1 dia,
permanecendo até 12 semanas. O aumento da adiposidade induzido pela dieta HC
nao foi acompanhado por alteracdes no ganho de peso ou ingestdo alimentar
guando comparados aos animais alimentados com dieta controle. Entretanto, houve
desenvolvimento de dislipidemia, hiperglicemia, intolerdncia a glicose e
insensibilidade a insulina. Estas alterac6es foram acompanhadas por variacdo no
perfil de citocinas pro- e anti-inflamatérias no tecido adiposo, como as citocinas
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-10 (IL-10), fator
de transformacdo do crescimento-f1 (TGF-Bl) e as quimiocinas proteina
quimioatraente para mondcitos (CCL2) e proteina quimioatraente para neutréfilos
(CXCL1). Alem disso, existem trabalhos na literatura mostrando que o consumo de
dieta rica em carboidratos causa alteracdes no tecido adiposo e figado (Schwarz et
al., 2003; Miyazaki et al.,, 2007; Chong et al., 2008), contudo em relagdo aos

refinados ndo é bem estabelecido quais seriam as possiveis consequéncias.

Considerando a existéncia de uma co-regulacdo entre o tecido adiposo e figado,
torna-se relevante investigar as possiveis alteracdes hepaticas decorrentes do
consumo da dieta HC, uma vez que esse 0rgao esta relacionado diretamente com o
metabolismo de nutrientes. O entendimento da inter-relacéo entre o figado e o tecido
adiposo, bem como as repercussodes sistémicas das alteracdes desses 0rgaos, pode
contribuir para avancos no entendimento de doencas crénicas, como a obesidade, e

de interconexdes.
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1.2 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a cinética referente as alteracdes
metabdlicas e inflamatdrias no figado de camundongos alimentados com dieta rica

em carboidratos refinados.

1.2.1 Obijetivos especificos

Avaliar em animais alimentados com dieta rica em carboidratos refinados, em curto-

e longo-prazo:

a. O acumulo de gordura hepatica e perfil lipidico mediante os seguintes testes:
— Dosagens sorologicas e hepaticas de triglicerideos e colesterol total;
— Expressédo génica dos fatores de transcricdo Proteina Ligadora do
Elemento Responsivo para Esteroéis-1 (SREBP-1), SREBP-2 e Proteina
Ligadora do Elemento Responsivo para Carboidratos (ChREBP) por
PCR em tempo real.

O

. Aspectos histopatolégicos no figado por meio de:
— Escore histopatolégico em laminas com coloracdo H&E;
— Coloragado com tricrémico de Gomori para a quantificacdo do depdsito

de colageno no parénquima e perivascular.

o

Funcéo hepatica por meio de:
— Analise sorologica das transaminases alanina aminotransferase (ALT)

e aspartato aminotransferase (AST).

o

Inflamacao no figado a partir da:
— Infiltracdo de neutrdfilos no figado por microscopia intravital;
— Avaliacdo das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10, IL-4, IL-13 e quimiocina
CXCL1 por ELISA.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Papel dos nutrientes nas complicacdes metabdlic  as

O nutriente € responsavel pela manutencdo, crescimento e desenvolvimento do
organismo. Contudo, o desequilibrio no consumo pode desencadear alteragbes que
culminara a longo-prazo em doencas metabdlicas crénicas (Amine et al., 2002).
Dessa forma, a composi¢ao nutricional do alimento torna-se importante a fim de
assegurar maior bem estar ao individuo. Baseado nos padrées recomendados, o
consumo de alimentos como frutas, verduras, legumes e cereais ainda permanece
baixo e ocorre maior ingestao de carboidratos e gorduras, responsaveis pelo aporte
caldrico desarmonico ao individuo (Brasil, 2011). O perfil da alimenta¢cdo no Brasil
favorece o aparecimento de enfermidades como obesidade, diabetes tipo 2, doencas
cardiovasculares, cancer e doencas hepéaticas (Popkin, 2009; Brasil, 2011). O
conceito de Willet e Stampfer (2003) distingue os tipos de lipidios e carboidratos a
serem ingeridos e ressalta que, nem todas as gorduras sdo causadoras de doencas

e disturbios associados e, nem todos os carboidratos sédo promovedores da saude.

Por conter maior quantidade de calorias por grama, acredita-se que o consumo de
gorduras contribua mais para o ganho de peso e desordens associadas do que 0s
carboidratos. Contudo, independente da caloria, a escolha da qualidade do nutriente
dentre os macronutrientes é relevante. No caso dos lipidios, deve-se optar pela
reducdo do consumo das gorduras de origem animal, ricas em &cidos graxos
saturados e de carater aterogénico presentes em produtos carneos, industrializados
e fritos (Mata et al., 1996; Bray e Popkin, 1998). J& sdo bem descritas na literatura as
alteracOes causadas por dietas hiperlipidicas, como ganho de peso, aumento de
adiposidade e alteracbes hepaticas em humanos (Milagro et al., 2006). Entretanto,
apesar das dietas ricas em lipidios estarem associadas ao aparecimento de doencas
metabdlicas crénicas, um novo cenario de consumo desenfreado de carboidratos,
principalmente refinados, tem ganhado foco em relacdo aos atuais habitos
alimentares. A reducdo no consumo de carboidratos refinados é indicada em razao
do alto indice glicémico. Apesar disso, o consumo de refrigerantes e sucos artificiais,
gue possuem alta concentragcdo de frutose e sacarose, tem ganhado espaco na
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preferéncia dos brasileiros (Brasil, 2011). Embora ndo haja consenso na literatura,
ha evidéncias de que o acucar consumido também provoque alteracdes
significativas no organismo e desencadeie doencas crbnicas (Popkin e Nielsen,
2003; Mattes e Popkin, 2009). Portanto, a escolha da dieta deve ser realizada de
forma a considerar os efeitos dos diferentes nutrientes, diminuir os efeitos nocivos e,
simultaneamente, promover salude as pessoas que se submetem ao processo de

reeducacdo nutricional (Sallis e Glanz, 2009).

Em modelos experimentais, diversas composic¢des dietéticas sdo utilizadas a fim de
mimetizar os habitos alimentares de diferentes populacdes, com suplementacdo ou
supressdo de nutrientes. As alteracdes na dieta ocorrem nos macronutrientes ou
micronutrientes e sao fornecidas como dieta habitual ao animal (Chandra, 1996;
Ferreira et al., 2011; Sampey et al., 2011). O emprego de deficiéncias ou excessos
em dietas formuladas provoca desordens metabdlicas como hipertenséo, diabetes,
obesidade, magreza excessiva e outros transtornos (Erickson et al., 2000;
Hotamisligil e Erbay, 2008). Para inducdo da obesidade experimental, na maioria dos
trabalhos, séo utilizadas dietas com alteracdo na composi¢cdo de macronutrientes,
principalmente lipidios e carboidratos, com destaque maior para o primeiro grupo. Ha
evidéncias de que dietas contendo mais de 60% de lipidios sdo necessarias para
gue ocorram os efeitos obesogénicos, como aumento de adiposidade, dislipidemia e
resisténcia a insulina em modelos animais (Buettner et al., 2007; Lee et al., 2011).
Os efeitos metabdlicos de dietas ricas em sacarose também sdo bem estabelecidos
em humanos (Abdulrhman et al., 2011; Le et al., 2012). Apesar disso, ainda ha
escassez de estudos a respeito do mecanismo pelo qual a ingestdo desse tipo de
nutriente induz alteracées metabodlicas. Também ndo sdo bem elucidados quais
seriam os efeitos da sobrecarga de consumo da sacarose, em curto- e longo-prazo,
associados a ocorréncia da obesidade. Diferentemente, o consumo de dieta
hiperlipidica e as alteracbes metabdlicas associadas tém sido expressivamente
demonstrados na literatura nos ultimos anos (Chess et al., 2009; Llagostera et al.,
2009; Lee et al., 2011). Diante do aumento do consumo de carboidratos refinados
por nossa populacado, torna-se importante estabelecer os mecanismos e os efeitos
metabdlicos e inflamatorios decorrentes do consumo de tal macronutriente em curto-

e longo-prazo.
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2.2 Obesidade, adiposidade e resisténcia a insulin  a

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (W.H.O., 2012), no mundo h& mais de
1,4 bilhdes de adultos com sobrepeso, sendo pelo menos 500 milhBes destes
obesos. A epidemia de obesidade afeta também as criancas, que vém apresentando
sobrepeso em idades cada vez mais jovens. A etiologia € multifatorial, contudo
resulta, principalmente, do desequilibrio entre atividade fisica insuficiente e
alimentacdo rica em calorias (Popkin, 2009). Essa enfermidade encontra-se
associada a diversas comorbidades, como diabetes tipo 2, doencas hepaticas e
dislipidemias, que estdo entre as doengas mais comuns da atualidade (Mokdad et
al., 2003; Rabe et al., 2008). Sua caracterizacdo esta relacionada a expansao do
tecido adiposo, com destaque ao visceral, sendo um importante fator preditivo de
distarbios lipidicos, glicidicos ou aterogénicos (lbrahim, 2010). As disfuncdes
metabdlicas e inflamatdrias, decorrentes do acumulo de gordura corporal, podem ser
iniciadas e mantidas principalmente atraves da ingestao de acidos graxos saturados
(El Akoum et al., 2011) e carboidratos refinados (Stanhope et al., 2009; Oliveira et

al., 2012).

Na composicao do tecido adiposo encontram-se adipdcitos embutidos em uma rede
de tecido conjuntivo frouxo contendo pré-adipocitos, fibroblastos, células
imunoldgicas e varios outros tipos celulares (Nishimura et al., 2009). Sabia-se que a
sua descri¢do de funcao se restringia a depdsito de energia. Atualmente, 0 mesmo é
considerado como 6rgao enddcrino ativo que, além de regular a homeostase
energética e metabdlica, libera mediadores bioativos como as adipocitocinas
(Fantuzzi, 2005). No estado de inflamacdo de baixa intensidade, presente na
obesidade, ocorre producdo anormal de adipocitocinas, citocinas e quimiocinas,
aumento dos marcadores pro-inflamatérios de fase aguda e a ativacdo dos
sinalizadores inflamatérios (Gove e Fantuzzi, 2010). Além disso, varios estudos
demonstram que a inflamagéo no tecido adiposo também esta associada a infiltracéo
progressiva de macrofagos e producdo, pelos mesmos, de proteinas inflamatorias
(Weisberg et al., 2003; Weisberg et al., 2006). O recrutamento de macréfagos pode
ocorrer a partir da presenca de quimiocinas, como a CCL2, em resposta a presenca
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de citocinas e conduzir a inflamacédo e resisténcia a insulina (Xu et al., 2003). A

Figura 1 representa o processo inflamatorio decorrente do aumento de adiposidade.

