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Resumo

O figado é um 6rgéo fundamental para a homeostase do organismo. Sua importancia
tem génese no periodo gestacional quando o 6rgao assume o controle de um
processo crucial, a hematopoiese do feto. O desenvolvimento neonatal é plastico e o
figado esta constantemente experimentando uma rapida proliferagdo celular,
tornando-o sensivel aos desafios ambientais, como por exemplo, produtos
bacterianos advindos da microbiota intestinal e metabdlitos da dieta, que nesta fase
da vida é exclusivamente o leite materno. Composto por um repertorio celular
diversificado, o ambiente hepatico, sustenta fun¢des vitais para um funcionamento
harménico ao longo da vida do individuo. No inicio da vida, a unica fonte de
alimentacgao ¢é o leite, é dele que toda energia necessaria para o desenvolvimento &
retirada. Abrigando todo o conteudo primordial para que o desenvolvimento dos
mamiferos ocorra perfeitamente, o leite materno conta com a presenca de anticorpos,
proteinas, carboidratos, e principalmente agua e gordura. Neste projeto, vimos que o
figado de camundongos no periodo pds-natal € repleto de gordura, estoque este que
decai ao longo da vida, tendo a maior queda no periodo de desmame do animal. Em
um contexto onde a gordura evolutivamente esta em 6rgaos e processos vitais para a
sobrevivéncia, se faz necessaria a elucidagdo da dinamica gordurosa hepatica no
periodo pos-natal, bem como a participagcao do aleitamento no processo de deposi¢ao
de gordura no figado. Assim, é importante entender por qué o figado, um 6rgao
sumariamente descrito como metabdlico, pode ser um alicerce para a evolugdo de um

individuo saudavel.

Palavras-chave: Figado. Recém-nascido. Goticulas Lipidicas



Abstract

The liver is fundamental for the homeostasis of the organism. Its importance has its
origin in the gestational period when the organ assumes the control of a crucial
process: the hematopoiesis of the fetus. The neonatal development is plastic and the
liver is constantly under cellular proliferation, making it sensitive to the environmental
challenges, for example bacterial products of the intestinal microbiota and metabolites
from the diet, which in this phase is, exclusively, breast milk. Composed of a diverse
cellular repertoire, the hepatic environment supports vital functions throughout the
individual’s life. In the first periods postpartum milk is the only source of energy and
nutrients, acting as the key substrate for healthy growth. Sheltering the whole
primordial dietetic engineering - so that the perfect development of the mammals takes
place, breast milk has antibodies, carbohydrates, and mainly water and fat. In this
project, we observed that mice liver has higher quantities is full of lipid droplets in the
postnatal period. The fat stock declines till the animal reaches adulthood, having the
most substantial decrease in the weaning period. Considering that fat has been part of
human diet during its evolution, being vital for their survival, it is necessary to elucidate
the hepatic fat dynamics during the postnatal period, as well as the role of breast-
feeding in the process of fat deposition in the liver. Therefore, it is important to
understand why the liver, widely described as a metabolic organ, may be a foundation

for the evolution of a healthy individual.

Keywords: Liver. Newborn. Lipid Droplets



Lista de ilustragoes e figuras

llustracao 1 — Localizagdo e composi¢céo da goticula lipidica

llustragao 2 — Localizagcado da enzima DGAT1

llustracao 3 — Via biolodgica da sintese de triglicerideos

Figura 1 — Histologia hepatica

Figura 2 — Calibrag&o da visualizagao de goticulas lipidicas através de Bodipy
Figura 3 — Dinamica da gordura hepatica ao longo da vida

Figura 4 — Quando a gordura é observada no figado animal

Figura 5 — A fonte da gordura hepatica

Figura 6 — Dinamica da deposicao de gordura — Do embrido a vida adulta
Figura 7 — Reduc¢ao da gordura hepatica por iDGAT

