Darkiane Fernandes Ferreira

Papel do receptor toll-like 4 no metabolismo
lipidico hepéatico

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias
Programa: Ciéncias Médicas

Area de concentracdo: Distlrbios do Crescimento
Celular, Hemodinamicos e da Hemostasia

Orientadora: Dra. Thais Martins de Lima

(Verséo corrigida. Resolugdo CoPGr 6018/11, de 1 de novembro de 2011. A versao original
esta disponivel na Biblioteca da FMUSP)

Sao Paulo
2014



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reproducdo autorizada pelo autor

Ferreira, Darkiane Fernandes
Papel do receptor toll-like 4 no metabolismo lipidico hepatico / Darkiane
Fernandes Ferreira. -- Sao Paulo, 2014.
Dissertacdo(mestrado)--Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
Programa de Ciéncias Médicas. Area de concentracéo: Distdrbios do
Crescimento Celular, Hemodinamicos e da Hemostasia.
Orientadora: Thais Martins de Lima.

Descritores: 1.Metabolismo dos lipideos 2.Figado 3.Toll-like receptor 4
4.Figado gorduroso/metabolismo 5.Triglicérides 6.Acidos graxos 7.Colesterol
8.Receptores de LDL 9.Camundongos Knockout

USP/FM/DBD-238/14




Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento

desta publicacéo:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors
(Vancouver).

Guia de apresentacéo e dissertacdes, teses e monografias.

Elaborado por Anneliese Cordeiro da Cunha, Maria Julia de A.L. Freddi, Maria
F. Crestana, Marinalva de Souza Aragdo, Suely Campos Cardoso, Valéria

Vilhena. 32 Ed. Sdo Paulo: Divisédo de Biblioteca e Documentacdes; 2012

Abreviaturas dos titulos dos periédicos de acordo com List Journals Indexed in
Index Medicus.







Aos meus pais, Pedro e lzabel, amigos e
auxiliadores de todos os momentos.
As minhas irmas, Kyria e Keyla,

pela amizade e apoio de sempre.



Agradecimentos

A Deus, primeiramente, que é dono de todas as coisas e € Quem
tem me sustentado.

Meus sinceros agradecimentos também a minha orientadora Dra.
Thais Martins de Lima, pela confianca, ensino, ajuda, compreenséao,
paciéncia e presenca estrita em todas as etapas para a
concretizacao deste estudo.

Ao Prof. Dr. Heraldo Possolo de Souza pela oportunidade,
confianca, apoio e pelas muitas sugestdes durante o curso deste
trabalho.
Ao amigo Ricardo Petroni, pela disposicao e paciéncia em ensinar e
ajudar em muitos experimentos deste trabalho. A vocé, meu muito
obrigada!

A Denise Frediani Barbeiro, por toda ajuda e conhecimento
transmitido em muitas rea¢cdes de PCR deste estudo.

A Sueli Ariga pelo auxilio com o analisador de imagens e pela ajuda
de sempre para esclarecer duvidas.

A Fatima Abatepaulo pelo auxilio com a parte histoldgica.

Ao Dr. Jarlei Fiamoncini pelas varias sugestdes em inumeras
etapas deste trabalho.

A Kelli, secretéria do LIM-51, pela competéncia, disposicdo e auxilio
sempre que necessario.

Ao Geraldo pelas conversas e auxilio.

A todos os demais colegas do laboratorio de investigacdo medica
51 (LIM-51) pelas conversas, amizade, apoio e incentivo.

A FAPESP, CNPg e CAPES pelos fomentos disponibilizados para a
realizacao deste trabalho.



Sumaério
Lista de abreviaturas, simbolos e siglas
Lista de Tabelas

Lista de Figuras

Resumo
Summary
1.INTRODUCAO 1
1.1. Sindrome metabdlica e a doenca do figado gorduroso néo alcodlico
(NAFLD) 1
1.2.Patogénese da NAFLD 3
1.3.Patogénese da NASH 5
1.4.NAFLD e receptores Toll-like 6
2.HIPOTESE 10
3.0BJETIVO 11
3.1.Estratégia 11
4 METODOS 12
4.1. Animais e dietas 12
4.2. Coleta de sangue e figado 13
4.3. Perfil lipidico plasmatico 13
4.4. Extracdo de lipidios totais 13
4.5. Reacao em cadeia de polimerase em tempo real 14
4.6. Andlise estatistica 16
5. RESULTADOS 18
5.1. Ganho de peso 18
5.2. Porcentagem de gordura epididimal e retroperitoneal 19
5.3. Perfil plasmatico de lipidios 21
5.3.1.Triglicérides 21
5.3.2. Colesterol 23
5.3.3. Acidos graxos livres 25
5.4. Perfil hepatico de lipidios 27
5.4.1. Triglicérides 27
5.4.2. Colesterol 28
5.5. Modulagéo da expressdo génica de proteinas envolvidas na sintese
de triglicérides pelo figado 29
5.5.1. ApoB100 29
5.5.2. GPAT1 30
5.5.3. GPAT4 31

5.5.4. MTTP 32



5.6. Modulacdo da expressdo génica de enzimas envolvidas na

degradacdo de triglicérides pelo figado 33
5.6.1.CPT 1 33

5.6.2. MTP 34

5.6.3. ACOX 36

5.6.4. PBE 37

5.6.5. Tiolase 38

5.7. Modulagdo da expressdo génica de enzimas envolvidas na
degradacéao de colesterol pelo figado 39
5.7.1. CYP7al 39

5.8. Modulacéo da inflamacéo no figado 40
5.8.1. F4/80 40

5.8.2. IL-18 41

5.8.3. IL-6 42

5.8.4. TNF-a 43

6. DISCUSSAO 44
6.1. Consideracfes sobre o modelo experimental utilizado 44

6.2. A auséncia do receptor TLR4 interfere no perfil plasmatico de lipidios

46

6.3. A auséncia do receptor TLR4 nao altera a producdo de TG pelo
figado 48
6.4. A auséncia do receptor TLR4 aumenta a oxidacao de AG pelo figado

50

6.5. A auséncia do receptor TLR4 favorece a excrecao de colesterol 53
6.6. A auséncia do receptor TLR4 altera a inflamacdo e a producéo
hepatica de citocinas 54
7. CONCLUSOES 58
8. REFERENCIAS 59



Lista de Abreviaturas, Simbolos e Siglas

AG Acidos Graxos

Apo Apolipoproteina

B2M Microglobulina beta 2

BiP Proteina de ligacéo de cadeia pesada da imunoglobulina
COL Colesterol

CPT1 Carnitina palmitoil aciltransferase 1

CYP2E1 Citocromo P-450 2E1

CYP7al Colesterol 7 a hidroxilase

DAG Diacilgricerideos

DGAT Diacilglicerol aciltransferase microssomal
Duplo KO  Deficiente para o receptor de LDL e TLR4

FABP do inglés “Fatty Acid Binding Protein” traduzido por Proteina de
ligacdo de acido graxo

GPAT Glicerol 3 fosfato aciltransferase

HDL do inglés “High Density Lipoprotein” traduzido por Lipoproteina de
alta densidade

IFN-y Interferon gama

IL Interleucina

Kg Quilograma

LDLr KO Deficiente para o receptor de lipoproteina de baixa densidade

LDL do inglés “Low Density Lipoprotein” traduzido por Lipoproteina de
baixa densidade

LPS Lipopolissacarideo

MCP-1 do inglés “Monocyte chemotactic protein 1” traduzido por Proteina

guimioatrativa de macréfagos

mg Miligrama

mL Mililitro

mM Milimolar

MmTOR do inglés “Mammalian target of rapamycin” traduzido por Alvos

mamiferos da rapamicina

MTP Proteina trifuncional mitocondrial



MTTP do inglés “Microsomal triglyceride transfer protein” traduzido por
Proteina de transferéncia de triglicerideo microssomal

MUT Mutado

MYD88 do inglés “Myeloid differentiation primary response gene (88)"
traduzido por Gene de resposta priméria de diferenciacdo mielbide

NAFLD do inglés “Non-alcoholic Fatty Liver Disease” traduzido por

Doenca do figado gorduroso nao-alcodlico

NASH do inglés “Non-alcoholic Steatohepatitis” traduzido por
Esteatohepatite ndo-alcoodlica

NF-kB do inglés “nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells”

nM Nanometros

PAMPS do inglés “Pathogen-associated molecular pattern” traduzido por

Padrées moleculares associados a patégenos
PBE Proteina -bi/multifuncional
PPAR do inglés “Peroxisome proliferator-activated receptor’ traduzido

por Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma

RNA do inglés “Ribonucleic acid” traduzido por Acido ribonucleico
RPM Rotacdes por minuto
ROS do inglés “Reactive Oxygen Species” traduzido por Espécies

reativas de oxigénio

SR-B1 do inglés “scavenger receptor class Bl” traduzido por Receptor
scavenger de colesterol

SREBP do inglés “Sterol regulatory element-binding protein” traduzido por

Proteina ligante do elemento regulado por esteréides

TGF-B do inglés “Transforming Growth Factor”

Tiol Tiolase

TNF do inglés “Tumor Necrosis Factor” traduzido por Fator de necrose
tumoral

TLR do inglés “Toll-like receptor” traduzido por Receptor toll like

TLR4 KO Deficiente para o receptor toll like 4
TG Triglicérides



VLDL do inglés “Very Low Density Lipoprotein” traduzido por
Lipoproteina de muito baixa densidade

WT do inglés “Wild Type” traduzido por Tipo selvagem

Mg Micrograma

ML Microlitro



Lista de Tabelas

Tabela | — Sequéncia dos primers utilizados nas reacdes de PCR para
avaliaGao da eXPreSSEA0 GENICA ......ccoiiiiiiiieieieese e 16

Lista de Figuras

Figura 1 — Ganho de peso dos animais do grupo controle, TLR4 KO, LDLr KO
e Duplo KO ap6s 12 semanas recebendo dieta normo ou hiperlipidica 18

Figura 2 — Proporgédo de gordura epididimal nos animais do grupo controle,
TLR4 KO, LDLr KO e Duplo KO tratados com dieta normo ou hiperlipidica por
12 semanas 19

Figura 3 — Proporcgéo de gordura retroperitoneal nos animais do grupo controle,
TLR4 KO, LDLr KO e Duplo KO tratados com dieta normo ou hiperlipidica por
12 semanas 20

Figura 4 — Concentracdo de triglicérides plasméatico apds ingestdo de dieta
controle por diferentes periodos 22

Figura 5 — Concentracdo de triglicérides plasmatico apds ingestdo de dieta
hiperlipidica por diferentes periodos 22

Figura 6 — Concentracdo de colesterol total plasmético apos ingestédo de dieta
normolipidica por diferentes periodos 24

Figura 7 - Concentracdo de colesterol total plasmatico apds ingestao de dieta
hiperlipidica por diferentes periodos 24

Figura 8 - Concentracdo plasmatica de acidos graxos livres ap0s ingestao de
dieta normolipidica por diferentes periodos 26

Figura 9 - Concentragdo plasmatica de acidos graxos livres ap0s ingestao de
dieta hiperlipidica por diferentes periodos 26

Figura 10 - Concentracao de triglicérides hepatico dos diferentes grupos apos
12 semanas 27

Figura 11 - Concentracdo de colesterol hepético dos diferentes grupos apés 12
semanas 28

Figura 12 - Expressédo de ApoB100 nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 29


file:///C:/Users/Eduardo/Documents/Tese/pré%20tese%20(final%201).docx%23_Toc202627036
file:///C:/Users/Eduardo/Documents/Tese/pré%20tese%20(final%201).docx%23_Toc202627036

Figura 13 - Expressdo de GPAT1 nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 30

Figura 14 - Expressao de GPAT4 nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 31

Figura 15 - Expressdo de MTTP nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 32

Figura 16 - Expressdo de CPT1 nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 33

Figura 17 - Expressao de MTP-a nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 34

Figura 18 - Expressao de MTP-f3 nos grupos de animais controle e deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLrKO)
e deficientes para o receptor TLR4 e LDL (DuploKO) 35

Figura 19 - Expressdo de ACOX nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 36

Figura 20 - Expressdo de PBE nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 37

Figura 21 - Expressao de tiolase nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (DuploKO) 38

Figura 22 - Expressédo de CYP7al nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLrKO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 39

Figura 23 - Expressao de F4/80 nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLrKO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 40

Figura 24 - Expressao de IL1-B nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 41



Figura 25 - Expresséao de IL-6 nos grupos de animais controle, deficientes para
0 receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLrKO) e
deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 42

Figura 26 - Expressdo de TNF-o nos grupos de animais controle, deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLrKO)
e deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO) 43



Resumo

Ferreira DF. Papel do receptor toll-like 4 no metabolismo lipidico hepatico
[Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&ao Paulo;
2014.