Infiltrado de células

OBESO

Excesso de nutriente

I

MAGRO

Producao de citocinas e quimiocinas

Presenga de mediadores pré-inflamatérios e
acidos graxos livres

Resisténcia a Insulina

Figura 1 — Inflamacdo induzida por aumento de adiposidade. O acumulo de
lipidios e expanséo do tecido adiposo acarreta no inicio do processo inflamatério.
Concomitantemente, ha producao de citocinas e quimiocinas pelos adipécitos. Com
0 aumento da expressao de moléculas de adeséo e producdo de quimiocinas ocorre
o recrutamento de células imunoldgicas para o tecido adiposo, incluindo monécitos,
gue se diferenciam em macréfagos. O milieu inflamatorio, por sua vez, contribui para
a ocorréncia da resisténcia a insulina. (Adaptacao de: Shoelson et al., 2007)

O impacto da quantidade de gordura corporal sobre a sensibilidade a insulina tem
levado a investigacdo de mecanismos relacionados ao tecido adiposo que interfiram
na via de sinalizacao da insulina (Fantuzzi, 2005; Bastard et al., 2006; Das, 2007). A
resisténcia a insulina é definida por alteracdo na resposta dos 6rgados-alvo sensiveis
a esse horménio, como tecido adiposo, figado e muasculo. A insulina atua na
regulacdo da captacdo de glicose e concentracdo de acidos graxos livres (AGL)

circulantes (Reaven, 2005; Guilherme et al., 2008). No tecido adiposo, esse
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horménio diminui a lipolise, reduzindo assim o efluxo de AGL dos adipdcitos.
Todavia, 0 aumento da expressao de citocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-a, que
ocorre na obesidade, contribui para o efeito oposto. Elevada concentracdo de AGL
circulantes é um dos principais fatores que podem causar resisténcia a insulina,
tanto em animais como em humanos (Kelley et al., 1993; Boden, 1997). Por outro
lado, mediadores anti-inflamatérios, como IL-10 e adiponectina, exercem aumento
na sensibilidade a insulina (Zeyda et al.,, 2007). No figado, a insulina inibe a
gliconeogénese; no musculo esquelético e adipdcitos, induz predominantemente a
captacdo da glicose pelo estimulo da translocacdo do transportador de glicose-4
(GLUT-4) para a membrana plasmatica (Saltiel e Kahn, 2001). Portanto, uma vez
gue esse hormbénio modula importantes vias metabdlicas para a manutencdo da
homeostase, qualquer disfuncdo relacionada ocasiona resisténcia a insulina com
concomitante aumento de AGL e reducao da captacao e utilizacao de glicose pelas

células.

A avaliacdo de sitios metabdlicos distintos auxilia na compreensdo da complexa
integracdo entre os diferentes sistemas para o controle da homeostase metabdlica e
inflamatdria, assim como de alteracbes que culminam em contexto patolégico.
Trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa (Oliveira et al., 2012) demonstrou que
camundongos alimentados com dieta rica em carboidratos refinados apresentam
alteracdo tanto da resposta inflamatoria quanto metabdlica, em curto- e longo-prazo,
que parecem ser desencadeadas e residir no tecido adiposo. Tal evidéncia destaca
a importancia desse tecido no desarranjo metabolico. Entretanto, outros sitios
metabolicos criticos podem estar envolvidos durante o curso da expansado da massa
adiposa e o estabelecimento de quais desordens podem ser advindas do consumo

de determinados nutrientes em outros 6rgaos, ainda é questéo a ser elucidada.
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2.3 Figado

O figado € composto por células epiteliais, os hepatdcitos, organizados em placas e
dispostos na unidade estrutural chamada l6bulo hepatico. Entre os hepatdécitos estao
presentes 0s vasos sinusoides e estes sdo circundados pela bainha de fibras
reticulares. Os sinusoéides contém macréfagos, denominados células de Kupffer, que
desempenham diversas funcdes hepaticas que incluem principalmente: fagocitar
microorganismos e outros detritos, além de secretar proteinas inflamatérias (Bilzer et
al., 2006; Kierszenbaum, 2008). O figado auxilia no processo digestivo e no
metabolismo de diversos tecidos, pois atua no controle da gliconeogénese, estoque
de glicogénio (Bollen et al., 1998), sintese e secrecao de colesterol (Kang e Davis,
2000) e lipogénese (Kersten, 2001). Além disso, € um 0Orgdo que regula a
biotransformagdo e eliminagdo de compostos toxicos, sintese de proteinas,
metabolizacdo e armazenamento de nutrientes, sendo também estruturalmente

regeneravel.

2.3.1 Metabolismo hepéatico

Considerado um 6rgdo metabolico, o figado atua ativamente no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas. O transporte de lipidios no organismo é descrito
em duas vias: exogena, proveniente da dieta, com transporte do intestino para o
figado; e endbgena, correspondente as lipoproteinas produzidas nos hepatdcitos,
transportadas do figado para os tecidos periféricos (Figura 2). Trés lipidios sao
importantes e principais na composicdo das lipoproteinas. Os triglicerideos, que
constituem a principal forma de gordura ingerida e armazenada, formado por acidos
graxos e glicerol; o colesterol, sintetizado no figado; e os fosfolipidios, que séo

produzidos a partir de aminas.

A gordura provinda da dieta € absorvida no intestino pelos enterdcitos, conjugada a
apolipoproteinas e exportada para o sistema linfatico sob a forma de quilomicron
(QM). Os triglicerideos presentes nos mesmos sdo hidrolisados pela lipase
lipoprotéica (LLP) produzindo o QM remanescente, sendo posteriormente removido
pelo figado (Kwiterovich, 2000). As duas principais classes de lipoproteinas
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secretadas pelo figado sé&o: lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) e
lipoproteina de alta densidade (HDL). As VLDL tém como fun¢do o transporte dos
triglicerideos endogenos e do colesterol para os tecidos periféricos para serem
armazenados ou utilizados como fonte de energia (Kwiterovich, 2000). Além dessas
vias, 0 transporte reverso do colesterol auxilia na remocédo desse dos tecidos
periféricos por meio de particulas de HDL formadas inicialmente no figado (Von
Eckardstein et al.,, 2001). O desequilibrio no metabolismo lipidico pode ocasionar
acumulo de gordura nos hepatoécitos, por conseguinte, disfuncédo hepatica, como a
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) (Marchesini e Forlani, 2002).
Nessa doenca, o principal estoque é de triglicerideos e a resisténcia a insulina esta
associada a ocorréncia (Marchesini e Forlani, 2002; Bertram et al., 2012).

Transporte reverso
Colesterol

TECIDOS
EXTRA-HEPATICOS
VLDL
INTESTINO ‘ \ /
QM
| CAPILAR |
AGL

Tecido adiposo e Muasculo

Figura 2 — Metabolismo de lipoproteinas plasmaéticas. Vias exdégena e enddgena
e transporte reverso de colesterol. Na via exdgena, os lipidios da dieta séo
transportados por meio de QM, que, por sua vez, sdo hidrolisados pela lipase
lipoprotéica para liberar acidos graxos para o musculo e tecido adiposo. A partir
dessa hidrolise sdo gerados os QM remanescentes que irdo para o figado. Na via
endogena, das VLDL que sédo formadas no figado séo retirados os triglicerideos por
tecidos extra-hepaticos. Os remanescentes, que sao ricos em colesterol, sdo as LDL.
A LDL é a principal fonte de deposicdo de colesterol nos tecidos periféricos. A HDL é
responsavel pela captacao periférica de colesterol e atua no seu transporte reverso
em direcdo ao figado a fim de ser metabolizado e utilizado para a sintese de sais
biliares. QM = quilomicra, VLDL = lipoproteina de densidade muito baixa, HDL =
lipoproteina de alta densidade, IDL = lipoproteina de densidade intermediaria, LDL =
lipoproteina de baixa densidade, AGL = acidos graxos livres. (Adaptacdo de: Nelson
e Cox, 2004)
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Os triglicerideos plasmaticos provém de duas fontes, intestino e figado, e dependem
do estado nutricional do individuo. No jejum, os acidos graxos provenientes do tecido
adiposo sédo captados pelo figado e excretados como VLDL (Sundaram e Yao,
2010). O aumento da secrecdo de VLDL hepatico, caracterizado por
hipertrigliceridemia, pode ocorrer devido ao maior influxo de AGL no figado por
aumento da lipdlise no tecido adiposo, lipogénese hepatica aumentada pela
resisténcia a insulina ou ser proveniente de quilomicra (Taghibiglou et al., 2000).
Além disso, a presenca de AGL contribui para a reesterificacdo de triglicerideos e
depdsito hepatico dos mesmos (Pagano et al., 2002; Postic e Girard, 2008) (Figura
3). Em contrapartida, no estado pds-prandial, a sintese de novo de acidos graxos em
mamiferos depende da disponibilidade de carboidratos provindos da dieta para gerar
acetil-CoA (Sundaram e Yao, 2010). O alto consumo de dieta rica em carboidratos,
devido a demasia na producdo de acetil-CoA, permite ao organismo estocar o
excedente, principalmente como triglicerideos (Haubert et al., 2010; Li et al., 2011). A
glicose, por ser convertida a acetil-CoA por meio da via glicolitica, estimula a
lipogénese por ser substrato para tal processo e age na liberacdo de insulina, que
aumenta a captacdo de glicose pelas células e ativa enzimas glicoliticas e
lipogénicas (Iritani et al., 1992). Dietas ricas em carboidratos também podem
influenciar a expressdo de enzimas relacionadas a lipogénese, como acetil-CoA
carboxilase, que catalisa a carboxilacdo da acetil-CoA em malonil-CoA; e a &cido
graxo sintase, tendo como produto final o palmitato (Iritani et al., 1992), contribuindo,

dessa forma, com maior depdsito de gordura no figado.
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Figura 3 — Acumulo de gordura hepatica associado a resisténcia a insulina na
obesidade. Na condicdo de resisténcia a insulina, ndo ha inibicdo adequada da
LHS, consequentemente, ocorre maior lipdlise no tecido adiposo e transporte de
AGL para o figado. Os acidos graxos provindos da dieta sdo também captados pelo
figado por meio de particulas de QM. Além disso, a combinacao de hiperglicemia e
hiperinsulinemia promove a sintese de novo de acidos graxos (lipogénese) e inibe a
B-oxidacdo, o que contribui para o desenvolvimento de esteatose hepética. Apds a
esterificacdo, os TG podem ser armazenados em goticulas de lipidios nos
hepatécitos ou secretadas para o sangue como VLDL. TG = triglicerideos, LHS=
lipase hormonio sensivel, QM = quilomicra, AGL = &cidos graxos livres, AG = Acidos
graxos, VLDL = lipoproteina de densidade muito baixa. (Adaptacdo de: Postic e
Girard, 2008).