Figura 8 — Método de deplegao de gordura hepatica

17

18

19

27

29

31

33

35

36

38-39

40



Lista de Abreviagoes
AG-CoA- Acido Graxo Coenzima A
AGPAT - Acilglicerol 3-Fosfato Acil-Transferase
ALT — Alanina Aminotransferase
CEUA — Comité de ética no uso de animais
DGAT- Diacilglicerol-Acil-Transferase
DHGNA - Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcdolica
DMSO - Dimetil sulféxido
FFA — Acidos graxos livres
GPAT - Glicerol Fosfato Acil-Transferase
HFD — High Fat Diet
iDGAT - inibidor da Diacilglicerol-Acil-Transferase
l.v — Intravenoso
NASH - Esteato-Hepatite Ndo Alcéolica
NPCs — Células ndo parenquimais
MGAT — Monoacilglicerol Acil-Transferase

pH — Potencial hidrogenidnico



SUMARIO

I 1 1o Yo [T o 1
1.1- Figado- Estrutura e heterogeneidade ............cccoooviiiiiiiiiiiiic e 11
1.2- Estrutura do 16bulo hepatiCo...........oviiiiiiiiie e 12
1.3- Ofigadoao longo da vida .........ccccoooiiiiiiiiiiicii e 13
1.4- Goticulas LipidiCas........ccooeiiiiieiiii e 15
1.5- Formacgao e composi¢cao das goticulas lipidicas ..........cccooeeveviiiiiiiiiiiineenees 18
1.6- Implicagbes do acumulo de gordura............ccceeeeeeeiiieiiiiiiieeee e 20

2. Justificativa.......cccocoiiiii s ——————— 21

B @ 1 1= o T 22
3.1 -Objetivo geral........ooooiiii 22
3.2 - Objetivos eSPeCifiCOS .........couviiiiiiiiiii 22

4. Metodologia .......ccociii 23
4.1 - AnimMais eXPerimentaiS ........ccooeiiuiii i 23
4.2 - Microscopia ConfOCal..........coiiieiiiiiiiiiiiie e 23
4.3 - ANAlISE A€ IMAGENS.....cciiiiii i e e e e et e e e e e e aeees 23
4.4 - Modelo de deplecao por iDGAT ......oovieiiiiiee e, 24
4.5 - Ensaio de Atividade da Alanina Aminotransferase (ALT)........cccceeeeeeviennnn. 24
4.6 - Analises EstatistiCas .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiii 25

5. RESULTADOS ...t ss s sss s s an s s s amn e s s mnn e s nnns 26
5.1  —Histologia hepatiCa ... 26
5.2 - Calibragao da visualizagao de goticulas lipidicas através de Bodipy......... 28
5.3 - Dinadmica da gordura hepatica ao longo da vida ..........ccccceevvviiiiiiiiininennnnn. 30
5.4 - Quando a gordura é observada no figado animal ...........cccccccevvvviiinnnnnnnn. 32
5.5 — Afonte da gordura hepatica...........cccceeviiiiiiiiiiii 34
5.6 - Dinadmica da deposi¢ao de gordura — Do embrido a vida adulta................ 36



5.7 — Método de deplecao de gordura hepatica...........ccoeviviiiiiiiiiiiiiiiiee, 37
N B 1E=T o3 U= Lo 41
7. Consideragoes FiNais.......ccccccciciiiiiiiiiisiceeccsss s s s s sssssssss s e s s s e e 44

Referéncias bibliografiCas ..........coooooiiiiiiiiiici e 11



11

1. Introdugao
1.1- Figado- Estrutura e heterogeneidade

O figado é a maior glandula e segundo maior érgédo do corpo, podendo
compreender 2% do peso corporal em humanos e 5% em camundongos (Dancygier,
2010). Situado na cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma, o figado é revestido
pelo peritbnio em quase toda sua superficie, formando uma camada delgada
denominada capsula de Glisson que se espessa no hilo, local por onde entram os
vasos sanguineos e saem os ductos biliares e linfaticos (Vollmar and Menger, 2009).
O figado, € um 6rgao extremamente vascularizado, possuindo fluxo sanguineo de
aproximadamente 1,8 litros de sangue por minuto. Este 6rgdo apresenta aporte
sanguineo duplo, recebendo sangue venoso (pobre em oxigénio e rico em nutrientes)
e sangue arterial (rico em oxigénio) (Dancygier, 2010). Cerca de 80% do sangue que
chega ao figado é venoso e oriundo da drenagem do intestino e alguns érgaos
viscerais, a irrigagao arterial € feita pela artéria hepatica e compreende cerca de 20%
do aporte sanguineo hepatico (Ben-Moshe and Itzkovitz, 2019). Dado isso, o figado
opera na interface entre o trato gastrointestinal e a circulagao sistémica, servindo
como uma espécie de filtro, patrulhando e retirando do sangue venoso tudo o que é
nocivo e nao proveitoso antes de devolvé-lo ao coragcado (Ben-Moshe and Itzkovitz,
2019).

