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Estudos recentes demonstram que a obesidade esta associada com a resisténcia
a insulina e com um estado de inflamacéao crénica subclinica. Os “Toll-Like
Receptors” (TLRs) tém um papel fundamental na ativagdo do sistema imune
através do reconhecimento de antigenos de microorganismos. O TLR4 é um
subtipo de TLRs que é ativado pelo lipopolissacarideo de bactérias
gram-negativas e por outros agonistas, como os acidos graxos saturados. A
ativagdo do TLR4 estimula vias inflamatorias relacionadas a inducdo de

resisténcia a insulina, como a JNK e a IKKp.

Neste estudo, demonstrou-se que camundongos C3H/Hed, que apresentam uma
mutacao inativadora do TLR4, estdo protegidos da obesidade e da resisténcia a
insulina induzidas por dieta hiperlipidica. Aléem disso, musculos soleos isolados de
camundongos C3H/Hed estdo protegidos da resisténcia a insulina induzida por
acidos graxos.

Camundongos C3H/Hed tratados com dieta hiperlipidica (DH) apresentam um
menor ganho de peso, maior tolerancia a glicose e maior sensibilidade a insulina
em relagdo aos controles em DH. A analise morfométrica do tecido adiposo
evidenciou que os adipécitos dos camundongos C3H/HeJ em DH sao 30%
menores em relacdo aos adipécitos dos camundongos controle tratados com a
mesma dieta. Foi evidenciada uma maior fosforilagdo em tirosina do IRS-1 e maior
fosforilagdo da Akt, apds estimulo com insulina, em musculo, tecido adiposo e
figado de camundongos C3H/Hed tratados com DH em relagdo aos controles.
Observou-se uma maior ativacdo da JNK, da IKKB e da iINOS em musculo, tecido
adiposo e figado de animais controle tratados com DH quando comparado com

camundongos C3H/Hed tratados com a mesma dieta.

O tratamento com palmitato reduziu a captacdo de glicose e a sintese de
glicogénio em 40-50% em musculo séleo isolado de camundongos controle, mas
este efeito ndo foi observado em musculo séleo isolado de camundongos
C3H/Hed. Em resumo, o nosso estudo demonstra que a inativagdo do TLR4

previne a obesidade induzida por dieta, a ativacao da IKKp, da JNK, a resisténcia
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a insulina em camundongos em DH, além da resisténcia a insulina induzida por
palmitato em musculo isolado. O estudo sugere que o TLR4 tem um papel
importante na interligacdo entre o sistema imune inato e a resisténcia a insulina,
sendo um possivel alvo terapéutico para a obesidade, resisténcia a insulina e

diabetes mellitus tipo 2.
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Obesity is associated with insulin resistance and a state of abnormal inflammatory
response. The Toll-like receptor 4 (TLR4) has an important role in inflammation
and immunity and its expression has been reported in most tissues of the body,
including the insulin-sensitive ones. Since it is activated by lipopolysaccharide
(LPS) and saturated fatty acids, which are inducers of insulin resistance, TLR4
may be a candidate for participation in the cross-talk between inflammatory and
metabolic signals. Here, we show that C3H/HeJ mice, which have a
loss-of-function mutation in TLR4, are protected against the development of
diet-induced obesity. In addition, these mice demonstrate decreased adiposity,
increased oxygen consumption, a decreased respiratory exchange ratio, improved
insulin sensitivity and enhanced insulin signaling capacity in adipose tissue, muscle
and liver, as compared to control mice during high fat feeding. Moreover, in these
tissues, control mice fed on a high fat diet show an increase in IKKB and JNK
activity, which is prevented in C3H/Hed mice. In isolated muscles from C3H/Hed a
protection from saturated fatty acid-induced insulin resistance is observed. Thus,
TLR4 appears to be an important mediator of obesity and insulin resistance and a
potential target for the therapy of these highly prevalent medical conditions.

Abstract
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1.1- Obesidade e Diabetes Mellitus tipo 2: Epidemiologia

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e a obesidade s&o doencas de alta
prevaléncia na populacéo e atualmente atingem proporgdes epidémicas em todo o

mundo.

Estimativas da OMS (Organizacdo Mundial de Saude) indicam que no
mundo mais de um bilhdo de adultos apresentam sobrepeso e, destes, 300
milhdes sdo obesos (WHO, 2002). A obesidade predispde o individuo a uma série
de outras doencas como o diabetes mellitus tipo 2, a hipertensdo arterial
sistémica, a dislipidemia, a doencga hepatica gordurosa nao-alcodlica, doencas
cardiovasculares, asma, osteoartrite e certos tipos de cancer (Calle e Kaaks,
2004; Kopelman, 2000; Mannino et al., 2006; Wellen e Hotamisligil, 2005).

A incidéncia de diabetes mellitus tipo 2 aumentou muito nas duas
ultimas décadas e o DM2 afeta atualmente cerca de 150 milhdes de pessoas no
mundo (Zimmet et al., 2001). Estimativas para o ano de 2030 indicam um aumento
da prevaléncia para 366 milhdes de pessoas, com 0s maiores aumentos previstos
nos paises em desenvolvimento da América do Sul, Africa e Asia
(Wild et al., 2004; Zimmet et al., 2001).

Esta forma tdo comum de diabetes mellitus é frequentemente associada
a obesidade e, as epidemias dessas duas doencas estdo altamente relacionadas
(Mokdad et al., 2003). Tanto obesidade como diabetes mellitus tipo 2 estéo
associados a resisténcia a agcao da insulina, caracterizada por um prejuizo as
acdes normais da insulina (Reaven, 1988). Geralmente, o diabetes mellitus tipo 2
desenvolve-se quando a capacidade das células  de produzir insulina é
insuficiente para sobrepujar este estado de resisténcia a insulina. O DM2 impde
altos custos médicos e socioecondmicos para o sistema de saude. Além disso, as
complicacbes associadas com a doenca acarretam morbidade e mortalidade
prematuras para os pacientes, principalmente por doengas cardiovasculares
(Hogan et al., 2003).
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1.2- Inflamacao, Diabetes Mellitus e Obesidade

Ha mais de um século, foi verificado que altas doses de salicilato sédico
(5-7g/dia) diminuiam a glicosuria em pacientes com a “forma mais leve do
diabetes” (Shoelson, 2002), pressupostamente o DM2, indicando um possivel

envolvimento da inflamacgao na fisiopatologia do DM2.

Dados epidemiolégicos que associam inflamagdo com obesidade e
DM2 datam das décadas de 50 e 60, quando estudos epidemiologicos
demonstraram aumento de proteinas de fase aguda na obesidade e no DM2
(Fearnley et al.,, 1959; Ogston e McAndrew, 1964). Estudos mais recentes
correlacionam uma maior incidéncia do DM2 com o aumento de marcadores e
mediadores da inflamacdo e proteinas de fase aguda como o fibrinogénio,
proteina C reativa, interleucina-6 (IL-6) e com o aumento da contagem total de
leucécitos (Pradhan et al., 2001; Schmidt et al., 1999; Tataranni e Ortega, 2005;
Vozarova et al., 2002).

Durante a ultima década, estudos demonstraram que um estado de
inflamacéo crénica subclinica esta associado a obesidade, ao diabetes mellitus
tipo 2 e a resisténcia a insulina (Wellen e Hotamisligil, 2005). Pesquisas
realizadas nos ultimos anos identificaram vias que ligam o sistema imune e o
sistema metabolico. Em 1993, Hotamisligil et al e Feinstein et al evidenciaram
que o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), uma citocina pré-inflamatéria, tinha
sua expressao aumentada no tecido adiposo de camundongos obesos e que
poderia induzir resisténcia a insulina. Foi verificado também que, como nos
camundongos, 0 TNF-a também tem sua produg¢do aumentada no musculo e
tecido adiposo de humanos obesos (Hotamisligil et al., 1995; Kern et al., 1995;
Saghizadeh et al., 1996). A administracdo de TNF-a recombinante para células em
cultura ou para animais reduz a sensibilidade a insulina e, camundongos obesos
que tém TNF-a ndo funcionante ou que nao tém receptores de TNF-o apresentam
melhora da sensibilidade a insulina, quando comparados com camundongos

controles (Hotamisligil et al., 1993; Uysal et al., 1997). O aumento da produgéo de
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TNF-a no tecido adiposo, principalmente em modelos experimentais, € uma

caracteristica da obesidade e contribui para a resisténcia a insulina.

Estudos posteriores evidenciaram que, além do TNF-a, outros
mediadores da inflamacao e citocinas tém sua expressdao aumentada no tecido
adiposo e em outros tecidos em modelos experimentais de obesidade e em
humanos, indicando que a obesidade é caracterizada por uma ampla resposta
inflamatdria (Dandona et al., 2004; Pickup, 2004).

A resposta inflamatdria que emerge na presenca da obesidade parece
ser desencadeada no tecido adiposo. Originalmente considerado um depdsito
passivo de energia, atualmente o tecido adiposo é considerado um d&rgéo
enddécrino, que se comunica com O sistema nervoso central e com tecidos
periféricos através da secregcdao de substancias que regulam o apetite e o
metabolismo (Kershaw e Flier, 2004). O tecido adiposo € um sitio de produgao de
uma série de citocinas e outras substancias bioativas, incluindo leptina,
interleucina 6 (IL-6), resistina, adiponectina, visfatina, TNF-a, proteina 1
quimiotaxica de mondcitos (MCP-1), proteina-4 ligadora de retinol (RBP-4),
amildide sérico A (SAA) e outras (Fried et al.,, 1998; Fukuhara et al., 2005;
Steppan et al.,, 2001; Tilg e Moschen, 2006; Yamauchi et al., 2001;
Zhang et al., 1994). O tecido adiposo de humanos e camundongos obesos é
caracterizado por um infiltrado de macréfagos, que sdo uma fonte adicional de
citocinas e outros mediadores soluveis (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). Foi
observado que, em camundongos e individuos obesos, os macréfagos se
agregam em “crown-like structures” (CLS), que contém até 15 macréfagos em
torno de um adipdcito (Cinti et al., 2005). As CLS localizam-se exclusivamente ao
redor de adipécitos que sofreram necrose (Cinti et al., 2005). Foi também
evidenciada a formacao de células gigantes multinucleadas na circunvizinhanga
de goticulas de gordura de adipdcitos necrosados, sugerindo que os macrofagos

possam ter um papel na limpeza de lipideos residuais.
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1.3- Ativacao de vias inflamatoérias e resisténcia a insulina

A insulina exerce suas agdes atraves da sua ligagdo com o receptor de
insulina (IR) na superficie das células. O receptor de insulina se autofosforila e
fosforila varios substratos da familia do receptor de insulina (IRS), iniciando uma
cascata sinalizatéria que permite as ag¢des normais da insulina
(Saltiel e Pessin, 2002; White, 1997). A inibicdo da sinalizagdo abaixo do receptor

de insulina € um mecanismo pelo qual a inflamagao causa resisténcia a insulina.

A fosforilacdo inibitoria do substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1)
em serina pode ocorrer apos a exposi¢cao de células ao TNF-a ou a altos niveis de
acidos graxos livres (AGLs) (Aguirre et al., 2000; Hotamisligil et al., 1996;
Yin et al., 1998). Esta fosforilacdo do IRS-1 em serina reduz sua fosforilagdo em
tirosina em resposta a insulina e sua capacidade de se associar com o IR,

bloqueando a sinalizagédo e agao da insulina (Aguirre et al., 2002; Paz et al., 1997).

Varias serina/treonina quinases que sao ativadas por estimulos
inflamatoérios na obesidade e em outras condigdes de resisténcia a insulina
contribuem para a inibicdo da sinalizagdo da insulina através da fosforilagdo do
IRS-1 em serina, incluindo a JNK (c-dJun NHa-terminal quinase), a IKKpB (quinase
do inibidor do NF-xB) e a proteina quinase C convencional (Aguirre et al., 2000;
Aguirre et al., 2002; Gao et al., 2002; Griffin et al., 1999; Hirosumi et al., 2002). A
ativagdo dessas quinases na obesidade ressalta a interligagdo entre as vias
imunes e metabdlicas, pois estas sdo as mesmas quinases (principalmente a JNK
e a IKKB) que séo ativadas na resposta imune inata pelos Toll-like receptors
(TLRs) apés sua ligagdo com o lipopolissacarideo (LPS), peptideoglicano e outros

produtos microbianos (Medzhitov, 2001).

Citocinas proé-inflamatérias como o TNF-a. e a IL-1pB (interleucina-1 B)
ativam a JNK e a IKKp, através dos mecanismos classicos mediados por seus
receptores. Porém, essas quinases também podem ser ativadas por “Patern
recognition receptors” (PRRs) como os TLRs e o receptor para produtos finais de
glicacdo avangada (RAGE) (Akira et al., 2006).
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A obesidade é associada com o aumento da atividade da JNK no tecido
adiposo, figado, musculo e no hipotalamo (Hirosumi et al., 2002; Prada et al.,
2005). A JNK ¢é ativada por citocinas como o TNF-a, por AGLs e por estresse do
reticulo endoplasmatico (Aguirre et al., 2000; Gao et al., 2004; Ozcan et al., 2004).
Camundongos obesos com deficiéncia genética da JNK-1 estdo protegidos da
resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica (DH) ou geneticamente
induzida (camundongos ob/ob), da fosforilagdo do IRS-1 em serina do e do
desenvolvimento do diabetes (Hirosumi et al., 2002). Inibidores da JNK melhoram
a sensibilidade a insulina em camundongos com resisténcia a insulina
(Kaneto et al., 2004) .

A IKKB pode bloquear a sinalizagdo da insulina por pelo menos dois
mecanismos. Primeiramente, a IKKB pode fosforilar diretamente o IRS-1 em
residuos de serina (Gao et al., 2002; Yin et al., 1998). Além disso, a IKKp pode
fosforilar o inibidor do NF-xB (I«B), que sofre degradacéo e libera o NF-xB para
translocagao para o nucleo, onde este promove a expressao de varios genes alvo
que induzem resisténcia a acdo da insulina, incluindo o TNF-a e a IL-6
(interleucina  6). Camundongos heterozigotos IKKB*" ficam protegidos da
resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica, infusdo de lipides ou
obesidade genética (Kim et al., 2001; Yuan et al., 2001). A inibigdo da IKKp pela
administracdo de altas doses de salicilatos melhora a agdo da insulina em
modelos experimentais e em humanos (Hundal et al., 2002; Yuan et al., 2001). A
inibicdio do NF-«xB em macrofagos ou no figado, através da expressao
tecido- especifica de um IkBa inibitério dominante ou da delecdo/ supressao
tecido-especifica da IKKB, diminui a expressao de genes inflamatérios e a

resisténcia a insulina em animais tratados com DH (Arkan et al., 2005;
Cai et al., 2005).

A proteina quinase C também é importante na interagcdo entre
inflamacao e metabolismo e tem sido implicada como a quinase responsavel por
transmitir sinais lipidicos (Boden et al., 2005; Kim et al., 2004; Yu et al., 2002).
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Lipideos derivados dos acidos graxos, como o diacilglicerol, podem ativar a PKC-6
(PKC zeta) em musculo ou a PKC-5 (PKC delta) no figado e inibir a acdo da
insulina (Boden et al.,, 2005; Yu et al.,, 2002). Camundongos com deficiéncia
genética da PKC-6 sao protegidos da resisténcia a insulina induzida por AGLs
(Kim et al., 2004). A PKC-0 ativa a IKKp, podendo contribuir para a resisténcia a

insulina por estimular esta via.

Além da ativagao das serina/treonina quinases, outras vias contribuem
para a resisténcia a insulina induzida pela inflamacao. Trés membros da familia da
SOCS (supressor da sinalizagdo de citocina), incluindo a SOCS-1, SOCS-3 e
SOCS-6 foram implicadas na supressdo da sinalizagdo da insulina mediada por
citocinas (Emanuelli et al., 2001; Mooney et al., 2001; Rui et al.,, 2002). Essas
moléculas parecem inibir a sinalizagdo da insulina interferindo com a fosforilagéao
em tirosina do IRS-1 e do IRS-2 ou através do direcionamento do IRS-1 e do
IRS-2 para degradacédo proteossébmica (Rui et al., 2002; Ueki et al., 2004). A
SOCS-3 também apresenta um papel na regulagdo da acgédo central da leptina.
Camundongos heterozigotos SOCS3*" e camundongos com deficiéncia neuronal
da SOCS-3 mostram protecdo contra a obesidade e resisténcia a insulina
induzidas por dieta hiperlipidica (Howard et al., 2004; Mori et al., 2004)

Citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1 e INF-y) aumentam a produgao
de 6xido nitrico através da indugédo da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) em
musculo esquelético de ratos e cultura de midcitos e adipdcitos
(Bedard et al., 1997; Kapur et al., 1997; Kapur et al., 1999). A indugéo da iNOS foi
associada com a redugdo da captagdo de glicose estimulada por insulina em
cultura de miécitos (Bedard et al., 1997). A ablacdo genética da iINOS em
camundongos protege da resisténcia a insulina induzida por dieta
(Perreault e Marette, 2001). Recentemente, Carvalho-Filho et al (2005)
demonstraram que, em animais submetidos a dieta hiperlipidica e em
camundongos ob/ob, ocorre aumento da ativagao da iNOs em tecido muscular. Os
autores observaram que proteinas da via de sinalizagéo da insulina, como o IR, o

IRS-1 e a proteina serina/treonina quinase B (Akt/PKB) podem sofrer S-nitrosagao,
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0 que contribui para reduzir a sinalizagcdo da insulina via IR/IRS-1/Akt em tecido
muscular. Além disso, a S-nitrosagdo pode levar o IRS-1 a degradacgéo,
justificando os niveis reduzidos de IRS-1 no musculo destes animais. O bloqueio
da indugéo da iNOS por rosiglitazona em camundongos com obesidade induzida
por dieta, diminui o desenvolvimento de resisténcia a insulina e impede a
S-nitrosacdo de proteinas da via de sinalizagdo da insulina (Carvalho-Filho
et al., 2005).

1.4- Interseccao entre sistema imune e sistema metabdlico

A sobrevivéncia de organismos multicelulares depende da capacidade
de debelar infeccbes e de armazenar energia para periodos de escassez alimentar
e alto gasto energético. Os sistemas imunes e metabdlicos estédo, portanto, entre
0s mais indispensaveis para a sobrevivéncia dos animais e muitos mecanismos
responsaveis pela deteccdo de patdégenos e de nutrientes sao altamente
conservados de organismos como o helminto Caenorhabiditis elegans e da
Drosophila até os mamiferos. A habilidade de combater infecgbes levou a selegao
de respostas imunes potentes, particularmente apds declinios macigos da
populacao durante periodos de pandemias e epidemias por doencas infecciosas
(Beutler, 2004b; Levin et al., 1999). A fome foi uma ameaga a saude humana ao
longo de toda a histéria e houve a selecdo de um sistema metabdlico com alta
capacidade de armazenar energia e excesso de calorias. Desta forma, a
combinagdo desses tragos criou uma organizagao bioldgica que € altamente
capaz de processar e armazenar energia € tem um sistema imune potente e as

vezes hiper-sensivel.

