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RESUMO

A obesidade é considerada uma questdo de satde publica em vérios paises. Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), desde década de 80, 0 nimero de obesos dobrou no
mundo, e no Brasil atinge um quinto da populacdo. A obesidade esta diretamente relacionada
com a resposta inflamatéria do tecido adiposo, que ¢ considerado um importante “tecido
endocrino” metabolicamente ativo. A questdo central a ser respondida ¢ qual a origem dos
marcadores inflamatoérios na obesidade. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi determinar
0s niveis hepaticos de 6xido nitrico e de citocinas pro e anti-inflamatorias a partir de ratos da
linhagem Wistar submetidos a uma dieta rica em lipideos e restrita em carboidratos (HFLC).
Para isso, vinte ratos machos foram alimentados durante 11 semanas ad libitum com uma
dieta balanceada (grupo controle, N=10), ou com a dieta HFLC (grupo experimental, N= 10).
Apbs o periodo experimental, os animais foram eutanasiados, laparatomizados e o tecido
hepatico retirado, pesado e congelado com inibidor de protease a -70°C. As amostras foram
preparadas através da lise dos tecidos seguida de centrifugacdo. As dosagens de citocinas
foram realizadas por ELISA, enquanto que o 6xido nitrico foi dosado indiretamente pela
deteccdo do nitrito pela reacdo de Griess. Para as analises estatisticas foi utilizado o programa
Graph Pad Prism 7, onde valores de p<0,05 foram considerados significativamente
diferentes. Os dados obtidos no presente trabalho mostraram que a dieta HFLC induz um
aumento de IL-6, 1L-12p40, TNF-a, IL-10 e de Oxido nitrico no figado, enquanto que 0s
niveis de IL-17A permanecem semelhante ao grupo controle. Nossos achados indicam que a
dieta HFLC promove uma resposta inflamatdria hepéatica em ratos Wistar mediante 0 aumento
de citocinas pro-inflamatdrias e 0xido nitrico, e que o aumento de IL-10 mostra a resposta do
sistema imune hepatico a inflamagéo.

Palavras-chave: obesidade; figado; citocinas; éxido nitrico.



ABSTRACT

Obesity is a public health issue in several countries. According to the World Health
Organization (WHO), since the 1980s, the number of obese has doubled in the world, and in
Brazil it reaches fifth of the population. Obesity is directly related to an inflammatory
response of adipose tissue, which is considered to be important metabolically active
"endocrine™ tissue. Thus, the central question to be answered is the origin of inflammatory
markers in obesity. The central question to be answered is the origin of inflammatory markers
in obesity. Therefore, the objective of the present study was determine the hepatic levels of
nitric oxide and pro-and anti-inflammatory cytokines from Wistar rats submitted to high fat
low-carbohydrate diet (HFLC). For this, twenty male rats were fed with a HFLC diet
(experimental group, N=10), or with a balanced diet (control group, N=10). After the
experimental period, the animals were euthanized, laparotomized and the hepatic tissue was
removed, weighed and frozen with protease inhibitor at -70°C. Samples were prepared by
tissue lysis followed by centrifugation, and the assays performed by ELISA. The cytokine
dosages were performed by ELISA, whereas nitric oxide was measured indirectly by the
detection of nitrite by the Griess reaction Statistical analysis was performed using the Graph
Pad Prism 7 program, where p<0.05 values were considered significantly different. The data
obtained in the present study showed that the HFLC diet induces an increase of IL-6, IL-
12p40, TNF-a, IL-10 cytokines and nitric oxide in the liver, whereas IL-17A levels remain
unchanged compared to the control group. Our findings indicate that the HFLC diet promotes
a hepatic inflammatory response in Wistar rats by increasing proinflammatory cytokines and
nitric oxide, and that the increased IL-10 shows the hepatic immune system response to
inflammation.

Key-words: obesity; liver; cytokines; nitric oxide.
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1. Introducéao

Ao longo das Ultimas décadas, a rapida urbanizacdo, o crescimento econémico, a
industrializacéo e o transporte mecanizado influenciaram e proporcionaram grandes mudancas
no estilo de vida e nos hébitos alimentares. A crescente incorporacdo pela popula¢do mundial
por dietas de “acesso rapido”, e que promovem um balanco energético positivo como a dieta
ocidental, com altos teores de gorduras, colesterol, proteinas, acucares e sal, bem como o
consumo de alimentos processados e fast-foods associados a diminui¢do da atividade fisica
imposta pela vida moderna e a susceptibilidade genética, levaram o que hoje é considerada
como uma epidemia global conhecida como obesidade (Malik et al., 2013; Manzel et al.,
2014; Hruby & Hu, 2015).

A obesidade, definida como um acumulo excessivo ou anormal de gorduras no
organismo decorrente de um desequilibrio entre a ingestdo e o gasto cal6rico, é uma doenca
multifatorial e tem sido considerada uma epidemia e um dos maiores problemas de salde
publica mundial. Esta aumenta os riscos de morbidade e mortalidade em relacdo aos que tém
peso corporal ideal e tem sido o maior desafio para os sistemas de salde na prevencdo de
doencas cronicas (Nammi et al., 2004; Hruby & Hu, 2015). Um dos critérios de avaliagdo do
total de gordura corporal em adultos é o indice de Massa Corporal (IMC), que é calculado
pelo peso em quilogramas dividido pela altura ao quadrado. Para adultos maiores de 18 anos,
sobrepeso ¢ definido como IMC > 25 e < 30 kg/m? e obesidade como o IMC > 30 kg/m?
(WHO, 2000). Outra medida bastante utilizada é a medida da circunferéncia abdominal, que
quando > 88cm em mulheres e > 102cm em homens é também considerada um preditor de
risco para complicagdes metabolicas (Alberti et al., 2009).

A prevaléncia de obesidade em adultos mais que duplicou entre 1980 e 2014. Na
infancia, a obesidade esta associada a um maior risco de morte prematura na idade adulta.
Além disso, criancas obesas podem apresentar dificuldades respiratorias e um risco maior
para fraturas, hipertensdo arterial, doencas cardiovasculares precoces, resisténcia a insulina e
distarbios psicologicos (WHO, 2016). Dados publicados em 2013 mostraram que nos EUA, a
prevaléncia de obesidade foi alta, sendo 31,6% para pessoas do sexo masculino e 33,9% para
0 sexo feminino. Nas Américas Central e Latina a prevaléncia foi maior do que 20% enquanto
que na Africa do Sul foi de 42,0% para o sexo feminino. Nos paises desenvolvidos houve um
aumento substancial de sobrepeso e obesidade entre criancas e adolescentes, com prevaléncia

de 23,8% no sexo masculino e 22,6% no sexo feminino (Ng et al., 2014).
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Segundo estudo publicado na revista cientifica The Lancet, até o ano de 2014
aproximadamente um quinto da populagdo brasileira foi considerada obesa, sendo que o
numero de obesos € maior entre as mulheres, cerca de 23% (18 milhdes); entre 0os homens o
indice é de 17% (11,9 milhdes). Os numeros colocam o Brasil entre os paises mais obesos do
mundo, sendo o segundo entre os homens e o quinto entre as mulheres ficando atrés de paises
populosos como China, Estados Unidos, Russia e india. Em 1975, o Brasil ocupava o décimo
e 0 nono lugares no ranking da obesidade para homens e mulheres, respectivamente (Di
Cesare et al., 2016).