O figado desempenha dezenas de fungbes conhecidas e ja descritas, dentre
elas o metabolismo de macronutrientes, homeostase da glicemia, colesterol e lipideos
(Klip & Vranic, 2006; Rui, 2014). Em adicao, o figado € crucial para os processos de
detoxificagdo de compostos nocivos ao organismo e metabolismo de drogas,
possuindo ainda uma grande participagdo na homeostase do corpo pela liberagéo de
horménios pela por¢cao enddcrina (Malespin & Nassri, 2019). Além do supracitado, o
figado € um importante local de producao de proteinas circulantes como a albumina e
fatores de coagulagao, e contribui, ainda, com a fungao imunoldégica sintetizando as
proteinas de fase aguda do sistema complemento (Gebhardt, 1992).

A heterogeneidade hepatica ndo se restringe apenas a funcionalidade, sua
composicao celular, procedente de diferentes origens embriolégicas, compde a

diversidade do microambiente do figado, de modo que cada uma das células
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apresenta fungdes particulares e trabalham em sincronia para um funcionamento
hepatico harménico. A principal célula que compde o figado é o hepatdcito, célula
parenquimal hepatica, que constitui cerca de 80% da massa do 6rgao e corresponde
a aproximadamente 60% do total de células do figado (Godoy et al., 2013). Contudo,
o figado abriga uma grande diversidade de células ndo parenquimais (NPC’s) dentre
elas, colangiécitos que revestem os ductos biliares, células endoteliais, células
estreladas, células de Kupffer e outras células imunes que dao suporte as atividades
dos hepatdcitos. Todas essas células que compde o figado ndo estdo organizadas de
maneira uniforme, elas estao dispostas em unidades anatdmicas denominadas l6bulo

hepatico.
1.2- Estrutura do I6bulo hepatico

Também conhecidos como, unidades funcionais do figado, os l6bulos sao
estruturas poligonais que se encaixam lateralmente umas as outras em todas as
camadas do figado, s&o delimitados por uma camada delgada de tecido conjuntivo
oriunda da capsula de Glisson. Na extremidade de cada um dos seus vértices estao
as triades portais, compostas pela veia porta, artéria hepatica e um ducto biliar,
estruturas responsaveis pela irrigagdo sanguinea e drenagem biliar respectivamente.
No centro de cada l6bulo encontra-se a veia centrolobular recebendo todo o sangue
que fluiu através do figado levando-o até a veia cava inferior. O circuito sanguineo do
figado conta com uma extensa rede de capilares sinusoides fenestrados (ramificacoes
da veia porta e artéria hepatica) que submete as células circundantes uma alta
superficie de contato com o sangue recém chegado ao 6rgdo. O sangue entao, flui da
periferia do l6bulo hepatico em diregdo a veia centrolobular. Os hepatdcitos estéao
dispostos radialmente, em formato de corddo, dentro dos lobulos hepaticos e
convergem ao centro dessa estrutura em direcéo a veia centrolobular. Devido a essa
conformacao e pela presencga das fenestras sinusoidais os hepatdocitos sao expostos
a diferentes concentragbes de nutrientes, oxigénio e metabdlitos, de modo que as
células proximas a periferia (periportais) lidam primeiro com todo o conteudo do
sangue e, de modo decrescente, as células a jusante (pericentrais) sdo submetidas a
menores gradientes de oxigénio, nutrientes e metabdlitos (DeLeve, 2013; Ben-Moshe
and Itzkovitz, 2019). Os hepatdcitos sdo células especializadas e responsaveis pela

maioria das fungbes metabdlicas do figado incluindo produgdo e excregao de
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lipoproteinas, e armazenamento de gordura (Racanelli and Rehermann, 2006; Treyer
and Musch, 2013).