Durante os periodos de fome prolongada, que assolaram a
humanidade, uma vantagem foi conferida por genes que favorecem o uso
econdmico e o armazenamento da energia, os chamados genes poupadores
(Zimmet e Thomas, 2003). A existéncia dos genes poupadores foi proposta

inicialmente por Neel (1962), que evidenciou a glicose como um eficiente
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combustivel biolégico. Ele sugeriu que pressdes evolutivas, para preservar a
glicose como combustivel para o cérebro durante periodos de fome, levaram a
uma propensao genética que favorece a resisténcia a insulina em tecidos

periféricos (Neel, 1962).

Estilos de vida sedentarios e consumo irrestrito de alimentos com alta
densidade energética, ricos em gorduras saturadas e carboidratos simples, como
ocorre na sociedade atual, podem tornar este estado metabdlico, antes vantajoso,
em nocivo a saude. Além disso, € sugerido que o0s genes poupadores, que
trouxeram uma vantagem de sobrevivéncia para a humanidade, possam ser
responsaveis pelas epidemias de obesidade e diabetes mellitus tipo 2 que

atualmente acometem a populagcéo de todo o mundo (Zimmet e Thomas, 2003).

A inter-relagdo intima entre os sistemas imune e metabdlico tem muitas
bases evolutivas. As unidades funcionais, que controlam atividades imunes e
metabdlicas chave em organismos superiores, evoluiram de estruturas ancestrais
comuns. Uma destas estruturas € o “corpo gorduroso da Drosophila’, que
incorpora homologos do figado e dos sistemas imune e hematopoiético em
mamiferos (Leclerc e Reichhart, 2004; Sondergaard, 1993). Esta estrutura
também inclui o equivalente ao tecido adiposo em mamiferos. O “corpo gorduroso
da Drosophila” é o local de coordenagao de respostas imunes e metabdlicas. Em
organismos superiores, o figado, tecido adiposo e sistema hematopoiético se
especializaram em o6rgaos ou unidades funcionais distintas. Entretanto, é
interessante ressaltar que tanto figado como tecido adiposo apresentam uma
organizagdo arquitetural em que células metabdlicas (adipocitos ou hepatdcitos)
estdo em proximidade com células imunes (macréfagos ou células de Kupffer) e
que ambos tém acesso a uma vasta rede de vasos sanguineos. Esta configuragao
permite interagdes continuas e dinamicas entre respostas imunes e metabdlicas e
€ possivel aventar que vias comuns ou superpostas regulam fungdes imunes e
metabdlicas através de sistemas sinalizatérios comuns. Isto pode permitir que

nutrientes interajam com sistemas responsaveis pela detecgdo de patdgenos,
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como os Toll-like receptors (TLRs), desencadeando respostas inflamatorias
(Beutler, 2004 b; Shi et al., 2006; Song et al., 2006).

A integragdo do metabolismo e da imunidade é vantajosa em condi¢des
normais porque durante uma resposta imune ou inflamatdria pode ser necessaria
a redistribuicdo da energia, com mobilizacdo dos lipideos armazenados
(Khovidhunkit et al., 2004). A resposta inflamatoria favorece, portanto, um estado
catabdlico, com supressdo de vias anabdlicas, como a via da sinalizacdo da
insulina. Contudo, a interligacéo entre os sistemas metabdlico e imune depende
de um balancgo delicado e, disturbios cronicos da homeostase metabdlica, como
ocorre na obesidade, podem desencadear respostas imunes aberrantes,
responsaveis pelo surgimento de doencgas inflamatérias relacionadas a obesidade
como o diabetes mellitus tipo 2, aterosclerose e doencga hepatica gordurosa

nao-alcodlica (Wellen e Hotamisligil, 2005).

1.5- Sistema Imune em Mamiferos

O sistema imune em mamiferos € composto por duas divisdes: a

imunidade inata e a imunidade adquirida.

O sistema imune inato € a primeira linha de defesa do hospedeiro
contra a invaséo por patdgenos e € mediado por fagécitos, incluindo macréfagos e
células dendriticas. A imunidade adquirida é responsavel pela eliminacdo dos
patdgenos na fase mais tardia da infecgédo, assim como pela geragao de memoria
imunoldgica. A imunidade adquirida € caracterizada pela especificidade. A
resposta imune inata ndo €& completamente inespecifica como se supunha
originalmente, mas é capaz de discriminar entre o ‘préprio’ e uma variedade de
patdgenos (Aderem e Ulevitch, 2000; Hoffmann et al., 1999; Medzhitov e Janeway,
1997b). O sistema imune inato identifica os microorganismos através de um
numero limitado de receptores (“PRRs’- pattern-recognition receptors) que

reconhecem componentes especificos dos microorganismos. Os “PRRs”
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distinguem padroes moleculares associados aos patogenos
("PAMPs”- pathogen-associated molecular patterns) que s&o essenciais a
sobrevivéncia do microorganismo, o que dificulta a modificacdo pelo
microorganismo. Os PRRs sdo expressos constitutivamente no hospedeiro e
detectam patdgenos independente do estagio no ciclo de vida. Diferentes PRRs
reagem com PAMPs especificos, apresentam padrbes de expressdo distintos,
ativam vias de sinalizagdo especificas e levam a diferentes respostas contra os

microorganismos.

1.6- “Toll-like receptors” como PRRs

Os “Toll receptors” sdo proteinas transmembranas responsaveis pela
deteccdo da invasdao do organismo por patégenos em plantas, insetos e
mamiferos. Esses receptores sdo conservados ao longo da evolugdo desde o
helminto Caenorhabditis elegans até os mamiferos (Akira e Takeda, 2004; Beutler,
2004a; Hoffmann, 2003; Janeway e Medzhitov, 2002).

Os “Toll receptors” foram inicialmente identificados na Drosophila como
receptores essenciais para o estabelecimento do desenvolvimento dorso-ventral
dos embrides (Hashimoto et al., 1988). Em 1996, Lemaitre et al demonstraram que
moscas com mutagcdo no “Toll” eram mais susceptiveis a infeccdo fungica.
Posteriormente, homdlogos dos “Toll receptors” foram identificados em mamiferos
e designados “Toll-like receptors” (TLRs) (Medzhitov et al., 1997a). A analise
funcional dos TLRs demonstrou que esses receptores sao responsaveis pelo
reconhecimento de padrdes especificos de componentes microbianos que sao
conservados entre 0s microorganismos, mas que nao estdo presentes nos
mamiferos. Atualmente existem 12 membros da familia dos TLRs identificados em

mamiferos.

Os TLRs sao glicoproteinas de membrana caracterizados por um
dominio extracelular contendo um numero variado de repeticdbes de leucinas

(“leucine-rich-repeat”-LRR) e um dominio citoplasmatico ou intracelular homologo
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ao receptor de interleucina 1 (IL-1R) denominado dominio “Toll/IL-1R homology”
(TIR) (Bowie e O'Neill, 2000) (Esquema. 1). Os dominios LRR sao compostos por
19-25 repeticbes de leucinas com 24-29 aminoacidos cada. Estes dominios sdo
responsaveis pelo reconhecimento dos PAMPs de bactérias, parasitas, fungos e

virus.

Os TLRS reconhecem coletivamente lipideos, carboidratos, peptideos e
acidos nucléicos expressados em diferentes grupos de microorganismos. Os
TLRs podem ser divididos em subfamilias que reconhecem PAMPs relacionados.
A subfamilia composta por TLR1, TLR2 e TLR6 reconhece lipideos. TLR7, TLR8 e
TLR9 reconhecem acidos nucléicos. O TLR4 reconhece o lipopolissacarideo (LPS)
de bactérias gram-negativas, as proteinas de choque térmico (heat-shock
proteins) e o fibrinogénio, entre outros ligantes (Akira e Takeda, 2004;
Takeda et al., 2003b).
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IL-1R TLR

Dominio
TIR

Esquema 1- Receptor de Interleucina-1 (IL-1R) e “Toll-like receptors”

(Adaptado de Akira S; Takeda K, Nature Reviews Immunology, 2004)

Os TLRs sao expressos em varias células do sistema imune, incluindo
macrofagos, células dentriticas, linfécitos B e tipos especificos de linfocitos T. A
expressao dos TLRs também €& observada em outros tipos de células como
adipdcitos, células endoteliais, cardiomiocitos, células do epitélio intestinal
(Takeda et al., 2003b). A expressao dos TLRs n&o € estatica, sendo modulada
rapidamente em resposta a patdgenos, citocinas e estresse do ambiente. Além
disso, os TLRs podem ser expressos no intra e extracelular. Alguns TLRs
(TLRs 3, 7, 8 e 9) encontram-se quase que exclusivamente nos compartimentos
intracelulares (Akira e Takeda, 2004).
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Evidéncias crescentes indicam que os TLRs podem ser ativados por
ligantes enddgenos, desencadeando resposta imune. Sinais de células lesadas ou
sob estresse podem iniciar a resposta imune, mesmo na auséncia de infecgao.
Estes sinais podem ser gerados quando as células sofrem necrose, iniciando
respostas imunes e inflamatdrias, em contraste com a morte fisiolégica via

apoptose, que nédo desencadeia inflamacao (Akira et al., 2001).

1.7- Vias de sinalizacao dos TLRs

A associagado dos TLRs com seus ligantes ativa duas vias sinalizatérias
distintas, a via dependente do fator de diferenciacédo mieldide 88 (MyD88) e a via
independente do MyD88 (Akira e Takeda, 2004). Apds sua ativagdo, os TLRs
dimerizam e sofrem mudancas conformacionais necessarias para o recrutamento
de moléculas adaptadoras contendo um dominio TIR para o dominio TIR do TLR.
Ha quatro moléculas adaptadoras que exercem este papel: o0 MyD88, a proteina
associada ao TIR (TIRAP/MyD88-adaptor like), a proteina adaptadora que contém
dominio TIR que induz interferon-f (TRIF/TIR-“domain-containing molecule
1”7 (TICAM1) e a molécula adaptadora relacionada a TRIF (TRAM)
(Oshiumi et al.,, 2003; Yamamoto et al., 2002). O MyD88 e o TRIF séao
responsaveis pela ativagcdo de vias sinalizatorias diferentes, que acarretam a

producao de citocinas pré-inflamatérias e interferons (INFs), respectivamente.

O MyD88 é critico para a sinalizagéo de todos os TLRs, exceto para a
sinalizagdo do TLR3 (Akira et al., 2006). Depois da ativagdo do TLR, o MyD88
liga-se ao dominio citoplasmatico dos TLRs, o que facilita a associagao da quinase
4 associada ao receptor de IL-1 (IRAK4) com o receptor. A ligagdo do MyD88 com
a IRAK4 permite a fosforilacdo de residuos na quinase 1 associada ao receptor de
IL-1 (IRAK1), induzindo a atividade quinase da IRAK1. A IRAK1 ativada
autofosforila residuos na sua regido N-terminal e esta hiperfosforilagdo da IRAK1
possibilita a ligacdo do fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6) ao
complexo (Akira e Takeda, 2004). O complexo IRAK1-TRAF6 desliga-se do
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receptor e interage na membrana plasmatica com outro complexo pré-formado
que inclui a quinase 1 ativada por fator de crescimento transformador § (TAK1), a
proteina 1 ligadora da TAK1 (TAB1) e a proteina 2 ligadora da TAK1 (TAB2) ou a
proteina 3 ligadora da TAK1 (TAB3). Esta interagdo induz a fosforilagdo da
TAB2/TAB3 e da TAK1, que se desloca em conjunto com o TRAF6 e TAB1 para o
citoplasma. A TAK1 é ativada no citoplasma, possibilitando a ativagao da kinase 3
do inibidor do NF-xB (IKKB) e consequentemente do fator de transcrigdo nuclear
NF-«B (Akira et al., 2006). A ativacdo da TAK1 também permite a ativacdo das
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs), incluindo a c-Jun

NH2-terminal quinase (JNK) (Esquema. 2).
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Esquema 2- Sinalizagao intracelular dos “Toll-like receptors”

(Adaptado de Akira S; Takeda K, Nature Reviews Immunology, 2004)
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1.8- TLR4

O TLR4 é um subtipo de TLR que é responsavel pelo reconhecimento
do lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram-negativas. Dois grupos de
pesquisadores independentes identificaram mutagcdes no gene do TLR4 como
responsaveis pela diminuigdo da resposta ao LPS em duas linhagens de
camundongos, C3H/Hed e C57BL/10ScCr (Poltorak et al., 1998; Qureshi et al.,
1999). Os camundongos C3H/Hed apresentam uma mutagao de ponto no gene do
TLR4, na regido que codifica a porgao intracelular do receptor, com a substituigao
de uma prolina altamente conservada por uma histidina. Esta mutagdo gera um
alelo dominante negativo, defeitos na sinalizacdo do TLR4 e, conseqlientemente,
supressdo da resposta ao LPS (Hoshino et al., 1999). A outra linhagem de
camundongos que € hipo-responsiva ao LPS, o C57BL/10ScCr, tem a dele¢do do
gene inteiro do TLR4 (Poltorak et al., 1998; Qureshi et al., 1999).

Além do LPS, o TLR4 reconhece uma série de outros ligantes como
proteinas do envelope viral (Rassa et al., 2002), a proteina de fusdo do virus
sincicial respiratorio (Haynes et al., 2001; Kurt-Jones et al., 2000), ligantes
enddégenos como a proteina do choque térmico 70 (HSP70) (Asea et al., 2002;
Vabulas et al., 2002) e o fibrinogénio (Smiley et al., 2001). Recentemente, também

foi observado que acidos graxos saturados podem ativar o TLR4 (Lee et al., 2001).

O reconhecimento do LPS pelo TLR4 requer a contribuicdo de outras
moléculas. O LPS interage com a proteina ligadora de LPS presente no soro e o
complexo formado por LPS e proteina ligadora de LPS é reconhecido pela CD14,
uma molécula glicofosfatidilinositol que fica ancorada na superficie de
macrofagos/mondcitos e neutréfilos (Takeda et al.,, 2003b). A MD-2
(“Myeloid Differentiation-2”) € uma glicoproteina que se associa com a porgao
extracelular do TLR4 e aumenta a resposta ao LPS (Akashi et al., 2000; Shimazu
et al.,, 1999). Camundongos que ndo expressam a MD-2 s&o resistentes ao
choque séptico induzido por LPS, como os camundongos que ndo expressam o
TLR4 (Nagai et al., 2002), demonstrando que a MD-2 é essencial na resposta ao
LPS.
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Os “Toll-like receptors” sao fundamentais para ativagdo do sistema
imune inato em mamiferos através do reconhecimento de PAMPs. O TLR4 & um
subtipo de TLR que é ativado por acidos graxos saturados e pelo LPS, que sao
indutores de resisténcia a agao da insulina. Portanto, pode-se pressupor que o
TLR4 participe na interligagao entre sistema imune inato e metabdlico. Entretanto,
o papel do TLR4 na conexdo entre sistema imune inato e resisténcia a insulina

ainda nao foi estabelecido.
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2- OBJETIVOS
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Os objetivos do presente trabalho foram investigar em camundongos
C3H/Hed, que apresentam uma mutacao inativadora no TLR4, os efeitos do
tratamento com dieta hiperlipidica (DH) no ganho de peso, sensibilidade a insulina,
morfologia do tecido adiposo e ativacdo de proteinas da via inflamatéria nos
tecidos muscular, adiposo e hepatico. Além disso, foi avaliado o efeito de acidos
graxos saturados na captagdo de glicose e sinalizacdo insulinica em musculo

isolado de camundongos C3H/Hed e seus controles.
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3- MATERIAL E METODOS
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Animais Experimentais

Camundongos machos C3H/Hed, C3H/HeN, C57BI/10ScCr e seus
controles especificos foram obtidos do laboratério Jackson e providos pela

Universidade de Sao Paulo.

Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da
Universidade Estadual de Campinas. Os camundongos foram mantidos sob
condigdo padronizada de iluminagdo (ciclo claro/escuro de 12 horas) e

temperatura de 22 + 2 °C.

Camundongos C3H/Hed e seus controles especificos (C3H/HeN) foram
divididos em dois grupos, com pesos similares, para receber dois tipos de dieta:
ragao padrao para camundongos e agua a vontade ou dieta hiperlipidica com 55%
de calorias provenientes de gordura, 29% de carboidratos e 16% de proteinas. O

peso e a ingestdo alimentar foram avaliados semanalmente.

Anticorpos, reagentes quimicos e materiais

A insulina regular humana (Humulin R) foi adquirida da Lilly. Os
reagentes e aparelhos para eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de soédio (SDS-PAGE) foram adquiridos da Bio-Rad (Richmond, CA).
Metano hidroximetilamina (TRIS), fenil-metilsulfonilfluoreto (PMSF), aprotinina,
ditiotreitol (DTT), triton X-100, tween 20, colagenase tipo Il e glicerol foram
fornecidos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo., USA). Proteina A com iodo
radioativo (1251) foi adquirida da Amersham (Amersham, UK) e a proteina A
sepharose 6 MB da Pharmacia (Uppsala, Suécia). A membrana de nitrocelulose
(Hybond ECL, 0.45 um) foi obtida da Amersham (Aylesbury, UK). O agente
anestésico tiopental sédico foi adquirido da Cristalia (ltapira/SP, Brasil). O TRIzol®
foi obtido da Invitrogen (Carlsbad, CA). O acido (hidroxi-piperazina) etanosulfénico
(HEPES) foi obtido da Calbiochem (Darmasdat, Alemanha). Os anticorpos anti-IR,
IRS-1, anti-fosfotirosina, anti-Akt, anti-lkBa, anti-JNK, anti-fosfo-JNK, anti-TLR4,
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anti-MYD88, anti-fosfo-c-Jun foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology
(CA, USA). Anti-Akt [Ser473] foi adquirido da Cell Signaling Technology (Beverly,
MA, USA), anti-F4/80 foi adquirido da Abcam (Cambrigde, MA, USA) e
anti-fosfo-IRS-1%°"% foi adquirido da Upstate Biochnology (Lake Placid, NY, USA).

Solucoes utilizadas
Tampao de Extracao

O tampao de extragao para extrato total e imunoprecipitado foi utilizado
para a extragcdo das proteinas celulares dos tecidos estudados. Este tampéo
contém: trisma base pH 7,5 (hidroximetii aminometano) 100 mM, EDTA
(Acido etileno-diaminotetracético) 10 mM, fluoreto de sédio 100 mM, pirofosfato de
sédio 10 mM, PMSF 2mM (diluido em alcool etilico), triton X-100 1%, ortovanadato
de sodio 10 mM e aprotinina 0,1mg/ml. A solugdo foi mantida a 4°C e o

ortovanadato, o PMSF e a aprotinina foram adicionados no momento do uso.