Os mecanismos envolvidos no aumento da lipogénese hepatica sdo bastante
complexos. Dentre a ativacdo de genes ja elucidados, encontram-se os fatores de
transcricdo de membrana, como os da familia da Proteina Ligadora do Elemento
Responsivo para Esterdis (SREBP). O SREBP-1 esta relacionado a ativacdo de
genes lipogénicos por meio das isoformas SREBP-1a e SREBP-1c, sendo o que 0
altimo é expresso predominante no figado e possui papel importante na sintese de

AGL. Da mesma familia, ha também o SREBP-2 relacionado especificamente com a
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sintese de colesterol (Horton et al., 2002). Outro fator de transcricao importante € a
Proteina Ligadora do Elemento Responsivo para Carboidratos (ChREBP), que
coordena a regulacdo da transcricdo de enzimas que canalizam os produtos
glicoliticos finais para a via lipogénica (Uyeda e Repa, 2006). JA é descrito na
literatura que os componentes dietéticos influenciam a expressdo de genes
lipogénicos no figado. Segundo Horton et al. (1998), camundongos realimentados
com dieta rica em carboidratos ap0s periodo de jejum apresentam maior expressao
de SREBP-1 hepatico. Estudo de Yamashita et al. (2001) demonstrou que a
expressdo de ChREBP no figado é induzida especificamente por dietas ricas em
carboidratos, uma vez que essa se encontra reduzida em ratos alimentados com

dieta rica em lipidios.

O acumulo de gordura no interior dos hepatdcitos € um mecanismo natural, utilizado
para estocar energia. Entretanto, em situagcdes de sobrecarga ocorre a doenca
hepatica gordurosa nédo alcodlica (DHGNA). Na DHGNA o acumulo de gordura no
figado ndo esté relacionado ao uso de alcool e a esteatose pode ser caracterizada
pela presenca de macro- e microvesiculas (Mendez-Sanchez et al., 2007). Diferentes
agentes e condi¢cBes patologicas estdo associados a DHGNA, como resisténcia a
insulina adquirida, erros inatos do metabolismo, ganho de peso, e algumas drogas e
toxinas (Clark et al., 2002). Essa doenca tem sido alvo de inUmeras pesquisas, pois
0 aumento da incidéncia tem coincidido com a epidemia de obesidade nos paises
desenvolvidos. A relevancia clinica da ocorréncia da DHGNA esta no fato de a
esteatose também estar associada a mais uma caracteristica da sindrome
metabolica (Marchesini et al., 2001). Além disso, o acumulo de gordura hepéatica
decorrente do consumo de determinados nutrientes associa-se com a ocorréncia de

alteracdes metabdlicas e também com aumento da inflamacéo no figado.

2.3.2 Inflamacao hepatica

Aléem da DHGNA, outro disturbio pode se manifestar no figado, a esteatohepatite
ndo alcodlica (EHNA). A EHNA ¢é a forma mais extrema da DHGNA, que pode ser
considerada como uma das principais causas de cirrose do figado de causa
desconhecida (Marchesini e Forlani, 2002; Tilg e Moschen, 2008). Nesse caso, a

presenca da esteatose esta relacionada a inflamacdo no figado (hepatite), cuja
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causa exata ainda ndo é bem estabelecida. Marcadores plasméaticos de funcéo
hepatica séo utilizados a fim de diagnosticar alguma alteracdo hepatica, como as
transaminases alanino aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)
(Karmen et al.,, 1955). Essas enzimas catalisam especificamente a reacédo de
transaminacdo. Estdo amplamente distribuidas nas células, especialmente no figado
e no miocardio, além dos rins e musculo esquelético, e em baixas concentracdes no
sangue, porém, apresentam-se elevadas em caso de lesdes celulares (Lee, 1969;
Healey et al., 1995). O aumento de AST pode indicar infarto do miocéardio, e o de
ALT, lesdo hepética, sendo importantes para diagnostico na tentativa de reversao do
dano causado (Lee, 1969; Tazawa et al., 1997). Em pacientes com DHGNA foram
observadas alteracdes nas concentracdes de ALT e AST na presenca concomitante
de fibrose ou EHNA (Das e Balakrishnan, 2011). Além disso, essas enzimas estdo
aumentadas em modelo animal de esteatohepatite (alimentados com dietas
deficientes em metionina e colina) (Yamaguchi et al., 2007), sendo também
associadas ao aumento na concentracdo de outros mediadores inflamatérios, como

as citocinas.

Em modelos animais de obesidade, a expressdo génica de citocinas inflamatdrias,
como IL-6, TNF-a e IL-1B, encontra-se aumentada no figado e parece ser decorrente
do acumulo de gordura no 6érgéo (Cai et al., 2005). E bem descrito na literatura que o
TNF-a aumenta a resisténcia a insulina (Xu et al., 2003). Além desse efeito, essa
citocina estimula a sintese hepatica de acidos graxos, aumenta a concentracdo de
triglicerideos no soro (Feingold et al., 1990) e a producédo de VLDL pelo figado
(Grunfeld e Feingold, 1992). Ademais, o TNF-a pode induzir tanto a morte celular
quanto a proliferacdo de hepatécitos (Wullaert et al., 2007), além de estar envolvido
na patogénese da fibrose hepatica em modelo de EHNA (Tomita et al., 2006). Por
outro lado, a IL-10 possui papel protetor contra o dano hepatico causado por
diferentes agressores. A inibicdo da IL-10 promove a expressdo de citocinas
envolvidas na inflamacéo, deterioracdo da sinalizacédo de insulina e ativacdo das vias
glicolitica e lipogénica (Cintra et al., 2008). A atuacdo da IL-6 ainda é controversa,
pois é descrita tanto como promotora da inflamacdo no figado (Park et al., 2010),
quanto atuante na regeneracdo hepatica (Peters et al., 2000). O aumento de
citocinas, no figado de animais obesos, sugere que a esteatose induz a resposta

inflamatéria subaguda no figado, semelhante a observada em adipdcitos
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hipertrofiados; ou ainda que citocinas pro-inflamatorias, lipidios e outras substancias
produzidas na gordura visceral podem ser transportados para o figado, pela
circulacdo, contribuindo para a inflamacdo hepatica (Shoelson et al., 2007). Em
casos mais avancados, além da inflamacdo na EHNA, outro fator importante a ser

observado é o aparecimento da fibrose hepética.

A ocorréncia da fibrose esta relacionada a lesbes cronicas no figado, sendo que a
EHNA foi reconhecida como a maior causa dessa disfuncdo (Brunt, 2004). A
incidéncia encontra-se mais precoce, devido ao aumento da ocorréncia da
obesidade e desordens associadas (Bataller e Brenner, 2005). O termo fibrose
refere-se ao excesso da deposicdo de colageno, proteoglicanos, e outras
macromoléculas na matriz extracelular em resposta as lesdes repetitivas no figado
(Friedman, 2003). O evento central para a ocorréncia da fibrose é a ativagédo, por
meio de citocinas fibrogénicas, de células estreladas; principal fonte de componentes
da matriz extracelular e produtoras de colageno. Outras células, tais como
fibroblastos portais e as derivadas da medula 6ssea, também podem estar
envolvidas no processo fibrogénico (Friedman, 2003). Citocinas e quimiocinas
possuem papel regulatério na resposta inflamatéria a lesdo e modulam a fibrogénese
hepatica in vivo e in vitro (Marra, 2002; Fainboim et al., 2007). As quimiocinas CCL2
e CCL5 estimulam a fibrogénese, enquanto as citocinas IL-10 e interferon-y (IFN-y)
atuam de forma oposta (Shi et al., 1997; Schwabe et al., 2003; Fainboim et al.,
2007). Dentre os fatores de crescimento, o TGF-B1 é um mediador chave na
fiborogénese (Gressner et al., 2002). Essa citocina ativa as células estreladas
hepéticas, favorecendo a transi¢éo para um fenétipo semelhante aos miofibroblastos
que produzem coladgeno, estimulam a sintese de proteinas da matriz extracelular, e
inibem a degradacédo. Observou-se, em modelos experimentais, que a interferéncia
na via ou sintese de TGF-B1 diminui a fibrose (Shek e Benyon, 2004). Além do TGF-
B1l, as citocinas anti-inflamatorias e pro-fiborogénicas, IL-4 e IL-13, podem ser
produzidas pelas células T natural killer (NKT), sendo essas células a fonte
predominante (Kronenberg, 2005). Apesar das ultimas citocinas atuarem como anti-
inflamatdrias contra o processo inflamatorio que se instala na EHNA, a atuacéo é
paradoxal, j& que também podem estar associadas na progressao da fibrose. Varias
células imunoldgicas também sado importantes na progressao da EHNA; sendo que
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0S macrofagos sdo 0s mais presentes, pois somente a ativagdo local ja gera

resposta inflamataria.

Trabalhos prévios sugerem que na obesidade, diferentemente do tecido adiposo, o
figado ndo apresentava infiltrado de macréfagos (Cai et al.,, 2005; Lanthier et al.,
2010); ocorrendo predominantemente ativacdo dos macréfagos residentes, as
células de Kupffer (Baffy, 2009). Entretanto, estudo de Obstfeld et al. (2010)
demonstrou que populacéo distinta dos macrofagos residentes é recrutada para o
figado durante o desenvolvimento da obesidade. No figado, os macréfagos residem
no lumen dos sinusdides, aderidos as células endoteliais que compdem a parede
dos vasos sanguineos. S&o ativados por substancias proé-inflamatérias e
compreendem 80% a 90% dos macréfagos presentes no organismo (Bilzer et al.,
2006). O estado de ativacdo pode variar entre o classico (pré-inflamatério, M1) ou
alternativo (anti-inflamatorio, M2) (Gordon e Martinez, 2010). No classico, essas
células implicam em resisténcia a insulina induzida por obesidade e esteatose
hepatica. Contudo, no alternativo pode melhorar a resisténcia a insulina (Odegaard
et al., 2008). O acumulo de lipidios no figado leva a inflamacao hepética subaguda
via ativacéo do fator nuclear kappa B (NF-kB) e a producao de citocinas que podem
causar a resisténcia a insulina local e sistemicamente (Cai et al., 2005). Além disso,
a sinalizacdo do TNF-a na ativacdo das células de Kupffer parece ser essencial no
desenvolvimento da esteatohepatite (Yang et al., 1997) e fibrose hepética (Tomita et
al., 2006).