1.3- O figado ao longo da vida

O figado é um 6rgao chave para realizagdo de diversos processos vitais para
o organismo durante todo o processo de desenvolvimento. Sua plasticidade tem inicio
no periodo fetal, onde, € responsavel pela hematopoiese do feto. No adulto, a
producao de células sanguineas, € governada por células multipotentes chamadas de
células tronco hematopoiéticas (HSC’s), com capacidade de auto renovagao a fim de
manter sua prépria linhagem, além disso sdo capazes de se diferenciar em todas as
demais células sanguineas, primeiro dando origem aos precursores que apés
diferenciacao se tornam maduros e podem finalmente ser liberados na circulagdo. Um
adulto saudavel produz cerca de 10'?células por dia na medula éssea sendo que parte
dessas células sao liberadas na corrente sanguinea. Em contraste, no periodo fetal a
geragao de HSC’s e o0 estabelecimento da hematopoiese ocorrem em diferentes locais
dentro dos tecidos fetais, comegando pelo saco vitelinico, aorta-gbnada-mesonefros,
placenta e, finalmente o figado fetal (Johnson & Moore, 1975; Orkin & Zon, 2008; Si-
tayeb, Lemaigre & Duncan, 2010; Ober & Lemaigre, 2018; Mafra et al., 2019). Apesar
de alguns estudos demonstrarem que animais recém-nascidos podem, ainda, possuir
algum resquicio hematopoiético hepatico (Greter, Hofmann & Beter, 2009), apds o
nascimento a medula 6ssea assume a producao de células sanguineas mantendo o
suprimento celular até a vida adulta (Sugiyama et al., 2011; Lucas, 2017; Popescu, et
al., 2019).

Por outro lado, o ambiente hepatico na vida adulta n&o participa da
hematopoiese, mas sim atua em uma vertente metabdlica, sendo responsavel pela
detoxificagdo de metabdlitos nocivos, balango energético e promog¢ao da homeostase
lipidica por meio de vias bioquimicas e sinalizagdo celular estritamente reguladas
(Alves-Bezerra & Cohen, 2017). O antagonismo funcional de um mesmo érgéo, porém
em momentos distintos da vida, sugerem que existe um periodo de transi¢ao
necessario para que tais caracteristicas sejam desenvolvidas.

Entre o periodo fetal e a vida adulta, esta o periodo pds-natal marcado por
drasticas mudancas na vida do animal. De uma forma geral, todos os tecidos e 6rgaos
passam a lidar com uma infinidade de novas informacdes advindas de diversas fontes.

O figado, por sua vez, é relativamente imaturo e precisa passar por um periodo de
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maturacao e diferenciacdo que, mais tarde, vao garantir sua capacidade funcional
(Grijalva & Vakili, 2013; Moreno-Carranza, et al., 2018). Logo apds o nascimento, o
figado passa por dois grandes desafios fisiologicos: i) A alteragdo na circulagéo
sanguinea que, anteriormente era desviada do figado pela ligagdo do ducto venoso
com a veia umbilical e veia cava, e no periodo pos-natal, quando a comunicagao
materna € interrompida, parte do sangue advindo do débito cardiaco e da drenagem
dos 6rgéos viscerais passam pelo figado, ii) concomitantemente, o intestino €&
colonizado por bactérias provenientes da amamentagao, com isso, o sangue drenado
deste 6rgao chega ao figado trazendo consigo uma infinidade de nutrientes e
metabdlitos novos capazes de auxiliar e moldar o funcionamento hepatico (Beath,
2003).

Como mostrado no trabalho desenvolvido por nosso grupo, o figado de um
animal recém-nascido € integralmente distinto de um figado adulto, desde a
composig¢ao celular que, no inicio é predominantemente de origem mieldide, com
alguns precursores hematopoiéticos, poucos hepatécitos, baixa expresséo de genes
ligados ao metabolismo de carboidratos e lipideos e rede vascular com circularidade
maior que no animal adulto, que por sua vez possui um figado com a massa de
hepatdcitos bem estabelecida, raras células de origem mieldide, presenga mais
expressiva de células linfoides e rede vascular mais linear que os recém-nascidos
(Nakagaki, et al., 2018).