A obesidade esta associada comumente a importantes alteracbes metabolicas, que
constituem a sindrome metabolica cujos componentes principais sdo: obesidade central
(aumento da circunferéncia abdominal), triglicerides elevados, diminui¢éo de lipoproteinas de
alta densisade (high density lipoproteins - HDL), aumento da glicemia plasmatica e
hipertensdo arterial sistémica. O diagndstico desta sindrome é feito pela presenca de trés
componentes, sendo a obesidade central obrigatéria (Alberti et al., 2009). Varias doencas
crénicas e diversos tipos de cancer tém sido associados a obesidade (Kopelman, 2000; Nammi
et al., 2004).

Entre as doencas cronicas relacionadas a obesidade, encontram-se o diabetes
melito tipo 2 (DM2), doencgas coronarianas, hipertensdo arterial, dislipidemias, complicagdes
respiratdrias, osteoartrites, colelitiase e algumas doencas gastrointestinais. Dentre as doencas
gastrointestinais encontram-se a hérnia de hiato esofagico, a doenca do refluxo
gastroesofagico, a doenca de Crohn e a doenca hepética gordurosa ndo alcéolica (DHGNA).
A obesidade aumenta o risco para 0s cancer de esdfago, tireoide, colorretal, rim, endomeétrio,
ovario, pancreas, vesicula biliar e prostata (Kopelman, 2000; Nammi et al., 2004; Feakins,
2016).

O tecido adiposo branco, que é considerado um 6rgdo multifuncional, se encontra
em expansdo nos obesos. Este tecido, além de armazenar energia possui uma atividade
enddcrina por sintetizar em adipécitos, celulas do estroma e macréfagos, numerosas
substancias bioativas conhecidas como adipocinas. Entre elas estdo a leptina, a adiponectina, a
adpsina, a proteina ligante do retinol 4, o angiotensinogénio, a resistina, a visfatina, o inibidor
do ativador de plasminogénio 1 (PAI-1), algumas citocinas como, TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-10,
IL-17, I1L-18, TGF-B e quimiocinas como, CCL2/MCP-1, CXCL5, CXCLS8/IL-8. As
adipocinas atuam no metabolismo de lipideos, na homeostasia da glicose, no controle da

pressdo arterial, na homeostasia vascular, na angiogénese, no balanco energético e nas
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inflamacdes e disturbios na sua produgdo contribuem para a patogénese da obesidade e suas
consequéncias (Trayhurn & Wood, 2004; Ahima, 2006; Ouchi et al., 2011).

Nos obesos, o tecido adiposo branco se encontra em estado de inflamacao crénica
de baixo grau. Ha hipertrofia dos adipdcitos com liberacdo de quimiocinas, que induzem ao
acumulo de macrdfagos no local e producdo de citocinas pro-inflamatérias como, TNF-a, IL-
6, IL-1P, resistina e de 6xido nitrico. Estas alteragdes inflamatorias levam ao desequilibrio na
producdo das adipocinas pelo tecido adiposo, que através de suas acdes autocrina, paracrina e
sistémica, promovem alteracbes metabolicas especialmente no figado com resisténcia a
insulina. A resisténcia a insulina leva a hiperglicemia e hiperinsulinemia reativa e estas
estimulam o acimulo de lipideos no figado levando ao desequilibrio do metabolismo hepético
(Qureshi & Abrams, 2007; Kamada et al., 2008).

O actmulo de gorduras neutras (mono, di ou triglicerideos) no citoplasma das
células que normalmente ndo as armazenam é chamado de esteatose. A esteatose é mais
comum no figado, epitélio tubular renal e miocardio, mas pode ocorrer também nos musculos
esqueléticos e pancreas. Ela aparece sempre que algum agente interfere no metabolismo dos
acidos graxos da célula e pode ser desencadeada por alteracdes dietéticas, hipdxia, agentes
toxicos e disturbios metabdlicos de origem genética. Entre as causas mais comuns, estdo o
etilismo e distarbios do metabolismo lipidico associado a obesidade (Pereira, 2012). Além
disso, alteracGes na microbiota intestinal podem estimular a deposi¢do de gorduras no figado
e também estdo relacionadas a obesidade, resisténcia a insulina e doenca hepética gordurosa
ndo alcoodlica (Arslan, 2014).

A esteatose hepatica é a forma mais leve da entidade patologica conhecida como
doenca hepatica gordurosa nédo alcoolica (DHGNA), seguida pela esteato-hepatite, fibrose e
cirrose hepética, que é a forma mais avancada (Targher et al., 2010; Sattar et al., 2014). A sua
principal caracteristica € o acumulo de lipideos neutros, principalmente os triacilglicerdis nos
hepatocitos, na auséncia de significativo consumo de alcool, infec¢Bes virais e outras causas
especificas. O acumulo de lipideos nos hepatdcitos resulta de um desequilibrio entre a
disponibilidade de lipideos captados via sanguinea ou da lipogénese de novo e a eliminacdo
lipidica e eventualmente, leva ao estresse oxidativo e dano hepético (Musso et al., 2009).

Geralmente benigna, a esteatose hepética pode evoluir para casos de cirrose e
carcinoma hepatocelular em pacientes com esteato-hepatite comprovada histologicamente
(Vernon et al., 2011). Os mecanismos que levam a progressao para a esteato-hepatite ainda
ndo estdo bem esclarecidos, e a evolugéo para esteato-hepatite ocorre em 20% dos casos e
desta para a cirrose em 20% (Attar & Van Thiel, 2013). Segundo Farrel & Larter (2006),
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lipotoxicidade, estresse oxidativo, citocinas e outros mediadores pro-inflamatérios participam
da transigéo da esteatose para a esteato-hepatite.

A DHGNA é considerada a causa mais comum de disfuncdo hepatica mundial e
tem alta prevaléncia em popula¢bes com sindrome metabolica, principalmente em obesos e
DM2. A presencga de obesidade e de resisténcia a insulina leva a um aumento de fluxo de
acidos graxos livres e um ambiente apropriado para o desenvolvimento da DHGNA (Adams
et al., 2009; Attar & Van Thiel, 2013). Nos Estados Unidos, estima-se que a DHGNA esteja
presente em um terco da sua populacdo e a esteato-hepatite, em aproximadamente 2-5 % e a
sua prevaléncia aumenta com a idade, obesidade e varia conforme o sexo e a raga, sendo
maior no sexo masculino (Vernon et al., 2011; Lazo et al., 2013). A sua prevaléncia passa a
ser maior no sexo feminino apds a menopausa, periodo em que a capacidade hepatica de
oxidacdo de acidos graxos pode diminuir, enquanto a lipogénese é aumentada, levando ao
acumulo de lipideos no figado (Susuki & Abdelmalek, 2009).