Tampao de Laemmli (5X)

O tampao de Laemmli foi usado para estocar o material extraido e para
a sua posterior aplicacdo no gel de poliacrilamida para eletroforese (SDS-PAGE).
Contém azul de bromofenol 0,1%, fosfato de soédio 1M pH 7,0, glicerol 50% e SDS
10%.

Solucao tampao utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Esta solugcdo contém: trisma base 200 mM, glicina 1,52 M, EDTA 7,18

mM e SDS 0,4%. Para uso, a solugao é diluida a 1:4.

Material e Métodos
54



Solucao tampao para transferéncia

Esta solugcdo €& empregada para a transferéncia das proteinas
separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose e contém: trisma
base 25 mM, glicina 192 mM, Metanol 20% e SDS 0,02% para facilitar a eluicao

de proteinas de alto peso molecular. Foi mantida estocada a 4°C.

Solucao tampao para SDS-PAGE - Gel de resolucao (“resolving™)

O tampao é composto de EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 750 mM,

com pH ajustado para 8,9 com acido cloridrico.

Solucao tampao para SDS-PAGE - Gel da fase de empilhamento (“stacking”)
das proteinas

O tampéo contém: EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 50 mM, com pH

ajustado para 6,7 com acido fosforico.

Solucao basal

Solugdo basica utilizada para o manuseio da membrana de
nitrocelulose apds transferéncia das proteinas. Esta solugdo contém: cloreto de
soédio 150 mM, trisma base 10 mM, tween 20 0,02%.

Solucao bloqueadora

Utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose, apds a
transferéncia, contém: 5% de leite em pd desnatado e azida sddica 0,02%,

dissolvidos em solucao basal.
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Solucao tampao para lavagem do imunoprecipitado

Esta solugédo contém: trisma base 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato
de sddio 2 mM e triton X-100 0,5%.

Solucao para anticorpos

Contém 0,3% de leite em p6 desnatado e azida sddica 0,02%, diluidos
em solugao basal.

Solucdo com proteina A marcada com |

Permite a visualizagdo das bandas em auto-radiografia, contém 0,1%

de leite desnatado, dissolvido em solucdo basal com 2 uCi de proteina A '°I.

Dosagem de Leptina, Insulina, Adiponectina, IL-6, TNF-oa e Acidos Graxos

Livres

As concentragdes de leptina, insulina e adiponectina foram
determinadas por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) (LINCO,
Billerica, MA, USA). A concentracédo sérica de acidos graxos livres foi avaliada
com o kit NEFA-Kit-U (Wako Chemical GmBH, Neuss, Germany) com o acido
oléico como o padrao. As glicemias foram medidas a partir do sangue venoso com
um monitor de glicemia (Glucometer, Bayer). Foram determinadas as
concentragdes séricas de IL-6 (interleucina 6) e TNF-a (fator de necrose tumoral
alfa) através de ELISA (Pierce Endogen, Rockford, IL, USA).
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Consumo de oxigénio e Quociente Respiratéorio (QR) em camundongos
C3H/HedJ e controles

O consumo do oxigénio foi medido através do analisador de gases
(Columbus Instruments' Oxymax Deluxe System, Ohio, USA), em camundongos
submetidos a jejum alimentar de quatro horas. Os fluxos foram ajustados de
acordo com o peso do animal para manter mudancas na composigdo dos gases
expirados menos de 0,05%. O medidor de fluxo foi previamente calibrado com
gases de concentragdes conhecidas. Apds 10 minutos de estabilizacdo dos gases
no interior da camara, o consumo de O, foi determinado a cada minuto por um

periodo de 15 minutos.

Microscopia Optica

Apos jejum alimentar de 12 horas, os camundongos foram anestesiados
com uma overdose de tiopental soédico e a cavidade abdominal aberta para a
disseccdo do tecido adiposo peri-epididimal. Depois da disseccdo, o tecido
adiposo peri-epididimal foi fixado por imersdo em formaldeido 4% com tampao
fosfato 0,1M (PH 7,4), por um periodo de até 24 horas. Em seguida, o tecido foi
automaticamente processado em aparelho histotécnico e submetido a
desidratagdo, diafanizagdo e impregnacdo por parafina, por meio de banhos
consecutivos em alcodis de concentragdes crescentes, xilol e parafina. Por fim, o
tecido foi incluido em blocos de parafina e foram obtidas secg¢des de cinco
micrémetros de espessura, que foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) para

se verificar a morfologia do tecido adiposo.

Morfometria

As seccoes de tecido adiposo foram avaliadas com um microscopio de
luz Zeiss Axiophot com uma objetiva de 40X e as imagens digitais foram obtidas
com uma Canon PowerShot G5. Foi avaliada a presenca de “Crown-like

structures” (CLS), que sdo compostas por macréfagos em torno de adipdcitos
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individuais, formando uma ‘coroa’ de macréfagos (Cinti et al., 2005). A densidade
das CLS (média de CLS em 10 campos de maior aumento, por animal) e a area
média dos adipécitos (area média de 30 adipdcitos escolhidos aleatoriamente, por
animal) foi determinada, utilizando o software Imagelab Analysis (versao 2.4),

como previamente descrito (Schenka et al., 2005).

Microscopia Eletronica

A analise ultra-estrutural do tecido adiposo foi realizada conforme os
procedimentos padrdes, descritos anteriormente (Metze e Andrade, 1991). Em
resumo, pequenos fragmentos de tecido adiposo (1x1mm) foram fixados na
solugédo de Karnovsky (glutaraldeido a 2,5 % e paraformaldeido a 2% em tampao
cacodilato a 0,1M) por quatro horas. Em seguida, os fragmentos foram pods-fixados
em tetréxido de 6smio (OsO4) 1% por duas horas e deixados durante a noite em
solugdo de acetato de uranila a 0,5%. Os blocos foram desidratados em
concentragdes crescentes de acetona (30%, 30 min; 50%, 15 min; 90%, 15 min;
anidra |, 15 min; anidra Il, 15 min) e embebidos em uma resina epoxida
(Araldite®, Huntsman Advanced Materials, SP, Brasil). Cortes semifinos de 1uM
foram obtidos em ultramicrotomo, corados com azul de toluidina a 1% e
examinadas com o0 microscopio de luz com o intuito de selecionar os campos de
interesse para os cortes ultrafinos. Os cortes ultrafinos foram obtidos com navalha
de diamante, montados em grades de cobre, corados com citrato de chumbo e
observados ao microscopio de transmissdo (Zeiss EM10) do Departamento de

Anatomia Patolégica do HC-Unicamp, a 60kV.

Separacao do Tecido Adiposo em Estroma Vascular e Adipdcitos

A separagdo do tecido adiposo foi realizada conforme descrito
previamente por (Lumeng et al., 2007). O tecido adiposo peri-epididimal foi
dissecado, cortado em pequenos pedagos e imerso em tampao fosfato salino

(PBS) com albumina 0,2%. As suspensdes teciduais foram centrifugadas a 1000
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g, 20°C por cinco minutos para remover eritrcitos e leucdcitos livres. Colagenase
tipo Il (Sigma-Aldrich) foi adicionada a suspensdo tecidual na propor¢cdo de
2mg/ml e incubada a 37°C por 30 minutos. A suspensdo tecidual foi filtrada
através de um filtro de nylon com poros de 180 uM e entdo centrifugada por 10
minutos a 600 g, 20°C para a separacdo de adipdcitos (sobrenadante) e estroma
vascular (“pellet”). Para assegurar a separagao apropriada das fragbes, a fragao

dos adipdcitos foi examinada por microscopia optica.

PCR Real Time

RNA total foi obtido das fragdes adipdcitos e estroma vascular do tecido
adiposo dos camundongos, de acordo com métodos descritos anteriormente
(Bertelli et al., 2006; Weisberg et al., 2003). As duas fragbes do tecido adiposo
isoladas foram colocadas em TRIzol® (Invitrogens Corp., Carlsbad, California,
USA) e o RNA total foi isolado de acordo com as recomendagdes do fabricante e
quantificado por um espectrofotdmetro. A integridade do RNA foi verificada por
eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio 1%. e a intensidade
de fluorescéncia da relacdo 28S/18S do RNA ribossébmico foi determinada
(Eagle Eye; Stratagene, La Jolla, CA). PCR quantitativo foi realizado para
determinar as expressdes de TNF-a e IL-6 nas duas fragdes do tecido adiposo
utilizando primers comercialmente disponiveis (Apllied Biosystems, Foster City,
CA, USA), Mm00443258 m1 e Mm00446190_m1, respectivamente. O gene de
referéncia foi o GAPD (TagMan, Applied Biosystems). Os resultados foram
expressos como valores relativos, de acordo com o método previamente publicado
(Weisberg et al., 2003).

Preparacao de Extratos Nucleares

A obtencdo dos extratos nucleares foi realizada conforme descrito
anteriormente (Carvalheira et al., 2001) com pequenas modificagdes. Os tecidos

adiposo e muscular foram coletados e imediatamente congelados em nitrogénio
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liquido. Os tecidos congelados foram pulverizados em nitrogénio liquido com ajuda
de cadinho e pistlo e homogeneizados em 10 volumes de tampdo A
(HEPES 10mM, pH 7,9, cloreto de potassio 10mM, DTT 1mM, cloreto de
magnésio 1,5 mM, PMSF 1mM, 10ug/ml de aprotinina e ortovanadato de sodio
1mM). O material homogeneizado foi centrifugado a 2000 g por 10 minutos a 4°C.
Apds a centrifugagcdo, o sobrenadante foi retirado (extrato citoplasmatico) e
congelado a -80°C. O “pellet” foi resuspendido em cerca de 400 ul e submetido &
nova centrifugacdo a 2000 g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o “pellet’ foi
resuspendido em tampao B (HEPES 20mM, pH 7,9, cloreto de sdédio 0,42M,
cloreto de potassio 10mM, DTT 1mM, glicerol 20%, 10ug/ml de aprotinina e
ortovanadato de sodio 1mM) e homogeneizado com seringas e agulhas. As
amostras foram mantidas em agitagdo continua por 30 minutos a 4°C e apés este
periodo foram novamente centrifugadas a 16000 g por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi retirado e utilizado para determinar a concentragao protéica do

extrato nuclear (Bradford, 1976) e guardado a -80°C.

Determinacao da ativacao do NF-KB

A ativacdo da subunidade p50 do NF-xB foi determinada em extratos
nucleares de musculo e tecido adiposo por ELISA (Pierce Biotechnology-89858),

de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

Teste de tolerancia a insulina Intraperitoneal (ITT)

Apos oito semanas de dieta hiperlipidica, foi realizado teste de
tolerancia a insulina nos camundongos submetidos a jejum de seis horas. Depois
de coletado sangue da cauda (tempo 0), foi injetada insulina (1,5 U/1000g de peso
corpéreo) na cavidade peritoneal. Em seguida, foram coletadas amostras nos
tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para determinagao da glicose plasmatica. A

razao da constante de decaimento da glicose (Kitt) foi calculada usando a férmula
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0.693/t1/2. A glicose t1/2 foi calculada usando a analise da queda do quadrado da
concentragcdo de (glicose plasmatica durante o decaimento da fase linear
(Bonora et al., 1987).

Teste de Tolerancia a Glicose Intraperitoneal (IGTT)

O teste de tolerancia a glicose foi realizado apds jejum noturno de 12 a
14 horas. Os animais foram anestesiados e em seguida tiveram coletada pequena
amostra de sangue por secgédo da cauda para medir a glicemia basal (tempo 0).
Injetamos glicose intraperitoneal (1g/1000g de peso corpéreo) e dosamos a
glicemia nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 seguintes. Os niveis de insulina foram

medidos em diferentes pontos durante o IGTT.

Extracao de tecidos, imunoblot e imunoprecipitacao

Apods jejum alimentar, ndo hidrico, de 12-14 horas, os animais foram
submetidos a anestesia por administragao intraperitoneal de solugcdo contendo
tiopental sodico (50 mg/Kg de peso corporal) e utilizados apdés a abolicdo do

reflexo corneano, caudal e retirada a dor da pata.

A insulina foi injetada via intraperitoneal (3,8U/kg de peso corpéreo) e
apos cinco minutos foram retirados os tecidos na seguinte ordem: musculo
(gastrocnemius), tecido adiposo peri-epididimal e figado. Os animais controle
negativo (sem insulina) receberam 0,1 ml de solucdo salina (NaCl 0,9%). Os
tecidos retirados foram colocados em tubo tipo “falcon” contendo tampao de
extragdo e foram homogeneizados por 20 segundos com processador tipo
“polytron”, operado em velocidade maxima. Ao final da extragéo, foi adicionado
triton X-100 1% em todas as amostras, que foram mantidas em gelo. Apds 40
minutos, o0s materiais extraidos e homogeneizados foram submetidos a

centrifugagéo.
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Os extratos foram centrifugados a 12.000 rpm, a 4°C por 40 minutos
para remocao do material insoluvel. Parte do sobrenadante foi utilizada para
determinacdo da concentracdo de proteinas. Foram utilizados 20 ul do
sobrenadante para a quantificacdo protéica de cada amostra, através do método
do biureto. Uma parte do sobrenadante foi utilizado para imunoprecipitacdo. A
outra parte do sobrenadante foi utilizada para a separacdo das proteinas em
SDS-PAGE. Para aplicagdo no SDS-PAGE, o sobrenadante foi armazenado em
aliquotas com tampao de Laemmli (Laemmli, 1970), acrescido de DTT 200mM, na
proporgao de 1:5 (400 pl do sobrenadante em 100 ul do tampéo de Laemmli com

DTT), mantidos a 4°C até a aplicacdo no gel de poliacrilamida.

A seguir, as proteinas foram separadas por SDS-PAGE, transferidas
para a membrana de nitrocelulose, banhadas com tampao de transferéncia
durante 120 min a 120 V em gelo, utilizando o equipamento de eletro-transferéncia
do minigel da Bio-Rad. Apds transferéncia, as membranas foram bloqueadas com
5% de leite desnatado em solugéo tris-salina (solugao basal) durante duas horas e
depois foram lavadas com solugao tris-salina em trés sessdes de cinco minutos.
As membranas foram incubadas durante a noite, sob agitagdo continua, a 4°C,
com os anticorpos antifosfotirosina, anti p-Akt, anti p-JNK, anti IxBa, anti IRS-1
Ser®” anti MYD88, anti TLR4. No dia seguinte, as membranas foram lavadas com
solugéo basal por trés vezes em sessdes de cinco minutos e incubadas a seguir
com solucdo de proteina A, marcada com '%°|, durante duas horas a temperatura
ambiente. O excesso de proteina A foi lavado com solucdo basal e as membranas
foram expostas ao filme de RX (Kodak XAR-Rochester, NY) com intensificador
(Cronex Lightining Plus intensifying screens-DuPont, Wilmington, DE). O cassete
foi mantido a temperatura de -80°C. Apds aproximadamente cinco dias, os filmes
foram revelados na forma convencional. Apds a revelagdo das auto-radiografias,
as bandas obtidas foram quantificadas, utilizando-se o programa ScionCorp. Os
dados numéricos obtidos, correspondentes as bandas protéicas, foram

comparados estatisticamente como descrito abaixo.
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Imunoprecipitacao

Uma parte do sobrenadante foi utilizado para imunoprecipitagdo com
anti-IRS-1, anti-IR, TLR4 e MyD88. Os volumes das amostras utilizadas para
imunoprecipitagdo foram normalizados por concentracdo protéica (1,0 mg de
proteina total por amostra). As amostras foram incubadas com os anticorpos por
12 a 14 horas, a 4°C. Apds incubacdo, os imunocomplexos foram recuperados
com proteina A sepharose 6MB (Pharmacia, Uppsala, Sweden) por duas horas a
4°C e decantados por centrifugacédo por 15 minutos a 4°C/12.000 rpm. O
precipitado foi lavado trés vezes, em intervalos de cinco minutos, com tampéao de
lavagem (2,0 mM ortovanadato de sdédio, 100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 0,5%
triton X-100). O sobrenadante foi descartado retendo-se apenas as proteinas
precipitadas (imunocomplexos) (Velloso et al., 1996). Os imunocomplexos foram

ressuspendidos em 25 ul de tampao de Laemmli, contendo 100 mmol/l de DTT.

Captacao de glicose e sintese de glicogénio em musculo séleo isolado de
C3H/HedJ e controles tratados com palmitato, acido laurico e acido estearico

Mduasculos séleos de camundongos C3H/HeJ e seus respectivos
controles foram isolados e pré-incubados na presenga de 100uM de palmitato
(previamente dissolvido em etanol) por 4 horas, como descrito previamente
(Massao Hirabara et al., 2003). Em alguns experimentos, musculos sbéleos
isolados de C3H/HeJ e de seus controles foram incubados na presencga de 100 uM
de acido estearico e acido laurico por 4 horas. No estado basal e uma hora apés
tratamento com insulina, a captagdo de glicose e sintese de glicogénio foram
medidas. Os musculos utilizados para avaliar a captacédo de glicose foram
pré-incubados, por 30 minutos em banho aquecido a 37°C, em tamp3o
bicarbonato de Krebs-Ringer, contendo 5,6mM de glicose, pH 7,4, 95% O, e 5%
CO,, com agitagdo continua a 120 rpm. Subsequentemente, os musculos foram
transferidos para outros frascos contendo o mesmo tampao, porém acrescido de
0,3uCi/mL de [U-"*C]-D-glicose e 0,2uCi/mL de 2-deoxi- [2,6->H]-D-glicose e foram
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incubados em condi¢cdes similares por meia hora, na presenga ou auséncia de
insulina. A gaseificacédo foi realizada por mais 15 minutos e ent&o interrompida.
Ao final da incubagdo, os musculos foram brevemente lavados em salina (0,9% de
NaCl) a 4° C e congelados em nitrogénio liquido. Em seguida, foram realizadas as
mensuracdes da captacdo de 2-deoxi-[2,6-°H]-D-glicose e da sintese de
['“C]-glicogénio, segundo os métodos descritos por Challiss et al (1983) e Leighton
e Coper (1988).

Sinalizacao da insulina em musculo séleo isolado de C3H/Hed e controles

tratados com palmitato, acido laurico e acido estearico

Musculos soleos de C3H/Hed e seus respectivos controles foram
incubados por quatro horas na presenga de 100 uM de palmitato, acido laurico ou
acido estearico. Insulina (10mU/ml) foi adicionada ao meio e os musculos foram
incubados por mais cinco minutos. Para comparagao, alguns musculos foram
incubados por cinco minutos na auséncia (grupo controle) ou na presencga de
insulina 10mU/ml (grupo insulina) e outros na presenca de 100 uM de palmitato
sozinho. Ao final do periodo de incubagao, os musculos foram homogeneizados
em 0,6 ml de tampao de extracdo e centrifugados como descrito previamente. Os
sobrenadantes foram utilizados para imunoprecipitacdo e para separacdo de
proteinas em SDS-PAGE.