A vida fora do utero submete o recém-nascido a uma série de desafios
ambientais. No decorrer desta fase, o recém-nascido lida, ainda, com mudancas na
disponibilidade de nutrientes, visto que, intrautero, a nutricdo era ininterrupta e apos o
nascimento ndo s6 o intervalo de alimentacdo muda, mas também a fonte, neste
momento o leite materno € o responsavel por prover todo o necessario para o
desenvolvimento e chegada até a vida adulta.

O leite materno é composto por anticorpos, proteinas, carboidratos, e
principalmente agua e lipideos, sendo colocado como item chave para o
desenvolvimento de um individuo saudavel na vida adulta, uma vez que, criangas que
recebem formulas, em substituicdo ao leite materno, sdo apontadas como mais
propensas a desenvolver disturbios intestinais e metabdlicos, sugerindo que o
conteudo nutricional do leite materno é insubstituivel (IP, et al., 2007; Chong, et al.,

2011; lzumi, et al., 2014). Os desafios nutricionais pds-natais, sdo apenas um vértice
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de toda uma maquinaria ainda em processo de funcionamento 6timo, mas certamente,

compdem a base para a homeostase nessa fase da vida.

A alimentacdo €&, sabidamente, um processo capaz de modular diversas
fungdes no organismo, principalmente no figado, uma vez que todo o conteudo
digerido passa por esse 6rgao antes de ser redistribuido aos demais tecidos, e em
alguns casos, parte desse conteudo pode ser armazenado no proprio figado, como é
o caso dos acidos graxos (AG) (Paglialunga & Dehn, 2016). AG sao uma das classes
de biomoléculas que em suas mais diversas formas e combinagcdes dao origem e
participam de quase todos os processos fisioldgicos do corpo desde a composi¢ao da
bicamada das membranas celulares até a sinalizagdo celular propriamente dita
(Pereira-Dutra et al., 2019). Além de estar presente nesses processos, os AG podem
ser encontrados na medula 6ssea, musculo esquelético, cérebro, em grandes
quantidades nos adipocitos e em goticulas lipidicas no interior das células (Zweytick,
Athenstaedt, Daum, 2000; Hamrick, McGee-Lawrence, Frechete, 2016; Chianese et
al., 2018).

1.4- Goticulas Lipidicas

As goticulas lipidicas foram inicialmente descritas como partes inertes do
citoplasma celular, com um unico objetivo: armazenar o excesso de acidos graxos
provenientes da circulacdo na forma de triglicerideos para posteriormente serem
utilizados na geracao de energia (Zweytic, Athenstaedt & Daum, 2000; Tauchi-Sato,
et al.,, 2002). Em seguida, Listenberger e colegas relataram que a formagédo de
goticulas lipidicas protegia as células pancreaticas da lipotoxicidade causada por
acidos graxos nao esterificados. O interesse acerca da funcionalidade dessas
organelas cresceu substancialmente e as descobertas envolvendo cada parte e
componente das goticulas lipidicas sdo objetos atuais de estudo (Jarc & Petan, 2019,
2020; Bosch, Parton & Pol, 2020). Hoje, sabe-se que as goticulas nunca foram
inertes, sdo organelas dindmicas e multifuncionais, compostas por um nucleo de
lipidios neutros (diacilglicerol, triglicerideo e ésteres de colesterol), rodeados por uma
monocamada fosfolipidica e uma gama de proteinas de membrana (llustragao 1)
(Bozza, et al., 2011; Walther & Farese Jr., 2012). Presentes em quase todos os tipos
celulares em diversos organismos vivos como, plantas, bactérias e leveduras, as

goticulas ja foram descritas por participarem ativamente da fisiologia e fisiopatologia
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das respostas celulares, metabolismo lipidico, trafego de membranas e producgao de
mediadores inflamatérios (Christiansen & Jensen, 1972; Tzen & Huang, 1992; Liu et
al., 2004; Murphy, 2012; Cruz, et al., 2020). Em cada célula, as goticulas lipidicas
apresentam composicdes distintas e, essas caracteristicas, na maioria das vezes,
auxiliam nas respostas a estimulos aos quais as células sao continuamente
submetidas. Juntos, esses achados evidenciam o protagonismo dessas organelas,
inicialmente negligenciadas e que por muito tempo n&o receberam a atengéo devida.
O aparecimento de tecnologias e métodos capazes de auxiliar na elucidagao do papel
das organelas permite que as goticulas lipidicas sejam cada vez mais exploradas e

desvendadas (Bozza, et al., 2011; Pereira-Dutra et al., 2019).
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llustragao 1: Composigao da goticula lipidica. As goticulas sdo compostas majoritariamente por
triglicerideos, em menor quantidade encontra-se diglicerideos e ésteres de colesterol. A composi¢céo

proteica da monocamada pode variar conforme o tecido.
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1.5- Formacgao e composicgao das goticulas lipidicas