Estudos recentes tém demonstrado uma participacdo importante do receptor
toll-like 4 (TLR4) na evolucdo de doencas envolvendo desordens metabdlicas,
como a doenca do figado gorduroso nédo-alcodlico (NAFLD). No entanto, as
alteracbes do metabolismo lipidico que poderiam ser influenciadas pela
ativacdo do TLR4 s&o desconhecidas. Neste estudo propomos caracterizar o
papel do receptor TLR4 no metabolismo de lipidios no figado de camundongos
deficientes para o receptor de LDL, um modelo que desenvolve NAFLD quando
submetido a uma dieta rica em gordura saturada e colesterol. Camundongos
controle (C57 black6), deficientes para o receptor de LDL (LDLrKO), deficientes
para o receptor TLR4 (TLR4KO) ou deficientes para ambos (duplo KO)
receberam dieta controle ou hiperlipidica por quatro, oito ou doze semanas.
Apds o tratamento e sacrificio dos animais, avaliamos o perfil de lipidios
plasmaticos, o conteudo de lipidios do figado e a expressdo génica de enzimas
relacionadas a sintese e degradacao de triglicerideos (TG) e colesterol no
figado. O perfil inflamatoério no figado também foi avaliado. A dieta hiperlipidica
induziu uma hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia nos animais LDLr KO e
duplo KO, sendo que o grupo duplo KO apresentou niveis séricos inferiores de
triglicérides (TG) e acidos graxos livres a partir de oito semanas de tratamento
em comparacgao aos animais LDLrKO. A dieta hiperlipidica também induziu um
aumento significativo no contetdo de TG e de colesterol no figado de todos os
grupos. Na andlise da expressédo génica ndao foram encontradas diferencas na
expressdo de proteinas relacionadas a sintese de triglicérides e colesterol
(ApoB100, MTTP, GPAT1 e GPAT4) entre os grupos. Porém houve aumento
significativo na expressao de proteinas relacionadas a oxidacdo de acidos
graxos (CPT1, MTP, ACOX, PBE, tiolase) e a sintese de acidos biliares
(CYP7al) no grupo duplo KO em comparacdo ao grupo LDLr KO. No perfil
inflamatorio, a expressdo de F4/80 demonstrou infiltracdo de macréfagos
significativamente elevada no grupo LDLrKO tratado com a dieta hiperlipidica
comparada a todos os outros grupos. No entanto, houve maior expressédo de
IL-6, IL-18 e TNF-a no grupo duplo KO em comparacado ao grupo LDLr KO.
Nossos dados sugerem que a ativacdo do TLR4 no figado de animais
alimentados com uma dieta hiperlipidica pode contribuir para o acumulo de
lipidios e inicio da esteatose hepatica. Estratégias para a inativacdo hepatica
do TLR4 podem diminuir a NAFLD n&o somente devido a diminuicdo da
inflamacé&o, mas por aumentar a oxidagcao de acidos graxos no figado.

Descritores: metabolismo dos lipideos, figado, Toll-like receptor 4, figado
gorduroso/metabolismo, triglicérides, acidos graxos, colesterol, receptores de
LDL, camundongos Knockout



Summary

Ferreira DF. Role of toll-like receptor 4 in hepatic lipid metabolism [dissertation].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2014.

Recent studies have shown an important role of toll-like receptor 4 (TLR4) in the
evolution of diseases involving metabolic disorders, such as non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD). However, changes in lipid metabolism regulated by
TLR4 activation are still unknown. In this study, we characterized the role of
TLR4 receptor in hepatic lipid metabolism of mice deficient for the LDL receptor,
a model that develops NAFLD when exposed to a diet rich in saturated fat and
cholesterol. We investigated the role of TLR4 activation in the pathogenesis of
diet-induced NAFLD by crossing LDLr KO mice with the TLR4 knockout mice
(double KO). Animals were fed for 4, 8 or 12 weeks with high-fat diet (HFD)
containing 18% saturated fat and 1.25% cholesterol. We evaluated plasma lipid
profile, hepatic lipid content and gene expression of enzymes related to the
synthesis and degradation of triglycerides and cholesterol in the liver. Liver
inflammatory status was also investigated. We observed that HFD induced
hypertriglyceri-demia and hypercholesterolemia in LDLr KO and double KO
mice, but double KO animals presented lower serum levels of triglycerides and
free fatty acids after eight weeks of treatment. HFD also induced a significant
increase in liver contents of triglycerides (TG) and of cholesterol in all groups.
We did not find differences in the expression of proteins related to triglycerides
and cholesterol synthesis (ApoB100, MTTP, GPAT1, GPAT4) between the
groups. However, we observed a significant increase in the expression of
proteins related to fatty acid oxidation (CPT1, MTP, ACOX, PBE, tiolase ) and
bile acid synthesis (CYP7al) in double KO group in comparison to LDLr KO.
Regarding the inflammatory process, F4/80 expression was elevated in LDLr
KO mice fed HFD when compared to all groups. On the other hand, IL-6, IL-13
e TNF-a expression was induced by HFD only in double KO mice. Taken
together, our results show that TLR4 activation in liver from mice fed on a high-
fat diet may contribute to lipid accumulation and steatosis onset. Strategies
regarding localized TLR4 inactivation may increase the oxidation of fatty acids
and improve NAFLD not only due to decreased inflammation.

Descriptors: lipid metabolism, liver, Toll-like receptor 4, fatty liver/ metabolism,
triglycerides, fatty acids, cholesterol, receptors, LDL, mice Knockout



1. INTRODUCAO

1.1 - Sindrome metabdlica e a doenca do figado gorduroso néo alcodlico

(NAFLD)

O sedentarismo, juntamente com 0 excesso no consumo de aclcares e
gorduras na dieta, tem contribuido para um ganho de peso epidémico nas
sociedades ocidentais. Recentes estudos epidemiol6gicos sugerem um risco
aumentado de doencas cardiovasculares e diabetes tipo Il em individuos
obesos e com sobrepeso. Da mesma forma, a incidéncia da sindrome
metabdlica e da doenca do figado gorduroso nao alcodlico (NAFLD), que
podem preceder o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e diabetes
tipo Il, também estdo aumentando (1).

Embora uma associacdo entre diferentes anormalidades metabdlicas
tenha sido notada por varios anos, a sindrome metabdlica foi publicamente
descrita em 1998 por Reaven (2). A definicdo do Executive Summary of the
Third Report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert
Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in
Adults (Adult Treatment Panel Ill) (3) define as variaveis referentes a sindrome
metabdlica: obesidade abdominal, dislipidemia aterogénica (hipertrigliceridemia
e baixos niveis de HDL- colesterol), hipertenséo arterial, resisténcia a insulina
(com ou sem intolerancia a glicose) e estados proé-inflamatérios e proé-

trombdticos. Trata-se de um conjunto de fatores metabdlicos relacionados ao

risco cardiovascular que também predizem a um alto risco de desenvolvimento



de diabetes, se este ja ndo estiver presente (4). Acredita-se que a resisténcia a
insulina seja o ponto central no desenvolvimento da sindrome (5).

A doenca do figado gorduroso néo alcodlico (NAFLD) € uma morbidade
fortemente associada a sindrome metabdlica. Trata-se de um emergente e
importante problema de saude publica mundial e se refere a um espectro de
doencas que incluem graus variaveis, de simples esteatose (NAFLD) a esteato-
hepatite ndo alcoolica (NASH) e cirrose. E caracterizada por um actimulo de
triglicérides nos hepatocitos (esteatose hepatica) > 5% por quilo de peso do
figado na presenca de <10 g de consumo de &lcool diario (6, 7). Sua
prevaléncia é estimada em cerca de 34% na populacédo total, enquanto que a
obesidade com a NAFLD varia entre 30% e 100%. A prevaléncia da NAFLD
dentro do diabetes tipo Il fica entre 10 a 75% (8).

A hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina desempenham o maior
papel na patogénese da NAFLD (9). Além disso, a obesidade associa-se
comumente a NAFLD e, juntamente com a resisténcia a insulina, fornece
suporte para a evidente associacdo entre obesidade, sindrome metabdlica e
NAFLD (1). Atualmente a NAFLD é considerada a representacao hepatica da
sindrome metabdlica (9). A simples esteatose é benigna, enquanto a NASH é
definida pela presenca de injaria nos hepatocitos, inflamacao e/ou fibrose que

pode levar a cirrose, faléncia hepatica e carcinoma hepatocelular (7).



1.2 - Patogénese da NAFLD

Na etiologia molecular da NAFLD, sugere-se que a predisposicao
genética associada a fatores ambientais desempenhem papéis relevantes (10),
porém a fisiopatologia da doenca nédo se encontra totalmente elucidada.

Day e James (11) propuseram uma hipétese de dois sinais de insulto
para explicar a presenca da esteatose e a sua progressao para inflamacao
(NASH), fibrose e cirrose que podem ser vistas na NAFLD. O primeiro insulto &
a esteatose hepatica, ou seja, a NAFLD em sua forma simples, desenvolvida
por um desbalanco na formacéo/ excrecao de triglicérides (TG). Sob condi¢cbes
fisioloégicas, os &acidos graxos (AG) sao transportados para varios Orgaos,
incluindo figado e musculo esquelético. Posteriormente, esses AG sao
metabolizados através da - oxidacdo mitocondrial ou podem ser armazenados
sob a forma de triglicérides, sendo que esses estoques de TG hepético
originam-se principalmente da lipélise do tecido adiposo branco (12). Os
demais estoques lipidicos do figado derivam-se de AG provenientes da dieta
ou da lipogénese. Desbalancos nessas vias promovem aumento no fluxo de
AG para o figado e musculo esquelético levando ao acimulo de TG nesses
tecidos 0 que prejudica a responsividade do organismo a insulina de forma
sistémica (13-15).