Transmissao do sinal do TLR4 em musculos soleos isolados de C3H/HedJ e

controles tratados previamente com LPS ou palmitato

Em alguns experimentos, musculos soéleos isolados de C3H/Hed e
C3H/HeN foram incubados com LPS (lipopolissacarideo) ou palmitato por uma
hora. Ao final do periodo de incubagdo, musculos foram homogeneizados e
centrifugados, como foi descrito anteriormente. Os sobrenadantes foram utilizados
para imunoprecipitacgdo com anti-MyD88 e anti-TLR4. Outra parte do

sobrenadante foi utilizada para separacao das proteinas em SDS-PAGE.
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Captacao de glicose induzida por insulina, sinalizacao da insulina e ativacao
de vias do TLR4 em musculos séleos isolados previamente tratados com
anticorpo monoclonal do TLR4 (MTS510)

Musculos séleos de C3H/Hed e C3H/HeN foram isolados como foi
previamente descrito e incubados por uma hora na auséncia (grupo controle) ou
presenca de 10 pg/ml de um anticorpo antagonista monoclonal do TLR4
(MTS510). Apods este periodo, os musculos foram incubados com ou sem LPS
(5ug/ml) por uma hora ou com ou sem palmitato (100uM) por quatro horas. Ao
final do periodo de incubagao, os musculos foram homogeneizados como descrito
anteriormente e os extratos foram usados para imunoprecipitagdo. Em alguns
experimentos, no estado basal e 30 minutos apds tratamento com insulina, a

captacéao de glicose foi medida, como previamente descrito.

Analise Estatistica

Todos os resultados numéricos estdo expressos como média + desvio
da média seguido do numero de experimentos. Os resultados dos “Western blot”
estdo apresentados como comparagdes diretas das bandas protéicas nas
auto-radiografias, as quais foram quantificadas através de densitometria usando o
programa “Scion Image” (Scion Corp). Os dados foram analisados através de teste
“t Student’s”, quando comparados dois grupos e através de analise de variancia
(Anova), seguida por analise de significancia (Bonferroni) quando apropriado. A

significancia estatistica adotada foi p<0,05.
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4- RESULTADOS
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Peso, ingestao alimentar, peso da gordura peri-epididimal e niveis de leptina
em camundongos C3H/HedJ e controles

Camundongos machos C3H/Hed e seus controles especificos, com seis
semanas de vida, foram submetidos a dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica
(DH) por oito semanas. O peso dos camundongos C3H/HeJ, apds oito semanas
de DH, era menor em comparacdo ao peso dos controles na mesma dieta
(Controle + DH 38,15 +/-3,1 vs C3H/HeJ + DH 33,5+/- 1,5g, P<0,05, Figura. 1A).
Apds oito meses de DH, a diferenga de peso entre camundongos C3H/HedJ e seus
controles era ainda mais evidente (Figura. 1B) e estes animais pesavam cerca de
15% menos do que os controles (C3H/HedJ + DH 43,3+/-2,0 vs Controle + DH 48,0
+/-1,8g, P<0,01, Figura. 1B) . Entretanto, a ingestdo alimentar nao diferia entre os
animais em DH (C3H/Hed + DH 25,3 +/-1,2 vs Controle + DH 25,0+/-1,5 kcal/dia,
NS, Figura. 1C) e também era semelhante entre os camundongos alimentados

com dieta padrao (Figura. 1C).

Observou-se que a diferengca de peso entre os animais em DH era
decorrente de um menor peso da gordura peri-epididimal nos camundongos
C3H/HedJ. O peso da gordura peri-epididimal era 40% menor nestes animais em
comparagao com os controles (Controle + DH 1,54+/-0,2 vs C3H/HedJ + DH 0,9+/-
0,1g, P<0,001, Figura. 1D). Os animais em dieta padrdo apresentavam peso
similar da gordura peri-epididimal (Controle + DP 0,42+/- 0,14 vs C3H/Hed + DP
0,36+/-0,14g, NS) . Além disso, verificamos que os niveis de leptina eram 36%
menores nos C3H/Hed em DH do que nos controles (Controle + DH 23,8+/-3,9 vs
C3H/Hed + DH 15,3+/-1,5ng/ml, P<0,01, Figura. 1E). Os niveis de leptina eram
semelhantes em controles e C3H/Hed em dieta padrao (Controle + DP 1,2+/-0,3 vs
C3H/Hed + DP 1,1+/-0,4ng/ml, NS, Figura. 1E)
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Figura 1- Peso dos camundongos apds oito e 32 semanas de dieta hiperlipidica.
(A) Peso dos camundongos C3H/HedJ e controles submetidos a oito semanas
de dieta hiperlipidica. (B) Peso com 32 semanas de dieta hiperlipidica.
(C) Ingestao alimentar. Em todos os experimentos n=6-8. *P<0,05 (controle
em DH vs todos os outros grupos); **P<0,07(controle em DH vs todos os

outros grupos).
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Morfologia e caracteristicas ultra-estruturais do tecido adiposo em
camundongos C3H/HedJ e controles

Avaliou-se se a diferenca de peso encontrada entre os animais em DH
poderia ser decorrente de mudangas na morfologia do tecido adiposo. A analise
morfométrica evidenciou que os adipdécitos dos camundongos C3H/HeJ em DH
(Figura. 2G, 2H) eram consistentemente menores do que de os adipdcitos dos
animais controles (Figura. 2E, 2F), com uma redu¢cdo meédia de 30% (P<0,05) do
tamanho. Contudo, ndo se evidenciou diferenga significativa entre o tamanho dos

adipdcitos de animais submetidos a dieta padrao (Figuras. 2A-D).

Também foi observado que a distribuicdo e frequiéncia de macréfagos
maduros no tecido adiposo era diferente entre os grupos. Os macréfagos, como foi
previamente descrito (Cinti et al., 2005), se agregavam em “crown-like structures”
(CLS), formando uma ‘coroa’ de até 15 macrofagos em torno de adipdcitos
individuais. A formagao das CLS era um evento raro no tecido adiposo de
controles (1,0 +/-0,5) (Figura. 2A, 2B) ou C3H/Hed (1,0+/- 0,5) (Figura. 2C, 2D).
Contudo, a formagéo das CLS aumentou mais de 100 vezes no tecido adiposo de
controles em DH e apenas 10 vezes no tecido adiposo de C3H/HeJ em DH
(C3H/HedJ + DH 11,5£2,1 vs Controle + DH 105,5+7,8, P<0,05, Figuras. 2E-H),
indicando uma menor infiltragdo do tecido adiposo por macrofagos nos animais
C3H/Hed. Analise do tecido adiposo por microscopia eletronica evidenciou que as
CLS sao formadas por um adipécito morto envolvido por varios macréfagos. Em
ambos o0s grupos de animais, os adipocitos mortos exibiam caracteristicas
classicas de necrose, com ruptura das membranas basais, degeneragdo de

organelas intracitoplasmaticas e restos celulares (Figura. 2I).
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Figura 2- Cortes histolégicos representativos do tecido adiposo peri-epididimal de controles (A, B)
e C3H/HeJ (C, D) em dieta padrido e controles (E, F) e C3H/HelJ (G, H) em dieta
hiperlipidica. (I) Elétron-micrografia representativa do tecido adiposo de um animal
controle em DH. (M) macréfago limpando remanescentes citoplasméticos de um
adipdécito morto (Al). (A2): adipdceito normal (as cabecas das setas indicam a presenca
da membrana basal integra). *, fagolisossomos com lipideos; f, fagolisossoma; C,
capilar; N, nicleo. Escala 50 um para as figuras 2A-H. Em todos os experimentos

n=8-10 camundongos por grupo.
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Aumento do gasto energético em camundongos C3H/HeJ em DH

Avaliou-se se o0 menor ganho de peso nos camundongos C3H/Hej em
DH poderia ser decorrente de um aumento do gasto energético. Verificou-se o
consumo de oxigénio e o quociente respiratério nos dois grupos de animais. O
consumo de oxigénio era semelhante entre controles e C3H/HedJ em dieta padrao
(Controle + DP 46,3+/-11,0 vs C3H/Hed + DP 48,0+/-4ml/kg/min, NS, Figura. 3A).
O quociente respiratério também ndo diferia de forma significativa entre os dois
grupos de camundongos em dieta padrao (Controle + DP 0,80+/-0,04 vs C3H/HeJ
+ DP 0,83+/-0,04, NS, Figura. 3B). Entretanto, apés oito semanas de DH, os
camundongos C3H/HedJ apresentavam um consumo de oxigénio maior do que os
controles (C3H/Hed + DH 54,85+/-5,3 vs Controle + DH 48,28+/-5,9 ml/kg/min,
P<0,05, Figura. 3A). Além disso, esses animais exibiam um quociente respiratorio
menor do que os controles em DH (C3H/Hed + DH 0,72+/-0,02 vs Controle + DH
0,80+/-0,01, P<0,001, Figura. 3B), indicando que esses animais estavam

utilizando principalmente acidos graxos como fonte energética.
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Figura 3- Consumo de oxigénio (A) e quociente respiratério (B) em camundongos
C3H/Hed e controles. Em todos os experimentos n=8-10 camundongos por
grupo. *P<0,05 (C3H/Hed em DH vs controle em DH); **P<0,001 (C3H/HeJ em

DH vs todos os outros grupos).
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Adiponectina, acidos graxos livres, TNF-a, IL-6 e em C3H/HeJ e controles em
DH

Foram determinados os niveis séricos de adiponectina, IL-6, TNF-a e
acidos graxos livres que, sabidamente, tém um papel na obesidade e na acao da
insulina (Boden, 1997; Hotamisligil et al., 1993; Lazar, 2005; Pradhan et al., 2001;
Senn et al., 2002; Uysal et al., 1997; Vozarova et al., 2001; Yamauchi et al., 2001),
nos animais em dieta padrao e hiperlipidica. Os niveis de adiponectina eram
similares em controles e C3H/HeJ em DP (Controle + DP 8,4+/- 0,1 vs C3H/HeJ +
DP 7,5+/-0,4ug/ml, NS, Figura. 4A). Entretanto, comparando os animais em DH,
observou-se que os niveis de adiponectina estavam reduzidos nos controles em
DH, mas nao nos camundongos C3H/HedJ na mesma dieta (Controle + DH 7,1+/-
0,4 vs C3H/Hed + DH 9,5 +/- 0,6 ng/ml, P<0,001, Figura. 4A). A analise dos niveis
de acidos graxos livres (AGLs) evidenciou um aumento menos pronunciado dos
AGLs no soro dos C3H/HeJ em DH em comparagdo com os controles na mesma
dieta (C3H/HeJ + DH 0,62+/-0,06 vs Controle + DH 0,96+/-0,07 mEq/I, P<0,001,
Figura. 4B). Contudo, ndo se verificou diferenga significativa entre os niveis de
AGLs no soro de animais em dieta padrao (Controle + DP 0,50+/-0,06 vs C3H/HeJ
+ DP 0,56+/-0,06 mEg/l, NS, Figura. 4B) Os niveis de IL-6 e TNF-a s6 foram
detectados no sangue de animais em DH e eram muito maiores nos controles do
que nos C3H/Hed (IL-6: Controle + DH 249,43 +/- 55,12 vs C3H/Hed + DH 47,54
+/- 42,25, P<0,001; TNF-a: Controle + DH 467,71+/- 87,8 vs C3H/HeJ + DH 115,2
+/- 73,11, P<0,001, Figuras. 4C e D)

O tecido adiposo foi separado em suas duas fragdes (estroma vascular
e adipdcitos), conforme descrito anteriormente (Lumeng et al.,, 2007), e
investigou-se os niveis de RNAm de TNF-a e IL-6 expressos pelas diferentes
fragcdes do tecido adiposo. Observou-se um aumento da expressao relativa de
RNAmM de TNF-a em ambas as fragdes do tecido adiposo de animais controle

submetidos a DH, o que ndo ocorreu em animais em DP e em camundongos
C3H/Hed em DH (Figura. 4E). A expressao de RNAm de IL-6 aumentou de forma

Resultados
75



significativa na fragdo dos adipdcitos em animais controles em DH (Figura. 4F).

Este efeito nao foi observado nos C3H/Hed em DH ou nos animais em DP.
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Figura 4-

Adipocitocinas e acidos graxos livres em C3H/HedJ e controles apds oito
semanas de dieta hiperlipidica. (A) Niveis séricos de adiponectina em jejum.
(B) Concentragao sérica de acidos graxos livres em jejum. (C) Niveis de IL-6 e
(D) TNF-o determinados por ELISA. *P<0,05 (entre os grupos, conforme
indicado);  ***P<0,001(controles em DH wvs C3H/HeJ em DH);
§P<0,01(controles em DH vs todos os outros grupos). Em todos os

experimentos n=8-10 camundongos por grupo.
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Figura 4- Expressao relativa de RNAm de TNF-a e IL-6 pelas fragbes do tecido adiposo
apos oito semanas de dieta hiperlipidica. (E) Expresséo relativa de RNAm de
TNF-a e (F) IL-6 nas fragbes do tecido adiposo (adipdcitos e estroma vascular)
por RT-PCR. #P<0,05 (controles em DH vs todos os outros grupos). Os dados

representam n=6-8 camundongos por grupo.
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Melhora da tolerancia a glicose e da sensibilidade a insulina em
camundongos C3H/HeJ

A sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose foram investigadas
através do teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ITT) e do teste de
tolerancia a glicose intraperitoneal (IGTT), respectivamente. Foram determinados
os niveis de insulina durante alguns pontos durante o IGTT. A taxa de decaimento
da glicose apds infusdo de insulina foi menor nos animais controle em DH em
relagdo aos animais C3H/HeJ na mesma dieta (Controle + DH 2,77 +/- 0,7 vs
C3H/HeJ + DH 4,03+/- 1,2 %min™, P<0,05, Figura. 5A), indicando que os animais
controle em DH apresentam resisténcia a agao da insulina. O Kitt (constante de
decaimento da glicose) foi semelhante em controles e C3H/HeJ em DP
(Controle + DP 4,68+/-0,64 vs C3H/HelJ + DP  4,48+/-0,44 %min™", NS,
Figura. 5A).

Em todos os tempos do IGTT, apds a infusdo de glicose, os niveis
glicémicos eram maiores nos camundongos controle em DH do que nos C3H/HedJ
(Figura. 5B), indicando que os camundongos C3H/HeJ estavam protegidos da
intolerancia a glicose desencadeada por DH. Além disso, os niveis de insulina
medidos durante o IGTT eram significativamente menores nos C3H/Hed em DH do

que nos controles (Figura. 5C).
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Figura 5- Teste de tolerancia a insulina e teste de tolerancia a glicose em camundongos
C3H/HedJ e controles submetidos a oito semanas de dieta hiperlipidica. (A) Kitt
- taxa de decaimento da glicose apos infusdo de insulina intraperitoneal
(1,5 U/kg de peso). (B) IGTT apds infusao de glicose intraperitoneal (1g/kg de
peso). (C) Niveis séricos de insulina durante o IGTT. Os dados representam
n= 6-8 camundongos por grupo.#P<0,05 (controles em DH vs todos os outros

grupos); §P<0,01(controles em DH vs todos os outros grupos).
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Sinalizacao da Insulina em Musculo e Tecido Adiposo de camundongos
C3H/HedJ e controles em dieta hiperlipidica

A sinalizagdo molecular da insulina foi investigada em musculo e tecido
adiposo de animais em DP e DH. Verificou-se que, apds estimulo com insulina,
havia uma reducao de 60% (P<0,05) da fosforilagdo do IR em tirosina (Figura. 6A),
de 60% (P<0,05) da fosforilagdo do IRS-1 em tirosina (Figura. 6B) e 70% (P<0,05)
da fosforilagdo em serina 473 da Akt (Figura. 6C) em tecido muscular de animais
controle em DH. Paralelamente, detectou-se uma reducdao de 50% dos niveis
teciduais de IRS-1 em musculo de animais controles em DH (Figura. 6B). Em
tecido adiposo, apds estimulo com insulina, observou-se uma redugdo de 65%
(P<0,05) da fosforilagdo do IR em tirosina (Figura. 6D), de 60% (P<0,05) da
fosforilacdo do IRS-1 em tirosina (Figura. 6E) e de 60% (P<0,05) da fosforilagdo
em serina 473 da Akt (Figura. 6F) em controles em DH. Além disso, houve uma
reducédo de 70% nos niveis de IRS-1 em tecido adiposo de controles em DH
(Figura. 6E). Entretanto, a dieta hiperlipidica ndo alterou os efeitos estimulatorios
da insulina na fosforilagdo do IR, IRS-1 e da Akt em musculo e tecido adiposo de
C3H/Hed (Figura 6 A-F). Os niveis teciduais de IRS-1 ndo se alteraram nos
tecidos dos animais C3H/HeJ em DH (Figura. 6B, 6E).
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Figura 6- Efeitos da dieta hiperlipidica na sinalizagdo insulinica em musculo. Apds

estimulo com insulina, foi avaliada a fosforilagdo em tirosina do IR (A), do
IRS-1 (B) e a fosforilagdo em serina da Akt (C). Foram avaliados os niveis
teciduais de IRS-1(B). As barras representam n=6-8 camundongos por grupo.
*P<0,05 (controles em DH, apds estimulo com insulina vs todos os outros

grupos também estimulados com insulina). 1B, immunoblot; IP,
immunoprecipitado.
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Figura 6- Efeitos da dieta hiperlipidica na sinalizacdo insulinica em tecido adiposo de

controles e C3H/Hed. Apds estimulo com insulina, foi avaliada a fosforilagao
em tirosina do IR (D), do IRS-1 (E) e a fosforilagdo em serina da Akt (F).
Foram verificados os niveis teciduais de IRS-1(E). As barras representam
n=6-8 camundongos por grupo. *P<0,05 (controles em DH, apds estimulo com

insulina vs todos os outros grupos também estimulados com insulina). 1B,
immunoblot; IP, immunoprecipitado.
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Fosforilacao do IRS-1 em serina 307 e ativacao da JNK e da IKKB em
musculo e tecido adiposo de controles e C3H/Hed tratados com dieta
hiperlipidica