A biogénese das goticulas aborda um acumulo inicial de lipideos entre os
folhetos da membrana do reticulo endoplasmatico de forma que o excesso dessas
moléculas da origem a uma protuberancia na membrana (Blanchette-Mackie, 1995) e,
o crescimento da goticula se da pela nucleacdo, majoritaria, de triglicerideos e, em
menor quantidade, ésteres de colesterol seguida do brotamento para o citoplasma
celular (Fujimoto et al., 2004; Bozza, Magalhaes & Weller, 2009; Gluchowski, 2019).
A enzima DGAT, é protagonista na formacado dessas organelas, visto que, esta
disposta membrana do reticulo endoplasmatico, apresentando dois dominios
funcionais, sendo um deles voltado para o lumen do reticulo e outro para o citoplasma

da célula (llustragao 2).

DGAT1

Citoplasma 2 2 2 = o § -

Lamen RE
- +
Concenfragdo de trigliceridens ao longo do bratameanto.

llustragao 2: Localizagdo da enzima DGAT1. A DGAT1 (Diacilglicero-acil-transferase-1) € uma
proteina transmembranar localizada na bicamada lipidica do Reticulo Endoplasmatico.

O triglicerideo, principal componente das goticulas lipidicas, € produto da
juncao de trés acidos graxos a uma molécula de glicerol por meio de ligagdes do tipo
éster. Obtido principalmente por meio da dieta, os triglicerideos sao hidrolisados e
digeridos ao longo do trato gastrointestinal, por agdo das lipases, lingual, gastrica e
pancreatica. Sua digestdo, da origem a outras moléculas que podem atuar como
intermediarias para sua formacao, o monoacilglicerol e diacilglicerol, compostos por
um e dois acidos graxos ligados a um glicerol, respectivamente e a acidos graxos
livres (FFA). No duodeno, mais especificamente, nos enterdcitos, os FFA’s, mono e
diacilglicerois, podem ser reesterificados no Ilumen do reticulo endoplasmatico e

incorporados a goticulas de gordura que, com a adi¢gao de proteinas de membrana
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dado origem ao quilomicron, lipoproteina encarregada de estabilizar e carrear os
lipideos na circulagao linfatica até o figado. A llustragao 3, exemplifica duas vias

pelas quais obtém-se o triglicerideo como produto final.

Durante o trajeto, o quilomicron sofre acdo da lipase lipoproteica, enzima

Glicerol-3-Fosfato

Via do Glicerol AG-CoA
Fosfato GPAT

Acido Lisofosfatidico

AG-CoR ™| ENSEPAT

r

Acido Fosfatidico

Via do
Monoacilglicerol PPH-1
AG-CoA
Monoacilglicerol & » Diacilglicerol
MGAT

—\ [

v

Triacilglicerol

llustracdo 3: Via biolégica da sintese de triglicerideos. O esquema mostra a participagao da
DGAT na ultima etapa de formagéo do triglicerideo, principal componente das goticulas lipidicas.
Adaptado de Chen and Farese V Jr. 2013

associada a superficie das células endoteliais, e tem parte do seu conteudo
hidrolisado, os acidos graxos livres, vao para os tecidos periféricos. No entanto, nos
sinusoides hepaticos essa enzima nao esta presente, sendo assim, o quilomicron, que
agora passa a se chamar quilomicron remanescente, interage com receptores de

apolipoproteinas, presentes na membrana dos hepatdcitos, e € entdo endocitado
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(Getz & Reardon, 2018). O conteudo lipidico recém chegado é entao direcionado para
seguir o caminho de producgédo de VLDL (Lipoproteina de densidade muito baixa),
lipoproteina que conduz os lipideos aos tecidos periféricos, e parte do conteudo é
usado na geracédo de energia e formagao de goticulas lipidicas (Nguyen, et al., 2008).
O aumento na ingestao de dietas com alto teor lipidico pode prejudicar a homeostase
desses processos culminando em um desbalango na produgao de VLDL e formagéao
de goticulas de gordura em tecidos periféricos (Cohen; Horton & Hobbs, 2011; Fazel,
et al., 2016).