A resisténcia a insulina no tecido adiposo favorece e predispbe a
esteatose hepatica e isto acontece devido a inibicdo da regulacdo da lipase do
tecido (16). Como consequéncia, grandes quantidades de AG livres sao
liberadas, o que expde o figado a um excessivo fluxo de AG (17), culminando

em acumulo de lipidios intra-hepatico e em resisténcia a insulina através do



acumulo de intermediarios lipidicos toxicos, em especial diacilglicerideos (DAG)
e ceramidas (18).

Além do fluxo aumentado de AG livres para o figado, outros mecanismos
também podem favorecer a esteatose hepatica. A hiperinsulinemia inibe a acéo
da enzima carnitina palmitoil acil transferase (CPT1) reduzindo a B-oxidacéo
mitocondrial de AG o que pode facilitar o acamulo de lipidios intra-hepaticos
(19). Sob condic6es de hiperinsulinemia, hepatécitos apresentam uma resposta
paradoxal a estimulacdo da insulina. A insulina ativa o0 SREBP1c, um fator de
transcricdo regulador da sintese lipidica através da estimulagcdo do complexo
MTORL1. Isso resulta em aumento da lipogénese (20, 21) e dos depdsitos de
lipidios hepaticos acelerando o desenvolvimento da doenca (7).

Outra acdo da insulina no figado é restringir a producdo de VLDL. A
hiperinsulinemia pode prejudicar a sintese/secrecdo de Apo B100 e desta
forma diminuir a excrecdo de lipidios pelo figado. Entretanto, um estado de
resisténcia a insulina associado a hiperfluxo de AG para o figado e a auséncia
dos efeitos da insulina na inibicdo da sintese de Apo B e secre¢do podem
culminar tanto em aumento de lipidios hepéticos quanto em aumento da
producdo de VLDL-Apo B resultando em esteatose hepatica e
hipertrigliceridemia (22).

O excesso de glicose visto em obesos e diabéticos, juntamente com a
hiperinsulinemia, aumenta a sintese de AG no figado. Todos esses
mecanismos favorecem a um desbalanc¢o no suprimento, consumo ou excrecao
de lipidios no figado levando desta forma ao desenvolvimento da esteatose

hepatica (19).



1.3 - Patogénese da NASH

Aproximadamente 10 a 25% dos pacientes com NAFLD desenvolvem
NASH (23). Os fatores responsaveis pela mudanca/progressdo da esteatose
para a esteatohepatite tém sido extensivamente investigados e especulados,
porém ainda ndo se encontram esclarecidos. O segundo insulto do modelo de
Jay e James € a injuria hepdatica induzida por citocinas inflamatoérias e pelo
estresse oxidativo. Os autores sugerem que isso seria resultado de uma
“sensibilizacdo” do figado a alteragbes metabdlicas e moleculares
desencadeadas por depositos intracelulares de TG (11).

AG livres causam aumento da expressdo do citocromo P-450 2E1
(CYP2E1). CYP2E1 é uma enzima que participa da B-oxidacdo de AG de
cadeia longa e muito longa levando a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), o que resulta em estresse oxidativo (24). Por outro lado,
alguns AG de cadeia longa s&do metabolizados pela B-oxidacdo peroxissomal
que também produz espécies reativas de oxigénio, peréxido de hidrogénio e
radicais hidroxil (25, 26). O excesso de ROS consome antioxidantes naturais
como a glutationa e a vitamina E no figado resultando em estresse oxidativo e
peroxidacao lipidica (27, 28). Isto provoca dano a membranas e organelas dos
hepatocitos levando a degeneracdo e necrose hepatocelular (27). O dano
causado pela peroxidacdo mitocondrial afeta a morfologia da mitocondria
(megamitocondria) alterando a transferéncia de elétrons da cadeia respiratoria
0 que resulta em producdo de ROS, tornando-se um ciclo vicioso, resultado do

estresse oxidativo (29-31).



Os produtos finais da peroxidacdo lipidica estimulam a producdo de
citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a, TGF-B, IL-6 e IL-8, que levam a
sintese de colageno pelas células estelares hepaticas (32). A manutencdo do
estresse oxidativo e da peroxidacéo lipidica resulta em producéo continuada de
colageno levando a fibrose e cirrose hepatica (33).

Outros mediadores-chave na patogénese da esteatose e sua progressao
para esteatohepatite sdo as adipocinas (adiponectina, leptina, resistina) e
citocinas secretadas por adipdcitos em estados de resisténcia a insulina. O
tecido adiposo visceral representa a fonte preferencial de adipocinas e
citocinas com potencial acdo no tecido hepatico. As adipocinas exercem tanto
funcdes imunes como metabdlicas e medeiam a interacdo entre o tecido
adiposo, musculo e figado. Algumas delas, como a adiponectina, possui
propriedade anti-inflamatéria enquanto outras, como a leptina, possui acéo proé-
inflamatéria. Assim, na NASH, o dano hepético também poderia resultar de um
desbalanco na producéo de adipocinas anti e pro-inflamatorias (7).

Desta forma, além das alteracbes metabdlicas lipidicas que
desempenham papel crucial para o aparecimento da NAFLD, fica evidente a
importéncia e a relagdo da inflamacéo no desenvolvimento das formas mais

avangadas da doenca.

1.4 - NAFLD e receptores Toll-like

Como mencionado anteriormente, o tecido adiposo possui acéo direta no

favorecimento da inflamacdo e doenca hepatica por meio da acdo de

adipocinas inflamatérias e outras citocinas produzidas no tecido.



Adicionalmente, estudos recentes tém mostrado também a contribuicdo do
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) derivado do intestino no desenvolvimento
da inflamacéo no figado (34 35). Isto poderia acontecer principalmente devido a
associacao anatdomica do figado com o intestino e sua exposi¢cao a quantidades
relativamente grandes de LPS derivados do intestino, mesmo na auséncia de
infeccédo ativa (36-38).

O LPS é reconhecido pelo receptor toll like 4 (TLR4) (39), um receptor
membro da super familia de receptores Toll-like (TLRs) que reconhecem
padrées associados a patdogenos (PAMPS) como o LPS, lipopeptideos, DNA
metilado, entre outros. Atualmente sdo encontrados 12 isoformas de TLRs em
humanos (40) que séo estruturalmente caracterizados pela presenca de um
dominio extracelular rico em repeticbes de leucina (LRR) e um dominio
intracelular semelhante ao receptor de interleucina 1 (TIR). A existéncia de um
grande numero de TLRs capacita o sistema imune a discriminar entre PAMPs
caracteristicos de diferentes classes de microorganismos e assim promover
mecanismos de defesas especificos (40).

A sinalizacdo mediada por TLRs é desencadeada por duas grandes vias.
A via dependente do MyD88 e a via independente do MyD88 e ambas
medeiam a ativacdo do NF-KB com subsequente produgdo de citocinas
inflamatorias (41).

Um crescente corpo de evidéncias tem sugerido que o TLR4 tem papel
chave na patogénese de doencas cronicas do figado. O TLR4 € o principal
receptor para o LPS, um dos mediadores da inflamacdo do figado associada

tanto a NAFLD quanto a doenca alcoodlica do figado. Além do LPS, o TLR4



também é ativado por AG livres, mediadores da inflamacédo do figado induzida
pela obesidade (35).

Estudos recentes tém fornecidos evidéncias também da participacao do
TLR4 na inflamacéo hepatica e progressdao da NAFLD para NASH. Dewei e
colaboradores (42), num estudo com um modelo animal de NASH induzida por
obesidade, demonstrou que camundongos APOE- /- / TLR4WT tratados com
uma dieta rica em colesterol (41% de gordura e 0,25% de colesterol) por 12
semanas exibiram sinais patolégicos tipicos de NASH induzida por obesidade
similar aqueles visualizados em humanos. Esses animais desenvolveram
obesidade, intolerancia a glicose e aterosclerose. Além disso, a analise
histol6gica do figado desses animais revelou presenca de esteatose micro e
macrovesicular e inflamacdo lobular significativamente aumentada em
comparacao aos animais APOE-/-/ TLR4 mut (TLR4 nao funcional) alimentados
com a mesma dieta e pelo mesmo periodo. Os animais APOE-/- /| TLRAWT
ainda expressaram niveis significativamente elevados de F4/80, um marcador
de macréfagos, de citocinas inflamatérias como TNF-a e MCP-1, e de
marcadores de peroxidacéao lipidica e de estresse do reticulo endoplasmaético,
demonstrando que a ativacdo do TLR4 é essencial para o desenvolvimento da
esteatose hepatica induzida pela dieta.

Sawada e colabordores (43), num outro estudo com um modelo animal
de NASH, encontraram presenca de esteatose hepatica e niveis
significativamente elevados de ALT plasmatica e de ganho de peso nos
animais alimentados com uma dieta hiperlipidica (60% de triglicérides) em
comparacao aos animais alimentados com a dieta controle por um periodo de

dezesseis semanas. A analise do figado dos animais néao revelou presenca de



infiltracdo de células inflamatorias, porém o tecido hepatico dos animais
alimentados com a dieta hiperlipidica exibiu niveis significativamente maiores
de expressdo de receptores TLRs, inclusive de TLR4, e de citocinas
inflamatorias como IL-1B e TNF-a, além de pIRAK1. Os autores sugerem que a
estimulacdo dos receptores TLRs contribuiu para a inducdo da producao de
citocinas e que a via de sinalizacdo dos TLRs encontra-se ativada ja na simples
esteatose, mesmo com auséncia de inflamacéao.

Pierre e colaboradores (44) ainda verificaram uma correlacdo do TLR4
ativado por lipidios na inducao do estresse do reticulo endoplasmatico. Nesse
trabalho, a dieta hiperlipidica promoveu um aumento significativo de
marcadores de estresse do reticulo endoplasmatico, como a proteina de
ligacdo de cadeia pesada da imunoglobulina (BiP) e do homdlogo C/EBP
(CHOP), em tecidos como o musculo esquelético, figado e tecido adiposo dos
animais do grupo controle (WT) alimentados com uma dieta hiperlipidica (45%
de gordura) comparados aos animais TLR4 -/-.

Esses achados evidenciam a importancia da ativacao do receptor TLR4
mediando o avanc¢o da doenca das formas mais simples (NAFLD) para as mais
complicadas (NASH). Contudo, evidéncias da participagdo do TLR4 nas
alteracbes do metabolismo lipidico que propiciam o surgimento e

desenvolvimento da NAFLD ainda sao desconhecidas.
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2. HIPOTESE

O receptor TLR4 tem papel relevante na progressdo da NAFLD para
NASH, visto que sua auséncia limita a inflamacao do figado, levando a menor
infiltracdo de leucdcitos e producéo de citocinas.

Embora muitos dos efeitos atribuidos ao TLR4 se deva a sua ativagao
por LPS, este receptor também pode ser ativado por acidos graxos. Essas
moléculas estdo em alta concentracdo plasmatica em pacientes com sindrome
metabdlica, e uma grande porcentagem destes pacientes desenvolvem
NAFLD.

Nossa hipétese € que a ativacdo do TLR4 néo esta envolvida somente
na inflamacéo observada na NASH, mas tem papel relevante nas alteracdes do

metabolismo lipidico observadas desde o inicio da NAFLD.
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3. OBJETIVO

Avaliar se o0 receptor TLR4 esta envolvido nas alteragcbes do

metabolismo lipidico observados na esteatose hepatica nao alcodlica.