A fosforilagdo do IRS-1 em serina 307, que € um indicador molecular de
resisténcia a agdo da insulina (Aguirre et al., 2002; Gao et al., 2002;
Hirosumi et al., 2002; Lee et al., 2003), foi investigada em musculo e tecido
adiposo de animais controle e C3H/HeJ. A fosforilagdo do IRS-1 em serina 307
aumentou cerca de 3,5 vezes (P<0,05, Figura. 7A) em musculo e em 3 vezes em
tecido adiposo (P<0,05, Figura. 7B) de animais controle tratados com DH. A DH
nao induziu aumento da fosforilagdo do IRS-1 em serina 307 nos tecidos dos
animais C3H/Hed (Figura. 7A, 7B). A ativacdo da IKKpB foi avaliada de forma
indireta através dos niveis teciduais da proteina IxkBo, como previamente descrito
(Gao et al., 2003). Os niveis de IkBa estdo reduzidos em 60% em musculo
(P<0,05, Figura. 7C) e em 50% em tecido adiposo (P<0,05, Figura. 7D) de animais
controle, mas os niveis de IkBa ndo se reduzem nos tecidos dos C3H/HeJ em DH
(Figura. 7C, 7D). Também avaliou-se a ativagdo da subunidade p-50 do NF-xB
através de ELISA e foi encontrado um aumento de 30% (P<0,05, Figura. 7E) da
ativagao da p50 em extratos nucleares de musculo e 65% (P<0,05, Figura. 7F) em
tecido adiposo de controles em DH. Entretanto, ndo houve ativagao significativa da
subunidade p-50 do NF-kB em extratos nucleares de musculo e tecido adiposo
nos outros grupos estudados (Figura. 7E, 7F). A ativagdo da JNK foi averiguada
através da fosforilagdo da JNK (Thr 183 e Tyr 185) e da c-JUN (Ser63), que € um
substrato da JNK. Observou-se que a fosforilacdo da JNK estava aumentada em
cerca de 3 vezes em musculo (P<0,05, Figura. 7G) e em aproximadamente 2
vezes no tecido adiposo (P<0,05, Figura. 7H) de animais controles, mas n&o nos
tecidos dos C3H/HedJ em DH (Figura. 7G, 7H).
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Figura 7- Efeitos da dieta hiperlipidica na fosforilagdo do IRS-1 em Ser’” e na ativagéo
da IKKB em musculo e tecido adiposo de C3H/HedJ e controles em DH. (A, B)
Fosforilagdo em Ser’®™ do IRS-1 (C, D) Niveis protéicos da IkBa. *P<0,05

(controles em DH vs todos os outros grupos).
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Figura 7- Efeitos da dieta hiperlipidica na ativagao da subunidade p-50 do NF-xB e na

fosforilagdo da JNK em musculo e tecido adiposo de C3H/HedJ e controles em

DH. (E, F) Ativagao da subunidade p-50 do NF-kB determinada por ELISA em

extratos nucleares de musculo e tecido adiposo. (G, H) Fosforilagdo da JNK e

da Jun. Os “immunoblots” sao representativos de experimentos repetidos

independentemente pelo menos trés vezes com resultados similares. *P<0,05

(controles em DH vs todos os outros grupos).
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Sinalizacao da Insulina e ativacao da JNK e IKKB no figado de animais
controles e C3H/Hed em dieta hiperlipidica

A sinalizacdo molecular da insulina foi investigada em figado de animais
controle e C3H/HedJ. Detectou-se uma redugao de 50% (P<0,05) da fosforilagao
em tirosina do IRS-1 induzida por insulina, acompanhada por uma reducido de
30% (P<0,05) nos niveis teciduais de IRS-1 em controles em DH (Figura. 8A).
Observou-se também uma redugdo de 65% da fosforilagdo da Akt induzida por
insulina no figado destes animais (Figura. 8B). Poréem, em camundongos C3H/HedJ
em DH, apds estimulo com insulina, ndo se detectou reducao da fosforilagdo em
tirosina do IRS-1 e da fosforililagado da Akt em tecido hepatico (Figura. 8A, 8B). A
fosforilacdo em Ser’®” do IRS-1 aumentou cerca de 3 vezes (P<0,05, Figura. 8C),
a fosforilagdo da JNK aumentou aproximadamente 5 vezes (P<0,05, Figura. 8D) e
a concentragdo tecidual de IkBa diminuiu 70% (P<0,05, Figura. 8E) no figado de
controles em DH. Contudo, a DH n&o induziu a fosforilagdo do IRS-1 em Ser®”, a
ativacdo da JNK e a degradacéo da IkBa no figado de camundongos C3H/Hed
(Figura. 8 C-E).
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Figura 8- Efeitos da dieta hiperlipidica na sinalizacédo da insulina em figado de C3H/HeJ

e controles. (A) Fosforilacdo do IRS-1 em tirosina apds estimulo com insulina
e concentragao tecidual de IRS-1. (B) Fosforilagdo em serina da Akt induzida
por insulina. As barras representam a média de n= 6-8 camundongos por

grupo. *P<0,05 (controles em DH apds estimulo com insulina vs todos os
outros grupos estimulados com insulina).
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Figura 8- Efeitos da dieta hiperlipidica na fosforilagdo do IRS-1 em Ser®”, na fosforilagéo
da UJNK e na ativagdo da IKKB em figado de C3H/Hed e controles.
(C) Fosforilagdo do IRS-1 em Ser®. (D) Fosforilagdo da JNK e da Jun.
(E) Niveis protéicos da IkBa. As barras representam a média de n= 6-8

camundongos por grupo. #P<0,05 (controles em DH vs todos os outros grupos)
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Ativacao da iNOS em musculo, tecido adiposo e figado de controles e
C3H/Hed em DH

A ativacdo da via do IKKB/IkBa/NF-kB pode aumentar a expressao da
INOS (Kleinert et al., 2004). Estudos recentes mostram que o aumento da
expressao da iINOS pode causar redugao da transmissao do sinal da insulina e
consequentemente resisténcia a agao da insulina (Carvalho-Filho et al., 2005;
Perreault e Marette, 2001; Sugita et al., 2005). A ativacdo da iNOS ¢é
acompanhada por aumento da S-nitrosagdo do IR/IRS-1 e da Akt (Carvalho-Filho
et al., 2005), que é uma modificagdo pos-translacional que reduz a transmisséo do
sinal da insulina. A DH induziu o aumento da expressao da iINOS em cerca de 4
vezes em musculo (P<0,05, Figura. 9A), em aproximadamente 2 vezes em tecido
adiposo (P<0,05, Figura. 9B) e em 2,7 vezes em figado (P<0,05, Figura. 9C) de
animais controle, mas a expressédo da iINOS ndo aumentou de forma significativa

nos tecidos dos animais C3H/HeJ na mesma dieta (Figura. 9A-C).

Resultados
89



Musculo Adiposo
IB :iINOS IB :iINOS
INOS | . w o | mor  INOS |, e = or
N DH N DH
w 1007 ‘,3100—
S £ 80- I S S 80- *
'S =
-‘—é’g 60 -gg 60
%S 40 S 40-
3 2 83
%€ 20 £ 201
S 2
Controle C3H/Hej Controle C3H/Hej
C r
Figado
IB :INOS
INOS |« - = 0P
== DH
E 100+
L=
lg g 80 :
Q=
o
%8 40
°3
2 20-
S5
— 0_‘

Controle C3H/Hej

Figura 9- Efeitos da dieta hiperlipidica na ativagdo da iINOS em musculo (A), tecido
adiposo (B) e figado (C) de camundongos controles e C3H/HedJ em DH.
*P<0,05 (controles em DH vs todos os outros grupos). As barras

representam a média de n= 6-8 camundongos por grupo.
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Protecao contra a resisténcia a insulina induzida por palmitato, acido laurico
e acido estearico em musculo séleo isolado de camundongos C3H/HeJ

Recentemente foi descrito que o TLR4 é ativado por acidos graxos
livres (Lee et al., 2001). Avaliou-se a captagao de glicose e a sintese de glicogénio
em musculos soleos tratados com 100 uM de palmitato por quatro horas. O
tratamento com palmitato reduziu a captacdo de glicose (43+/-3%, P<0,05)
(Figura. 10A) e a sintese de glicogénio (41+/-6%, P<0,05) (Figura. 10B) induzidas
por insulina em musculos s6leos isolados de camundongos controle. Contudo, em
musculos soleos de animais C3H/Hed ndo houve reducdo da captacao de glicose
e da sintese de glicogénio induzidas por (Figura. 10 A, 10B). Além disso, o
palmitato induziu uma reducdo da fosforilagdo do IR (40%, P<0,05), do
IRS-1(50%, P<0,05) e da Akt (60%, P<0,05) apos estimulo com insulina em
musculos isolados de controles, o que n&do ocorreu nos musculos dos C3H/HeJ
(Figura. 10C-E). Foram investigados os efeitos de outros dois acidos graxos
saturados no metabolismo da glicose e sinalizagdo da insulina em musculo
isolado. A captagao de glicose induzida por insulina reduziu-se em 40% (P<0,01) e
20% (P<0,05) ap6s o tratamento com os acidos estearico e laurico,
respectivamente, em musculos séleos isolados de controles. Nao se observou
reducdo da captagcado de glicose induzida por insulina em musculos de animais
C3H/Hed tratados com os acidos estearico e laurico (Figura. 10F). Foi avaliada,
em seguida, a sinalizagédo da insulina em musculos isolados tratados com os
acidos estearico e laurico. Houve uma reducao da fosforilagdo em serina 473 da
Akt de 40+/-4% (P<0,05) e 63+/-7% (P<0,05) em musculos de animais controle
tratados com os acidos laurico e estearico, respectivamente, mas este efeito nao

ocorreu nos musculos de C3H/Hed (Figura. 10G).
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Figura 10- Protecdo contra a resisténcia a insulina induzida por acidos graxos em
musculo isolado de C3H/HedJ. (A) Efeito do palmitato na captacao de glicose
induzida por insulina em musculo séleo isolado de C3H/HedJ e controles. (B)
Efeito do palmitato na sintese de glicogénio induzida por insulina em musculo

isolado. *P<0,05 entre os grupos, conforme indicado.
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Figura 10- Protecdo contra a resisténcia a insulina induzida por &cidos graxos em
musculo isolado de C3H/Hed. (C-E) Efeito do palmitato na fosforilagdo do IR
(C), do IRS-1 (D) e da Akt (E), apos estimulo com insulina em musculo séleo
isolado de C3H/HeJ e controles. #P<0,05 (Insulina + Palmitato vs Insulina

sozinha em controles). IB, Immunoblot; IP, Immunoprecipitado
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Figura 10- Protecdo contra a resisténcia a insulina induzida por acidos graxos em
musculo isolado de C3H/HedJ. (F) Efeito dos acidos estearico e laurico na
captacdo de glicose induzida por insulina em musculo sdleo isolado.
(G) Efeito dos acidos estearico e laurico na fosforilagdo da Akt induzida por
insulina. *P<0,05 entre os grupos, conforme indicado. **P<0,01 entre os
grupos, conforme indicado. |, Insulina; I+L, Insulina + acido laurico; I+E,

Insulina+ acido estearico.
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Tratamento com palmitato ativa a sinalizacao do TLR4 em musculo isolado
de camundongos controle

Pesquisou-se o efeito do palmitato na ativacdo do TLR4 em
comparagdao com um agonista do TLR4, o LPS. Foi realizada a co-
imunoprecipitacdo de TLR4 com a proteina adaptadora MyD88 e do MyD88 com o
TLR4. A administragdo de palmitato, de forma semelhante ao LPS, induziu a
associagdo do TLR4 com a proteina adaptadora MyD88 em musculos de
controles, mas ndo nos musculos dos camundongos C3H/HedJ (Figura. 11A, 11B).
O tratamento com palmitato induziu a degradagéo da IkBa em 70% (P<0,05,
Figura. 11C), aumentou em cerca de 4 vezes (P<0,05) a fosforilagdo da JNK
(Figura. 11D) e em aproximadamente 3,7 vezes (P<0,05) a fosforilacdo do IRS-1
em Ser’” (Figura. 11E) em musculo isolado de controles. Estes efeitos ndo foram
observados em musculos isolados de camundongos C3H/HedJ (Figuras. 11C-E). O
tratamento com palmitato ativou a subunidade p-50 do NF-xB em musculos
isolados de animais controle, mas a ativacao da subunidade p-50 nao ocorreu de

forma significativa nos musculos de C3H/Hed (Figura. 11F).
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Figura 11- Protecéo contra a ativacao da via de sinalizagédo do TLR4 em musculo isolado
de C3H/Hed. (A) Co-imunoprecipitagdo do MyD-88 com o TLR4 e (B) do
TLR4 com o MyD88 em musculo isolado de camundongos C3H/Hed e
controles. *P<0,05 (LPS ou Palmitato vs controle negativo em camundongos
controles). 1B, Immunoblot; IP, imunoprecipitado; C, controle negativo; P,

Palmitato; LPS, lipopolissacarideo.
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Figura 11- Protecéo contra a ativagao da via de sinalizagédo do TLR4 em musculo isolado
de C3H/Hed. (C) Niveis protéicos de IkBa. (D) Fosforilagdo da JNK.
(E) Fosforilagdo em Ser’® do IRS-1. (F) Ativagdo da subunidade p-50 do
NF-kB em extratos nucleares de musculo séleo isolado. *P<0,05 (Palmitato vs

controle negativo em camundongos controles). C, controle negativo; P,
Palmitato.
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Anticorpo antagonista do TLR4 bloqueia a resisténcia a insulina induzida por

palmitato em musculo séleo isolado de camundongos controle

Avaliou-se se a inibicdo do TLR4, com um anticorpo monoclonal
antagonista deste receptor, poderia reverter a resisténcia a insulina induzida por
palmitato e LPS em musculos de animais controle. Musculos soéleos isolados
foram pré-tratados com o anticorpo antagonista do TLR4, MTS510, por uma hora
antes da exposigédo ao palmitato ou ao LPS. A captacédo de glicose induzida por
insulina reduziu-se em 44+/-5% (P<0,05) em musculos de controles tratados com
palmitato (Figura. 12A). O tratamento prévio dos musculos com o anticorpo
MTS510 preveniu a reducao da captacdo de glicose induzida por palmitato
(Figura. 12A). A exposicao dos musculos de animais controle ao LPS reduziu a
fosforilagdo do IR em tirosina (85%, P<0,05), a fosforilagdo em tirosina do IRS-1
(80%, P<0,05) e a fosforilagdo em serina 473 da Akt (75%, P<0,05) induzidas por
insulina (Figura. 12B-D). O palmitato, de forma semelhante, reduziu a fosforilagao
do IR, do IRS-1 e da Akt induzidas por insulina. O tratamento com MTS510
impediu os efeitos deletérios do LPS e do palmitato na sinalizagcdo da insulina
(Figura. 12B-D). O palmitato e o LPS induziram a degradagdo da IkBa e a
ativacdo da JNK em musculos de animais controle. Em musculos pré-incubados
com MTS510, houve uma diminui¢do da degradacgao da IkBa e da fosforilagado da
JNK induzidas palmitato e pelo LPS (Figura. 12E-F).
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Figura 12- O anticorpo monoclonal antagonista do TLR4 (MTS510) bloqueia a resisténcia a
insulina induzida por palmitato e a ativagao de vias de sinalizagéo ligadas ao TLR4
em musculo soleo isolado de animais controles. (A) Efeito do palmitato na
captacdo de glicose induzida pro insulina em musculo isolado pré-tratado com
MTS510. Efeito do palmitato na fosforilagdo induzida por insulina do IR (B), do
IRS-1 (C) e da Akt (D) em musculo de controles pré-tratados com MTS510.
*P< 0,05 entre os grupos, conforme indicado; §P<0,05 (insulina + palmitato vs
insulina); #P<0,05 (insulina + LPS vs insulina). 1B, Immunoblot; IP,

imunoprecipitado.
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Figura 12- O anticorpo monoclonal antagonista do TLR4 (MTS510) bloqueia a resisténcia
a insulina induzida por palmitato e a ativagédo de vias de sinalizagéo ligadas ao
TLR4 em musculo sdleo isolado de animais controles. (E) Niveis protéicos de
IkBa.. (F) Fosforilagdo da JNK. **P<0,05 (palmitato vs controle basal);
##P<0,05 (LPS vs controle basal). IB, Immunoblot; IP, imunoprecipitado.

Resultados
100



5- DISCUSSAO

101



Durante as ultimas décadas, ficou estabelecido que a resisténcia a
insulina observada na obesidade e no diabetes mellitus tipo 2 esta associada a um
estado de inflamacgao crénica subclinica, caracterizado pela produ¢ao anormal de
citocinas, aumento de proteinas de fase aguda e ativagdo de uma série de vias
inflamatodrias. Estudos clinicos, epidemioldgicos e experimentais correlacionam
inflamagdo com o desenvolvimento de doencgas metabdlicas e suas complicacdes
(Aguirre et al., 2000; Arkan et al., 2005; Cai et al., 2005; Fearnley et al., 1959;
Feinstein et al., 1993; Ford, 2002; Hirosumi et al., 2002; Hotamisligil et al., 1993;
Hotamisligil e Spiegelman, 1994; Ogston e McAndrew, 1964; Pradhan et al., 2001;
Schmidt et al., 1999; Tataranni e Ortega, 2005; Yin et al., 1998).

Varias serina/treonina quinases sao ativadas por estimulos
inflamatdérios ou por estresse e contribuem para a inibicdo da sinalizagdo da
insulina, como a JNK (Aguirre et al., 2000; Hirosumi et al., 2002) e a IKKpB
(Arkan et al.,, 2005; Cai et al.,, 2005; Yuan et al.,, 2001). Recentemente,
demonstrou-se que estresse celular, incluindo estresse do reticulo endoplasmatico
e espécies reativas de oxigénio podem ativar estas quinases
(Furukawa et al., 2004; Hung et al., 2004; Lin et al., 2005; Nakatani et al., 2005;
Ozawa et al., 2005; Ozcan et al., 2004). Citocinas pré-inflamatérias, como a IL-13
e 0 TNF-a ativam essas quinases através de mecanismos classicos, envolvendo
seus respectivos receptores (Shoelson et al., 2006). A JNK e a IKKB também
podem ser ativadas na resposta imune inata pelos “Toll-like Receptors”
(Akira et al., 2006). Muitos ligantes dos TLRs sao conjugados lipidicos de
microorganismos, 0 que levou a especulagéo de que lipideos presentes na dieta
também possam ativar um ou mais TLRs na obesidade e que os TLRs possam
participar da interligacdo entre sistema imune inato, resisténcia a insulina e

obesidade.

O TLR4 é um subtipo de TLR que é ativado pelo lipopolissacarideo de
bactérias gram-negativas e por acidos graxos saturados (Lee et al., 2001).

Anteriormente, demonstrou-se que o componente lipidico do LPS, um acido graxo
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de cadeia média, o acido laurico, € capaz se ativar o TLR4 em macrofagos
(Hwang, 2001; Lee et al., 2001; Lee et al., 2003).