Além do envolvimento de macrofagos na determinacdo das caracteristicas
patolégicas da EHNA, outras células, incluindo neutrofilos parecem ser importantes
(Brunt et al., 1999). Os neutrofilos sdo células polimorfonucleares, reconhecidos
como as mais atuantes durante a inflamagao aguda (Brinkmann et al., 2004). Séao
tipicamente os primeiros a serem recrutados ao sitio inflamatério e eliminam
patogenos por diferentes mecanismos (Mantovani et al., 2011). Podem contribuir
com a resolucdo da inflamacédo (Soehnlein e Lindbom, 2010) ou modulacdo da
resposta adaptativa (Mantovani et al., 2011), entretanto, a persisténcia nos tecidos
pode levar a leséo celular (Varani e Ward, 1994). Proteinas quimioatraentes como
CXCL1, CXCL2 e CXCL5, via receptor para quimiocinas CXCR2, ativam o0s
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neutrofilos e promovem adesao ao endotélio a fim de que sejam infiltrados no tecido
(Williams et al., 2011). O recrutamento de neutroéfilos para as veias hepaticas, portal
e central, envolve o rolamento e subsequente adesdo dos mesmos. Entretanto,
guando recrutados para os capilares sinuséides aderem diretamente ao endotélio
hepético (Wisse et al., 1985; Wong et al., 1997). Os neutrdéfilos estdo presentes nas
doencas hepaticas cronicas, induzindo ndo somente dano, como também inflamacéo
a partir da infiltracdo no figado (Uehara e Sato, 1994; Jaeschke, 2006). Todavia, a
presenca desses no desenvolvimento das lesdes hepéticas associadas ao consumo
de determinado nutriente ou sobrecarga do mesmo ainda esté sob investigacgéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1Delineamento Experimental

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Imunofarmacologia do Instituto de
Ciéncias Biolégicas — Universidade Federal de Minas Gerais com aprovacdo do
comité de ética na mesma universidade, protocolo n® 060/2010 (Anexo A). Foram
utilizados camundongos com seis semanas de vida, da linhagem BALB/c. Os
animais foram divididos em dois grupos, alimentados com dieta controle (C) (4,0
kcal/g de racdo) ou rica em carboidratos refinados (HC) (4,4 kcal/g de rag&o). A
Tabela 1 apresenta a porcentagem de calorias provenientes dos macronutrientes da

dieta controle e da dieta rica em carboidratos refinados utilizada nesse trabalho.

A dieta rica em carboidratos refinados contém leite condensado (40%), dieta
comercial de roedores (40%), acucar refinado (8%) e agua (12%). Além disso, dentre

a composicao total de carboidratos 30% séo sacarose.

Tabela 1 - Composicdo nutricional das dietas contro le (C) e rica em

carboidratos refinados (HC)

Dieta controle Dieta HC
Composicao g% kcal% g% kcal%
Proteinas 26,3 31,1 17,5 20
Carboidratos 55,6 65,8 64,8 74,2
Lipidios 2,6 3,1 5,0 5,8
Fibras 6,2 - 4,1 -
Minerais 9,3 - 8,5 -
kcal/g 4,0 4.4

Os animais foram entédo re-divididos nos seguintes periodos experimentais: 1 e 3
dias, 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 semanas. Os camundongos foram mantidos em ambiente
com controle de luz e temperatura; tiveram livie acesso a agua e a dieta
determinada. Os resultados apresentados dos animais controles referem-se a média

dos valores nos diferentes tempos avaliados.
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Apb6s 12 horas de jejum, os animais submetidos a eutanasia e o figado removido,
pesado e armazenado em freezer a -80°C até 0 momento do uso ou conservado em
formol tamponado 4% para as analises histologicas. O sangue foi coletado e
armazenado em tubos, centrifugado para a obtencéo do soro e armazenado a -20°C

para as dosagens metabdlicas.
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3.2Metodologia

3.2.1 Método de Folch e quantificacdo de lipidios

Foram pesados 200 mg de figado e homogeneizados em 10 mL de solucéo
cloroférmio/metanol (2:1) permanecendo em repouso para extracao. No dia seguinte,
foi adicionada solugéo salina a 0,9% para separacao da parte insolavel na proporcao
de 2mL para 10mL do filtrado. ApOs a separacao das fases, uma aliquota da parte
cloroférmica foi transferida para recipiente previamente pesado e, realizada
quantificacdo por gravimetria da gordura resultante do evaporado (Folch et al.,
1957). As concentragfes de colesterol total e triglicerideo foram determinadas por
meio de kit enzimatico (KATAL, Belo Horizonte, MG) apds a suspensao da gordura

obtida anteriormente em 500 pL de isopropanol, em espectrofotbmetro a 505 nm.

3.2.2 Dosagens soroldgicas

A determinacdo das contracbes de triglicerideos e colesterol total no soro foi
realizada por meio de kit enzimatico (KATAL, Belo Horizonte, MG). A concentracéo
das transaminases AST e ALT foi realizada por meio de kit colorimétrico (Bioclin,

Belo Horizonte, MG). Ambas foram determinadas em espectrofotometro.

3.2.3 Lamina histologica

Primeiramente, foi realizada a fixacdo do tecido coletado no momento da eutanasia
com formol 4% tamponado, sendo apés o periodo de fixacdo (24 horas) conservado
em alcool 70% para posterior utilizacdo. As amostras foram submetidas a
desidratacdo realizada em concentracfes crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e
absoluto 1, Il e 1) permanecendo por periodo de 30 minutos em cada solucéo.
Posteriormente, foi realizada a diafanizacdo em que os tecidos foram banhados em
xilol durante 1 hora. Os tecidos foram impregnados com parafina durante 1 hora e

incluidos na mesma.
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Os blocos de parafina, contendo os tecidos do figado incluidos, foram cortados a 5
gm por meio da microtomia. As coloracdes com H&E (Hematoxilina-Eosina) e
tricromico de Gomori foram utilizadas para avaliagdo morfologica e de fibras
coladgenas, respectivamente. As laminas obtidas foram avaliadas em microscopio de
luz, equipado com camera digital (Motican 2500). Para as analises histologicas do
figado, foi realizado o escore histolégico, baseando-se nos seguintes parametros
para quantificacdo dos resultados: hiperemia, infiltrado inflamatério, inflamacéo
perivascular e esteatose (0 — ausente; 1 — leve; 2 — moderado; 3 — grave), adaptado
de Brunt et al. (1999) de acordo com as principais alteracdes hepaticas observadas
nos camundongos. Para a quantificacdo da area de colageno foram obtidos no
minimo 10 campos aleatdrios (100x), de cada animal, para a determinacao da area
verde em pm? mensurada no software Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems, San
Jose, CA, USA), adaptado as analises do figado do que foi descrito anteriormente
(Russo et al., 2009).

3.2.4 Microscopia intravital

Em experimento complementar, camundongos C57BL/6J Lysm-eGFP (eGFP-
expressando neutréfilos) foram alimentados com dieta controle ou rica em
carboidratos refinados (HC) durante 3 dias, 8 e 12 semanas para a realizacado da
técnica de microscopia intravital conforme previamente descrita (Marques et al.,
2012). Os animais foram anestesiados com ketamina (130 mg/kg) e xylazina (0,3
mg/kg) e o figado exposto. Foi administrada via i.v. solucdo de rodamina 6G
(1,5mg/kg de peso corporal; Sigma, St. Louis, MO) para marcacdo da estrutura
hepatica. A microcirculagdo foi visualizada sobre microscépio confocal usando-se
escaneador Olympus Fluoview FV300 equipado com laser de argbnio a 488 nm.
Todas as imagens foram adquiridas usando-se lente objetiva de 3x e, foi realizada
média do numero de neutréfilos observados de no minimo trés campos aleatorios

para cada animal.
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3.2.5 Extracéo de citocinas dos tecidos

Fragmentos do figado foram macerados em homogeneizador na presenca de 1 mL
de solucéo inibidora de proteases (NaCl 0,4M; Tween 20 0,05%; albumina de soro
bovino 0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila 0,1 mM; cloreto de benzetbnio 0,1mM;
EDTA 10 mM; 20 Ul de aprotinina), preparada a partir de solugédo de tampéao fosfato
(NaCl 8g, KCI 0,2g e Na,HPO4 12H,0 2,899 diluidos em 1 litro de agua destilada). O
homogeneizado resultante foi centrifugado por 10 minutos a 10000 rpm e 4°C e o

infranadante foi recolhido para a dosagem de citocinas por ELISA.

3.2.6 Determinacéao de citocinas por ELISA

Para a quantificacdo das citocinas no figado foram utilizados kits DuoSet de ELISA
(Enzyme Linked ImmuneSorbent Assay) para TNF-a, IL-6, IL-10, IL-4, IL-13 e
CXCL1. Foram seguidas as instru¢des do fabricante para a realizagdo dos ensaios
(R&D System, Inc., Minneapolis, USA) em placas de 96 pocos (C96 MicroWellTM
Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientifc, Waltham, MA, USA).