3.1- ESTRATEGIA

Utilizamos como modelo de sindrome metabdlica animais deficientes
para o receptor da LDL (LDLr KO), que ao ingerirem dieta rica em gordura e
colesterol desenvolvem diversos aspectos desta sindrome, como
aterosclerose, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e esteatose hepéatica.
Para averiguar o papel do receptor TLR4, cruzamos o0s animais LDLr KO com
animais deficientes para o receptor TLR4, criando uma linhagem LDLr/TLR4
KO.

Apos 4, 8 e 12 semanas ingerindo a dieta, avaliamos:

. Perfil plasmatico de lipidios

. Conteudo hepatico de lipidios

o Expressao génica de enzimas de sintese e degradacéao de lipidios
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4. METODOS

4.1 - Animais e dietas

Camundongos machos de 10 semanas, obtidos do Biotério Central da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, foram mantidos em
gaiolas com cinco animais cada, em ambiente com controle de temperatura
(23+1°C), umidade (54+9%) e Iuminosidade (12h escuro:12h iluminado),
recebendo é&gua ad libitum. Foram utilizados 4 gendtipos: C57blacké,
deficientes para o receptor da LDL (LDLr KO), deficientes para o receptor TLR4
(TLR4 KO) e deficientes para receptor da LDL e TLR4 (Duplo KO). Os animais
receberam a dieta normolipidica (Nuvilab) ou hiperlipidica [52,95% de
carboidratos, 20% de proteinas, 18% lipidios (12% de 6leo de coco, 4,75% de
Oleo de soja e 1,25% de colesterol), 5% de celulose, 3,5% de mistura mineral,
1% de mistura vitaminica, 03% de L-cistina e 0,25% de bitartarato de colina]
em quantidades iguais por 4, 8 ou 12 semanas. Todos 0s procedimentos foram
realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e pelo The Universities Federation for
Animals Welfare (UFAW). Nosso projeto recebeu aprovacdo da Comissao de
Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da faculdade de Medicina da

Universidade de S&o Paulo (CAPPesq). Protocolo de Pesquisa n°® 052/12.
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4.2 - Coleta de sangue e figado

No dia da eutanasia, os animais foram anestesiados com cloridrato de
guetamina (Parke-Daves) na dose de 10 mg/Kg de peso e xilasina (Bayer) na
dose de 8 mg/Kg de peso. O sangue foi coletado da veia cava inferior e o
plasma separado por centrifugacdo a 200rpm por 15 minutos a 4°C. O figado
foi dissecado e congelado em nitrogénio liquido em duas porcdes para

posterior extracdo de RNA e extracao de proteinas e lipidios totais.

4.3 - Perfil lipidico plasmatico

A concentracdo de colesterol total e triglicerideos no plasma dos animais
foi avaliada utilizando kits enziméaticos, conforme protocolo fornecido pelo
fabricante (Labtest Diagnostica, Brasil). A concentracdo plasmatica de acidos
graxos livres foi determinada utilizando o kit NEFA C (Wako Diagnostics,

Japao).

4.4 - Extracdo de lipidios totais

Os lipidios totais foram extraidos segundo protocolo de Folch e
colaboradores (45) e solubilizados em etanol. Resumidamente, a 100 mg de
figado adicionamos 200uL de agua, 200uL de metanol e 400uL de cloroférmio.
Apés agitacao vigorosa por quinze segundos as amostras foram centrifugadas
a 10000 rpm por dois minutos. A fase superior foi separada num novo tubo, e

400uL de cloroférmio foi adicionado novamente ao restante do tecido. Apos



14

nova agitacdo e centrifugacdo, a fase superior foi unida com a anterior e o
cloroférmio removido no concentrador a vacuo. Uma parte das amostras foi
separada para quantificacdo de triglicérides. O restante foi saponificado
utilizando hidroxido de potassio (KOH), separado com hexano e solubilizado
com etanol para quantificacdo do colesterol total. A quantidade de colesterol
total e triglicerideo do figado foi determinada utilizando kits enzimaticos,

conforme protocolo fornecido pelo fabricante (Labtest Diagndstica).

4.5 - Real-time PCR- Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

O RNA total das amostras de figado foi extraido utilizando o reagente
TRIZOL (Life Technologies, USA). Os tecidos foram pulverizados em nitrogénio
liquido e homogeneizados em 1 mL do TRIZOL. Em seguida foram incubados a
temperatura ambiente por cinco minutos e, apos adicdo de 0,2 mL de
cloroférmio, foram agitados vigorosamente por quinze segundos e incubados a
temperatura ambiente por trés minutos. A separacdo de fases foi feita por
centrifugagdo a 12.000g por quinze minutos a 4°C. O RNA presente na fase
aguosa (superior) foi transferido para outro tubo e precipitado pela adicdo de
0,5 mL de isopropanol por dez minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 12.000g por 10 minutos a 4°C. O
sedimento foi lavado com 1 mL de etanol a 75 % centrifugado a 7000g por 5
minutos, seco a temperatura ambiente e ressuspenso em agua tratada com
DEPC (dietilpirocarbonato).

A absorbancia da amostra foi determinada por espectrofotometria nos

comprimentos de onda de 260 nm, correspondente ao pico de absorcdo de
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RNA, e 280 nm, correspondente ao pico de absorcdo de proteinas, no
equipamento NanoVue (GE HealthCare).

A expressédo dos genes de interesse foi quantificada por PCR em tempo
real utilizando o kit SuperScript Il Platinum® SYBR Green One-Step Kit
(Invitrogen) no equipamento Step One Plus (Applied Biosystems). Depois da
otimizacao, os primers foram utilizados para a deteccao e quantificacéo relativa
da expressao dos genes de interesse. A quantificacdo da expressao génica foi
realizada por 2-AACT (46,47), usando o gene da B2M como controle interno.
Os genes estudados foram: apolipoproteina B100 (ApoB100), carnitina palmitoil
transferase 1 (CPT1), colesterol 7 a hidroxilase (CYP7a1), glicerol 3 fosfato
aciltransferase 1 e 4 (GPAT1 e GPAT4), proteina de transferéncia de
triglicerideo microssomal (MTTP), proteina trifuncional mitocondrial a e B (MTP-
a € MTP-B), proteina -bi/ multifuncional (PBE), Tiolase (Tiol ), fator de necrose
tumoral a (TNF-a), interleucina (IL) IL-1B, IL-6 e F4/80. As sequéncias dos
primers foram desenhadas conforme dados do Gene Bank
(http://lwww.ncbi.nlim.nih.gov/genbank/). As sequéncias utilizadas estdo

descritas na tabela 1.
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Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados para a avaliagao da
expressao geénica.

G Forward primer (5 | Reverse primer (5’ Anneling Fragment
ene , , .
-3) -3) temperature size (bp)
GGCTTTGTATTGG | TTGTCCACAATG
ApoB 100 GTCAATGGC GGCATGATTC 55 129
CATGGCTCGCTC | AATGTGAGGCG
BoM GGTGACC GGTGGAACTG 60 61
CCATATTCAGGCA | AGGGATGCGGG
CPTL GCGAGAGC AAGTATTGAAG 56 160
TGGGCATCTCAA | TCATTGCTTCAG
Cypral GCAAACAC GGCTCCTG 55 125
CCTGAACATGCA | GGGCATGAGCA
F4/80 ACCTGCCAC | GCTGTAGGATC 57 201
GGAGCACCAGCA | TGTGGCACTCTC
GPAT1 ATTCATCACC | AGCGTACACG 58 190
TGGAGCCACTGT | CCCAACTGGTC
GPAT4 | " ITACCCTGTG | ATCATCCTCAG 55 116
L6 GGGACTGATGCT | AAGCCTCCGAC 56 117
GGTGACAACC | TTGTGAAGTGG
GGCAGCTACCTG | ATATGGGTCCG 50 203
IL-1B TGTCTTTCCC | ACAGCACGAG
TCAGTCGCTTCTC | TCCGAATAACTG
MTPa TGCCTTCAG CCACATCCC 56 130
GGGTCCGCATTC | GCCTCTCTAGC
MTPDb CATTTCTG CACATTGCTTG 56 181
GCATGTCAGCCA | CAGAATAAGCC
MTTP TCCTGTTTG CTTTCACCACG 54 128
GCTTGCCCAACA | GCCTGGACTGA
PBE TGGACAGTG | ACGGACACAAG 56 103
Tio CGCCTGCTGGAG | TCCTGCTTCTGC 56 101
AGTGAGAAAG CGTGAAATG
CTAACAGTCCATG | CATCCAGTCCAT
TNF-a CCATTGG GCCATACT 58 260

4.6 - Andlise estatistica

Os valores foram expressos em média

Comparacdes entre os grupos foram realizadas por analise de variancia (Two

+ erro padrdao da média.




17

way ANOVA). Diferencas significantes foram encontradas usando o Tukey-
Kramer's test (GraphPad Prism version 4.00, GraphPad programa, San Diego,

California, USA). As diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 - Ganho de peso

A ingestéo de dieta hiperlipidica por 12 semanas nao alterou o ganho de
peso dos animais de modo significativo, independentemente de seu gendtipo
(Figura 1).
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(]
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Figura 1: Ganho de peso dos animais do grupo controle, TLR4 KO, LDLr KO e Duplo
KO apés 12 semanas recebendo dieta normo ou hiperlipidica. TLR4 KO: deficiente
para o receptor TLR4, LDL KO: deficientes para o receptor de LDL, Duplo KO:
deficientes para os receptores TLR4 e LDL. n=7
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5.2 - Porcentagem de gordura epididimal e retroperitoneal

Observamos que a dieta hiperlipidica proporcionou ganho significativo
de gordura epididimal e retroperitoneal em todos os grupos de animais. Esse

ganho foi superior nos animais do grupo controle (Figuras 2 e 3).

Porcentagem de gordura epididimal por grupos

5,0

3,0

2,0 77 I

#*

controle TLR4KO LDLKO duplo KO

normo # hioer

Figura 2: Propor¢cdo de gordura epididimal nos animais do grupo controle, TLR4 KO,
LDLr KO e Duplo KO tratados com dieta hormo ou hiperlipidica por 12 semanas. TLR4
KO: deficiente para o receptor TLR4, LDL KO: deficientes para o receptor de LDL,
Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL, Normo: dieta normolipidica,
hiper: dieta hiperlipidica. n=7 por grupo. * p<0,05 em comparagdo com 0 mesmo grupo
que recebeu dieta normo.
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Porcentagem de gordura retroperitoneal por grupos
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Figura 3: Proporgéo de gordura retroperitoneal nos animais do grupo controle, TLR4 KO,
LDLr KO e Duplo KO tratados com dieta normo ou hiperlipidica por 12 semanas. TLR4
KO: deficiente para o receptor TLR4, LDL KO: deficientes para o receptor de LDL, Duplo
KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL, Normo: dieta normolipidica, hiper: dieta
hiperlipidica. n=7 por grupo. * p<0,05 em compara¢cdo com 0 mesmo grupo que recebeu
dieta normo.
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5.3 - Perfil plasmético de lipidios

5.3.1 — Triglicérides

Notamos que a auséncia do receptor de LDL promove um aumento da
trigliceridemia nos grupos LDLr KO e Duplo KO a partir de 4 semanas, mesmo
guando estes animais sédo alimentados com a dieta normolipidica. Os animais
LDLr KO ainda apresentam maiores niveis de triglicérides comparados aos
animais Duplo KO em todos os periodos avaliados (Figura 4).