Varios estudos correlacionam polimorfismos nos “Toll-like receptors”
com o desenvolvimento de DM2 e aterosclerose. Dois polimorfismos no gene do
TLR4 —-Asp299Gly e Thr399lle- foram os mais estudados. Alteracbes na
sinalizacdo do TLR4 e reducdo da resposta ao LPS inalado foram descritas em
portadores desses dois alelos (Arbour et al., 2000; Kiechl et al., 2002). Estudos
iniciais demonstraram que esses dois alelos estdo associados com uma protecao
contra a aterosclerose em carétida. Pacientes com esses polimorfismos tém um
risco menor de desenvolver aterosclerose de carétida e apresentam uma menor
espessura da intima-média da carétida do que pacientes sem mutagdes no gene
(Kiechl et al., 2002). Entretanto, estudos posteriores ndo confirmaram estes
achados (Labrum et al., 2007). Alguns autores encontraram também uma
correlagdo entre polimorfismos no TLR4 e uma maior incidéncia de DM2.
Kolek et al (2004) verificaram que o polimorfismo Asp299Gly esta associado a
uma menor incidéncia de DM2 e uma menor incidéncia de doenga coronariana
detectada por angiografia. lllig et al (2003) ndo observaram associagao entre o

polimorfismo Asp299Gly do TLR4 com uma maior incidéncia de DM2.

No presente estudo, foi evidenciado que camundongos C3H/Hed, que
apresentam uma mutagdo inativadora do TLR4, estdo protegidos da obesidade e
da resisténcia a insulina induzidas por dieta hiperlipidica. Além disso, musculos
sbleos isolados de camundongos C3H/Hed estdo protegidos da resisténcia a

insulina induzida por acidos graxos.

Camundongos C3H/Hed, machos, quando alimentados com dieta
hiperlipidica, ganham menos peso e apresentam uma menor massa do tecido
adiposo peri-epididimal do que animais controle. A ingestdo caldrica, entretanto,
nao é diferente entre os dois grupos. Além disso, o tecido adiposo peri-epididimal
dos camundongos C3H/HeJ em DH apresenta um infiltrado por macrofagos
menos intenso do que nos controles e o tamanho dos adipécitos é cerca de 30%

menor nestes animais. Verificou-se que no tecido adiposo de controles em dieta
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hiperlipidica, os macrofagos se agregam em CLS, que contém até 15 macréfagos
em torno de adipdcitos individuais. A formagao das CLS é rara nos animais com
inativagdo do TLR4. Recentemente, estudos demonstraram que tanto em
humanos como em camundongos, 0 numero de macrofagos no tecido adiposo tem
correlagcdo com a obesidade e com o tamanho dos adipdcitos. Os macrofagos
residentes no tecido adiposo sao uma fonte adicional de citocinas
pré-inflamatérias que podem modular a atividade secretdéria dos adipdcitos e
contribuir para indugdo de resisténcia a agao da insulina (Weisberg et al., 2003;
Xu et al., 2003). Xu et al (2003) evidenciaram que genes inflamatérios tém sua
expressao aumentada no tecido adiposo de camundongos geneticamente obesos
ou com obesidade induzida por dieta hiperlipidica. Também observaram um
infiltrado por macréfagos no tecido adiposo desses animais obesos, com sinais de

lipdlise e formacgéao de células gigantes multinucleadas.

Na literatura existem resultados discrepantes em relagéao ao ganho de
peso, massa do tecido adiposo, infiltragdo do tecido adiposo por macréfagos e
ingestdo alimentar de animais com inativacdo do TLR4. Shi et al (2006)
demonstraram que fémeas “knockout” do TLR4 (TLR4") apresentam um maior
ganho de peso, maior massa de tecido adiposo e uma maior ingestao caldrica em
relacdo aos controles, quando alimentadas em dieta hiperlipidica ou dieta padréo.
Poggi et al (2007) observaram que animais C3H/HedJ, machos, apds 22 semanas
de dieta hiperlipica, apresentam peso semelhante em relagdo aos seus controles,
porém com uma menor ingestdo calorica. Além disso, evidenciaram um maior
peso da gordura peri-epidididmal associado com hipertrofia dos adipocitos nos
camundongos C3H/Hed. Os autores concluiram que os camundongos C3H/Hed
apresentam uma maior eficiéncia energética. Suganami et al (2007) nao
observaram diferencga significativa do peso e do peso da gordura peri-epididimal e
mesentérica entre machos C3H/HedJ e seus controles apds tratamento com dieta
hiperlipidica por 16 semanas. Os autores também avaliaram a infiltracdo por
macrofagos no tecido adiposo dos animais em DH e n&o encontraram diferenca
entre os dois grupos. Outro estudo evidenciou que animais TLR4™, machos,

tratados com dieta hiperlipidica por 21 semanas, apresentam um menor ganho de
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peso, um menor peso do tecido adiposo visceral e redugao da esteatose hepatica
em relacdo aos controles submetidos @ mesma dieta (Randi et al., 2008).
O fendtipo dos camundongos C3H/Hed foi anteriormente descrito como sendo
caracterizado por ossos maiores e mais densos € por uma menor massa de tecido
adiposo (Johnson et al., 2004). As razdes para as diferengas observadas entre os
trabalhos em relagcdo ao peso, ingestdo alimentar, massa do tecido adiposo e
infiltracdo do tecido adiposo por macréfagos em animais com inativagao do TLR4
nao estdo completamente elucidadas. Essas divergéncias podem ser justificadas,
pelo menos em parte, pela diferenga de linhagem, sexo, tipo de modificagdo
genética no TLR4 e tempo de tratamento com dieta hiperlipidica. Algumas
respostas podem ser discordantes em animais com inativagdo de um gene
decorrente de mutacbes de ponto ou da remogdo genética do gene
(Murciano et al., 2006; Palliser et al.,, 2004) e pode-se pressupor que
camundongos C3H/HeJ e TLR4™ possam nao ter a mesma regulagao da ingestao

alimentar e/ou do gasto energético .

Além disso, pode-se aventar a hipétese que animais estudados por
diferentes grupos, em diferentes locais, possam apresentar peculiaridades da flora
intestinal, o que influenciaria no ganho de peso dos animais. A flora intestinal foi
recentemente implicada como um fator ambiental envolvido no controle do peso e
homeostase energética (Backhed et al., 2004; Backhed et al., 2007; Ley et al.,
2005; Ley et al., 2006). Gordon e colaboradores demonstraram que a flora
intestinal de animais e humanos obesos e magros ¢é diferente (Ley et al., 2006;
Turnbaugh et al., 2006). As duas popula¢cdes de bactérias predominantes no
intestino humano e de camundongos sdo de dois grupos de bactérias
denominadas Firmicutus e Bacteroidetes. Os autores observaram que animais e
humanos obesos tém uma proporgdo maior de Firmicutus em sua flora intestinal.
Além disso, a flora dos camundongos obesos € rica em genes que codificam
enzimas que quebram polissacarideos da dieta que normalmente n&o séo
digeriveis. Essas diferengcas parecem ter consequéncias funcionais, pois 0s
animais obesos tém mais produtos de fermentacdo e menos calorias

remanescentes nas fezes do que os camundongos magros. A flora intestinal
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parece, portanto, ajudar na extracdo de calorias extras dos alimentos ingeridos
(Turnbaugh et al., 2006). Cani et al (2007) demonstraram que a dieta hiperlipidica
aumenta a proporgdo de bactérias gram-negativas em relagdo a proporgado de
bactérias gram-positivas na flora intestinal e que, camundongos submetidos a
dieta hiperlipidica, apresentam aumento dos niveis de LPS no plasma associado
com hiperglicemia de jejum, ganho de peso e inflamac&o no tecido adiposo. Os
autores também observaram que camundongos submetidos a infusdo crénica de
LPS subcutdneo apresentam um maior ganho de peso e uma maior massa de
tecido adiposo visceral e subcutdneo. Camundongos, com uma mutagao
inativadora da CD14 (molécula que participa no reconhecimento do LPS),
apresentam-se parcialmente protegidos contra a obesidade, resisténcia a insulina

e diabetes em resposta a DH (Cani et al., 2007).

Portanto, podemos pressupor que haja um predominio de bactérias
gram-negativas na flora intestinal dos nossos animais controle submetidos a DH e
que haja um aumento da absor¢do do LPS, que contribuiria para induzir
inflamacao no tecido adiposo e hipertrofia deste tecido e poderia explicar o maior
ganho de peso destes animais. Os animais C3H/HedJ, com inativagao do TLR4,
estariam protegidos da absor¢do do LPS, que envolve a presenca de um TLR4
intacto nos capilares intestinais (Neal et al., 2006). A redugéo da absorgéo do LPS
nestes animais em DH pode explicar, em parte, 0 menor ganho de peso e menor
massa do tecido adiposo peri-epididimal. Entretanto, este ponto merece uma

investigacdo mais detalhada em estudos futuros.

O menor ganho de peso nos camundongos C3H/HedJ em DH esta
associado a um maior gasto energético. Verificou-se que estes camundongos
apresentam um maior consumo de oxigénio e menor quociente respiratdério em
relagdo aos controles, indicando que estes animais utilizam principalmente acidos
graxos como fonte energética. Paralelamente, observou-se que os niveis de
adiponectina ndo se reduzem nos C3H/Hed em DH, o que pode justificar a maior
oxidagdo de acidos graxos € o menor ganho de peso nestes animais. Outros

autores verificaram que a expressao de RNAm (RNA mensageiro) de adiponectina
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no tecido adiposo peri-epididimal de camundongos C3H/Hed em DH nao se reduz
como ocorre no tecido adiposo de animais controle (Poggi et al.,, 2007;
Suganami et al., 2007). Suganami et al (2007) também encontraram niveis séricos

de adiponectina maiores nos C3H/HeJ em DH do que nos controles.

Investigou-se os niveis de algumas adipocitocinas que estao implicadas
na resisténcia a acdo da insulina observada na obesidade (Bastard et al., 2002;
Boden, 1997; Hotamisligil et al., 1993; Senn et al., 2002; Uysal et al., 1997;
Vozarova et al., 2001). Observou-se que a inativagédo do TLR4 esta associada a
uma redugéo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias como a IL-6 e 0 TNF-a e de
acidos graxos livres no soro dos camundongos C3H/HeJ em DH, o que pode
explicar parcialmente a preservacao da sensibilidade a acdo da insulina e da
tolerancia a glicose verificada nestes animais. Shi et al (2006) também
evidenciaram uma menor expressao de genes inflamatérios no tecido adiposo e
no figado de fémeas TLR4™" tratadas com dieta hiperlipidica por 39 semanas. No
tecido adiposo e no figado de animais controles, estes autores encontraram um
aumento da expressdo de TNF-a, IL-6, SOCS-3, MCP-1 e do marcador de
macrofagos F4/80. Suganami et al (2007) observaram uma menor expressao de
TNF-a. no tecido adiposo de C3H/HeJ em DH em relagdo aos controles.
Entretanto, ndo encontraram diferenga significativa da expressdo de MCP-1 e
F4-80 no tecido adiposo epididimal de C3H/Hed e controles em DH por 16
semanas. Em outro estudo recente, os autores encontraram uma menor
expressdo de TNF-a e IL-B no tecido adiposo subcutdneo e epididimal de
camundongos C3H/HeJ em DH em relagdo aos seus controles
(Poggi et al., 2007). Os resultados obtidos no presente trabalho e os resultados de
outros estudos (Poggi et al., 2007; Shi et al., 2006; Suganami et al., 2007) indicam
que a inativagdo do TLR4 estd associada a uma redugéo da expresséo de genes
pré-inflamatérios em tecidos insulino sensiveis, o que justifica parcialmente a
manutencdo da sensibilidade a insulina observada nos camundongos C3H/HedJ
em DH.

Discussao
108



Verificou-se, também, que a maior sensibilidade a agao da insulina,
detectada no ITT dos camundongos C3H/Hej em DH, tinha uma correlagdo com a
manutencdo da transmissédo do sinal da insulina nos tecidos adiposo, hepatico e
muscular. Observou-se que o0s animais com inativacdo do TLR4 estavam
protegidos da resisténcia a insulina induzida por DH e que, apds estimulo com
insulina, ndo havia reducdo da fosforilagdo em tirosina do IR, IRS-1 e da
fosforilagcdo da Akt, como ocorreu nos tecidos dos animais controle. Estudos
recentes também evidenciaram uma preservagao da sensibilidade a acdo da
insulina em animais com inativagcdo do TLR4 (Shi et al., 2006; Suganami et al.,
2007). Shi et al observaram que em animais controle submetidos a infusao lipidica
por cinco horas e, posteriormente, submetidos ao “clamp”
hiperinsulinémico-euglicémico, havia redugdo da taxa de infusdo de glicose de
65% comparando com animais controle submetidos a infusdo de salina. Contudo,
em animais TLR4™ a infusdo de lipideos reduziu de forma menos evidente a taxa
de infusdo de glicose durante o “clamp”, indicando que estes animais estavam
protegidos da resisténcia a agao da insulina induzida por lipideos (Shi et al., 2006).
Além disso, em outros experimentos, apos infusdo de lipideos por oito horas, foi
observada uma reducao da fosforilagdo do IRS-1 em tirosina induzida por insulina
em musculo esquelético de controles, mas este efeito foi prevenido em musculo
de camundongos TLR4™ (Shi et al., 2006). Estes autores também verificaram que
fémeas TLR4"" tratadas com dieta hiperlipidica por 39 semanas, apresentam uma
maior sensibilidade a insulina, avaliada pelo ITT, do que seus controles.
Radin et al (2008), de forma semelhante, evidenciaram uma redugdo menos
significativa da taxa de infusédo de glicose no “clamp”
hiperinsulinémico-euglicémico em camundongos TLR4" submetidos & infusdo de
lipideos por quatro horas em comparagdo com seus controles. Foi observado que
a captagdo de glicose induzida por insulina em musculo era 40% maior em
animais TLR4" em relacdo aos controles (Radin et al). Em outro estudo, também
foi evidenciada uma preservagao da sensibilidade a insulina em animais com

inativagcdo do TLR4. Camundongos C3H/HedJ tratados com DH por 16 semanas
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tém menores niveis glicémicos e insulinémicos em comparagdo com seus

controles (Suganami et al., 2007).

A reducdo da transmissdo do sinal da insulina nos tecidos muscular,
adiposo e hepatico dos animais controle em DH foi associada a um aumento da
fosforilacdo do IRS-1 em serina 307 nesses tecidos. A fosforilagdo do IRS-1 em
serina é sabidamente um indicador molecular de resisténcia a agao da insulina e
uma forma inibitéria do IRS-1 (Aguirre et al., 2002; Gao et al., 2002;
Hirosumi et al., 2002; Lee et al., 2003). A inativacdo do TLR4 preveniu a

fosforilagdo do IRS-1 em serina nos tecidos estudados.

Paralelamente a fosforilagdo do IRS-1 em serina 307 nos tecidos dos
animais controle em DH, ocorreu uma redugao da dos niveis teciduais de IRS-1.
Entretanto, a expressdo do IRS-1 ndo se modificou nos tecidos dos animais
C3H/Hed. A reducdo da expressao do IRS-1 pode ser decorrente de uma maior
ativacao da iNOS nos tecidos estudados. O tratamento dos animais controle com
DH aumentou a expressao da iNOS em musculo, tecido adiposo e figado destes
animais, mas nao nos tecidos dos animais C3H/Hed. O IRS-1, como foi
anteriormente descrito, pode sofrer nitrosacdo e, consequentemente, ser
degradado (Carvalho-Filho et al., 2005). O aumento da nitrosagdo do IRS-1 nos
tecidos dos animais controle em DH poderia justificar a redugdo dos niveis

teciduais do IRS-1 nestes tecidos.

Estudos anteriores demonstram que as serinas quinases JNK e IKKp
podem fosforilar o IRS-1 em serina, inibindo a sinalizagdo da insulina
(Hirosumi et al., 2002; Yuan et al., 2001). Observou-se que estas quinases estao
ativadas nos tecidos dos animais controle submetidos a DH, o que pode se
correlacionar com a fosforilagdo do IRS-1 em serina encontrada nos tecidos
destes animais. A ativacdo do TLR4 desencadeia uma cascata sinalizatéria que
culmina com a ativagédo da JNK e da IKKpB (Takeda et al., 2003b). Os resultados
deste estudo demonstram que a inativagdo do TLR4, por uma mutagao de ponto
na regiao intracelular do receptor, previne a ativagdo da JNK e da IKK(B nos

tecidos estudados.

Discussao
110



A protecao contra a resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica
nos animais com inativagdo do TLR4 correlaciona-se com a redugdo da massa de
tecido adiposo, reducdo da infiltragdo do tecido adiposo por macrofagos e
diminuicdo dos niveis de AGLs, IL-6 e TNF-a no soro destes animais. Entretanto,
observou-se que ha também um efeito direto da inativacdo do TLR4 na
sensibilidade a insulina em tecido muscular. Os resultados aqui obtidos mostram
que, musculos soleos isolados de camundongos com inativagao do TLR4, quando

tratados com acidos graxos saturados, ficam protegidos da resisténcia a insulina.

Avaliou-se, também, a acdo do palmitato e dos acidos estearico e
laurico, que sdo acidos graxos saturados, na inducao de resisténcia a insulina em
musculo isolado de animais com inativagdo do TLR4. Os dados coletados nesta
pesquisa mostram que o tratamento com palmitato reduz a captagdo de glicose
induzida por insulina e a fosforilacdo da Akt apds estimulo com insulina em
musculo séleo isolado de animais controle. Além disso, o tratamento prévio de
musculo isolado de camundongos controle com palmitato induz a associagao do
TLR4 com a proteina adaptadora MyD88 e ativa serinas quinases da via do TLR4
como a IKKB e a JNK, indicando que o palmitato estimula a sinalizagdo do TLR4 e
pode induzir resisténcia a acdo da insulina em musculo isolado por ativar a via do
TLR4. Os resultados deste estudo indicam que, independentemente de mudancgas
no tecido adiposo e nos niveis circulantes de IL-6, TNF-a. e AGLs, a inativagao do
TLR4 protege o musculo da resisténcia a insulina induzida por acidos graxos
saturados. Estudos recentes também demonstraram que o TLR4 e o TLR2 tém um
papel importante na resisténcia a agado da insulina induzida por acidos graxos
saturados em miotubulos e em adipdcitos (Senn, 2006; Shi et al., 2006; Suganami
et al., 2007). Shi et al (2006) mostraram que o palmitato pode ativar o TLR4 em
macrofagos peritoneais de camundongos e induzir a degradacgao da IkBa. e ativar
a JNK. Esses autores também verificaram que os AGLs podem ativar o TLR4 em
adipocitos e macrofagos e, consequentemente, induzir uma sinalizagao
inflamatoria que suprime a sinalizagdo da insulina (Shi et al., 2006). Outro estudo

demonstrou que o palmitato ativa a via do NF-kB em musculos séleos isolados,
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porém este efeito ndo ocorre em musculos soleos isolados de animais
TLR4" (Randi et al., 2008).

O que se obteve, desta investigagdo, evidenciou que o LPS, um
agonista do TLR4, pode ativar a mesma cascata sinalizatéria ativada pelo
palmitato, causando resisténcia a agao da insulina. Além disso, a inibicdo do TLR4
por um anticorpo monoclonal antagonista, MTS510, reverte a resisténcia a agéao
da insulina induzida por palmitato e LPS.