Nas Ultimas décadas, a DHGNA vem sendo considerada uma doenca
multissistémica, podendo afetar outros érgdos e aumentar o risco para as doencas cardiacas,
cardiovasculares, DM2 e doengas renais cronicas. Estima-se que até o ano 2030, a DHGNA
sera a causa mais frequente de indicagdo de transplante de figado. Apesar de ser considerada
causa de morbidade e mortalidade devido a cirrose, insuficiéncia hepética e carcinoma
hepatocelular, a maior causa de morte entre os pacientes é devido a doengas cardiovasculares
(Byrne & Targher, 2015). A presenca e a severidade da DHGNA estdo associadas ao aumento
do risco para as doencas renais cronicas (Musso et al., 2014). Em adultos, ela esta fortemente
associada com a aterosclerose das artérias cardtidas (Sookoian & Pirola, 2008).

A patogénese da DHGNA ainda néo esta bem esclarecida, mas duas hipoteses séo
descritas: 1) o acumulo de triglicerideos no figado sensibiliza o 6rgdo; 2) a progressdo para a
esteato-hepatite e fibrose depende de fatores como, a produgdo excessiva de citocinas,
disfuncdo mitocondrial, a peroxidacédo lipidica, as espécies reativas de oxigénio e disfuncao
nos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) (Zhan & An, 2010).

O figado é um 6rgédo importante e devido a sua localizagdo anatémica esta exposto
a uma grande variedade de antigenos do trato gastrointestinal, incluindo antigenos
alimentares, patogenos e toxinas. Ele é responsavel pela sintese de 80-90% das proteinas
inatas e apresenta grande importancia na resposta imune inata. Nos sinusoides hepaticos
encontram-se as células da imunidade inata, incluindo as células de Kupffer, células T natural
killer, células natural killer e células dendriticas. Acidos graxos oriundos dos alimentos, das

bactérias intestinais e do tecido adiposo e citocinas do tecido adiposo podem se ligar via
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receptores toll-like (TLR) expressos nestas células, resultando em ativa¢do do sistema imune
(Zan & An, 2010; Dixon et al., 2013).

As células de Kupffer, macrofagos residentes no figado, podem ter capacidades
funcionais distintas, dependendo dos estimulos recebidos. Pela ativacdo classica estas células
podem exibir alta expressdo de citocinas pro-inflamatérias como, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 e
produzirem o éxido nitrico pela inducdo da iNOS, e pela ativacdo alternativa, podem exibir
baixa expressdo de citocinas pro-inflamatdrias mas, alta expressdo de citocinas anti-
inflamatdrias como, IL-10 e TGF-B para promover o remodelamento e reparo tecidual. As
células T natural killer podem modular a doenca hepética pela producdo local de citocinas
Thl e Th2 (Wolowczuk et al., 2008; Zhan & An, 2010; Dixon et al., 2013). As células
natural killer podem ser ativadas por citocinas locais como, IL-12, IL-15 e IL-18 e que
desempenham papéis criticos na manutencdo da homeostase hepética destas células (Kennedy
et al., 2000; Fehniger et al., 2001).

A associacdo entre obesidade, esteatose hepdtica e resposta inflamatéria foi
observada em estudo em camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica e que
demonstrou que quanto maior o grau de esteatose, maior a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-1, IL-6 e MCP-1 (Sheng et al., 2013). Além disso, estudos em
camundongos mostraram que as dietas hiperlipidicas aumentam o nimero das células de
Kupffer e a expressdo de citocinas como, TNF-a ¢ IFN-y nestas células e também ativam as
células T natural killer (Tang et al., 2013) e que a ingestdo de altos teores de gorduras e
sacarose promovem obesidade, esteatose hepatica e aumentam a producdo da citocina pro-
inflamatdria 1L-12, que aumenta a apoptose das células T natural killer (Li et al., 2005).

Em condicdes fisiologicas, a produgdo de citocinas nos tecidos, incluindo o
figado, é ausente ou minima. Existem evidéncias de que varias citocinas medeiam a
inflamacdo, apoptose e necrose das células hepéticas e induzem fibrose, mas, paradoxalmente,
também medeiam a regeneracéo do tecido hepatico apos lesdo. Entre as citocinas, TNF-a, tem
emergido como o fator chave nas varias fases da doenca hepatica (Tilg & Diehl, 2000;
Braunersreuther et al., 2012).

O TNF-a ¢ uma citocina pré-inflamatdria que apresenta vérios efeitos bioldgicos,
incluindo metabolicos, inflamatorios, proliferativos e necroticos, com aumento da expressao
no figado e tecido adiposo. E secretado por macréfagos infiltrados no tecido adiposo de
obesos, hepatocitos, células de Kupffer e outros tipos de células em resposta a atividade
inflamatdria crbnica (Jou et al., 2008). Estudos mostram que TNF-a estd associado a

resisténcia a insulina, aumento da lipolise periféerica, esteatose hepatica, inflamacéo, necrose,
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apoptose e fibrose hepética (Hotamisligil et al., 1995; Tilg & Diehl, 2000; Ruan et al., 2002;
Stojsavljevic et al., 2014).

A IL-6 é uma citocina pro-inflamatdria produzida por adipécitos, hepatocitos,
células imunes e endoteliais. Estudo in vitro, demonstrou que a intera¢do entre macrofagos e
adipdcitos humanos leva a trogocitose e a secre¢do de IL-6 pelos macrofagos (Sarvari et al.,
2015). O papel de IL-6 na DHGNA ndo esta ainda bem esclarecido, pois, ela pode atuar na
regeneracdo hepatica, mas também pode induzir resisténcia a insulina, estimular a apoptose
dos hepatdcitos e contribuir para o desencadeamento da esteato-hepatite (Braunersreuther et
al., 2012; Stojsavljevic et al., 2014).

A familia de IL-12 compreende somente citocinas heterodiméricas e incluem IL-
12, 1L-23, IL-27 e IL-35. A familia de IL-12 é composta por uma cadeia o (p19, p28 ou p35)
e uma cadeia B (p40 ou Ebi3). A IL-12 também conhecida como IL-12p70, é composta pelas
subunidades p35 e p40, enquanto IL-23 é composta pelas subunidades p40 e pl9.
Interleucina-12 e 1L-23 sdo predominantemente pré-inflamatorias e estimulam citocinas que
contribuem para o desenvolvimento das células Thl e Thl7, respectivamente. Interleucina-12
pode induzir a producéo de IFN-y pelas células T natural killer e células natural killer e atua
na diferenciacdo das células Thl enquanto IL-23 atua na diferenciacdo das células Th17
(Vignali & Kuchroo, 2012). Estudo em humanos demonstrou que os niveis séricos de IL-12 e
TNF-a encontram-se aumentados nos individuos com sobrepeso e obesos (Suarez-Alvarez et
al., 2013).

A familia de 1L-17 é composta por IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e
IL-17F. Interleucina-17A e IL-17F estdo envolvidas na inflamacdo e defesa do hospedeiro
pela inducéo da expressdo de TNF-a, IL-1p, IL-6, quimiocinas e metaloproteinases de matriz
em fibroblastos e células endoteliais. IL-17E, também denominada IL-25, atua principalmente
nas células Th2 induzindo a producéo de IL-4, IL-5 e IL-13, a producdo de IgE e eosinofilia e
assim, contribuindo para a defesa do hospedeiro nas desordens alérgicas e parasitarias. IL-17F
estd envolvida nos mecanismos de defesa da mucosa do hospedeiro e é um amplificador de
respostas imunes de Th2 (lwakura et al., 2011; Gu et al., 2013).