ApoOs o tratamento com a dieta hiperlipidica, também observamos que a
auséncia do receptor de LDL favorece a maior concentracdo plasmatica de
triglicérides nos animais dos grupos Duplo KO e LDLr KO em 4 semanas,
guando comparamos esses animais ao grupo controle. Essa concentracao de
triglicérides mantém-se elevada nos animais LDLr KO até o final do tratamento
(12 semanas). No entanto, nos animais Duplo KO, observa-se queda
significativa na trigliceridemia a partir de 8 semanas em comparagdo com 0
grupo LDLr KO. Essa diferenca se mantém em de semanas de tratamento

(Figura 5).
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Triglicérides com dieta normolipidica
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Figura 4: Concentracdo de triglicérides plasmético apds ingestdo de dieta normolipidica
por diferentes periodos. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, LDLr KO: deficientes
para o receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL. n=7 por
grupo. * p<0,05 em comparagdo com o grupo controle. # p<0,05 em compara¢cdo com o
grupo LDL KO.

Triglicérides com dieta hiperlipidica
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Figura 5: Concentragéo de triglicérides plasmatico apds ingestéo de dieta hiperlipidica por
diferentes periodos. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, LDLr KO: deficientes para o
receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL. n=7 por grupo.

* p<0,05 em comparagdo com o grupo controle. # p<0,05 em comparacdo com o grupo LDL
KO.
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5.3.2 - Colesterol total

Semelhante aos triglicérides, os animais deficientes para o receptor de
LDL apresentam uma maior colesterolemia em comparagdo aos animais do
grupo controle, mesmo quando séo tratados com a dieta normolipidica, desde 4
semanas de tratamento. Também observamos que o grupo Duplo KO exibe
niveis de colesterol total significativamente menores comparados ao grupo
LDLr KO em todas as semanas no tratamento (Figura 6).

ApoOs o tratamento com a dieta hiperlipidica, verificamos que a auséncia
do receptor de LDL favorece um aumento significativo da colesterolemia em
todas as semanas de tratamento quando comparamos com O grupo controle.
Entretanto, quando comparamos os grupos LDLr KO e Duplo KO entre si, ndo
encontramos diferencas significativas na concentracdo de colesterol total

induzida pela dieta hiperlipidica (Figura 7).
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Colesterol total com dieta normolipidica
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Figura 6: Concentracdo de colesterol total plasmaético apés ingestéo de dieta normolipidica
por diferentes periodos. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, LDLr KO: deficientes
para o receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL. n=7 por
grupo. * p<0,05 em comparagdo com o grupo controle. # p<0,05 em comparacdo com o
grupo LDL KO.
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Figura 7: Concentragao de colesterol total plasmatico apos ingestdo de dieta hiperlipidica
por diferentes periodos. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, LDLr KO: deficientes
para o receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL. n=7 por
grupo. * p<0,05 em compara¢do com 0 grupo controle.
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5.3.3 - Acidos graxos livres

Observamos niveis significativamente inferiores de acidos graxos livres
Nos grupos que nao apresentam o receptor de LDL ao final de 12 semanas de
tratamento quando comparamos com o0 grupo controle. No entanto ndo ha
diferenca entre os grupos LDLr KO e Duplo KO (Figura 8).

Apos o tratamento com a dieta hiperlipidica, observamos que os animais
deficientes para o receptor LDL apresentam niveis plasmaticos de acidos
graxos livres superiores aos do grupo controle a partir de 4 semanas. Os
animais do grupo LDLr KO mantém esses niveis elevados até o final do
tratamento, entretanto observamos no grupo Duplo KO queda acentuada de
acidos graxos livres, chegando em 12 semanas a niveis semelhantes de acidos

graxos livres dos grupos controle e TLR4 KO (Figura 9).
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Figura 8: Concentracdo plasmética de &cidos graxos livres apés ingestdo de dieta
normolipidica por diferentes periodos. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4,
LDLrKO: deficientes para o receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os receptores
TLR4 e LDL. n=7 por grupo. * p<0,05 em comparagédo com o grupo controle.
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Figura 9: Concentracdo plasmaética de 4cidos graxos livres apos ingestédo de dieta
hiperlipidica por diferentes periodos. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4,
LDLrKO: deficientes para o receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os
receptores TLR4 e LDL. n=7 por grupo. * p<0,05 em comparagcdo com 0 grupo
controle. # p<0,05 em comparacdo com o grupo LDL KO.
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5.4 - Perfil hepéatico de lipidios

5.4.1 — Triglicérides

A ingestdo de dieta hiperlipidica por 12 semanas levou ao acumulo de
triglicerideos no figado de todos os grupos comparados aos animais desses
mesmos grupos tratados com dieta normolipidica. Nao houve influéncia do

genatipo no acumulo de triglicerideos no figado dos animais (Figura 10).

Conteldo de triglicérides hepéatico
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B TRL4 KO

m LDL KO
Duplo KO

Normo Hiper

Figura 10: Concentracdo de triglicérides hepatico dos diferentes grupos apés 12
semanas. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, LDLrKO: deficientes para o
receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL, Normo: dieta
normolipidica, Hiper: dieta hiperlipidica. n=7 por grupo. * p<0,05 em comparacdo ao
mesmo grupo que ingeriu dieta normolipidica.
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5.4.2 — Colesterol

Apos 12 semanas de tratamento, observamos que a dieta hiperlipidica
induziu acumulo de colesterol no figado de todos os grupos de animais. No
entanto, este acumulo de colesterol hepatico foi maior nos animais dos grupos

LDL KO e Duplo KO, sem diferenca entre eles (Figura 11).
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Figura 11: Concentracao de colesterol hepético dos diferentes grupos apos 12 semanas.
TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, LDLr KO: deficientes para o receptor de LDL,
Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL, Normo: dieta normolipidica, Hiper:
dieta hiperlipidica. n=7 por grupo. * p<0,05 em compara¢gdo ao mesmo grupo que ingeriu
dieta normolipidica. # p<0,05 em comparacdo ao grupo controle que ingeriu dieta
hiperlipidica.
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5.5 - Modulacédo da expressao génica de proteinas envolvidas na sintese

de triglicerideos pelo figado

5.5.1 - Apolipoproteina B100 (ApoB100)

N&o encontramos diferencas na expressao de ApoB100 entre 0s grupos,

independente da dieta utilizada (Figura 12).

2 - apoB100
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Figura 12: Expressdo de apoB100 nos grupos de animais controle, deficientes para o
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). n= 7 por grupo. Normo: dieta

normolipidica, Hiper: dieta hiperlipidica.
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5.5.2 - Glicerol 3 fosfato aciltransferase 1 (GPAT 1)

N&o observamos diferencas na expressdo de GPAT1 entre os animais
do grupos controle e TLR4 KO, independente da dieta oferecida (Figura 13).

De modo semelhante, ndo houve diferenca na expressdo de GPAT1
entre os animais LDLr KO e Duplo KO, independente da dieta. A dieta
hiperlipidica inibiu a expressao dessa enzima nos animais LDLr KO, mas nédo

exerceu efeito nos animais Duplo KO (Figura 13).
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Figura 13: Expressdo de GPAT1 nos grupos de animais controle, deficientes para o receptor
TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes para os receptores
de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipidica, Hiper: dieta hiperlipidica. n= 7 por grupo.
# p< 0,05 em comparagdo ao mesmo grupo tratado com a dieta normolipidica.
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5.5.3 - Glicerol 3 fosfato aciltransferase 4 (GPAT 4)

Observamos uma menor expressao de GPAT4 nos animais do grupo
TLR4 KO tratados com dieta normolipidica, e a dieta hiperlipidica estimulou a
expressao desta enzima neste grupo (Figura 14).

Nos animais deficientes para o receptor de LDL observamos expressao
significativamente elevada de GPAT 4 quando os mesmos receberam a dieta

hiperlipidica. No entanto, a auséncia do receptor TLR4 ndo modifica este efeito

(Figura 14).
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Figura 14: Expressdo de GPAT4 nos grupos de animais controle, deficientes para o
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes para
os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparacdo ao
grupo controle tratado com a mesma dieta. # p< 0,05 em comparacdo ao mesmo grupo
tratado com a dieta normolipidica. Normo: dieta normolipidica, Hiper: dieta hiperlipidica.
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5.5.4 - Proteina de transferéncia de triglicerideos microssomal (MTTP)

N&o encontramos diferencas na expressédo de MTTP entre 0s grupos,

independente da dieta utilizada (Figura 15).
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Figura 15: Expressdo de MTTP nos grupos de animais controle, deficientes para o
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). n= 7 por grupo. Normo: dieta
normolipidica, Hiper: dieta hiperlipidica.
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5.6 - Modulacdo da expressdo génica de enzimas envolvidas na

degradacéo de triglicerideos pelo figado

5.6.1 - Carnitina palmitoil transferase 1 (CPT 1)

Encontramos maior expressdo de CPT 1 nos animais do grupo TLR4 KO
em comparacdo aos animais do grupo controle, independente da dieta.
Entretanto, a dieta hiperlipidica ndo altera a expressao desta enzima nestes
grupos (Figura 16).

Entre os animais dos grupos LDLr KO e Duplo KO, encontramos maior
expressdo de CPT 1 nos animais Duplo KO, independente da dieta.
Observamos também que o tratamento com a dieta hiperlipidica estimula a

expressdo de CPT 1 nos animais dos grupos LDLr KO e Duplo KO (Figura 16).
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Figura 16: Expressdo de CPT 1 nos grupos de animais controle, deficientes para o
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipidica, Hiper: dieta
hiperlipidica. n= 7 por grupo. * p< 0,05 em compara¢do ao grupo controle tratado com a
mesma dieta. # p< 0,05 em comparacdo ao mesmo grupo tratado com a dieta
normolipidica. & p< 0,05 em comparacédo ao grupo LDL KO tratado com a mesma dieta.
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5.6.2 - Proteina trifuncional mitocondrial (MTP)

N&o encontramos diferencas na expressao da subunidade a de MTP
entre os grupos controle e TLR4 KO, independente da dieta. Entre os grupos
LDLr KO e Duplo KO, observamos maior expresséao de MTP-a no grupo Duplo
KO tratado com a dieta hiperlipidica em comparacéo ao grupo LDLr KO (Figura
17).

Observamos que a auséncia do receptor TLR4 leva a um aumento
significativo na expressao de MTP-3 nos grupos TLR4 KO comparado ao grupo
controle e no grupo Duplo KO comparado ao grupo LDLr KO. Este efeito ndo &

modulado pela dieta hiperlipidica (Figura 18).
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Figura 17: Expressdo de MTP-a nos grupos de animais controle, deficientes para o receptor TLR4
(TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes para os receptores de LDL
e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipidica Hiper: dieta hiperlipidica.n= 7 por grupo. & p< 0,05
em comparac¢ao ao grupo LDL KO tratado com a mesma dieta.
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Figura 18: Expressdo de MTP-B nos grupos de animais controle e deficientes para o
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLrKO) e deficientes
para o receptor TLR4 e LDL (Duplo KO). Normo: dieta normolipidica, Hiper: dieta
hiperlipidica. n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparacéo ao grupo controle tratado com a
mesma dieta. & p< 0,05 em comparacao ao grupo LDL KO tratado com a mesma dieta.
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5.6.3 - Acil-CoA oxidase (ACOX)

A dieta hiperlipidica induz um aumento significativo na expressao de
ACOX nos animais TLR4 KO, embora ndo exerca efeito no grupo controle
(Figura 19).