As concentracdes das citocinas foram avaliadas em diluicdo 1:10 para o
homogenato do figado em solugcédo PBS (Phosphate Buffered Saline) contendo 0,1%
de BSA (Bovine Serum Albumin). Foram adicionados 100 pL de solugéo por pog¢o na
concentracdo adequada do anticorpo de captura especifico de cada citocina. A placa
contendo a solucdo com o anticorpo de captura permaneceu a temperatura de 4C
em local imido e protegido da luz até o dia seguinte, apds o periodo, cada pocgo foi
lavado 3 vezes com solu¢cdo PBS/Tween 0,1%. Em seguida, foram adicionados 200
uL de solucdo de bloqueio (PBS contendo 1% de BSA). O tempo de bloqueio foi de
uma hora e a placa foi novamente lavada. Foram adicionados as amostras e 0s
padrées de citocinas a partir de concentracfes decrescentes, sendo assim formada
a curva padrdo. As placas foram incubadas até o dia seguinte nas mesmas
condicbes anteriores. A placa foi lavada e adicionado 100 pL da solugcdo com
anticorpo de deteccdo em cada poco da placa. A placa foi incubada por duas horas.
Transcorrido este periodo e apos lavagem, foi adicionada a placa, solu¢do contendo

estreptavidina. Apés 30 minutos, a placa foi novamente lavada e foi adicionado o
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tampdo substrato contendo o-fenilenodiamina (OPD, Sigma) e peroxido de
hidrogénio 30% (H.O-; Merck). A reacéo foi interrompida com acido sulfarico (H,SO,)

1M. O produto de oxidacdo do OPD foi detectado por colorimetria a 490 nm.

3.2.7 PCR em Tempo Real (RT-PCR)

3.2.7.1 Extracdo do RNA total

O RNA total foi isolado do figado pelo reagente TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), seguindo o procedimento recomendado pelo fabricante. Segue-se o
procedimento com o RNA obtido e colocado em microtubos de 2 mL adicionado de
200 pL de Cloroférmio (Merck), sendo a solucao vigorosamente agitada até adquirir
coloracao rosa clara. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 12.000 rpm e
4. A fase incolor situada na parte superior do tu bo foi transferida para um novo
tubo, no qual foi adicionado 500 pL Isopropanol (Merck). O tubo foi homogeneizado
gentilmente e novamente centrifugado como nas condi¢cdes anteriores. Em seguida,
o sobrenadante foi descartado e adicionado 150 pL de alcool 70%. O tubo foi
novamente centrifugado por 3 minutos nas mesmas configuracées que as anteriores.
Foi descartado o sobrenadante e apds seco a temperatura ambiente o precipitado
formado foi resuspendido em 20 puL de agua ultra pura DEPC. A suspensédo foi

dissolvida em banho Maria a 65T por 10 minutos.

Apés a extracdo, os RNAs obtidos foram quantificados em espectrofotbmetro
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, Delaware, USA) e
armazenados a -80C.

3.2.7.2 Sintese de DNAc

Para a confeccédo das moléculas de DNAc (fita de DNA complementar) por RT-PCR
(reacdo da transcriptase reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase),
foram utilizados 2,0 ug de RNA total. O RNA foi entdo submetido a acdo da enzima
SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) conforme as

condicOes indicadas pelo fabricante. Em cerca de 2,0 pg de RNA total (10 uL) foi
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adicionado 1 pL de primer Oligo (dT) (500pug/mL) e 1 pL dgua DEPC. Essa solucao
foi incubada a 70C durante 5 minutos e apods, por um periodo de 5 minutos a 4<C.
Em seguida, foram adicionados 4 pL de GeneAmp® 10X PCR Buffer, 1 uyL de
UltraPure ™Dithiothreitol (DTT) (0,1 M), 1 pL de dNTPs (10mM) (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), 1 pL de RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor
(40 U/L) e 1 pL de da enzima SuperScript 11l (200 U/L) seguido de incubacédo por 1
hora e 30 minutos a 42°C, subindo para 70°C por 15 minutos. Ao final, as amostras
de DNAc foram armazenadas a —20°C, anterior a reacdo de PCR, especifica para

cada gene.

3.2.7.3 Reacao de PCR em tempo real

As reacBes foram realizadas em placas de 96 pocos MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate, cobertas com adesivos épticos e processadas pela maquina 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, RU). Foi utilizado o sistema de
quantificacdo por fluorecéncia SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Para tal, foram utilizadas amostras de DNAc diluidas 1:10 em
agua DEPC, com concentracgéo final de 200 ng/uL. A andlise de cada amostra foi em
duplicata, sendo que a cada poco foi adicionado 1 pL da amostra associada ao mix
contendo 5 pL SYBR Green, 2 yuL agua DEPC, 1 pL oligonucleotideo senso e 1 pL
oligonucleotideo anti-senso. O branco (NTC) foi considerado como tudo menos a
amostra. A Tabela 2 mostra as sequéncias dos oligonucleotideos que foram

utilizados na reacéo.

As condicbes da reacdo de PCR em tempo real foram as seguintes: uma
desnaturacao inicial a 95T por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 94C por 1
minuto, 58<C por 1 minuto e 72T por 2 minutos. Os valores médios de medi¢cdes em
duplicata do Ct (ciclo limiar) foram usados para calcular a expressédo do gene alvo,
com normalizacdo de um gene da proteina mitocondrial (18s) de todas as amostras,

utilizando-se a férmula 2-22Ct.
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Tabela 2 - Sequéncias dos oligonucleotideos para as reacdes de PCR em
Tempo Real

Gene Oligonucleotideo senso Oligonucleotideo anti-s enso
ChREBP 5" GCATCCTCATCCGACCTTTA 3’ 5" GATGCTTGTGGAAGTGCTGA 3’
SREPB-1 5'AAGCAAATCACTGAAGGACCTGG 3’ 5" AAAGACAAGGGGCTACTCTGGGAG 3’

SREBP-2 5" AAAATCATAGAGTTGAAGGACTTAGTCA 3" 5 TGTAATCAATGGCCTTCCTCAGA 3’

18s

5 CGTTCCACCAACTAAGAACG 3 5 CTCAACACGGGAAACCTCAC &

3.3 Andlise estatistica

Todas as variaveis foram submetidas ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov.
Em seguida, as comparacOes estatisticas entre os varios grupos foram feitas por
ANOVA “one way” seguida de Dunnett. O nivel de significancia adotado foi de
P<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil lipidico hepatico e sorolégico de camund ongos alimentados com
dieta HC

Conforme registrado na Figura 4, os camundongos alimentados com dieta HC nao
apresentaram alteracdo no peso do figado em nenhum dos tempos avaliados
guando comparados ao grupo controle (Figura 4A ). Em relacéo ao conteudo lipidico
hepatico, houve aumento na concentracdo de triglicerideos e colesterol no figado
dos animais alimentados com dieta HC em todos os tempos avaliados (Figura 4B e
C).

A concentracdo soroldgica de triglicerideos aumentou apés 3 dias de consumo da
dieta HC, e manteve-se elevada até a 122 semana (Figura 4D ). A concentracdo de
colesterol foi maior nos animais alimentados com dieta HC em todos os periodos

avaliados (Figura 4E).



67 == Dieta controle
) Dieta HC

e e

1T-1 T I 1=~ =

H

Peso do Figado
g/100g PC
i

i

1 3 1 2 4 6 8

10

12

Dias Semanas

N
1

Colesterol total hepatico
(mmol/g de figado)
in

|_|

il

6 8

10

12

Semanas

150+

*

1004

)]
o
1

o

Colesterol total sorolégico (mg/dL)

1 3 1 2 4 6 8

10

12

Dias Semanas

38

8_
o
L3 64
=y e
2
g8 4
°2
x
o
SE2Nr-rt-11-r-r- 11 -r-
=
0
1 3 1 2 4 6 8 10 12
Dias Semanas
1001
=
T
()]
MEEETEEEY
> L+ f 7 T %
(8]
‘5 604
e
S AR I I T R N A I O I I
@ 40
(o]
3
= 204
(0]
Q
g o
1 3 1 2 4 6 8 10 12
Dias Semanas

Figura 4 - Perfil lipidico hepatico e sorolégico em camundongos alimentados com
dieta controle ou rica em carboidratos refinados (HC) ao longo do tempo. (A) Peso
do figado em relagdo a 100 g de peso corporal (PC), (B) conteudo hepético de
triglicerideos e (C) colesterol total e concentracédo soroldgica de (D) triglicerideos e
(E) colesterol total. As barras representam os valores médios + erro padrdo da média
(n=5-6), *difere estatisticamente pelo ANOVA one-way com post hoc o teste Dunnett

(P<0,05 vs. dieta controle).
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4.2 Expressao génica dos fatores de transcricdo ass  ociados a lipogénese

A expressao génica do RNAm dos fatores de transcricio ChREBP, SREBP-1 e
SREBP-2, relacionados a ativacdo de enzimas lipogénicas, estdo apresentadas na
Figura 5. Em nenhum dos tempos avaliados foi observada alteragdo na expresséo
do RNAm de ChREBP (Figura 5A ), SREBP-1 (Figura 5B ) e SREBP-2 (Figura 5C)

em animais alimentados com dieta HC.
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Figura 5 — Expressdo do RNAm para os fatores de transcricdo (A) ChREBP, (B)
SREBP-1 e (C) SREBP-2 de animais alimentados com dieta controle ou rica em
carboidratos refinados (HC) ao longo do tempo. As barras representam os valores
meédios * erro padrdo da média (n=3-4), *difere estatisticamente pelo ANOVA one-
way com post hoc o teste Dunnett (P<0,05 vs. dieta controle).
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4.3 Analise morfologica hepatica

A Figura 6 e 7 mostram a morfologia representativa dos cortes histologicos (Figura
6) e o escore patologico (Figura 7) do tecido hepéatico dos camundongos
alimentados com dieta controle e HC nos diferentes tempos. Os animais alimentados
com dieta HC apresentaram aumento de hiperemia (x) em todos 0s tempos
avaliados (Figura 6 e 7). O infiltrado inflamatério (setas) apresentou-se aumentado
nos animais alimentados com dieta HC quando comparados ao grupo controle
(Figura 6). O consumo de dieta HC por 1 dia induziu aumento na presenca de
leucdcitos nos sinusoides hepéticos que se manteve em todos oS outros tempos
analisados. Destaca-se que foi observado maior influxo nos ultimos tempos
avaliados (Figura 7). A inflamacéo apresentada na parede dos vasos hepaticos (Inf)
aumentou ao longo do tempo em intensidade nos animais alimentados com dieta
HC. A partir de 1 dia de dieta (Figura 6 — Painel 2 ) foi observado aumento na
camada de células ao redor do vaso culminando em inflamacdo mais grave nos
animais alimentados com dieta HC apdés 6 semanas (Figura 7). Com relacdo as
gotas lipidicas (Li), a presenca das mesmas € bem marcante em animais
alimentados por 1 e 3 dias de dieta HC, apresentando esteatose macrovesicular
(Figura 6 — Painel 2 e 3 ), sendo que, posterior a esses periodos de avaliacéo,
tornou-se microvesicular (Figura 6 — Painel 4-6 ) e mais intensa a partir da 62

semana com dieta HC (Figura 7).