1.6- Implicagdes do acumulo de gordura

O acumulo de gordura em tecidos ndo adiposos, € majoritariamente associado
a quadros de doengas como diabetes tipo 2, aterosclerose, obesidade e esteatose
hepatica, em suas mais diversas classificacbes. Essas patologias podem ser
desencadeadas por fatores genéticos e epigenéticos, sendo o consumo de alimentos
ricos em lipideos um fator notavel (Choquet & Meyre, 2011; Ali, 2013).

Um estudo do nosso grupo revelou os disturbios precoces da doenga hepatica
gordurosa nao alcoolica (DHGNA), mostrando que, o consumo, prolongado ou néo,
de dietas com alto teor lipidico (HFD) pode levar ao acumulo de gordura no ambiente
hepatico de camundongos, alterando o perfil de expressao de genes relacionados ao
metabolismo lipidico, de carboidratos, e ainda, genes ligados a fagocitose de
patdgenos, predispondo os animais a disfungdes e deixando-os susceptiveis a
infeccdes, além disso, o acumulo de gordura no figado pode alterar a composigao
imune-hepatica (Diniz, et al., 2020). As informagdes trazidas por esse estudo revelam
0 quanto os lipideos, moléculas importantes para a sobrevivéncia dos mamiferos, sao
capazes de modular o microambiente hepatico. Outro estudo, também do nosso
grupo, utilizou HFD, porém, provenientes de diversas fontes, e mostrou que de modo
semelhante, todo o ambiente hepatico foi alterado, desde o claro e acentuado acumulo
de gordura até a expressao génica (Antunes, et al., 2021). Tomados em conjunto,
esses dados sugerem que nao s6 o tempo de consumo importa, mas que, diferentes
tipos de lipideos podem imprimir no figado, diferentes efeitos imunes e metabdlicos.
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2. Justificativa

Embora se saiba como ocorre o desenvolvimento hepatico no periodo
gestacional, ainda é pouco explorado como os desafios neonatais impactam no
desenvolvimento do figado de camundongos recém-nascidos. A cronologia do
desenvolvimento hepatico descrita por Nakagaki e colaboradores abre portas para o
entendimento e elucidacéo de como o figado, um érgéo sumariamente descrito como
metabdlico, pode ser um alicerce para a evolugdo de um individuo saudavel
(Nakagaki, et al., 2018).

Sabendo que a alimentacédo influencia o microambiente hepatico, muitos
trabalhos elucidaram os impactos prejudiciais do acumulo de gordura no figado, bem
como o desenvolvimento de desordens como a doenga hepatica gordurosa nao
alcoolica (DHGNA) em suas mais diversas evolugdes, mas até o presente momento
nenhum estudo foi publicado com o olhar voltado para a alimentagdo em um contexto
fisiologico neonatal. Até mesmo os estudos voltados a primeira fase da vida (em
humanos), referem-se a esteatose pediatrica como consequéncia de desordens
herdadas geneticamente ou secundarias a malformacgdes (Beath, 2003). Diante disso,
€ de suma importancia avaliar todo o contexto de mudangas na dieta ao longo da vida,
comegando pelo periodo pds-natal, quando a alimentacdo enteral € introduzida na

vida do animal através da amamentacao.

Seguindo essa vertente, o presente trabalho busca caracterizar o acumulo de
gordura hepatica no periodo neonatal, bem como estabelecer até quando esse
fendmeno persiste. Diante disso, o que justifica a realizagao deste trabalho é entender
se o acumulo de gordura, que geralmente esta associada a patologias metabdlicas,

pode estar relacionado com o desenvolvimento saudavel do individuo.
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3. Objetivos
3.1- Objetivo geral

Caracterizar o acumulo de gordura hepatica no periodo pos-natal.

3.2- Objetivos especificos

- Demonstrar, por meio de microscopia intravital, a localizacdo da gordura

hepatica em camundongos recém-nascidos.