A IL-17A ¢ a citocina pro-inflamatdria mais investigada da familia IL-17. Ela é
produzida pelas células Th17, mas também por outras células da resposta imune inata e a sua
producdo excessiva leva a inflamacéo e danos teciduais. IL-17A pode propagar uma cascata
de eventos que levam ao recrutamento de neutréfilos, inflamagdo e defesa do hospedeiro,
sendo importante contra as infecgbes bacterianas e flngicas, nas doengas autoimunes,

desordens metabolicas e cancer (Hammerich et al., 2011; Gu et al., 2013). Nos hepatocitos
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humanos e de camundongos, a estimulacdo de IL-17 induz & expressdo de genes associados a
inflamacdo, incluindo quimiocinas e proteina C reativa (PCR) (Patel et al., 2007).

A IL-10 é considerada uma citocina anti-inflamatoria por regular a inflamacdo em
varios orgaos e tecidos em condi¢bes fisiologicas e patoldgicas. Ela inibe as células T,
monacitos e as fun¢bes mediadas pelos macrofagos. No figado, ela pode ser produzida em
varias células incluindo hepatocitos, células estreladas, células de Kupffer, células endoteliais
sinusdides e linfocitos (Braunersreuther et al., 2012). A sua deficiéncia ou aberragcdes na sua
expressao pode aumentar a resposta imunopatoldgica frente a infecgbes como também levar
ao desenvolvimento de doencas autoimunes (lyer & Cheng, 2012). A adiponectina estimula a
producdo de IL-10 em macréfagos humanos e a sua producgdo nos adipdcitos pode ser inibida
por fatores inflamatdérios como TNF-a e IL-6, bem como pela hipdxia e estresse oxidativo
(Ouchi et al., 2011).

A resisténcia a insulina e a doenca hepatica desencadeadas pela obesidade,
ocorrem inicialmente devido a ativacdo das células hepéticas de Kupffer com liberacdo de
citocinas provocando inflamacéo hepatocelular e diminuicdo de transducdo de sinal a insulina
(Huang et al., 2010; Tateya et al., 2011; Morinaga et al., 2015). A ativacdo destas células
produz citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6, anti-inflamatéria como TGF-$, além
de Oxido nitrico através da inducdo da iINOS. A atividade da iNOS depende da
disponibilidade de arginina e é influenciada pela atividade da arginase, que catalisa a
conversdo de L-arginina em L-ornitina e uréia (lwakiri, 2015).

O O6xido nitrico é gerado como um subproduto da oxidacdo da L-arginina em
citrulina pela agéo de trés distintas isoformas de oxido nitrico sintases: a 0xido nitrico sintase
endotelial (eNOS), a oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) e a 6xido nitrico sintase neuronal
(NNOS). A eNOS ¢é expressa nas células endoteliais e a INOS é expressa frente a estimulos
imunoldgicos, tais como citocinas inflamatdrias e lipossacarideos bacterianos em varios tipos
de células como, hepatdcitos, macrofagos, neutrofilos, celulas musculares lisas e condrocitos.
O Oxido nitrico participa de varios processos bioldgicos como, a neurotransmissédo e
homeostasia vascular, promovendo o relaxamento do vaso, inibindo a agregacdo plaquetaria
e a adesdo de células inflamatérias nos endotélios vasculares (Iwakiri, 2015).

Niveis elevados de Oxido nitrico gerado pela iINOS tém sido implicados na
resisténcia a insulina hepatica e na etiologia de varias doencas hepaticas, inclusive a fibrose
hepatica. As células de Kupffer ativadas produzem grandes quantidades de éxido nitrico, que
reage com as espécies reativas de oxigénio para formar as espécies reativas de nitrogénio

como, o altamente reativo e tdxico, peroxinitrito. Estes mediadores inflamatérios ativados
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podem ativar as células estreladas quiescentes do figado, que sdo as principais células
contribuintes para a fibrose hepatica, pois elas podem se transformar em miofibroblastos e
produzir colageno e outras proteinas da matriz extracelular (Iwakiri, 2015).

O papel paralelo do tecido adiposo e os macrofagos nele residentes com as células
de Kupffer no desenvolvimento da esteatose e esteato-hepatite sugere que, os macrofagos
residentes nestes tecidos respondem de modo semelhante ao estresse metabdlico da DHGNA
(Dixon et al., 2013). Como mencionado, a obesidade pode ser desencadeada por diferentes
fatores, e varios estudos sdo realizados ano a ano no sentido de caracterizar as alteracGes
fisiologicas desencadeadas pelos diferentes tipos de dietas. Nesse sentido, os dados obtidos no
presente estudo vém contribuir para um melhor entendimento das alteracdes fisiopatoldgicas
no figado decorrentes da obesidade e adquiridas mediante a ingestdo de dietas ricas em

gorduras.
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2. Hipotese

A dieta rica em lipideos e restrita em carboidratos altera o perfil de citocinas e de
oOxido nitrico no figado de ratos da linhagem Wistar.
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3. Justificativa

Dietas ricas em gorduras podem levar a um quadro de DHGNA em diferentes
modelos experimentais, € a progressdo desta patologia parece estar ligada a producdo
excessiva de citocinas. Em condicdes fisioldgicas a producéo de citocinas no figado é ausente
ou minima. Contudo, existem evidéncias de que varias citocinas medeiam a inflamacdo, a
apoptose e a necrose das células hepéticas, além de induzir fibrose, mas, paradoxalmente,
contribuem para a regeneracdo do tecido hepatico apds lesdo. Dessa forma, estudos que
investiguem o papel das citocinas no contexto de doencas como a DHGNA, podem auxiliar
no melhor entendimento do papel destas biomoléculas, direcionando condutas, pois além de

marcadores da inflamacdo, estas podem ser utilizadas como possiveis alvos terapéuticos.
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4. Objetivos

4.1 Geral:

Analisar o perfil de citocinas e os niveis de 6xido nitrico presentes no figado de
ratos machos da linhagem Wistar alimentados com uma dieta rica em lipideos e restrita em

carboidratos.

4.2 Especificos:

v Dosar as seguintes citocinas no figado:

e TNF-u
o IL6

e IL-10
o 1L-12p40
o IL-17A

v" Dosar os niveis de 6xido nitrico no figado.
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5. Material e Métodos

5.1. Aprovacédo do CEEA/UNIUBE

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade de Uberaba (CEEA/UNIUBE), sob o protocolo de nimero 036/2014 (ANEXO

).