Figura 6 — Analise morfoldégica do tecido hepatico. Figuras representativas da
morfologia com hematoxilina-eosina de amostras do figado (x200) de animais
alimentados com dieta controle (Painel 1) e HC por 1 (Painel 2) e 3 (Painel 3) dias, 2
(Painel 4), 8 (Painel 5) e 12 (Painel 6) semanas. As barras indicam 25 ym. Observa-
se hiperemia (x); infiltrado inflamatério (setas); inflamacdo no vaso (Inf); gotas
lipidicas (Li) (n=6-8).



42

15+ ) .
o [ Hiperemia
.% 3 Infiltrado inflamatério
S % o
%*E 104 * * 3 Inflamacéo perivascular
= Bl Esteatose
o2 * *
o ®
=] *
25 5 -
c 8
o5
5 2
0
i B

0

c 1 3 1 2 4 6 8 10 12
Dias Semanas
Dieta HC

Figura 7 — Andlise morfolégica do tecido hepéatico. Escore estratificado conforme a
hiperemia, o infiltrado inflamatoério, a inflamacdo perivascular e a esteatose da
morfologia hepatica de camundongos com dieta controle (C) ou rica em carboidratos
refinados (HC). As barras representam os valores médios (n=6-8), *difere
estatisticamente pelo ANOVA one-way com post hoc o teste Dunnett (P<0,05 vs.
dieta controle).
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4.4 Analise hepética da deposicéo de colageno

Na Figura 8 e 9 esta representada a morfologia hepatica dos cortes histologicos
corados com Tricrébmico de Gomori (Figura 8) e quantificacdo da area verde
correspondente as fibras coladgenas presente nos mesmos (Figura 9) de animais
controle e alimentados com dieta HC por diferentes periodos. Os animais
alimentados com dieta HC, no geral, apresentaram deposi¢cdo de colageno em todos
os tempos quando comparados ao controle, tanto no parénquima hepatico (setas)
quanto perivascular (P). Apos 1 dia de dieta HC foi observada leve deposi¢cédo
perivascular e no parénquima (Figura 8 — Painel 2 ), sem diferenga significativa na
quantificacdo da area de colageno quando comparado com o controle (Figura 9).
Nos tempos 3 dias, 1 e 2 semanas, em relagcdo ao controle, houve aumento
significativo na area de colageno (Figura 9), além de ser observado a presenca de
colageno perivascular e no parénquima de forma moderada (Figura 8 — Painel 3 e
4). Contudo, com 4 e 6 semanas a deposicdo de colageno, principalmente no
parénquima parece regredir, pois nao foi observada diferenca na area de colageno
ao comparar com o controle (Figura 9). Na 83 102 e 122 semana, 0S animais
alimentados com dieta HC apresentaram aumento no depoésito de coldgeno em
relacdo ao grupo controle (Figura 9), dentre estes se destaca o grupo alimentado
com 8 semanas que apresentou uma area de colageno intensa tanto perivascular
guanto no parénguima (Figura 8 — Painel 5 e Figura 9 ), enquanto os tempos de 10
e 12 semanas demonstraram regressdo se comparados ao tempo de 8 semanas

(Figura 8 — Painel 6 e Figura 9 ).



Figura 8 — Andlise da deposicdo de colageno no tecido hepéatico. Graficos
representativos da coloracdo com Tricrbmico de Gomori de amostras do figado
(x200) de animais alimentados com dieta controle (Painel 1) e HC por 1 (Painel 2) e
3 (Painel 3) dias, 2 (Painel 4), 8 (Painel 5) e 12 (Painel 6) semanas. As barras
indicam 25 um. As areas verdes indicam a deposicdo de colageno (setas) no
parénquima e (P) perivascular.
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Figura 9 — Analise da deposicdo de coldgeno no tecido hepatico. Quantificacdo da
area verde em um? de camundongos com dieta controle ou rica em carboidratos
refinados (HC). As barras representam os valores médios (n=6-8), *difere
estatisticamente pelo ANOVA one-way com post hoc o teste Dunnett (P<0,05 vs.
dieta controle).
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4.5Concentracdo soroldgica das transaminases ALT e AST

A concentracdo das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), marcadoras de funcdo hepatica, estd mostrada na Figura
10. Como pode ser observado, ndo houve alteragcdo, em nenhum dos tempos
avaliados, na concentracdo de ambas as enzimas nos animais alimentados com
dieta HC.
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Figura 10 — Concentracdo das enzimas (A) alanina aminotransferase (ALT) e (B)
aspartato aminotransferase (AST) em animais alimentados com dieta controle (C) ou
rica em carboidratos refinados (HC) ao longo do tempo. As barras representam 0s
valores médios + erro padrdo da média (n=6-7).
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4.6 Infiltracdo de neutrofilos no figado dos animai s alimentados com as

diferentes dietas

A concentracdo hepética da quimiocina CXCL1 nos animais alimentados com dieta
HC apresentou-se variavel nos diferentes periodos avaliados. Essa quimiocina,
quimioatraente para neutréfilos, encontrou-se aumentada a partir do 3° dia e
manteve-se elevada até a 62 semana. Houve reducéo da concentracdo da CXCL1 na
82 e 102 semana, sendo que, na 122 semana a concentracdo da mesma elevou-se

novamente em relagdo aos animais controle (Figura 11A).

Para verificar se 0 aumento da quimiocina CXCL1 foi acompanhada pelo aumento
do influxo de neutrdfilo para o figado utilizamos animais C57BL/6J Lysm-eGFP
(eGFP-expressando neutrdfilos) e avaliamos o recrutamento dos neutrofilos por
microscopia intravital (Figura 11B e C ). Os animais alimentados com dieta HC por 3
dias, 8 e 12 semanas apresentaram aumento significativo no numero de neutréfilos
acumulados nos sinusoéides hepaticos (Figura 11B), como pode ser observado

também nas fotos representativas (Figura 11C).
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Figura 11 — (A) Concentracdo hepatica da proteina quimioatraente para neutrofilos
CXCL21 por ELISA de camundongos alimentados com dieta controle e HC. As barras
representam os valores médios + erro padrdo da média (n=6-8), *diferem
estatisticamente pelo ANOVA one-way com post hoc o teste Dunnett (P<0,05 vs.
dieta controle). (B) quantificacdo hepéatica de neutréfilos acumulados em
camundongos C57BL/6J Lysm-eGFP e (C) imagem realizada na microscopia
intravital dos mesmos animais quando alimentados com dieta controle e rica em
carboidratos refinados (HC) por 3 dias, 8 e 12 semanas. As barras representam 0s
valores médios + erro padrao da média (n=3-5), *difere estatisticamente pelo ANOVA
one-way com post hoc o teste Dunnett (P<0,05 vs. dieta controle).
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4.7 Concentracdo das citocinas no figado de camundo  ngos alimentados

com dieta HC

A Figura 12 mostra a concentracdo hepatica das citocinas proé-inflamatérias TNF-a
(Figura 12A) e IL-6 (Figura 12B). A concentracdo de TNF-a aumentou apés 3 dias
do consumo da dieta HC e manteve-se elevada até a 62 semana em relagcdo aos
animais controles. Houve reducado dessa citocina na 8% e 102 semana com posterior
aumento na 122 semana. Por outro lado, a citocina IL-6 apresentou-se reduzida apos
8 semanas mantendo-se em menor concentracdo até a 122 semana quando
comparada aos animais controles. Com relacdo as citocinas anti-inflamatorias, a
concentracdo da IL-13 (Figura 12C) e IL-4 (Figura 12D) apresenta perfil
semelhante, sendo observado aumento significativo somente a partir da 62 semana,
e permanecendo aumentadas até o final do periodo experimental quando
comparada aos animais controles. A concentragdo da citocina IL-10 (Figura 12E)
apresentou-se elevada na 2%, 42 e 62 semana nos animais alimentados com dieta
HC.
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Figura 12 — Concentracdo hepdtica das citocinas (A) TNF-a, (B) IL-6, (C) IL-13, (D)
IL-4 e (E) IL-10 avaliadas por ELISA em animais alimentados com dieta controle ou
rica em carboidratos refinados (HC) nos diferentes tempos. As barras representam
os valores médios * erro padrdo da média (n=6-8), *difere estatisticamente pelo
ANOVA one-way com post hoc o teste Dunnett (P<0,05 vs. dieta controle).



51

5 DISCUSSAO

A esteatose hepatica é agravo que pode ser induzido por varios fatores, dos quais se
encontram a obesidade e o consumo de diferentes composicdes dietéticas (Feldstein
et al.,, 2003; Vansaun et al., 2009; Stanton et al., 2011). No presente trabalho, o
consumo de dieta rica em carboidratos refinados induziu: (i) aumento agudo (1-3
dias) no conteudo de gordura hepatica que se manteve até 122 semana, com
consequente alteracdo morfologica, evidente no escore histopatologico, sem, no
entanto, causar alteracdo na fungéo hepatica; (ii) alteragcbes metabdlicas sistémicas
agudas e cronicas demonstradas pelo desenvolvimento de dislipidemia; (iii)
deposicao de colageno no figado em diferentes intensidades ao longo do tempo de
ingestdo da dieta; (iv) aumento agudo (3 dias) e sustentado na presenca de
neutréfilos na microvasculatura hepatica, assim como alteracdo na concentracédo de

citocinas no érgao.

O acumulo de lipidios no figado é determinado pelas seguintes vias metabdlicas:
lipogénese, que consiste na sintese de novo de acidos graxos com consequente
reesterificacdo a triglicerideos; influxo de acidos graxos oriundos da lipdlise dos
lipidios armazenados no tecido adiposo; e captacdo de acidos graxos derivados de
triglicerideos presentes em lipoproteinas circulantes (Postic e Girard, 2008). O
consumo de dieta rica em carboidratos determinou acumulo de gordura nos
hepatocitos dos animais alimentados em curto- (1 e 3 dias) e longo-prazo, assim
como aumento de triglicerideos e colesterol circulantes. Em curto-prazo, as gotas
lipidicas nos hepatécitos apresentaram-se como macrovesiculas ao passo que em
longo-prazo microvesiculares (a partir da 12 semana). A macroesteatose € descrita
como benigna e reversivel, sendo resultante do desequilibrio entre a sintese de
lipidios e a exportacdo dos hepatdcitos (Tannapfel et al., 2011). Por outro lado, a
microesteatose € considerada maligna, e correlaciona-se com alteracdes
histologicas mais avancadas presentes na DHGNA (Tandra et al., 2011). Os
triglicerideos, seguidos do colesterol, representam o maior contetdo lipidico hepatico
(Nelson, 1962). No presente trabalho os animais alimentados com dieta HC
apresentaram aumento, a partir do 1° dia permanecendo até o final do periodo

experimental, do contetudo hepatico de triglicerideos e colesterol. De fato, a analise
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do conteudo lipidico do figado € condizente com a avaliacdo morfolégica e

visualizacao expressiva das gotas lipidicas.