Os acidos graxos livres, cujos niveis estdo comumente elevados na
obesidade, s&o implicados na resisténcia a insulina em diversos modelos
(Boden, 2003; Boden et al., 2005; Dresner et al., 1999; Kim et al., 2004;
Kim et al., 2001; Lam T.T., 2003; Yuan et al., 2001) e, varios estudos demonstram
que os acidos graxos livres podem induzir sinalizagéo inflamatéria em diferentes
tecidos (Ajuwon e Spurlock, 2005; Boden et al., 2005; Gao et al., 2004;
Itani et al., 2002; Nguyen et al., 2005; Sinha et al., 2004; Staiger et al., 2004;
Weigert et al., 2004). Os AGLs causam resisténcia a insulina in vivo por reduzirem
a capacidade da insulina de: ativar sua sinalizacado, reduzir a produgao hepatica
de glicose e estimular a captacdao de glicose em musculo e tecido adiposo
(Boden, 2003; Boden et al., 2005; Gao et al., 2004; Kim et al., 2001; Lam T.T.,
2003; Nguyen et al., 2005; Van Epps-Fung et al., 1997). A ativag&o de varias vias
intracelulares sao correlacionadas com a inducao de resisténcia a insulina pelos
AGLs. Foi demonstrado que acidos graxos livres ativam a JNK e a IKKp em
adipdcitos 3T3-L1 e em miotubulos e estimulam a produgdo de citocinas
pré-inflamatérias como o TNF-a e a IL-6 (Ajuwon e Spurlock, 2005;
Gao et al.,, 2004; Nguyen et al., 2005; Weigert et al., 2004). Entretanto, o
mecanismo pelo qual os AGLs sao ‘sentidos’ pelos adipécitos e por outros tecidos
nao esta completamente elucidado. Os resultados obtidos neste estudo,
mostrando que a inativacdo do TLR4 protege contra a resisténcia a acéo da
insulina por acidos graxos saturados, indicam que o TLR4 pode agir como um
sensor endogeno de lipideos em tecido muscular e que sua ativacido pode

desencadear uma resposta inflamatéria que induz resisténcia a insulina
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Os sistemas imunes e metabdlicos sao indispensaveis para
sobrevivéncia dos mamiferos e s&o altamente conservados ao longo da evolugéo.
Esses sistemas sao interdependentes e muitas citocinas, horménios e fatores de
transcricdo podem ter fungcdes imunes e metabdlicas. O equilibrio entre sistemas
imune e metabdlico € delicado e em condigdes de excesso de armazenamento de
energia, como ocorre na obesidade, pode ocorrer uma ativagdo anormal do
sistema imune que acarreta o surgimento de doencas metabdlicas como o DM2. O
TLR4 parece ser um importante elo entre sistema imune inato e metabdlico e os
nossos dados permitem inferir que nutrientes presentes na dieta, como os AGLs,
possam ativar o TLR4, desencadeando uma resposta inflamatéria que induz

resisténcia a agao da insulina.

Em resumo, os dados deste trabalho mostram que a inativacdo do
TLR4 previne a obesidade induzida por dieta hiperlipidica, a ativagao da JNK, da
IKKB, da iINOS e a resisténcia a agao da insulina em camundongos tratados com
dieta hiperlipidica. Além disso, a inativacdo do TLR4 previne a resisténcia a agao
da insulina induzida por acidos graxos saturados. Os resultados apresentados
nesta dissertagdao indicam que o TLR4 estabelece uma conexao entre sistema
imune e metabdlico e talvez possa ser utilizado no futuro como um alvo
terapéutico de doencgas altamente prevalentes na populagcdo como o diabetes

mellitus tipo 2 e a obesidade.
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6- CONCLUSOES
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do TLR4:

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que a inativacao

e Protege contra a obesidade e a resisténcia a insulina induzidas por

dieta hiperlipidica em camundongos.

e Preserva a transmissdo do sinal da insulina em mdusculo, tecido

adiposo e figado em camundongos tratados com dieta hiperlipidica.

e Previne a ativacado das serinas quinases IKKB e JNK, a ativacao da

307

INOS e a fosforilagdo do IRS-1 em Ser®™" nos tecidos muscular,

adiposo e hepatico de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica.

e Protege da resisténcia a insulina induzida por a&cidos graxos

saturados em musculo séleo isolado.

e O TLR4 é um elo entre os sistemas imune inato e metabdlico.
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Original Article

Loss-of-Function Mutation in Toll-Like Receptor 4
Prevents Diet-Induced Obesity and Insulin Resistance

Daniela M.L. Tsukumo,' Marco A. Carvalho-Filho," José B.C. Carvalheira,' Patricia O. Prada,’
Sandro M. Hirabara,® André A. Schenka,” Eliana P. Araiijo," José Vassallo,” Rui Curi,*

Licio A. Velloso,' and Mario J.A, Saad'

Obesity is associated with insulin resistance and a state of
abnormal inflammatory response. The Toll-like receptor
(TLR)4 has an important role in inflammation and immu-
nity, and its expression has been reported in most tissues
of the body, including the i li itive ones. B it
is activated by lipopolysaccharide and saturated fatty ac-
ids, which are inducers of insulin resistance, TLR4 may be
a candidate for participation in the cross-talk between
inflammatory and metabolic signals. Here, we show that
C3H/HeJ mice, which have a loss-of-function mutation in
TLR4, are protected t the develop t of diet-in-
duced obesity. In addition, these mice demonstrate de-
creased adiposity, increased oxygen consumption, a
decreased respiratory exchange ratio, improved insulin
sensitivity, and enhanced insulin-signaling capacity in adi-
pose tissue, muscle, and liver compared with control mice
during high-fat feeding. Moreover, in these tissues, control
mice fed a high-fat diet show an increase in IkB kinase
complex and c-Jun NH,-terminal kinase activity, which is
prevented in C3H/He mice. In isolated muscles from C3H/
HeJ mice, protection from saturated fatty acid-induced
insulin resistance is observed. Thus, TLR4 appears to be an
important mediator of obesity and insulin resistance and a
potential target for the therapy of these highly prevalent
medical conditions. Diabetes 56:1986-1998, 2007
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nsulin resistance in obesity and type 2 diabetes is

associated with an abnormal inflammatory state. In

addition, during the last decade, we have seen great

progress in this field attributable to the identification
of several downstream mediators and signaling pathways
that provide cross-talk between inflammatory and meta-
bolic signaling (1-9).

Toll-like receptors (TLRs) play a critical role in the
activation of innate immune responses in mammals by
recognizing conserved pathogen-associated molecular pat-
tems (10-12). To date, 13 members of the TLR family have
been identified in mammals. TLR4 is a subelass of TLRs
that can be activated by lipopolysaccharide (LPS) and by
nonbacterial agonists, such as saturated fatty acids
(13.14), The activation of TLRA signaling induces upregu-
lation of intracellular inflammatory pathways related to
the induction of insulin resistance, such as c-Jun NH,-
terminal kinase (JNK) and IkB kinase complex (IKKBY
mhibitor of nuclear factor-xB (IkBaynuclear factor-xB
{NF-x B} (10). However, the role of TLR4 in the cross-talk
between inflammatory and metabolic signaling has not yet
been investigated. Here, we show that mice with a loss-of-
function mutation in TLR4 (CSH/Hel) are protected
against the development of diet-induced obesity and insu-
lin resistance and that, in isolated muscles from C3H/Hel
mice, there is a protection from saturated fatty acid-
mduced insulin resistance.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Male C3HMHed, C3H/HeN, and C5TBlack/108¢NC mice and their respective
controls were obtained from The Jackson Laboratory and provided by the
University of Sao Paolo. The mice were bred under specifie pathogen-free
conditions at the Central Breeding Center of University of Campinas. All
antibodies were from Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA), except
anti-pAld, which was from Cell Signaling Technology (Beverly, MA), anti-
phespho-insulin receptor substrate-1 (IRS-17°" was obtained from Upstate

Zeferino Vaz, Campinas, SP, Brazl, 13051970, E-mail:

br.

Rex 1 for publi 14 November 2006 and accepted in revised form 15
May 2007.

Published ahead of print at http:/di dinbetesjournals org on 22 May
2007. DOI: 10.2327/db06-1 595,

CLS, erown-like structure; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay,
FFA, free fatty acid, HFD, high-fat diet; IGTT, intraperitoneal glucose toler-
anee test, IeBa, inhibitor of nuclear factor-xB; TRER, TP lkinase complex; L,
interlenkin; IR, insulin receptor; IRS 1, |nsulm receptor substrate-1; JNK, e-Jun
NH.. 1 - LIS, lipopol ide, NK-xB, nuclear factor- xB‘ RER,
respiratory exchange ratio; TNF, tumor necrosts factor; TLR, Tolllike recep-
tor; WAT, white adipose tissue,
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Biotechnology (Lake Placid, NYJ, and antiF4/80 was from Abeam Routine
reagents were purchased from Sigma Chemical (St Louis, MO), unless
otherwise specified,

All experiments were approved by the ethics committes at the State
University of Campinas. Six-week-old male C3HHal mice and their contrals
(C3HMHeN) were divided into two groups with similar body weights and
assigned to receive two kinds of diet: a standard rodent chow and water ad
libitam or a high-fat diet (HFD) consisting of 55% calories from fat, 20% from
carbohydrate, and 16% from protein Body weight and food intake were
measured weekdy. Glueose tolerance tests and insulin tolerance tests were
performed on these mice after 8§ weeks of consumption of the diets, as
described previously (2,15),

Assays. Leptin, insulin, and adip ti ations were d 1 by
an engymelinked unosorbent assay (FLISA) (Lineo), Serum free Fatty
acid (FFA) levels were analyzed using NEFA-Jit-U (Wako Chemical, Neuss,
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Germany) with oleic acid as a standard. Gluccse values were measured from
whole venous blood with a glucose monitor (Glucometer; Bayer), We deter-
mined serum concentrations of interlenkin (IL)-6 and tumor necrosis factor
{TNF)-e« using Mouse 116 ELISA and Mouse TNF-o ELISA (Pierce Endogen,
Roeldord, IL).

Light microscopy. Mice were fasted for 12 h and killed with an overdose of
anesthetic (sodium thiopental). Epididymal white adipose tissue (WAT)
depots were dissected and assessed by light microscopy, morphometry, and
transmission electron micrescopy. Afler dissection, WAT depots were fixed by
i in 4% formaldehyde in 0.1 mmoll phosphate buffer, pH 7.4, for <24
h, dehydrated, cleared, and then embedded in paraffin. Serial sections (5-jem
thick) were obtained and then stained by hematoxylin and ecsin to assess
morphology.

Morphometry. Tissue sections were observed with a Zeiss Axiophot light
microscope using a #40 objective, and digital images were captured with a
Canon PowerShot GB. Crown-like structure (CLS) density (average CLS
within 10 high-power fields, per animal} and mean adipocyte surface area
(average surface area of 30 randomly sorted adipoeytes, per animal) were
determined using Imagelab Amalysis software (version 24), a5 described
previously (18).

Electron microscopy. Ultrastructural followed dard proce
dures, as described elsewhere (17}, with a Zeiss EM10 transmission elestron
microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

Messurement of he patic triglyceride content. Liver was homogenized and
tissne triglyceride content was determined as described previonsly (15)
Isolation of the stromm vascalar fraction and adipocyte fraction of
adipose tissne. Epididymal fat pads were excised and isolation of the stroma
vascular fraction and adipocyte fraction of adipose tissue was performed as
deseribed previously (197

Real-time PCR. Total RNA was obtained from the adipooyvte and stromal
vasenlar fractions of WAT af the four groups of mice, aceording to methods
published previously (5,200 Quantitative PCR was run to determine the
expressions of TNF-a and 116 in each tissue fraction using primers supplied
with  the commercially available assavs  from Applied  Biosystens
(Mm00443258 ml and MmOMA6120_ml, respectively). The reference gene
was GAPD {TagMan, Applied Bicsystems), Results are expressed as relative
expression values, according to @ method published previously (5),
Glucose uptake, glycogen synthesis, insulin signaling, and TLRE-related
#ignal transduction pathways in isolated oleus muscle. Soleus muscles
from CEHMHal, CETBL/10SeNCr (TLR4™7), and their respective control mice
were izolated and incubated in the p of p for 4 b, as described
previously (21). In some experiments, soleus muscles from C3H/Hel mice and
their controls were incobated in the presence of stearic and lauric acids for
4 . In the basal state and 20 min after insulin treatment, glucose uptake and
glycogen i A Toi i insulin =1 ing in these
experiments, soleus muscles from C3H/Hel and CSTBLAGSeNCr (TLR177)
miiee and their respeetive controls were ineubated with insulin (10 mUfm) for
a further & min.

In some experiments, isolated soleus musales from CEHTel and C3HHeN
mice were ineubated with LPS or palmi for 1 h or preineubated in the
absence (control group) or presence of 10 pg/'ml of an antagonist monoclonal
antibody to TLR4 (MT8510) (22) and then in the absence or presence of LIPS
for 1 b or palmitate for 4 b At the end of the incubation period, muscles were
homogenized and then centrifuged, as deseribad previously (21). The super
natants were used for immunop tion and immunoblotting,

Oxygen consumption and respimtory exchange ratio determinution.
Oxygen and respiratory 1 ratio {RER} were mea-
sured in fed animals through an indirect open cirenit calorimeter {Oxymax
Deluxe System; Columbus [nsiruments, Columbus, OH), as described
previcusly (23)
Tizsne extraction, immunoprecipitation, and immunoblotting, Mice
were I d by inteay 1 injection of sodinm thiopental and nsed
10-15 puin later, e, as soon as anesthesia was assured by the loss of pedal
and corneal reflexes, Five minutes after the insulin injection (3.5 units’kg ip)
s, adipose tissue, and liver were removed, minced coarsely, and
ized immediately in extraction buffer, as deseribed elsewhere (24),
Extracts were then centrifuged at 15,000 rpm and 4°C for 40 min to remove
insoluble material, and the supernatants were used for immunoprecipitation
with ceinsulin receptor (1K), 1KS-1, and protein A-Sepharose 6MEB (Pharmacia,
Uppsala, Sweden). We performed immuncblotting on tissue extracts, as
described previously (24).
Determination of NF-xB activation. NF-«B p5{0 activation was determined
in nuclear extracts from muscle and adipose tissue by ELISA (89555, Plerce
Bictechnology), according to the dations of the f:
Statietienl analyeiz. Data are expressed as means = SE, and the number of
independent experiments is indicated. Por statistical analysis, the gronps were

wera
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compared using a twoway ANOVA with the Bonferroni test for post hoe
comparisons, The level of significance adopted was P < 0L05

RESULTS

Body weight, food intake, epididymal fat pad, and
leptin levels of C3H/HeJ and control mice. Six-week-
old male mice with a loss-of-function (Pro”'*His) mutation
in TLR4 (C3H/HeJ) and a strain-specific control (C3H/
HeN} were fed a HFD, and control groups of each geno-
type were fed a standard mouse chow diet. Body weight
after 8 weeks of the HFD was lower for the C3H/HeJ mice
than for the control mice (Fig. L4). After 8 months of the
HFD diet, this difference was more evident. Eight-month-
old C3H/Hed mice fed a HFD weighed on average 15% less
than HFD-fed control mice (Fig. 15). Daily food intake was
similar in control and C3H/He.J mice, fed either a HFD or
standard chow (Fig. 1€7); however, 8-week cumulative
food intake was higher for the HFD in both genotypes
(data not shown). The epididymal fat pad weights of
control and Ci3H/Hed mice fed a chow diet were similar;
however, when groups fed a HFD) were compared, the
average weight of epididymal fat depots was decreased by
40% in the C3ILVTIe] mice (Fig. 1D}, In addition, consump-
tion of a HFD led to a 36% lower increase in blood leptin
levels in C3H/HeJ than in control mice (Fig, 1E).
Adipose tissue morphology and ultrastructural fea-
tures of adipose tissue of C3H/Hed and control mice
fed a HFD. We assessed whether these differences in
HFD-induced weight gain were related to alterations in
adiposity. Morphometric analysis (Fig. 1LF-T) revealed that
adipocytes from C3H/MHe mice fed a HFD were consis-
tently smaller than adipocytes from control mice fed a
HFD with an average 30% decrease in size {Fig. 1J). In
addition, the frequency and distribution of mature macro-
phages in fixed WAT differed among the groups. As
deseribed previously (25), macrophages were aggregated
in CLSs, which contained up to 15 macrophages surround-
ing what appeared to be individual adipocytes. CLS forma-
tion was a rare evenl in control mice (1.0 = 0.5) (Fig. 1F)
or in C3[/HeJ mice (1.0 + 0.5) (Fig. LIT) but was increased
=100-fold {1055 = 7.8) in control mice fed a HFD (Fig.
16z} and only ~10-fold (11.5 * 2.1) in C3H/HeJ mice fed a
HFD (Fig. 17}, indicating a much lower macrophage infil-
tration in WAT of the latter group. Ultrastructural analysis
showed that CLSs were always composed of a dead
adipoeyte encireled by several typical macrophages. In
control mice or C3H/Hel mice fed a HFD, adipocyte death
exhibited none of the classical features of apoptosis.
Instead, in both groups, features consistent with necrosis
(such as disruption of basal membranes, intracytoplasmic
organelle degeneration, and cell debris) were commonly
found, but necrosis was more evident in control mice fed
a HFD (data not shown).

Increased metabolic rates in C3H/Hed mice fed a
HFD. We examined whether the decreased body weight in
C3H/Hed mice fed a HFD resulted from increased energy
expenditure, The oxygen consumption rates of control and
C3H/Hed mice fed normal chow were similar (Fig. 24).
However, afler 8 weeks of a HFD, C3H/HeJ mice exhibited
i :antly higher rates of O, consumption than control
mice (Fig. 24} The RERs of control and C3H/He mice fed
a chow diet were sunilar (Fig. 28). In contrast, the RER
was lower in C3H/Hed mice fed a HFD than in control mice
(Fig. 2B), indicating that these animals were largely using
fatty acids as an energy source.
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TLR4 AND INSULIN RESISTANGE
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FIG. 1. Protection against diet-induced obesity in C3H/HeJ and adipose tissue morphology in control and C3H/HeJ mice. A: Body weight of
C3H/HeJ and control mice fed a HFD and chow diet. B: Body weight of 8-month-0ld control and C3H/HedJ mice. C' Daily food intake with regular
chow and a HFD, D: Epididymal fat pad weights. E: Week 8 fasting leptin concentrations. F-I: Histological sections of epididymal fat pads from
control mice {(F) and C3H/HeJ mice {H) fed on a chow diet and control mice (&) and C3H/HeJ mice (I) fed a HFD diet; 50-pum scale bar for all
pictures. .: Mean adipocyte surface {(square micrometers). Data are means = SE from six to eight mice per group. *P < 0.05 {control mice fed
a HFD versus all others groups); P < 0.01 (control mice fed a HFD versus all others groups), ¥%%P < 0.01 between groups, as indicated.