5.2. Manejo dos Animais

Para o desenvolvimento do projeto, foram fornecidos pelo Biotério da
Universidade Federal de Uberlandia, 20 ratos da linhagem Wistar machos com peso inicial
médio de 129,2 g + 0,28g. Durante todo o experimento os animais foram mantidos no
Biotério da Universidade de Uberaba (MG, Brasil) a uma temperatura de 22°C a 26°C, com
um ciclo de iluminacdo de 12 horas claro e 12 horas escuro e com dieta e 4gua filtrada ad
libitum. Os animais foram divididos em dois grupos, experimental e controle (n=10/grupo),
em caixas de polietileno, sendo 5 animais por caixa. Os grupos foram separados de acordo
com a dieta oferecida. Para o grupo controle foi ofertada dieta padrdo balanceada
recomendada pelo American Institute of Nutrition, AIN-93G (RHOSTER®, S&o Paulo, Brasil)
e 0 grupo experimental recebeu a dieta hiperlipidica (HFLC). A dieta AIN-93G fornece 394,8

kcal a cada 100g consumidas.

Tabela 1. Composi¢do da dieta AIN-93G

~ Composicéo obtida a partir de informagdes do fabricante.

Ingredientes Quantidade (g) Kcal %/ Kcal
Amido 39,75 251,8 63,88
Maltodextrina 13,2

Acucar 10

Caseina 20 80 20,26
Oleo soja 7 63 15.95
Fibra 5

L-cistina 0,3

Bitartarato de colina 0,25

Terc-butil hidroquinona 0,0014

Vitamina 1

Mineral 3,5
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5.3. Preparo da dieta HFLC

A dieta experimental foi preparada no laboratério de Biologia Celular e Molecular
da Universidade de Uberaba (MG, Brasil). Os ingredientes secos foram pesados em balanga
de precisio (MARTE AL500C®, S&o Paulo, Brasil), com capacidade méxima de 500 gramas.
Apbs as pesagens, a banha foi colocada na batedeira industrial (LIEME BP-06®, Gastromag,
Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil) com capacidade de 5 quilos, para sua
homogeneizagdo por aproximadamente dois minutos. Os ingredientes secos foram
adicionados gradativamente. Depois de misturar todos os ingredientes, a dieta permaneceu em
movimento na batedeira por 5 minutos e posteriormente foi armazenada em formas plasticas
descartaveis com aproximadamente 90g de dieta.

As dietas foram armazenadas a temperatura de -20°C, sendo descongeladas
previamente por aproximadamente 15 minutos para a utilizacdo. A dieta HFLC tem na sua
composicdo uma base de banha de porco SADIA® (316011/108634-V71; 321891/108634-
V71), caseina lactea (RHOSTER®), aclicar (UNIAO®), fibra-celulose (RHOSTER®), L-
cistina (RHOSTER®), bitartarato de colina (RHOSTER®), colesterol (VETEC®), mix
vitaminico AIN-93G e mineral (RHOSTER®), fornecendo 721,9kcal a cada 100g.

Tabela 2. Composicéo da dieta hiperlipidica (HFLC)

Ingredientes Quantidade (g) Kcal %/ Kcal
Banha de porco 68,7 618,3 85,65
Caseina 19 76 10,53
Aclicar 6,9 27,6 3,82
Fibra 0,23

Mix vitaminico 1,0

Mix Mineral (AIN 93G) 3,5

L-cistina 0,3

Bitartarato de colina 0,25

Colesterol 0,12

Composicao centesimal, porcentagem e quilocalorias da dieta hiperlipidica.
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5.4. Eutanasia

Ao final da 112 semana do experimento, os animais foram mantidos em jejum por
12 horas em gaiola metabdlica para a eutandsia. Os animais foram eutanasiados por
aprofundamento da anestesia na cavidade intraperitoneal, sendo utilizado o anestésico
Thiopentax (tiopental sédico 50mg/Kg/peso) (CRISTALIA®, S&o Paulo, Brasil) diluido em

solucdo salina pH 7,4. Em seguida, foi realizado a laparotomia para a coleta do figado.

5.5. Coleta do figado e processamento das amostras

O figado foi retirado e pesado em balanca digital (GEHAKA BG400®, Sdo Paulo,
Brasil) com precisdo de 0,005 gramas. Foram colhidos fragmentos (0,1 a 0,9 gramas) do lobo
lateral esquerdo do figado de cada animal e colocado em tubos do tipo eppendorf contendo
500uL do inibidor de protease (287mM NaCl; 2,7/mM KCI; 8,1 mM Na;HPQO,; 1,5mM
KH,PO,4; 1% v/iv. Nonidet P-40 [4-Nonilfenil-polietilenoglicol]; 100uM TLCK
[Hidrocloridrato de tosil-L-lisil-clorometano, pH 7,2) (COMPLETE® - ROCHE,
Pharmaceuticals, Mannheim, Alemanha). Em seguida, as amostras foram armazenadas no
freezer a -70°C. Para as analises, as amostras foram pesadas e trituradas utilizando um
homogeneizador de tecidos (TISSUE-TEAROR, BioSpec Products, Inc.). Em seguida, as
amostras processadas foram centrifugadas a 8000xg, por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante
foi utilizado para a dosagem das citocinas e do 6xido nitrico.

5.6. Dosagem de citocinas por ELISA

Os sobrenadantes obtidos foram utilizados na dosagem das citocinas IL-6, I1L-10,
IL-12p40, IL-17A, TNF-a (Becton, Dickinson and Company) e IL-17A (R&D Systems, Inc.)
utilizando o ensaio de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay, BD PharmigenTM, San
Diego, USA) tipo sandwich sendo este realizado de acordo com as recomendagfes do
fabricante. Os anticorpos de captura especificos foram diluidos em tampéo de revestimento
indicado para cada citocina e distribuidos em placas de microtitulacdo de alta afinidade com
96 pocos. As placas foram seladas utilizando Parafilm, armazenadas a 4°C overnight e,
posteriormente, lavadas com tampéao PBS-Tween-20 0,05% em lavadora de placas automatica

(BIOTEC, modelo 40ls, USA). As placas lavadas foram batidas em papel absorvente para
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retirar residuos da lavagem e bloqueadas com PBS-FBS 10% por 1 hora em temperatura
ambiente, e as amostras de sobrenadante ou proteinas recombinantes murinas foram
adicionadas.

Para a dosagem de todas as citocinas as amostras utilizadas foram diluidas na
proporcdo 1:2 em PBS-FBS 10%. As curvas padrdo feitas com as proteinas recombinantes
murinas foram iniciadas na concentracdo de 2000pg/ml. As amostras adicionadas foram
incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, sendo posteriormente lavadas, batidas no
papel absorvente e anticorpos de deteccdo conjugado com a enzima peroxidase e diluidos em
PBS-FBS10% foram adicionados por 1 hora na temperatura ambiente. As placas incubadas
com anticorpos de deteccdo foram lavadas, batidas no papel absorvente e adicionadas
substrato TMB (Tetrametilbenzidina), sendo a reacdo parada com acido fosforico 1M. As
placas foram lidas em espectrofotdmetro utilizando o comprimento de onda de 450nm com
correcdo de 570nm. O programa StatView 4.0 foi utilizado para transformar a absorbancia
obtida de cada amostra no espectrofotdbmetro em concentracdo através de regressdo linear,
obtendo assim a dosagens das citocinas. Além disso, as dosagens foram corrigidas de acordo

com a diluicdo realizada nas amostras e pelo peso do 6rgao processado.