A esteatose hepética e a dislipidemia sdo eventos comuns em portadores de
sobrepeso e obesidade, e estdo presentes no diabetes tipo 2 e na aterosclerose
(Despres, 1998; Carr e Brunzell, 2004). No jejum, o aumento da concentragdo de
triglicerideos e colesterol no soro é indicativo de maior exportacédo hepatica na forma
de VLDL (Taghibiglou et al., 2000) e consequentemente maior formacdo de LDL
(Zhang et al., 1992; Groot et al., 1996). Estudos prévios demonstraram que 0
consumo de dieta rica em carboidratos (Parks et al., 1999; Mittendorfer e Sidossis,
2001; Roberts et al., 2008) e sacarose (Cahova et al., 2012) causam alteracdo no
metabolismo de lipidios por induzir menor oxidacdo de &cidos graxos, aumento da
secrecdo hepatica de triglicerideos e sintese de novo de &cidos graxos, além do
aumento de colesterol (Srinivasan et al., 1979; Chen et al., 2011). Fatores
importantes contribuintes dessas alteracfes incluem o aumento da disponibilidade
de glicose dietética como substrato (Durrington et al., 1982; Boogaerts et al., 1984) e
também a modulacdo na expressdo de genes envolvidos no controle da sintese de

lipidios.

Os fatores de transcricdo ChREBP, SREBP-1 e SREBP-2, estdo relacionados a
sintese de enzimas envolvidas com a via lipogénica. Os dois primeiros estao
associados a producédo de triglicerideos e o ultimo a de colesterol (Horton et al.,
2002; Uyeda e Repa, 2006). Apesar de nao ter sido observada alteragcdo na
expressao desses fatores de transcricdo nos animais alimentados com dieta HC, o
acumulo hepéatico e o aumento circulante de triglicerideos e colesterol foi evidente.
Trés fatores podem ser considerados quanto a ndo concordancia na expressao dos
fatores de transcricdo e o conteudo de triglicerideos e colesterol: (1) o numero de
amostras utilizado para as analises é pequeno, podendo influenciar no resultado
final; (2) a analise dos fatores de transcricdo foi realizada no estado de jejum,
periodo de menor expressao desses fatores. Ja foi demonstrado que a expresséo
dos fatores de transcricdo avaliados é regulada pelo estado alimentar dos animais.
As expressOes de ChREBP, SREBP-1 e SREBP-2 apresentam-se reduzidas no

periodo de jejum e sdo estimuladas ap0s a ingestdo dos alimentos sendo que tanto
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a hiperglicemia pos-prandial como a hipersecrecdo de insulina s&o fatores
estimulantes para o0 aumento na expressao e atividade desses fatores de transcricao
(Horton et al., 1998; Engelking et al., 2004); (3) o método utilizado, PCR em tempo
real, realiza analise do transcriptoma presente nas células, ndo sendo indicativo
direto do produto final sintetizado (Greenbaum et al., 2003; Janevski et al., 2012).
Dessa forma, a regulacdo pos-transcricional pode ser fator importante determinante
para o conteudo e atividade das enzimas relacionadas a sintese de lipidios. Assim, é
possivel que a regulagéo e atividade das vias associadas a lipogénese podem estar
mais ativas no periodo pés-absortivo ndo sendo identificado aumento na expresséo

dos fatores de transcricdo no estado de jejum.

As doencas hepaticas de origem néo alcoolica caracterizam-se tanto pela deposicao
de gordura nos hepatdcitos quanto pela presenca de infiltrado de células
imunolégicas no figado (Syn et al.,, 2010; Inzaugarat et al., 2011). No presente
estudo, o acumulo agudo e sustentado de gordura hepatica nos camundongos
alimentados com dieta HC também foi acompanhado por aumento da infiltracdo de
neutrofilos, do escore histopatoldgico, da deposicdo de colageno no parénquima
hepatico e perivascular além de alteracdo no perfil das citocinas. Na andlise
histologica, foi observado infiltrado inflamatorio no parénquima hepatico e
perivascular nos animais alimentados com dieta HC em diferentes intensidades;
caracterizado nos ultimos periodos como mais grave em quantidade e extensdo. A
inflamacéo hepética foi identificada em dois locais, no parénquima e/ou perivascular.
A inflamacéao no parénquima compreende uma populacéo de células mista incluindo
neutroéfilos, linfécitos (principalmente células T CD3+), células de Kuppfer
(macréfagos) (Lefkowitch et al., 2002) e as NKT (Syn et al., 2010). Ja a inflamacéo
perivascular compde-se principalmente de células de Kuppfer (Lefkowitch et al.,
2002), e estd associada a fibrose e obstrucdo dos vasos por deposi¢cdo de tecido

conjuntivo (Tannapfel et al., 2011).

Concomitante a avaliacdo morfolégica do infiltrado inflamatério no figado
observamos influxo aumentado de neutréfilos nos sinusoides hepaticos apos 3 dias,
8 e 12 semanas do consumo de dieta HC. Além disso, houve aumento agudo e

transiente da quimiocina CXCL1. Dentre os fatores envolvidos no recrutamento de
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neutrofilos para o figado ressalta-se a presenca de quimiocinas, que sdo agentes
guimiotaxicos potentes, e citocinas como TNF-a e a IL-6, produzidos em resposta a
ativacdo de células imunolégicas (Park et al., 2010). Em camundongos as principais
quimiocinas para neutrofilos sdo: CXCL1, CXCL2 e CXCL5 (Williams et al., 2011).
De fato, Lisbonne et al. (2011) demonstraram que a CXCL1 apresenta importante
papel no recrutamento hepatico de neutrofilos por ocorrer aumento dessa quimiocina
concomitante com a infiltracdo dessas células. Entretanto, o efeito pode também ser
independente da quimiotaxia de neutrdfilos, sendo associado a fibrogénese, necrose
e contribuidor da faléncia hepatica (Stefanovic et al., 2005; Russo et al., 2009).

A presenca de neutrofilos nas doencas hepaticas ocorre em decorréncia dos
processos inflamatérios associados (Jaeschke e Smith, 1997; Bautista, 2002) e tem
como objetivo a eliminagdo dos agentes responsaveis pela ativagdo e resolucédo da
inflamacéo (Jaeschke e Hasegawa, 2006). Contudo, pode também contribuir para
agravar as lesdes iniciais e causar danos hepaticos adicionais (Jaeschke, 2006). A
associacdo entre lesGes hepaticas e o aumento do infiltrado de neutrdfilos foi
demonstrada em alguns modelos experimentais (Jaeschke e Farhood, 1991;
Jaeschke et al., 1991; Gonzalez-Flecha et al., 1993). O recrutamento continuo de
neutréfilos para o figado resulta em lesdes por meio da producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (ROS); gerando um estado de estresse oxidativo nos
hepatdcitos e, como consequéncia, morte por necrose. Neutréfilos, ao serem
recrutados até aos tecidos, encontram-se num estado de ativacdo superior a
neutroéfilos que circulam na corrente sanguinea (Sorensen et al., 2001). Além disso,
diferentes populacdes de neutréfilos, com caracteristicas distintas, tém sido
demonstradas. Esses neutrofilos podem se distinguir entre pré-inflamatérios ou anti-
inflamatorios, sendo cada estado associado a producdo de citocinas especificas e
determinante para a ativacdo de macrdfagos nos perfis classicamente ativado (pro-
inflamatorio) ou alternativamente ativado (anti-inflamatério) (Tsuda et al., 2004). A
presenca de neutréfilos no sitio inflamatério pode ocasionar dano hepatico em
associagdo a citocina TNF-a (Hewett et al., 1992; Hewett et al., 1993) e consequente
producdo de ROS (Jaeschke, 2000). Por outro lado, a participacdo de neutréfilos em
apoptose na resolucdo da inflamacao, ja foi demonstrada por meio da reducao da
guantidade de quimiocinas presentes no sitio inflamatorio (Ariel et al., 2006) e
aumento de IL-10 (Byrne e Reen, 2002).
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Tem sido descrito na literatura que a alteragdo na concentragdo das adipocitocinas,
decorrente da expansdo do tecido adiposo, também pode estar envolvida na
modulacdo do recrutamento de neutrofilos. Trabalho anterior do nosso grupo de
pesquisa (Oliveira et al., 2012) demonstrou que o0s animais alimentados com dieta
HC apresentam alteracdo na concentracdo sistémica de leptina, adiponectina e
resistina. Desta forma, sugere-se que tais adipocitocinas também possam estar
envolvidas na associacdo entre metabolismo e funcdo imunologica hepatica. A
leptina pode estimular a quimiotaxia de neutrdéfilos, contribuindo com migracdo dos
mesmos in vitro (Caldefie-Chezet et al., 2003; Montecucco et al., 2006). A resistina
parece interferir no movimento quimiotatico de células polimorfonucleares (Cohen et
al., 2008). Em contrapartida, a reducdo de adiponectina esta relacionada a elevacgao
da atividade neutrofilica periférica (Trellakis et al., 2012), além da atuacéo in vitro
como inibidora da geracdo de ROS por neutréfilos (Magalang et al.,, 2006). Os
camundongos alimentados com dieta HC apresentaram aumento de leptina em
todos os tempos, aumento agudo de resistina (1-3 dias) e reducéo de adiponectina a
partir da 42 semana (Oliveira et al., 2012). Esses fatores podem ter contribuido com
o aumento do influxo de neutréfilos para o figado, tendo em vista as alteracfes
ocasionadas pela dieta nesses animais. Apesar de haver evidéncias da participacao
das adipocitocinas no recrutamento e ativacdo de células imunoldgicas,
investigacbes mais aprofundadas sé@o necessarias para se definir melhor tal inter-

relacéo.