Entre os animais LDLr KO e Duplo KO, também observamos que a
auséncia do receptor TLR4 favorece a maior expressdao de ACOX,
independente da dieta utilizada. Ainda notamos que a dieta hiperlipidica
promoveu um aumento na expressdo de ACOX em ambos os grupos, LDLr KO

e Duplo KO (Figura 19).
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Figura 19: Expressdo de ACOX nos grupos de animais controle, deficientes para o
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDL KO) e deficientes
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipidica, Hiper: dieta
hiperlipidica. n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparagao ao grupo controle tratado com a
mesma dieta. # p< 0,05 em comparacdo ao mesmo grupo tratado com a dieta
normolipidica. & p< 0,05 em comparagéo ao grupo LDL KO tratado com a mesma dieta.
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5.6.4 - Proteina -bi/ multifuncional (PBE)

N&o encontramos diferencas na expressdao de PBE entre os grupos
controle e TLR4 KO, independente da dieta. Nos grupos LDLr KO e Duplo KO,
observamos maior expresdo de PBE no grupo Duplo KO em comparacao ao

grupo LDLr KO apenas quando os animais Duplo KO receberam a dieta

hiperlipidica (Figura 20).
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Figura 20: Expressdo de PBE nos grupos de animais controle, deficientes para o
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDL KO) e
deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta
normolipidica, Hiper: dieta hiperlipidica. n= 7 por grupo. # p< 0,05 em comparagéo
ao mesmo grupo tratado com a dieta normolipidica. & p< 0,05 em comparagdo ao
grupo LDL KO tratado com a mesma dieta.
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5.6.5 - 3-cetoacil-CoA tiolase (Tiolase)

A expressao de tiolase € menor nos animais TLR4 KO em comparacao
aos animais controle que receberam dieta normolipidica. A dieta hiperlipidica
reverteu esse efeito do gendtipo, de modo que a expressdo de tiolase ndo é
diferente entre estes grupos apos a ingestédo da dieta hiperlipidica (Figura 21).

Ainda encontramos uma expressao significativamente elevada de tiolase

induzida pela dieta hiperlipidica no grupo Duplo KO em comparacdo ao grupo

LDLr KO (Figura 21).
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Figura 21: Expressdo de tiolase nos grupos de animais controle, deficientes para o
receptor TLR4 (TLR4KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipidica, Hiper: dieta
hiperlipidica. n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparagéo ao grupo controle tratado com a
mesma dieta. # p< 0,05 em comparacdo ao mesmo grupo tratado com a dieta
normolipidica. & p< 0,05 em comparagédo ao grupo LDL KO tratado com a mesma dieta.
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5.7 - Modulacdo da expressdo génica de enzimas envolvidas na

degradacédo de colesterol pelo figado

5.7.1 - Colesterol 7 alfa-hidroxilase (CYP7al)

Apé6s doze semanas, observamos maior expressdao de CYP7al nos
animais TLR4 KO em comparacdo ao grupo controle tratados com a dieta
normolipidica. A dieta hiperlipidica ndo alterou a expressao desta enzima nos
animais controle e TLR4 KO (Figura 22).

Entre os grupos LDLr KO e Duplo KO, encontramos uma expressao
significativamente elevada de CYP7al no grupo Duplo KO, independente da
dieta oferecida. A dieta hiperlipidica induziu aumento significativo na expresséo

de CYP7al somente nos animais Duplo KO(Figura 22).
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Figura 22: Expressdo de CYP7al nos grupos de animais controle, deficientes para o receptor
TLR4 (TLR4KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes para os
receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipidica, Hiper: dieta hiperlipidica.
n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparacao ao grupo LDL KO tratado com a mesma dieta. # p<
0,05 em comparacdo ao mesmo grupo tratado com a dieta normolipidica.
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5.8 - Modulacéo da inflamacéo no figado

5.8.1 - F4/80

N&o encontramos diferencas na expressao de F4/80 nos grupos controle
e TLR4 KO, independente da dieta fornecida (Figura 24).

Observamos que os animais LDLr KO tratados com a dieta hiperlipidica
exibem expressdo aumentada de F4/80 apds 12 semanas de tratamento em
comparacao ao grupo Duplo KO tratado com a mesma dieta (Figura 23). Nao

h& diferenca nos animais que receberam dieta normolipidica.
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Figura 23: Expressdo de F4/80 nos grupos de animais controle, deficientes para o
receptor TLR4 (TLR4KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipidica, Hiper: dieta
hiperlipidica. n= 7 por grupo. & p < 0,05 em comparacéo ao grupo LDL KO tratado com a

mesma dieta. # p< 0,05 em comparacdo ao mesmo grupo tratado com a dieta
normolipidica.
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5.8.2 - Interleucina-1B (IL-1B)

N&o observamos diferencas na expressao de IL1- 3 entre os animais dos
grupos controle e TLR4 KO, independente da dieta (Figura 24).

Apos 12 semanas de tratamento, observamos que a dieta hiperlipidica
levou a maior expressdo de IL-18 nos animais deficientes para o receptor de

LDL, e este efeito foi significativamente superior nos animais Duplo KO (Figura

24).
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Figura 24: Expressdo de IL1-B nos grupos de animais controle, deficientes para o
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipidica, Hiper: dieta
hiperlipidica. n= 7 por grupo. & p< 0,05 em comparacgdo ao grupo LDL KO tratado com a
mesma dieta. # p< 0,05 em comparacdo a0 mesmo grupo tratado com a dieta
normolipidica.
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5.8.3 - Interleucina 6 (IL-6)

N&o notamos diferencas na expressao da IL-6 entre os animais dos
grupos controle e TLR4 KO, independente da dieta oferecida (figura 25).

Observamos maior expressao de IL-6 nos animais do grupo Duplo KO
em comparacdo ao grupo LDLr KO, independente da dieta fornecida. Os
animais Duplo KO apresentaram uma diminuicdo na expressao de IL-6 quando
receberam a dieta hiperlipidica comparados aos animais do mesmo grupo

tratados com a dieta normolipidica (figura 25).

7 IL-6 . iL-6 "

6 6 . .
s z I |
a5 ® 5

2

S
24 Za
£ 3 -
s ;s 2!
" = |
§ 2 £2 - ;
5 . 3 1
e O W

0 LLLL v //I‘ 0 ,,,,,,

Controle TLR4 KO LDLKO Duplo KO

[] Normo Hiper

Figura 25: Expressdo de IL-6 nos grupos de animais controle, deficientes para o
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipidica, Hiper: dieta
hiperlipidica. n= 7 por grupo. & p< 0,05 em comparagao ao grupo LDL KO tratado com a
mesma dieta. # p< 0,05 em comparacdo ao mesmo grupo tratado com a dieta
normolipidica.
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5.8.4 - Fator de necrose tumoral a (TNF-a)

N&o notamos diferencas na expressao de TNF-a entre os animais dos
grupos controle e TLR4 KO tratados com dieta normolipidica. No entanto, a
dieta hiperlipidica levou ao aumento da expressao de TNF-a somente no grupo
TLR4 KO (figura 26).

Observamos uma maior expressdao de TNF-a nos animais do grupo
Duplo KO em comparagdo aos animais do grupo LDLr KO, independente da
dieta utilizada. A dieta hiperlipidica estimulou a expressao dessa citocina em
ambos os grupos deficientes para o receptor LDL, mas este efeito é mais

evidente nos animais LDLr KO (figura 26).
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Figura 26: Expressdo de TNF-a nos grupos de animais controle, deficientes para o
receptor TLR4 (TLR4KO), deficientes para o receptor de LDL (LDL KO) e deficientes
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipidica, Hiper:
dieta hiperlipidica. n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparagdo ao grupo controle
tratado com a mesma dieta. # p< 0,05 em comparacdo ao mesmo grupo tratado com
a dieta normolipidica. & p< 0,05 em comparacdo ao grupo LDL KO tratado com a
mesma dieta.
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6. DISCUSSAO

6.1- Consideracfes sobre o modelo experimental utilizado

Estudos de NAFLD/NASH em humanos tém limitacbes devido ao longo
tempo necessario entre a ocorréncia e progressao da NAFLD/ NASH. Além
disso, existem limitacBes éticas na administracdo de drogas e na coleta de
tecidos hepéaticos dos pacientes para o estudo da doenca. Modelos animais de
NAFLD/NASH fornecem informacdes cruciais ndo apenas na elucidacdo da
patogénese da doenca, mas também na avaliacdo dos efeitos terapéuticos dos
varios agentes utilizados (48).

A NAFLD é um componente da sindrome metabdlica e esta
frequentemente associada a hiperlipidemia e aterosclerose (9). Um dos
modelos mais usados para os estudos de aterosclerose é o camundongo
knockout para o receptor da LDL (LDLr KO). Diferente do perfil de lipoproteinas
do camundongo selvagem, em que a maior parte do colesterol esta presente
na fracdo HDL, o perfil de lipoproteinas do camundongo LDLr KO é similar ao
perfil de lipoproteinas humano, em que o colesterol € principalmente
encontrado na fragdo LDL (49). Esses animais, quando alimentados com uma
dieta rica em gorduras e colesterol, desenvolvem hipercolesterolemia (50).

Além do emprego em estudos de aterosclerose, esse modelo animal tem
sido utilizado em estudos de NAFLD e NASH. Bieghs e colaboradores (51)
encontraram achados histolégicos hepaticos compativeis com esteatose em

camundongos LDLr KO apéds trés meses de alimentacdo com uma dieta rica

em gorduras e colesterol. Observaram ainda inflamagéo e fibrose, além de
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aumento na atividade de enzimas relacionadas a apoptose, sugerindo que este
€ um modelo promissor para o estudo da NAFLD/ NASH em todas as formas
da doenca.

Com isso, consideramos util o emprego desse modelo animal em nosso
estudo devido ao mesmo mimetizar as condicbes para o desenvolvimento da
NAFLD, o que nos possibilitou avaliar o papel do receptor TLR4 no
metabolismo de lipidios no figado.

Observamos neste estudo que todos 0s grupos tiveram ganho de peso
similar ap6s 12 semanas recebendo as dietas. Entretanto, observamos
aumento na porcentagem de gordura epididimal e retroperitoneal em todos os
grupos, indicativo que a quantidade de gordura (18%) fornecida na dieta
hiperlipidica € capaz de induzir obesidade nos animais.

Estudos relacionando o papel protetor da deficiéncia do receptor TLR4
no desenvolvimento da obesidade tém sido relatados. Tsukumo e
colaboradores, encontraram menor ganho de peso em camundongos TLR4 ™"
(com perda da funcédo do TLR4) tratados com uma dieta hiperlipidica (55% de
calorias provenientes de gordura) por 8 semanas. Os autores ainda
observaram um ganho 40% menor de gordura epididimal no camundongo
TLR4 ™' comparado ao controle apés a ingestdo da dieta hiperlipidica (52).
Pierre e colaboradores (2013), num estudo comparativo entre camundongos
selvagens e TLR4 KO, encontraram um ganho de peso 81% maior nos animais
do grupo selvagem em comparacao aos animais deficientes para o TLR4 apés
18 semanas de alimentacdo com uma dieta hiperlipidica (45% de calorias
provenientes de gordura). As diferencas no ganho de peso e de gordura

visceral encontradas em nosso estudo em comparacéo aos citados podem ser
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decorrentes de diferencas na composicédo da nossa dieta (menor quantidade de

lipidios) e tempo de estudo.