5.7. Determinacéo da producéo de NO

Os niveis de 6xido nitrico (NO) foram obtidos através da quantificacdo de nitrito
nas amostras de figado como pardmetro indireto da producgdo de NO. Para isso, utilizou-se a
reacdo de Griess (Green et al., 1982). O reagente de Griess € uma mistura 1:1 de 1% de
sulfanilamida (Reagen) e 0.1% de naftiletilenodiamino-bicloridrato (Vetec) em &cido
ortofosforico (HsPO,4) a 5% (Vetec). Neste método, o nitrito (NO,) em meio &cido reage com
a sulfanilamida para produzir um ion diazénico. Os nitrogénios (diazo composto) reagem com
0 NED (cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina), formando um cromoforo de coloragdo
rosea que apresenta pico de absorbancia em 540nm (Bryan; & Grisham, 2007). Assim, 50 uL
de cada amostra foram distribuidas em placa de 96 pocos e, em seguida, foi adicionado 50 pL
da solucéo de revelacao na dilui¢do 1:1 das solucbes A e B (solugdo A: 1% sulfanilamida em
5% H3PO, e solucdo B: 0,1% NEED). Para a quantificacdo de nitrito/NO, foram comparados
0s niveis detectados em espectrofotdmetro (540nm) com os obtidos em curva padrdo de
concentragfes conhecidas de nitrato de sodio (NaNO3). As dosagens foram corrigidas de

acordo com a diluicéo realizada nas amostras e pelo peso do érgdo processado.
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5.7.1. Componentes do Reagente de Griess

Acido Fosférico 5%
H3PO4 85%0 P.A. (VELEC)...cuiiiieie ettt ettt et ae e sra e be e sreeere e 20mL
Agua deionizada Milli-Q...........cc.coevivrreiieeieeceeee et s s, 320mL

Solucgéo A — Sulfanilamida 1% p/v
Sulfanilamida (REAGEN)........eiiiiieiiiieieie et bbbt be e 0,59
L Lo VTSRS 50mL

Solucéo B - Naftiletilenodiamino — bicloridrato 0,1% p/v
Naftiletilenodiamino - bicloridrato (VEteC)........ccoveveieriiiiiierieee e 0,059
L Lo O VTSSO 50mL

Deixar as solucBes estoque A e B a 4°C. No momento do ensaio, misturar uma parte da

solugédo A e uma parte da solugdo B, formando o reagente de Griess.

5.8. Andlise estatistica

Os resultados obtidos neste trabalho foram submetidos ao programa Graph Pad
Prism 7 para verificar se apresentavam diferengas significativas. Todos os dados foram
submetidos ao teste de normalidade de D'Agostino & Pearson. Os dados foram representados
nos graficos como barras demonstrando a média + o erro padrdo. Para os dados que
demonstraram uma distribuigdo ndo-Gaussiana, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Os
resultados que obtiveram o valor de p menor que 0,05 foram considerados significativamente

diferentes, e foram indicados por um asterisco sobre a barra do gréafico.

5.9. Formatacéao

O trabalho seguiu as normas da ABNT (versdo 2016), assim como as normas de
formatacdo estabelecidas pelo curso de mestrado académico em odontologia da Universidade
de Uberaba.
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476 6. Resultados

477

478

479  6.1. Dosagem de TNF-a no figado

480

481 As analises do tecido hepatico demonstraram que 0s animais submetidos a dieta

482 HFLC apresentaram niveis aumentados de TNF-o quando comparados aos animais

483  alimentados com a dieta balanceada (p=0,0186) (grafico 1).
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490 Grafico 1. Dosagem de TNF-a no figado de ratos submetidos ou ndo a dieta HFLC. Os dados
491  mostram um aumento dos niveis de TNF-a no grupo experimental comparado ao grupo controle. *
492  Valor de p<0,05.

493

494

495  6.2. Dosagem de IL-6 no figado

496

497 As dosagens de IL-6 obtidas para os animais de ambos 0s grupos estdo mostradas

498 no gréfico 2. Os dados demonstraram um aumento nos niveis hepéaticos de IL-6 em ratos
499  alimentados com a dieta HFLC quando comparados aos ratos alimentados com a dieta
500 balanceada (p=0,0186).

501
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Gréfico 2. Dosagem de IL-6 no figado de ratos submetidos ou ndo a dieta HFLC. Os dados mostram
aumento dos niveis de IL-6 no grupo experimental comparado ao grupo controle. * Valor de p< 0,05.

6.3. Dosagem de I1L-12p40 no figado

Os dados obtidos para IL-12p40 demonstraram diferencas entre 0S grupos
avaliados (p=0,0325). Os niveis de IL-12p40 foram maiores no figado dos animais
alimentados com a dieta HFLC, quando comparados aos animais alimentados com a dieta
balanceada (gréfico 3).
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Graéfico 3. Dosagem de IL-12p40 no figado de ratos submetidos ou ndo a dieta HFLC. Os dados
mostram aumento dos niveis de 1L-12p40 no grupo experimental comparado ao controle. * Valor de
p< 0,05.
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6.4. Dosagem de IL-17A no figado

O gréfico 4 mostra os dados obtidos para IL-17A hepéatica. As analises
demonstraram que animais do grupo experimental tendem a apresentar maiores niveis de IL-
17A quando comparados aos animais do grupo controle. Contudo, tais diferencas ndo foram

estatisticamente comprovadas (p=0,0691).
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Gréfico 4. Dosagem de IL-17A no figado de ratos submetidos ou ndo a dieta HFLC. Os dados obtidos
ndo mostram diferenca nos niveis de IL-17A entre os grupos controle e experimental. Valor de p>
0,05.

6.5. Dosagem de IL-10 no figado

Os dados obtidos para IL-10 hepética em ratos dos grupos controle e experimental
estdo representados grafico 5. As analises demonstraram que a dieta HFLC promoveu

aumento nos niveis de IL-10 quando comparado ao grupo controle (p= 0,0409).
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Grafico 5. Dosagem de IL-10 no figado de ratos submetidos ou ndo a dieta HFLC. Os dados mostram
aumento dos niveis de IL-10 no grupo experimental comparado ao grupo controle. * Valor de p< 0,05.

6.6. Dosagem de 6xido nitrico no figado

As dosagens de 6xido nitrico demonstraram que a dieta HFLC altera o perfil desta
molécula no figado dos ratos. Os dados demonstraram que animais do grupo experimental
possuiam aproximadamente sete vezes mais NO quando comparados ao grupo controle (p=
0,0059).
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Graéfico 6. Dosagem de NO no figado de ratos submetidos ou nédo a dieta HFLC. Os dados mostram
aumento dos niveis de NO no grupo experimental comparado ao grupo controle. * Valor de p< 0,05.
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7. Discussao

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que uma dieta rica em
lipideos e restrita em carboidratos (HFLC) promove um aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias como IL-6, 1L-12 e TNF-o; anti-inflamatéria como IL-10; e de éxido nitrico
(NO) no figado de ratos da linhagem Wistar.