A participacdo dos neutrdfilos, na ocorréncia da intolerancia a glicose e alteracdes
metabolicas induzidas pela obesidade, tem sido recentemente reportada (Talukdar et
al., 2012; Mansuy-Aubert et al., 2013). Entretanto, o sitio metabdlico avaliado quanto
a presenca dos neutrofilos inclui principalmente o tecido adiposo. Trabalho anterior
demonstrou aumento do marcador para neutréfilos (GR1+) nas células do estroma
vascular do tecido adiposo de animais alimentados por 3 dias com dieta rica em
carboidratos refinados (Oliveira et al., 2012). A evidéncia da presenca de neutréfilos
no tecido adiposo na obesidade sugere que essas células podem ser consideradas
como participantes ativas no desenvolvimento da inflamagdo na obesidade e
resisténcia a insulina (Talukdar et al., 2012). Apesar do recrutamento dos neutrofilos

para o tecido adiposo na obesidade ter sido previamente demonstrado, como
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mencionado acima, o influxo dessas células para o figado e a participacdo dos

mesmos na patogénese da DHGNA e EHNA ainda permanecem desconhecidos.

Outro fator observado, no figado dos camundongos alimentados com dieta HC, foi a
deposicdo de colageno, sendo que a participagdo das células imunolbgicas na
mesma e ocorréncia de fibrose ainda ndo € bem definida. Dentre essas, 0s
neutréfilos parecem causar pouca influéncia na fibrose hepatica em modelo
experimental de obstrucdo do ducto biliar (Saito et al., 2003). Entretanto, as células
de Kupffer se encontram relacionadas com desenvolvimento da fibrose por lesao
celular, pois essas células quando ativadas sdo responsaveis pela producao de
citocinas e outros mediadores (Tsukamoto et al., 1995; Luckey e Petersen, 2001,
Tomita et al., 2006; Wang et al., 2009)

A fibrose hepética é um processo de cicatrizacdo de ferida, sendo caracterizada pelo
excesso da producao e deposi¢cdo de componentes da matriz extracelular por células
estreladas hepaticas, com predominancia do colageno (Friedman, 1993; Kisseleva e
Brenner, 2006). O colageno constitui um pequeno componente das proteinas totais
no figado. Contudo, na doenca, o excesso pode levar a cirrose e consequente
ruptura estrutural na arquitetura hepatica (Kisseleva e Brenner, 2006). As interacdes
entre hepatoécitos repletos de lipidios, células de Kupffer, células inflamatoérias e as
células estreladas hepaticas sdo importantes no desenvolvimento subsequente da
fiborose e cirrose (Marra et al.,, 2005). Além disso, a produgcdo de produtos de
peroxidagdo resultantes do acumulo de gordura excessiva e desenvolvimento do
estresse oxidativo podem estimular a producéo de colageno (Albano et al., 2005). No
presente trabalho, os animais alimentados, tanto em curto- como longo-prazo com a
dieta rica em carboidratos refinados, apresentaram aumento da area contendo
coldgeno no figado, sendo que, a maior deposi¢cdo ocorreu apés 8 semanas de dieta
HC. Tal fato também encontra-se associado a hiperemia, observada nos mesmos
animais, que pode ser decorrente da necessidade de maior irrigacdo devido a
deposicdo de colageno, sendo descrita como contribuidora da ocorréncia de

hipertenséo portal e inflamacao (Vali et al., 2006; Theodorakis et al., 2009).
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Dentre os mediadores inflamatérios que contribuem para a producdo de colageno
incluem-se a presenca de citocinas pro-fibrogénicas, como TGF-(3, IL-4 e IL-13, que
por sua vez, sdo reguladas por outros fatores, tais como noradrenalina e leptina, que
agem na proliferacdo das células estreladas hepaticas (Saxena et al., 2002; Diehl et
al., 2005). Nos camundongos alimentados com dieta HC, a concentracdo das
citocinas IL-13 e IL-4 aumentaram a partir da 62 semana, prevalecendo elevadas nos
altimos tempos. Ja foi demonstrado que a deficiéncia de IL-13 protege da cirrose,
uma vez que essa citocina atua como mediador primario na formacédo do colageno
(Kaviratne et al., 2004), assim como, ocorre reducdo da fibrogénese apds inibicdo de
IL-4 (Cheever et al., 1994). O predominio nos ultimos tempos parece indicar também
resposta tardia frente a dieta, agindo como potente anti-inflamatorio (Marie et al.,
1996). Diferente do perfil observado para as citocinas mencionadas acima, as
citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 apresentaram-se reduzidas ao final do periodo
experimental. Apesar do TNF-a e da IL-6 serem descritas como citocinas que
participam da exacerbacdo da resposta inflamatéria, sabe-se que as mesmas, assim
como a IL-10, estdo relacionadas a regeneracdo hepatica (Yamada et al., 1997;
Louis et al., 1998), sendo que, a presenca dessas citocinas pode ser importante na
limitacdo da deposicéo de colageno. Antagonicamente, a citocina TNF-a também é
descrita como causadora de lesédo no figado (Bradham et al., 1998; Ponnappa et al.,
2005; Zou et al., 2009). O periodo de 3 dias a 6 semanas parece ser caracterizado
por essa resposta, refletida no aumento de TNF-a, e ser relacionado ao acumulo de
colesterol no figado (Mari et al., 2006), além de ter associacdo com a progressao da
fibrose (Bachem et al., 1993; Saile et al., 1999; Simeonova et al., 2001).

A concentracdo da citocina IL-6 no figado dos animais alimentados com dieta HC
apresentou-se reduzida a partir da 8* semana. J& foi demonstrada a acdo anti-
inflamatéria da IL-6, devido a ocorréncia de dano hepatico em sua auséncia
(Matthews et al., 2010). Assim, a manutencao da concentracdo dessa citocina, até a
62 semana de dieta, pode ser parte da regulacdo hepética que visa preservar o
figado do dano tecidual. Da mesma forma, nesse periodo também foi observado o
aumento de IL-10, que € uma citocina anti-inflamatoéria classica, provavelmente na
tentativa de suprimir as alteracfes inflamatorias observadas nesses camundongos
(Cintra et al., 2008). Outros fatores, tais como o TGF-B, também estdo associados

com a deposicao de colageno (Czaja et al., 1989; Kanzler et al., 1999; Ueberham et



58

al., 2003) e esse mediador tem sido foco de estudos terapéuticos na tentativa de
reverter a fibrose (Gressner e Weiskirchen, 2006; Cheng et al., 2009; Liu et al.,
2011). Resultado preliminar do nosso grupo evidenciou que essa citocina também
pode estar contribuindo com a deposicdo de colageno observada no figado dos
camundongos alimentados com dieta HC (dados ndo mostrados).

Além dos mediadores anteriormente citados, o desenvolvimento da fibrose hepatica
também tem sido relacionado a alteracdo na concentracdo de adipocitocinas.
Camundongos ob/ob, deficientes em leptina, apesar de mais suscetiveis a
esteatohepatite, ndo desenvolvem fibrose no figado (Leclercq et al., 2002; Saxena et
al., 2002), sendo o mesmo efeito observado quando ocorre inibicdo dessa
adipocitocina por meio da utilizacdo de antagonista (Elinav et al., 2009). Por outro
lado, a adiponectina ja foi descrita como importante inibidor da fibrose (Kamada et
al., 2003). Dessa forma, diversos fatores estdo relacionados a deposicdo de
colageno pelo consumo de dieta HC, sendo demonstrada a existéncia de uma

integracdo metabolica e inflamatdria responsavel pelas alteragdes observadas.

Apesar de todas as desordens observadas no figado dos camundongos alimentados
com dieta HC, tanto em curto- como longo-prazo, ndo houve modificagdo na
concentracdo sistémica das transaminases ALT e AST. Embora haja estudos que
demonstrem alteracdo nas transaminases em modelos de doenca hepética induzida
por dieta (li et al., 2009; Teratani et al., 2012; Kim et al., 2013), outros trabalhos n&o
observaram modificagdo na concentracdo dessas enzimas (Feldstein et al., 2003;
Inoue et al., 2005; Sugatani et al., 2006; Basantani et al., 2011). Sugere-se que a
intensidade e o grau do dano hepatico possam estar relacionados a presenca de tais
transaminases no sangue. Assim, € possivel que as alteracbes decorrentes do
consumo de dieta HC n&o sejam suficientes para culminar em aumento das

transaminases.

A Figura 13 representa esquematicamente as alteracdes hepaticas, em curto- e
longo- prazo, presentes nos camundongos alimentados com dieta rica em
carboidratos refinados. Os dados apresentados neste trabalho permitem-nos concluir
que o consumo de dieta HC causa esteatose, aumento do recrutamento de
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neutréfilos e alteracdo na concentracdo de mediadores inflamatérios no figado, além
de induzir maior deposicdo de colageno no o6rgdo. Contudo, ndo altera a
concentragdo sistémica das transaminases hepéticas.

Dieta rica em carboidratos refinados

feoalesterol total

1 lipogénese

1 Sintese de colesterol

1 captagdo de acidos graxos livres

1 exportagido de triglicerideos (VLDL)

Esteatose
Colesterol e Triglicerideos

Curto-prazo:
1 Neutrofilos
1 CXCL1

Longo-prazo:
1 Neutrofilos
1 CXCL1

| TNF-a
LIL6
L1L-10
11L4
11L-13

Curto-prazo: ?(I):.g-prazo:
1 TNF-a 14
Acumulo de gordura
associado ao depésito de
colageno
Figura 13 - Alteracbes metabdlicas e inflamatdrias apresentadas nos

camundongos alimentados com dieta rica em carboidratos refinados. No figado
ocorre acumulo de lipidios devido ao aumento da lipogénese hepatica, sintese de
colesterol e captacdo de acidos graxos provenientes do tecido adiposo, que
culminardo na maior exportacdo de VLDL hepatico. A esteatose hepética é
responsavel pelas alteracbes metabdlicas sistémicas observadas. A presenca de
lipidios no figado predispde a producdo de mediadores inflamatorios, como citocinas
pro- e anti-inflamatérias, e o aparecimento de neutrdfilos; criando um milieu
inflamatorio decorrente da sobrecarga do nutriente. Por fim, a esteatose, em
conjunto com a ativacdo do sistema imunoldgico, atua no desenvolvimento da
deposicdo de colageno hepatico; sendo relacionada a producdo de citocinas de
carater fibrogénico. Entretanto, apesar das alteracdes observadas, ndo ocorreu
modificacdo nas transaminases relacionadas a funcédo hepatica. As setas 1 indicam
aumento, | reducdo e = sem alteracoes.
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