6.2- A auséncia do receptor TLR4 interfere no perfil plasmatico de lipidios

O principal achado histolégico e metabdlico na patogénese da NAFLD é
acumulo de TG no figado. Os &cidos graxos que contribuem para o acumulo de
gordura hepatica derivam-se de quatro fontes: acidos graxos livres liberados da
lipélise do tecido adiposo periférico, acidos graxos formados no hepatdcito
através da lipogénese, acidos graxos provenientes da dieta que sdo captados
pelo figado através da interacdo de quilomicrons remanescentes com 0S
receptores hepaticos especificos e acidos graxos livres liberados da hidrolise
de quilomicrons circulantes pela lipase de lipoproteinas (53).

Em nosso estudo utilizamos um modelo animal que ndo remove o LDL
da circulacdo de modo eficiente e pudemos observar que a deficiéncia no
receptor de LDL promoveu um aumento da trigliceridemia e da colesterolemia
nos grupos LDLr KO e Duplo KO, desde o tratamento com a dieta controle. Em
relacdo aos niveis de AG livres s6 encontramos aumento nesses grupos apos o
tratamento com a dieta hiperlipidica. Estes efeitos da dieta hiperlipidica no
grupo LDLr KO se mantiveram até o final do tratamento. Entretanto, no grupo
Duplo KO observamos que esse padrédo se manteve apenas em relacdo ao
colesterol total. Animais deficientes para os dois receptores apresentaram
queda significativa nos niveis de TG e AG livres ap0s 8 semanas de
tratamento, atingindo valores aproximados aos dos animais que receberam a

dieta controle. Estes dados sugerem que a auséncia do receptor TLR4 confere
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um mecanismo adaptativo a esses animais em relacdo ao metabolismo de AG
quando a oferta de gordura aumenta. Dados semelhantes aos nossos foram
descritos previamente. Ding e colaboradores (54) encontraram menor aumento
na hipercolesterolemia e, especialmente, na hipertrigliceridemia no grupo Duplo
KO alimentado com dieta diabetogénica por 12 e 24 semanas comparado com
seu grupo controle, os animais LDLr KO. O estudo de Frisard e colaboradores
mostrou que animais com TLR4 ™" apresentavam niveis plasmaticos inferiores
de TG e AG livres em comparacdo aos animais do grupo controle devido a
maior capacidade basal de oxidacdo de AG pelo musculo dos mesmos apos
estimulacao por LPS (55).

Além de um maior consumo de lipidios pelos tecidos periféricos, um
outro mecanismo possivel para a menor concentracdo plasmatica de
triglicérides dos animais Duplo KO seria uma menor capacidade de secrecéo e
portanto acumulo delas no figado. Em relacédo ao conteudo de lipidios hepético,
observamos que todos os grupos apresentaram maior conteddo hepatico de
TG e de colesterol apés a ingestédo da dieta hiperlipidica. O aumento observado
no contetdo hepatico de colesterol dos animais LDLr KO e Duplo KO foi
superior, embora sem diferenca entre eles. Estes dados sugerem que a menor
concentragdo plasmatica de triglicérides dos animais Duplo KO n&o se deve a
menor capacidade de secre¢cdo dos mesmos, em comparagdo com 0s animais
LDLr KO, mas poderia estar relacionada a uma menor capacidade de producao
ou maior taxa de oxidacdo e excrecdo de gorduras pelo figado. Assim,
analisamos diferentes enzimas de vias de sintese e degradacdo de AG que
poderiam ser alteradas pela auséncia da sinalizacdo pelo TLR4 e, assim,

modificar o perfil de lipidios circulantes.
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6.3- A auséncia do receptor TLR4 néo altera a producéo de TG pelo figado

Os triglicerideos constituem a maior forma de estoque de energia nos
mamiferos. Muitos tecidos tém capacidade para sintetizar triglicérides, porém
apenas adipdcitos e hepatécitos sdo capazes de estoca-lo em grandes
guantidades (56).

O figado armazena gordura quando o suprimento de lipidios excede as
demandas metabdlicas organicas e libera de modo controlado para a periferia
qguando este fornecimento por outras vias encontra-se limitado. Esta liberacéo
ocorre sob a forma de VLDLs (56) contendo triglicérides enddgenos e
ApoB100, que sao secretadas diretamente no plasma. A formacéo inicial da
VLDL depende primariamente do fornecimento de triglicérides hepatico e da
atividade da proteina de transferéncia de triglicerideo microssomal (MTTP). Se
estes estiverem deficientes, a ApoB100 é degradada e pouca quantidade de
VLDL é formada (57).

Avaliamos a sintese de TG enddgeno através da andlise da expressao
génica de enzimas que participam da sintese de triglicerideos: glicerol 3 fosfato
aciltransferase 1 (GPAT 1) e glicerol 3 fosfato aciltransferase 4 (GPAT4).

A sintese hepatica de TG envolve quatro reacles: trés reacbes de
esterificacdo e uma reacao de hidrélise. A primeira reacao consiste na acilacéo,
ou seja, adicdo de grupos acil, ao glicerol 3 fosfato para formar acilglicerol 3
fosfato ou acido lisofosfatidico. Esta reacédo ocorre no reticulo endoplasmatico
ou na mitocondria pela acédo da glicerol 3 fosfato aciltransferase (GPAT) e €&

considerada a reacao limitante na taxa de formacdo de TG (58). O &acido
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lisofosfatidico mitocondrial € transportado no figado pela proteina de ligacéo de
acido graxo (FABP) para o reticulo endoplasmatico onde a segunda acilacao,
catalisada pela acido lisofosfatidico acil transferase produz o acido fosfatidico.
O terceiro passo na sintese de TG consiste da hidrolise do éster fostato do
acido fosfatidico transformando-o em diacilglicerol (DAG) pela acéo da acido
fosfatidico fosfatase localizada no citosol e microssomos dos hepatécitos.
Essas trés primeiras reacdes também ocorrem na sintese de fosfolipidios. A
guarta e ultima reacédo é especifica da sintese de TG e consiste na acilagdo de
DAG para TG pela acdo da diacilglicerol aciltransferase microssomal (DGAT)
(59).

Quatro isoformas homoédlogas de GPATs catalisam a sintese de acido
lisofosfatidico do glicerol 3 fosfato e de acil-CoA de cadeias longas, sendo
GPAT1 e 4 as mais importantes no figado. A GPAT1 é uma proteina da
membrana mitocondrial externa que parece competir com a CPT 1 por acil-
CoAs de cadeia longa, canalizando-os para vias de sintese de TG (60, 61). A
GPAT4 é uma isoforma encontrada na membrana do reticulo endoplasmatico
que também catalisa a primeira reacao de sintese de TG (62).

Embora n&do tenhamos observado diferenga na expressao de GPAT1
entre os grupos, a dieta hiperlipidica aumentou a expressdo de GPAT4 nos
grupos TLR4 KO, LDLr KO e Duplo KO. Este resultado é esperado, visto que a
dieta aumenta o suprimento de AG para o figado e estes séo utilizados na
producdo de TG. N&o houve, no entanto, diferenca na expressao de GPAT4
entre os grupos LDLr KO e Duplo KO, indicando que a via de sintese de TG

nao é modulada pelo receptor TLR4.
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Para analisarmos se a auséncia do receptor TLR4 alterou a sintese de
VLDL pelo figado, avaliamos a expressao de ApoB100 e MTTP. Nossos dados
ndo demonstram diferencas na expressdo génica destas proteinas no grupo
Duplo KO em comparacdo ao grupo LDLr KO. Esses resultados indicam que a
diminuicdo plasméatica de TG nos animais Duplo KO ndo se deve a menor

producao de VLDLs.

6.4- A auséncia do receptor TLR4 aumenta a oxidacédo de AG pelo figado

O excesso de AG pode ser direcionado para as vias de degradacao
através da B-oxidacdo mitocondrial ou peroxissomal. Devido ao fato da
membrana mitocondrial ser impermeavel a acil-CoAs, a entrada dos &cidos
graxos de cadeia longa para o interior da mitocéndria é regulada pela atividade
do complexo carnitina, sendo que o primeiro passo desse transporte € mediado
pela carnitina palmitoil transferase (CPT 1), localizada na membrana
mitocondrial externa, que converte o acil-CoA em acilcarnitina. Na matriz
mitocondrial, a CPT 2 reconverte a acilcarnitina em acil-CoA que sao
degradados via 3-oxidacgéo (63).

A B-oxidacdo engloba uma série de quatro reacbes enzimaticas que,
num processo ciclico, encurta acil-CoAs através da quebra de dois atomos de
carbono da carboxila terminal na molécula de acil-CoA, liberando esses dois
carbonos como unidades de acetil-CoA, cada vez que um ciclo é totalmente
concluido (64). A B-oxidacdo mitocondrial esta primariamente envolvida na
oxidacdo de acidos graxos de cadeia curta, média ou longa derivados da dieta

e esta via constitui 0 maior processo pelo qual &cidos graxos séo oxidados para
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gerar energia. A B-oxidacdo peroxissomal € utilizada exclusivamente para o
metabolismo de acidos graxos de cadeia muito longa contendo 20 ou mais
carbonos, que sdo mais toxicos e menos abundantes (65).

A primeira reagéo na B-oxidacdo mitocondrial é a a-f3 desidrogenagéo do
éster de acil-CoA por enzimas da familia das acil-CoA desidrogenases. A
segunda, terceira e quarta reacdes sao catalisadas pela acdo da MTP (proteina
trifuncional mitocondrial) que consiste de 4 subunidades o e 4 subunidades 3.
Este complexo engloba a acdo da 2-enoil-CoA hidratase, 3-hidroxiacil-CoA
desidrogenase e 3-cetoacil-CoA tiolase. A 3-cetoacil-CoA tiolase (tiolase)
realiza a clivagem tiolitica do 3-cetoacil-CoA produzindo unidades acil-CoA +
acetil-CoA (66).

A B-oxidacao peroxissomal é constituida por duas vias distintas. Uma via
classica, induzida por proliferadores de peroxissoma, que utiliza Acil-CoAs
saturados de cadeia linear como substrato, e uma outra via ndo induzida que
agem em acil-CoAs ramificados. A acil-CoA oxidase de cadeia linear é
responsavel pela oxidacao inicial de acil-CoAs graxo de cadeias muito longas
para trans-2-enoil-CoAs na via regulada pelo PPAR-a, enquanto a acil-CoA
oxidase de cadeia ramificada metaboliza acil-CoAs graxo de cadeias
ramificadas na via ndo induzida por PPARs. A segunda e terceira reacdes da (-
oxidacdo classica, hidratacdo e desidrogenacdo de ésteres enoil-CoA para 3-
cetoacil-CoA séo catalizadas por uma Unica enzima, a enoil-CoA hidratase/ -3-
hidroxiacil-CoA desidrogenase (.-PBE). Cetoacil-CoAs gerados pela -PBE séo
convertidos em acetil-CoA e acil-CoA. A molécula de acil-CoA entra novamente
para o ciclo da B-oxidagdo e este processo se repete por cerca de 5 ciclos,

resultando na remocdo de 10 atomos de carbono. As cadeias encurtadas de
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acil-CoAs sédo entdo transportadas para a mitocondria para completar a
oxidacao (65).