As alteracdes fisiologicas observadas mediante a utilizacdo de diferentes tipos de
dietas associadas a modelos experimentais vém contribuindo para o entendimento de diversas
patologias e, por vezes, tornaram-se promissoras em agOes terapéuticas para doengas como
esclerose multipla, DM2, epilepsia e a propria obesidade (Brinkworth et al., 2009; Ruth et al.,
2013; Tay et al., 2015; Choi et al., 2016; Boison, 2017). Nesse sentido, a composi¢cdo da
dieta, o tempo de exposicdo, 0 modelo experimental utilizado e a forma de administracéo sdo
fundamentais, pois alteracfes nestes parametros podem levar a diferentes observacgoes.

Os componentes de uma dieta e os tipos de acidos graxos podem levar ao
desenvolvimento da DHGNA. Embora, estudos em humanos e camundongos demonstrem
que o consumo de carboidratos ou de gorduras em excesso contribuem para o acimulo de
lipideos neutros no figado levando a esteatose e esteato-hepatite (Zivkovic et al., 2007; Pierce
et al., 2016), recente estudo em ratos sugere que a composicao da gordura é mais importante
do que a quantidade de gordura consumida em termos de gorduras cis e trans (Longhi et al.,
2016). Segundo o estudo de Jarakamjorn et al. (2016) em camundongos, o acimulo de
lipideos e a inflamacdo hepética dependem do tempo de consumo da dieta hiperlipidica e a
progressao da esteatose para a esteato-hepatite esta relacionada a agdo das espécies reativas de
oxigénio, que levam ao estresse oxidativo pelo desequilibrio do sistema oxidacdo-
antioxidacao.

A dieta HFLC utilizada em nossos estudos possui alto teor calorico
(721,9kcal/100g), onde 85,5% destas calorias tém como fonte energética a banha de porco
que, por sua vez, é composta tanto de acidos graxos saturados quanto insaturados de cadeia
longa (Almeida et al., 2009). Em recente estudo utilizando uma abordagem protedmica foi
demonstrado que acidos graxos de cadeia longa podem induzir apoptose, estresse oxidativo e
respostas inflamatorias crénicas nas células hepaticas humanas com esteatose (Wang et al.,
2016). Além disso, estudo utilizando acidos graxos saturados sugere que a expressdo de
COX-2 (Ciclo-oxigenase-2) e iINOS pode ser induzida pela ativacdo da via de expressao de

NF«B (fator nuclear kappa B) através da sinalizacdo de TLR4 (toll-like receptor 4) (Lee et al.,
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2001). De fato, nossos achados indicam uma resposta inflamatéria hepatica mediante o
significativo aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatorias como IL-6 e TNF-a, e de
oxido nitrico no figado de ratos alimentados como a dieta HFLC. Adicionalmente, analises
histologicas demonstraram que 80% do figado destes animais apresentaram grau acentuado de
esteatose (Ramires, 2016).

A associagdo entre esteatose hepética e resposta inflamatoria foi observada em
estudo em camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica, onde o conteudo de
triglicerideos intracelulares foi diretamente proporcional a susceptibilidade dos hepatocitos a
apoptose e a uma maior a producao de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-1, IL-6 e
MCP-1 (Sheng et al., 2013). Dessa forma, os dados apresentados para TNF-a e IL-6
associados ao grau de esteatose observado para estes animais (Ramires, 2016) indicam que
mecanismos semelhantes estejam ocorrendo nos ratos alimentados com a dieta HFLC. Além
disso, estudos realizados em camundongos indicam que as dietas ricas em lipideos podem
promover um aumento dos niveis de TNF-a ¢ IL-6 hepéticos, corroborando com nossos
achados (Tateya et al., 2011; Morinaga et al.; 2015; Pan et al. 2015).

O fator de necrose tumoral alfa tem um importante papel na ativacdo das células
vizinhas da imunidade inata hepatica e pode ativar variavelmente 0s mecanismos de
sinalizacdo, que culminam em apoptose dos hepatdcitos, acimulo de células inflamatérias e
ativacdo das células estreladas, além de inibir a propagacdo da sinalizacdo a insulina no
hepatdcito, o que leva a resisténcia a insulina (Jou et al., 2008). Evidéncias suportam o papel
de TNF-a na fisiopatologia da DHGNA: 0s seus niveis séricos encontram-se aumentados em
pacientes obesos e com esteato-hepatite; a sua expressdo génica esta aumentada nos tecidos
adiposo e hepatico de pacientes obesos; e 0 aumento dos niveis de TNF-a e IL-8 promove
estresse oxidativo e eventual apoptose com recrutamento de células inflamatorias no figado
(Copaci et al., 2006).

Nossos dados sugerem que o aumento de IL-6 ocorreu mediante inducdo por
TNF-o, através da ativacdo das ceélulas de Kupffer pelos acidos graxos presentes na dieta
HFLC. De fato, estudo em camundongos demonstrou que TNF-o induz um aumento dos
niveis hepaticos de IL-6 podendo ainda levar a um quadro de resisténcia a insulina (Klover et
al., 2003). Além disso, estudo em ratos mostrou que o aumento dos niveis séricos de TNF-a e
IL-6 exerce importante papel na resisténcia a insulina induzida pela dieta hiperlipidica (Jiao et
al. 2008).

O papel de IL-6 na patogia hepatica € complexo e sua participacdo no

desenvolvimento da DHGNA né&o esta totalmente esclarecida. Estudos mostram que além de
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induzir resisténcia a insulina, estimular a apoptose dos hepatocitos e contribuir para o
desencadeamento da esteato-hepatite, IL-6 pode atuar na regeneracdo hepatica
(Braunersreuther et al. 2012; Stojsavljevic et al., 2014). Entretanto, a neutralizacdo da via de
sinalizacdo do receptor de IL-6 com tocilizumab, um anticorpo bloqueador especifico para
este receptor, embora promova um aumento da esteatose hepéatica, melhora a lesdo hepatica
em camundongos submetidos a uma dieta que induz esteato-hepatite por insuficiéncia de
colina e metionina (Yamaguchi et al., 2010).

Estudos demonstraram que o tratamento em camundongos obesos nocaute para
IL-6 com o anticorpo IL-6, melhora a resisténcia a insulina induzida por uma dieta
hiperlipidica, e que a deficiéncia de IL-6 nestes animais pode atenuar a esteato-hepatite
induzida por dieta (Klover et al., 2005; Mas et al., 2009). Em humanos com esteato-hepatite,
foi observada uma correlacdo positiva entre a expressao de IL-6 nos hepatocitos e a gravidade
da DHGNA (Wieckowska et al., 2008). Assim, embora a IL-6 pudesse melhorar a leséo
hepética e promover regeneracdo, poderia também sensibilizar o figado para lesdes, estimular
a apoptose dos hepatdcitos, induzir resisténcia a insulina e participar no desenvolvimento da
esteato-hepatite.

Dietas com alto teor de gordura ou sacarose induzem obesidade em camundongos,
que, por sua vez, desenvolvem figados gordurosos e adquirem anormalidades no sistema
imune inato hepatico, como o aumento de apoptose nas células T natural killer (NKT). Esta
reducdo das células NKT leva a uma producdo hepéatica excessiva de citocinas Thl
promovendo a inflamacdo do érgdo e contribuindo para o estabelecimento da doenca hepatica
relacionada com a obesidade (Li et al., 2005). Além disso, niveis aumentados de IL-12 foram
detectados no figado de camundongos alimentados com a dieta hiperlipidica, sugerindo que a
deplecdo de células NKT ocorre mediante aumento de IL-12 (Li et al., 2005).