Serum FFA, TNF-a, IL-6, adiponectin, and hepatic
triglyceride content in C3H/HeJ mice and control
mice fed a HFD. We examined serum concentrations of
adiponectin, IL-6, TNF-o, and FFAs, which have postulated
roles in obesity and insulin action (26-34). Adiponectin

1988

levels were comparable between control and C3H/Hel
mice fed a chow diet (Fig. 2C). In contrast, adiponectin
levels were reduced in control mice fed a HFD, but not in
C3H/HelJ mice fed the same diet (control + HFD 7.1 = 0.4
vs. C3H/Hed + HFD 9.5 * 0.6 pg/ml, P < 0.001) (Fig. 2C).

DIABETES, VOL. 56, AUGUET 2007

Anexo

14

5



A Chow B Chow C * k K Chow
*
B HFD I HFD I HFD
0,9 *
S w0 E10
B 5 B : 1 ™
[ =4
§E ° i :
g2 & 0° . g5
SE 30 * 5
= a
é 20 07 T 0- —
Control  C3H/Hej Control C3H/Hej Control C3H/Hej
Chow 0.357 T | Chow 1 # Chow
= HFD 0.307 = HFD 0.20q = . HFD
2 _ p.25 @ ]
- sS85 S 5 0.15
T 1.00 g 0.204 oy ]
i 28 23
E o7 3 2015 £ 50107
- s b - %
i 0.50 - £ %010 ¢ ] =
w 0.051
£ 025 0.05
=2 1
g 0.00 0.00 0.00/
Control ~ C3H/Hej Control ~ C3H/Hej Control  C3H/Hej
Adipocyte fraction Stromal vascular fraction
Chow | Chow itt Chow
B HFD B HFD ——
[
& o 003
g5 85 4
g o 2 0.02 T #
28 28 £3
g2 5200 * 5
28 2 8001
0.0l 1
Control C3H/Hej Control C3H/Hej 0
Adipocyte fraction Stromal vascular fraction Control C3H/Hej
H »- Control Chow | 4+ Control Chow
=~ Control HFD = Control HFD
-+ C3H/HeJ Chow + C3H/HeJ Chow
800 ~+-C3H/Hed HFD #-C3H/HeJ HFD
500 s B
= E 8
S 400-] B 7
£ £ 5
= § =
o 300 £ 5
w 2
Q 173
S 2004 £ 4 T
5] v E 3 / ’/;i‘—t—___ 4
100-# 5 2 ,;./‘
a 1%
"% 30 60 90 120 & ' ; ' ‘
0 30 60 90 120
Time (min) Time (min)

FIG. 2. Metabolic parameters, adipokines, insulin, and glucose tolerance in control and C3H/HeJ mice fed a chow or a HFD diet. 4: Oxygen
consumption. B: RER. C: Week 8 fasting adiponectin concentrations. D: Fasting FFA concentrations. E: Determination of the relative TNF-a
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An analysis of FFAs showed no difference between control
and C3H/Hel mice fed the chow diet (Fig. 200, In contrast,
the increase in FFA levels observed in mice fed a HFD was

less pronounced in C3H/HelJ mice than in control mice
(Fig. 2. Serum TNF-« and 116 levels were only detect-
able in mice fed a HFD, and these levels were higher in the
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control mice than in C3I/HeJ mice (TNF-a: control +
HIFD 467.71 + 87.8vs. C3l/HeJ + HFD 1152 + T3.11, P <
0.001; IL-6: control + HFI} 24943 * 56.12 vs. C3H/Hed +
HFD 4754 + 4225, P < 0.001}. The relative amount of
TMNF-a transeript was significantly increased in the adipo-
cyte and stromal vascular fractions of control mice fed a
HFD compared with control and C3H/HeJ mice fed a chow
diet and C3H/Hed mice fed a HFD (Fig. 2E). A significant
increase of IL-6 expression was detected in the adipocyte
but not stromal vascular fraction of control mice fed a
HFD. This effect was absent in C3H/HeJ mice fed a HFD
(Fig. 2F}). We next measured hepatie triglyceride content
and found similar values between control and C3H/Hel
mice fed a chow diet. However, with the HFD, hepatic
triglyceride increased more in the control than in the
C3H/Hed livers (35 + 7.5 vs. 22 + 6.2 mg/g, P < 0.05).
Improved glucose tolerance and insulin tolerance in
C3H/HedJ mice, To investigate insulin and glucose toler-
ance, we performed an insulin tolerance test and an
intraperitoneal glucose tolerance test (1GTT) and deter-
mined serum insulin levels at some time points during the
IGTT, The glucose disappearance rate in response to
insulin was lower in control than in C3H/Hed mice fed a
HOID (Fig. 2G7). This rate was indistinguishable between
control and C3H/Hel mice fed a chow diet (Fig. 2G).
During the IGTT, after glucose infusion, the blood glucose
levels of HFD-fed control mice were greater at all time
points. In contrast, C3H/Hed mice fed a HFD were pro-
tected against the development of glucose intolerance
(Fig. 2H), as previously described (35). In addition, serum
insulin levels at all time points during the IGTT in C3H/Hed
mice fed a HFD were significantly lower than those in
control mice fed the same diet (Fig. 27).

Insulin signaling in musecle and WAT of C3H/Hed and
control mice fed a HFD, In muscle, insulin-induced IRB,
IRS-1 tyrosine phosphorylation, and Akt phosphorylation
were reduced by 50-70% in control mice fed a HFD
compared with C3I/Hej mice fed the same diet (Fig.
3A-C7), and these reductions were accompanied by a 50%
reduction in IRS-1 protein content in the skeletal muscle
(Fig. 38} In WAT, insulin-mediated IRB, IRS-1 tyrosine
phosphorylation, and Akt phosphorylation were reduced
by 50-70% in control mice fed a HFD (Fig. 3D-F}, and
there was a 709 reduction in IRS-1 protein concentration
(Fig. 3E). In contrast, high-fat feeding did not impair the
stimulatory effect of insulin on IRB, IRS-1, and Akt phos-
phorylation in WAT of C3H/Hej mice fed on a HFD (Fig.
3-F).

Ser®®” Phosphorylation of IRS-1 and activation of
JNK and IKKB in muscle and WAT of high-fat—fed
C8H/Hed and control mice. We tested Ser® phosphor-
ylation of IES-1 in muscle and WAT of control and
C3H/HeJ mice. Ser™ phosphorylation was induced by a
HFD in both tissues of control mice but not in tissues of
C3H/Hed mice (Fig. 44). IKER activity was monitored
using IkBa protein abundance as described previously
(36). IxBa protein levels were reduced in muscle and
adipose tissue of control but not C3H/Hed mice fed a HFD
(Fig. 48}). We also measured NF-kB nuclear subunit p50
activation and found an increase in the DNA binding of
muclear ps0 in muscle and adipocytes of control mice fed
a HFD but not in the other groups (Fig. 4C7). JNK activation
was determined by monitoring phosphorylation of JNE
(Thr'® and Tyr'™) and c-Jun (Ser™), which is a substrate
of JNK. In a similar fashion, JNK phosphorylation was

19640

increased in adipose tissue and muscle of control but not
C3l/He] mice fed a HFD (Fig, 4D).

Insulin signaling and activation of JJNK and IKKp in
the liver of high-fat—fed C3H/HeJ and control mice.
We next investigated insulin signaling in the livers of
C3H/HeJ and control mice. We detected a 508 reduction in
insulin-induced IRS-1 tyrosine phosphorylation accompa-
nied by a 30% reduction in IRS-1 protein content (Fig. 54)
and a 70% reduction in Akt phosphorylation (Fig. 55) in
the livers of control mice fed a HFD but not in C3H/Hel
mice fed the same diet. Ser™” phosphorylation of IRS-1
and JNK phosphorylation were increased and Ik Ba protein
expression was decreased in the livers of control but not
C3H/He] mice fed a HFD (Fig. 5C-E).

Protection from palmitate, stearic, and lauric acid-
induced insulin resistance in isolated soleus muscle
of C3H/HeJ and TLR4 knockout mice. It has recently
been reported that TLR4 is activated by FFAs (37). We
examined glucose uptake and glycogen synthesis in the
presence of 100 pmol/l palmitate for 4 h. Palmitate treat-
ment reduced insulin-stimulated glucose uptake and gly-
cogen synthesis by 40-50% in isolated soleus muscle from
control mice but not in isolated soleus muscle from
C3IVTe] mice (Fig, 64 and 7). In accordance with this
finding, palmitate induced a downregulation in insulin-
induced IR (408), IRS-1 (50%), and Akt (60%) phosphory-
lation in isolated soleus muscle of control mice but not in
muscle of C3H/Hed mice (Fig. 6C-E), We also investigated
the effect of lauric and stearic acid on glucose metabolism
and insulin signaling in isolated muscle. Stearic and lauric
acid treatments reduced glucose uptake by ~40% and only
20%, respectively, in isolated soleus muscle from control
mice but not in isolated soleus muscle from C31/HeJ mice
(Fig. 6F). We next investigated insulin signaling in isolated
soleus muscle from control and C3H/HeJ mice after stearic
and lauric acid treatments. We observed a downregulation
i insulin-induced IR and IRS-1 tyrosine phosphorylation
(data not shown) and Akt phosphorylation (reductions of
41 + 4 and 63 + 7%, respectively, for lauric and stearic
acids) in isolated soleus muscle of control mice but not in
the muscle of C3H/Held mice (Fig. 6(7). Furthermore, we
repeated the same protocol in isolated soleus muscle from
TLR4 ™ and the respective control mice, and a protection
from palmitate-induced insulin resistance related to glu-
cose uptake, glyeogen synthesis, and insulin signaling
(data not shown) was also observed in isolated muscle
from TLR4™"™ mice.

Palmitate treatment activates TLR4 signal transduc-
tion in isolated soleus muscle of control mice, We next
examined the effect of palmitate treatment on TLR4A acti-
vation compared with that of a known TLER4 agonist, LPS.
Similarly to LPS, palmitate administration induced the
association of TLR4 with the adaptor protein, MyD&8, in
isolated muscle from control mice but not in muscle from
C3/He] mice (Fig. 74 and B). Palmitate treatment in-
duced degradation of l«Ba and increased JNK phosphor-
ylation and IRS-1 Ser™ phosphorylation in isolated
muscle from control mice but not in isolated muscle from
C3H/Hed mice (Fig. 7C-E). We measured the NF-kB nu-
clear subunit p50 activation after palmitate treatment and
found an increase in the DNA binding of nuclear p50 in
isolated muscle of control mice but not in muscle from
C3H/Hed mice (Fig, TF).

Treatment of isolated soleus muscle of control mice
with a TLR4 antagonistic antibody blocks palmitate-
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induced insulin resistance. To reinforce the importance
of TLR4 in the development of insulin resistance, we
investigated whether the inhibition of TLR4, through the
use of the TLR4 antagonist antibady MTS510, could re-
verse LPS- and palmitate induced inhibition of insulin-
induced IRTRS-1 and Akt phosphorylation. Isolated soleus
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muscles of control mice were pretreated with MTS510 for
1 h before exposure to 100 pmal/l palmitate. The results
showed that MTS510 treatment prevented palmitate-
induced reduced insulinstimulated glucose uptake (Fig.
84) and glyeogen symthesis (data not shown). In addition,
we found that MTS510 treatment prevented the deleteri-
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ous effects of LPS and palmitate on insulin signaling (Fig.
8B-I)). Furthermore, isolated muscle preincubated with
MTS510 antibody dermonstrated a significant decrease in
palmitate-induced IkBa degradation and JNK phosphory-
lation (Fig. 8F and F).

DISCUSSION

Here we show that C3H/Hel mice, which have a loss-of-
function mutation in TLR4, are protected against the
development of dietinduced obesity and insulin resis-
tance. In addition, in isolated muscles from C3H/Hel mice,
there was a protection from saturated fatty acid—induced
insulin resistance.

The C3HHel mice fed a HFD gain less weight without
changing food intake, have a reduced adipose mass, and
demonstrate a less pronounced increase in adipocyte size
than their controls. Recently, Shi et al. (38) showed that
female but not male TLR4 '~ mice fed a HFD had in-
creased body weight, associated with increased food ine
take, compared with control mice. The reason for the
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FIG. 5. Effects of high-fat feeding on insulin-signaling components,
on Ser*™ phosphorylation of [RS-1, and on JNK and on IKKf{
activation in livers of the C3H/Hed mice fed a HFD compared with
control mice, A: Insulin-induced tyrosine phosphorylation of IRS-1
and IRS-1 protein level. B: Insulin-induced serine phosphorylation
of Akt. C: Ser®™ phosphorylation of IRS-1. D: Phosphorylation of
JNK and Jun. E: IkBa protein levels. Bars represent means = SE
from six to eight mice. *P < 0.05 (insulinstimulated control mice
fed a HFD versus all others groups also stimulated with insulin);
#P < 0.05 (control mice fed a HFD versus all others groups). IB,
immunoblot; IP, immunoprecipitate.

difterence in body weight and food intake between female
TLR4 " mice fed a HFD and HFD-fed C3H/Hel mice,
which have an inactivation mutation in TLR4 is not clear
but may be related, at least in part, to sex, strain, and the
type of genetic alteration in TLR4. In this regard, some
responses may he different in animals with point muta-
tions or in knockout animals, as described previously
{39.40), and we may hypothesize that C3HI/eJ or TLR4 ™
mice may not have exactly the same regulation of food
intake and/or energy expenditure; however, this point
deserves further investigation.

The protection from diet-induced obesity in C3H/Hel
mice fed a HFD is linked to an increase in oxygen
consumption and a decrease in RER, indicating that these
animals were largely using fatty acids as an energy source.
Taken together, these results demonstrate that the atten-
uation of dietinduced weight gain in C3H/Hel mice is
associated with a deecreased adipocyte size, decreased
macrophage infiltration in WAT, and increased energy
expenditure and fat oxidation in the context of dietary
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FIG. 6. Protection from saturated fatty acid-induced insulin resistance in isolated muscle of C3H/HeJ mice. A: Effect of palmitate on
insulin-induced glucose uptake in isolated soleus muscle from control and C3H/Hed mice. B: Effect of palmitate on insulin-induced glycogen

synthesis in soleus muscles from control and C3H/Hed mice. C-E: Effec

t of palmitate on insulin-stimulated phosphorylation of IR (C}, IRS-1 (D),

and Akt (E) in C3H/HeJ and control mice. F: Effect of stearic and lauric acids on insulin-induced glucose uptake in isolated soleus muscle from
contrel and C3H/Hed mice, G: Effect of stearic and lauric acids on insulin-stimulated phosphorylation of Akt. ¥P < 0.05 between groups, as
indicated; **P < 0.01 between groups, as indicated; #P < 0.035 (insulin + palmitate versus insulin alone in control mice). Representative blots are
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insulin + lauric acid; IB, immunobloty IP, immuno precipitate.

obesity. In addition, the attenuated increase in FFAs,
TNF-o, and 116 in C3H/HeJ mice fed a HFD was associ-
ated with protection from glucose intolerance and insulin
resistance. During the preparation of this article, Suga-
nami et al. (41) and Poggi et al. (42) also reported that
C3H/HeJ mice have attenuated adipose tissue inflamnma-
tion compared with control mice during feeding of a HFD.

1994

The blunted insulin-stimulated IR tyrosine phosphoryla-
tion and phosphorylation of Akt in musele, WAT, and liver
of HFD-fed control mice was prevented in C3H/Hel mice,
providing a biochemical correlate for increased in vivo
insulin sensitivity. Serine phosphorylation of IRS-1 has
been proposed as a general mechanism of functional
inhibition of the IRS-1 protein, and Ser®®” phosphorylation
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has become a molecular indicator of insulin resistance
(3443 44). Ser™ phosphorylation was induced by the
HFD in tissues of HFD-fed control mice, accompanied by
a reduction in IRS-1 protein expression in muscle, WAT,
and liver and in insulin-induced IRS-1 tyrosine phosphor-
ylation levels. This regulation of TR5-1, induced by the
HFD, was prevented in C3HelJ mice.

Ser”™" is reported to be a phosphoacceptor of JNK and
IKKp (43,44, and, as described previously (1,3), our
results also show that these kinases are activated in

DIABETES, VOL, 58, AUGUST 2007

tissues of HFD-fed control mice. It is well known that the
activation of TLR4 induces a complex signaling pathway
that activates IKKp and JNK (10). Our data demonstrating
that a point mutation in TLR4, which inactivates this
receptor, prevents diet-induced obesity, activation of IKKp
and JNK, and insulin resistance suggest that TLR4 is a key
modulator in the crosstalle between inflammmatory and
metabolic pathways.

Despite the protection from diet-induced insulin resis-
tance related to a reduction in adipose mass, a direct effect
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of the TLR4 mutation on muscle tissue is also observed.
Our data demonstrate that, in isolated musecle from control
mice, palmitate induced the association of MyD8S8 with the
TLR4 receptor, activated downstream kinases such as
IKKR and JNK, weakened insulin signal transduction, and
reduced glucose uptake and glycogen synthesis; however,
this effect was not observed in isolated muscle from
(C3H/Hed and TLRA™™ mice. These data indicate that,
independently of the changes in adipose tissue and in
circulating FFAs, a loss of TLR4 function protects muscle
from palmitate, stearic, and lauric acid-induced insulin
resistance. In accordance with this finding, recent reports
indicated that TLR2 or TLR4 is important for FFA-induced
insulin resistance in myotubes or in adipocytes (38,45-47).
In addition, it has been recently demonstrated by Shi et al,
(38) that FFFAs can act through TLR4 on adipose cells and
macrophages to induce inflammatory signaling and sup-
press insulin signaling. Our data clearly show that palmi-
tate and stearic acid, and to a lesser extent lauric acid,
activate TLR4 signaling in muscle and that the capacity of
these fatty acids to induce inflammatory signaling and to
reduce insulin signaling and insulin-mediated glucose me-
tabolism is blunted in muscle with a loss-of-function or
absence of TLR4.

Our results also show that a known TLE4 ligand, LPS, is
able to activale a pathway similar to those activated by
palmitate treatment, inhibiting insulin signal transduction.
In addition, the inhibition of TLR4, through the use of the
TLR4 antagonist antibody, MTS510, could reverse LPS-
and palmitate-induced inhibition of insulin-indueed 1R/
IRS-1 and Akt phosphorylation. These data indicate that
TLRA activation by multiple factors may play an important
role in the development of insulin resistance in sepsis and
obesity and that the modulation of this receptor may
prevent insulin resistance.

In summary, our data showing that a loss-of-function
point mutation in TLR4 prevents diet-induced obesity,
activation of IKK(, JNK, and insulin resistance in mice fed
a HFD, and also saturated fatty acid-induced insulin
resistance in isolated muscle, indicate that TLR4 is a key
modulator in the cross-talk between inflammatory and
metabolic pathways. We, therefore, suggesi that a selec-
tive interference with TLRA presents an altractive oppor-
tunity for the treatment of human obesity, insulin
resistance, and type 2 diabetes.
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