Para estudarmos se a auséncia do receptor TLR4 influencia na B-
oxidacdo de acidos graxos, avaliamos primeiramente a expressado génica da
CPT 1 nos animais. Os dados do nosso estudo demonstraram maior expressao
relativa de CPT 1 nos animais do grupo Duplo KO em comparacédo aos animais
LDLr KO em todos os tipos de dieta utilizados, o que sugere que a auséncia do
receptor TLR4 favorece a B-oxidacdo mitocondrial por aumentar o fluxo de AG
pela membrana mitocondrial através da CPT 1.

Além da CPT 1, avaliamos a expressdo génica de enzimas envolvidas
na B-oxidacdo mitocondrial, MTP (MTPa, MTPB) e na via classica da [-
oxidacdo peroxissomal, acil-CoA oxidase (ACOX), PBE (enzima -bi
/multifuncional) e 3-cetoacil- CoA tiolase (tiolase).

Ao analisarmos a expressao génica das enzimas, observamos maior
expressao de MTPa e MTPB nos animais do grupo Duplo KO comparados aos
animais LDLr KO apés o tratamento com a dieta hiperlipidica. Nossos dados
também revelaram maior expressao das enzimas envolvidas na [(-oxidacao
peroxissomal no grupo Duplo KO. Esses animais apresentaram expressao de
ACOX significativamente elevada em comparagdao aos animais LDLr KO em
ambos os tipos de dieta utilizados. Também exibiram maior expressao de PBE
e tiolase no tratamento com a dieta hiperlipidica, sugerindo que a auséncia de
sinalizacdo pelo TLR4 altera a expressao de enzimas envolvidas na -oxidacao
de acidos graxos.

N&do h& muitos estudos na literatura avaliando diretamente o papel do

TLR4 sobre enzimas do metabolismo lipidico. Frisard e colaboradores (55)
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encontraram aumento significativo na atividade das enzimas citrato sintase e -
hidroxiacil-CoA desidrogenase do musculo esquelético de camundongos com
perda funcional da sinalizacdo pelo TLR4 e estimulados pelo LPS, e
correlacionaram esses achados com 0s menores niveis plasmaticos de TG e
AG livres encontrados nesses animais. Especificamente em figado, Maitra e
colaboradores (67) mostraram que a ativacdo de TLR4 por LPS diminui a
expressdo de CPT 1 e da MCAD (desidrogenase de acil-CoA de cadeia média)
neste tecido. Essa modulacdo estava relacionada com a supressdo da
oxidacdo de AG pelo LPS e consequente aumento nos niveis plasmaticos de
TG e AG livres nos animais (67).

Em conjunto, esses dados sugerem que a auséncia do receptor TLR4
influencia no metabolismo de triglicerideos pelo figado por favorecer a (-

oxidacdo mitocondrial e peroxissomal de AG.

6.5- A auséncia do receptor TLR4 favorece a excregcéao de colesterol

O excesso de colesterol do organismo € eliminado na bile. Acidos
biliares sdo importantes agentes fisioloégicos para a absor¢cdo de nutrientes
intestinais e secrecao de lipidios, metabolitos toxicos e xenobiontes. Além
disso, os acidos biliares sdo moléculas que ativam receptores e participam de
vias de sinalizacdo com o objetivo de regular e manter a homeostase
energeética e metabdlica. A converséo do colesterol em acidos biliares previne o
acumulo de colesterol, triglicérides e metabdlitos toxicos que podem causar

injuria ao figado e outros o6rgaos (68).
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A primeira reacdo da chamada via classica de sintese de acidos biliares
€ catalisada pela enzima do citocromo P-450, colesterol 7a-hidroxilase
(CYP7al) (69), produzindo 7 a-hidroxil colesterol. A relevancia fisiol6gica dessa
via e da sintese de acidos biliares em geral torna-se evidente no fenoétipo de
camundongos deficientes de CYP7al (69). Estes animais demonstram uma
alta incidéncia de letalidade pds natal em consequéncia de faléncia hepatica e
ma absorcao de vitaminas e gorduras.

Ao analisarmos a expressao de CYP7al em nosso estudo, observamos
que os animais Duplo KO apresentaram uma expressido dessa enzima
significativamente mais elevada que os animais LDLr KO, mesmo tratados com
a dieta controle. Estes dados sugerem que a auséncia do TLR4 também altera
o metabolismo do colesterol, favorecendo sua excrecdo através de &acidos

biliares.

6.6- A auséncia do receptor TLR4 altera a inflamacao e producéao hepética

de citocinas

Além do padrdo metabdlico, neste estudo também avaliamos o perfil
inflamatorio hepatico, visto que o TLR4 é um receptor da imunidade inata e
muitos de seus efeitos podem ser atribuidos a ativacdo de leucocitos nos
tecidos.

Observamos aumento na infiltracdo de macrofagos no figado dos
animais LDLr KO recebendo a dieta hiperlipidica, sendo que n&o houve
aumento significativo na expresséo de F4/80 no grupo Duplo KO. A sinalizac&o

via TLR4 é importante para o recrutamento de macrofagos para os tecidos.
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Este papel € evidenciado principalmente em estudos de endotoxemia, onde se
observa o aumento da expressdo de diversos fatores quimiotaticos para
macrofagos apds a estimulacdo com LPS (70, 71). Além do nosso estudo, o
trabalho de Ding e colaboradores (54) também mostra diferencas na infiltracéo
de macréfagos em animais LDLr KO comparados a Duplo KO. Nesse estudo,
0os autores encontraram niveis de mMRNA de F4/80 no figado de animais
LDLrKO significativamente mais elevados do que nos animais Duplo KO
tratados com uma dieta diabetogénica. Em conjunto, nossos dados sugerem
gue o TLR4 tem um papel relevante na infiltracdo de macréfagos para o figado.

O aumento no nuamero de macrofagos no figado de animais que
recebem dieta hiperlipidica € normalmente relacionado com maior producéo de
citocinas pro-inflamatérias nos mesmos, ativando as células estelares
hepaticas a produzirem colageno, causando fibrose tecidual (11, 19, 30).
Podemos associar o0 maior numero de macrofagos dos animais LDLr KO apos
a ingestdo da dieta hiperlipidica com a maior expressado de IL-18 e TNF-a
encontrado no figado desses animais. AcreditAivamos que a auséncia do
receptor TLR4, ao inibir a infiltracdo de macrofagos no figado dos animais
Duplo KO, também diminuiria a expressado das citocinas pro-inflamatérias. No
entanto, encontramos expressao significativamente superior de IL-1B, IL-6 e
TNF-a nos animais Duplo KO apds receberem a dieta hiperlipidica.

Embora muitos trabalhos impliguem o TNF-a como um mediador
responsavel pelas alteragbes do metabolismo lipidico encontradas em
condicoes inflamatérias (ex. sepse), como hipertrigliceridemia, diminuicdo da
oxidacdo de acidos graxos e inibicdo da sintese de sais biliares (72-74), esta

citocina tem papel fundamental na homeostase hepéatica. Watanabe e
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colaboradores (75) demonstraram que o TNF-o regula a proliferacdo de
hepatocitos primarios de camundongos, induzindo a formacdo de matriz
extracelular e a sinalizacdo de fatores de crescimento nestas células,
favorecendo a regeneracdo do tecido. Além disso, foi demonstrado por
Schnyder-Candrian e colaboradores (76) que a auséncia de TNF-o leva a
hepatomegalia e esteatose grave em camundongos que receberam dieta rica
em colesterol, por diminuir a expressao do receptor scavenger de colesterol
(SR-B1), que é responsavel pela eliminacdo do colesterol em acidos biliares.
Desse modo, a maior expressdao de TNF-a nos animais Duplo KO,
independente da dieta, pode estar relacionada com a melhor capacidade de
producdo de &cidos biliares, refletindo nhuma menor concentragdo plasmatica
de triglicérides nesses animais.

Assim como na expressdo de TNF-a, observamos maior expresséo de
IL-1B no grupo Duplo KO em comparacéo ao grupo LDLr KO apés receberem a
dieta hiperlipidica. A IL-1p também regula a producao de acidos biliares, por
modular a expressdo do gene da colesterol 7 a hidroxilase (CyP7al). A
CyP7al é a enzima limitante para a sintese de &cidos biliares pelo figado,
controlando a concentracdo plasméatica de colesterol. Kojima e colaboradores
(77, 78) mostraram que animais deficientes para IL-13 apresentam expresséo
reduzida de CyP7al e maior concentracdo plasmatica de colesterol quando
comparados com animais C57bl do mesmo sexo. Encontramos aumento na
expressdo de ambas as proteinas nos animais Duplo KO, indicando que a
auséncia do receptor TLR4 pode estar aumentando a expressao de CyP7al via
IL-18, e desse modo favorecendo a eliminagéo do excesso de TG plasmaticos

nesses animais.
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Ainda observamos maior expressao de IL-6 no grupo Duplo KO em
comparacao ao grupo LDLr KO, porém essa expressao foi superior nos animais
alimentados com a dieta controle. InjecGes de IL-6 em 3 modelos animais de
figado gorduroso mostraram que essa citocina melhora a esteatose por
aumentar a B-oxidacdo mitocondrial de AG e melhorar a exportacdo hepatica
de TG e colesterol (79). Portanto, a menor trigliceridemia dos animais Duplo
KO pode estar relacionada a regulagao de enzimas de B-oxidacdo de AG pela
IL-6 aumentada.

Juntos, esses dados evidenciam que a auséncia de TLR4 modifica o
perfil de citocinas inflamatérias do tecido hepatico, de forma ndo diretamente
relacionada com a quantidade de macrofagos no tecido. A maior expressao de
citocinas inflamatérias vistas no grupo Duplo KO pode estar associada as
mudancas metabodlicas encontradas nesse grupo e desse modo pode estar
exercendo efeitos benéficos ao invés dos efeitos deletérios previamente
relatados na literatura.

Resumidamente, nossos dados sugerem que a auséncia de sinalizacéo
através do TLR4 esta associada a um menor aumento da trigliceridemia de
animais submetidos a uma dieta hiperlipidica devido a maior expressao de
genes associados ao catabolismo de acidos graxos e producéo de sais biliares.
Além disso, observamos menor infiltracdo de macrofagos e alteragcbes na
expressédo de citocinas inflamatdrias no figado de animais que ndo expressam
esse receptor quando comparados com animais deficientes somente para o

receptor de LDL.
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7. CONCLUSOES

O receptor TLR4 estda envolvido nas alteracbes do metabolismo lipidico

observados na esteatose hepatica ndo-alcodlica pois:

e A auséncia do receptor TLR4 diminui a concentracdo sérica de
triglicérides e acidos graxos livres nos camundongos deficientes para o
receptor de LDL ap6és 8 semanas de tratamento com a dieta
hiperlipidica.

e A auséncia do receptor TLR4 favorece a oxidacdo de AG pelo figado
através da maior expressdo de enzimas envolvidas na [-oxidacao
mitocondrial e peroxissomal, diminuindo deste modo o0s niveis
plasmaticos de TG.

e A auséncia do receptor TLR4 favorece a excrecdo do colesterol através

da maior expressao de enzimas de via de sintese de sais biliares.
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