Os niveis séricos de IL-12 e IL-10 em humanos aumentam a medida que ha
progressao da doenca hepatica, e 0 aumento dos niveis de I1L-12 esté relacionado a obesidade,
resisténcia a insulina, trigliceridemia e TNF-a (Suarez - Alvarez et al., 2013; EI-Emshaty et
al., 2015). De fato, nossos dados demostraram um aumento de IL-12p40 e IL-10 no figado
dos ratos alimentados com a dieta HFLC comparado ao controle, comprovando sua relagdo
com os niveis de TNF-a e obesidade.

Como mencionado, os dados obtidos para IL-10 demonstraram que esta citocina
anti-inflamatoria encontra-se em maior quantidade no figado de ratos alimentados com a dieta
HFLC. Estudos demonstraram que IL-10 possui capacidade imunomodulatéria e pode ser

capaz de inibir a lesdo hepéatica mediada por células T e macrofagos in vivo, sendo Gtil no
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tratamento da insuficiéncia hepéatica aguda. As possiveis atividades protetivas de IL-10
envolvem a modulacéo da proliferacdo dos hepatdcitos e da fibrose hepatica, assim como a
diminuicdo dos niveis séricos de TNF- a ¢ IFN-y (Nagaki et al., 1999; Louis et al., 2003).
Além disso, IL-10 tem a capacidade de inibir os mondcitos e macréfagos de apresentarem
antigenos as células T e, portanto, IL-10 pode promover a diminuicdo da secrecdo de IL-1, IL-
6, IL-8, IL-12 e TNF-a (Trifunovic et al., 2015). Estudo demonstrou que a dieta hiperlipidica
aumenta os niveis TNF-a, IFN-y ¢ de IL-10 no figado de camundongos (Tang et al., 2013).
Dessa forma, nossos dados sugerem que o aumento de IL-10 no figado seja uma tentativa de
diminuir os efeitos pro-inflamatorios desencadeados por outras citocinas.

Estudos tém mostrado que IL-17A tem importante papel na patogénese da fibrose
hepética através da ativacdo das células estreladas no figado, e que dietas ricas em lipideos
podem induzir um aumento desta citocina no figado de humanos e camundongos (Tang et al.,
2011; Tan et al., 2013; Kim et al., 2016). Nesse sentido, os &cidos graxos livres e IL-17
podem induzir a producdo de IL-6 pelos hepatdcitos, que associada com TGF-B, expandem as
células Thl7 (Tang et al., 2011). Além disso, o0 aumento dos niveis séricos de IL-17A foi
relacionado com a severidade das doencas hepaticas cronicas (Yasumi et al., 2007).

Nossos dados demostraram que 0s niveis de IL-17A dosados no figado dos ratos
alimentados com a dieta HFLC e com a dieta AIN-93G foram semelhantes, contrapondo os
dados obtidos para outros modelos experimentais (Tang et al., 2011; Tan et al., 2013; Kim et
al., 2016). Aparentemente, o tempo de exposicdo as dietas HFLC e AIN-93G ndo foi o
suficiente para induzir um aumento diferenciado de IL-17A entre os grupos. O periodo de
tempo também pode ter contribuido para um aumento nos niveis de IL-17A nos animais do
grupo controle mediante a alimentagdo ad libitun associada a falta de atividade fisica;
contudo, estas diferencas ndo foram extensiveis para as demais citocinas investigadas.

O 6xido nitrico tem importante papel na fisiologia e fisiopatologia hepatica. No
figado, pequenas quantidades de Oxido nitrico gerados pela eNOS, expressa nas células
endoteliais, sdo importantes para a homeostasia e protecdo hepética (lwakiri, 2015). Dados
obtidos por grupos de pesquisa em ratos e camundongos, demonstraram que dietas
hiperlipidicas promovem uma diminuicdo da biodisponibilidade do Oxido nitrico hepatico
pela diminuicdo da eNOS relacionada com a disfuncao endotelial e mitocondrial (Eccleston et
al., 2011; Gonzales-Paredes et al., 2016).

Estudo recente em figado de humanos mostrou que acidos graxos de cadeia longa
induzem os hepatdcitos esteatoticos a apoptose através da ativacdo de caspases e do aumento

de oxido nitrico levando a um aumento da expressdo de TNF-a e IL-6 (Wang et al., 2016).
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Além disso, outros estudos associam a ingestdo de dietas ricas em lipideos com o aumento
dos niveis hepéaticos de NO (Mantena et al., 2009; Liu et al., 2015).

Os dados obtidos no presente estudo corroboram com os achados supracitados,
pois os niveis de NO encontrados no figado de ratos alimentados com a dieta HFLC foram
maiores, quando comparado aos ratos do grupo controle. Estes dados sugerem uma possivel
ativacdo do sistema imune hepético, seguido pela liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e
inducdo da iINOS. O NO gerado pela iINOS é um importante mediador citotdxico das células
imunes ativadas e a sua toxicidade se faz presente em situacdes de estresse oxidativo e
deficiéncia do sistema antioxidante e pode levar a morte celular. Em altos niveis, o0 NO tem
efeitos pré-inflamatorios e tem sido relacionado a etiologia de vérias doencgas hepaticas,
incluindo a fibrose hepatica (Tateya et al., 2011; Iwakiri, 2015).

A reducdo gradual de peso através de modificacBes nos habitos alimentares
associada a pratica de exercicio fisico tem sido considerada uma das principais formas de
tratamentos para todas as formas da DHGNA (Zivkovic et al., 2007). Dessa maneira, estudos
que investiguem o efeito de diferentes tipos de dietas sobre a fisiologia sdo de fundamental
importancia para desvendar as consequéncias que os habitos alimentares podem trazer ao
organismo.

Os dados apresentados no presente estudo demonstram que a dieta rica em
lipideos e restrita em carboidratos (HFLC) promove uma resposta inflamatéria hepatica em
ratos da linhagem Wistar mediante o aumento das citocinas pro-inflamatorias 1L-6, TNF-a,
IL-12, e de dxido nitrico, e que 0 aumento da citocina anti-inflamatoria I1L-10 pode indicar
uma resposta do sistema imune hepatico a inflamagédo. Dessa forma, o presente estudo vem
contribuir para o melhor entendimento dos efeitos desencadeados por uma dieta HFLC no

figado de murinos associados com a obesidade e a DHGNA.
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717 8. Conclusao
718
719

720

721 v' A dieta HFLC promoveu uma resposta inflamat6ria mediante o aumento dos niveis das
722 citocinas pro-inflamatorias TNF-a. I1L-6, 1L-12p40 e de éxido nitrico no figado de ratos
723 Wistar.

724

725 v A dieta HFLC ndo promoveu alteracGes significativas nos niveis de IL-17A dosadas no
726 figado de ratos Wistar de ambos 0s grupos.

727

728 v A dieta HFLC promoveu uma resposta anti-inflamatéria na tentativa de diminuir os
729 efeitos produzidos pelas citocinas TNF-a, IL-6 e IL-12p40, através do aumento dos niveis
730 de IL-10 no figado destes animais.
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