- Observar a arquitetura e composicao hepatica frente a deplecao de gordura;
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4. Metodologia
4.1- Animais experimentais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/6
provenientes do centro de bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-UFMG). Durante o periodo de
experimentagdo, os animais foram alojados em microisoladores de polipropileno
Alesco® no biotério do Centro de Biologia Gastrointestinal. Os animais tiveram livre
acesso a agua e racgao, temperatura e umidade foram controladas com ciclo
claro/escuro de 12 horas. Os animais foram mantidos com os progenitores até o
momento dos testes ou até a data do desmame (21 dias). Os procedimentos
experimentais estdo de acordo com as normas do Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da UFMG sob o numero 315/2017.
4.2 - Microscopia Confocal

A microscopia confocal foi realizada conforme descrito previamente por
(Marques et al., 2015). Resumidamente, os animais receberam, por via intravenosa,
uma mistura de anticorpos, contendo anti-CD31 conjugado com o polimero BD
Horizon Brilliant™ Violet com emiss&do em 421 nanémetros (BV421) (2ug/Kg, Becton
Dickinson, BD, clone 390), anti-F4/80 conjugado com ficoeritrina (PE) (2ug/Kg, Becton
Dickinson, BD, clone T452342). Os anticorpos foram diluidos em salina estéril em um
volume total de 0,02ml para animais de até sete dias, e 0,05ml para as demais idades.
Apds 30 minutos, os animais foram anestesiados com solugdo de Ketamina e Xilazina
(Syntec, Sao Paulo, Brasil. 60mg/Kg e 15mg/Kg, respectivamente) e laparatomizados
na linha média para exposi¢cao do figado. Feito isso, uma solugdo de Bodipy
(Difluoro{2-[1-(3,5-dimethil-2H-pyrrol-2-ylidine-N)ethyl]-3,5-dimethil-1H-pyrrolato-
N}boron, 1mg/ml, diluido em DMSO) foi depositada diretamente sob o figado (1ug/por
animal). As imagens foram adquiridas em um microscépio confocal Nikon Eclipse Ti

A1R equipado com detector espectral (Nikon Shinagawa, Tokyo, Japan).
4.3- Analise de imagens

As imagens foram analisadas de forma semiautomatica utilizando o algoritmo
do software NIS Elements 5.1 (Nikon). A area de gordura foi calculada em relagao a
area total da imagem. A analise morfoldgica das goticulas inclui perimetro e area
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individual de cada objeto considerado. Essa analise foi realizada digitalmente pelo
algoritmo do software NIS Elements 5.1 (Nikon). Para quantificagdo das células de
Kupffer, foi utilizado o software Volocity (6.3, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).

4.4- Modelo de deplecao por iDGAT

Animais com 14 dias de vida foram submetidos ao protocolo de deplegao. O
inibidor de DGAT (iDGAT) (A922500 — Sigma Aldrich) foi diluido em DMSO e, no
momento do experimento, foi administrado com salina estéril por via oral (3mg/Kg,
volume final de 50ul/por gavagem) de 12/12 horas durante sete dias. O grupo controle
recebeu, também por via oral, uma solugao de salina estéril juntamente com DMSO
na mesma proporgdo do grupo tratado. Os animais foram pesados todos os dias
durante a realizagdo do experimento, pois as doses precisam ser ajustadas de acordo
com o peso diario. Os animais foram mantidos na caixa com os progenitores durante
esse periodo. Ao fim do tratamento os animais foram eutanasiados e foram coletadas

as amostras necessarias para analises.
4.5- Ensaio de Atividade da Alanina Aminotransferase (ALT)

Uma possivel lesdo hepatica foi investigada, de forma indireta, através dos niveis
séricos da enzima Alanina Aminotransferase. Para isso foi realizado um teste cinético
(Bioclin). Amostras de sangue foram coletadas e centrifugadas a 15.000 RPM por 10
miuntos para coleta do soro. O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pogos sem a
necessidade de dilui¢gdes. Junto com o substrato (Tampao Tris pH 7,8. LDH, L-alanina,
NaCl e azida sddica) e coenzimas (alfacetoglutarato, NADH e azida sédica) ambos
fornecidos pelo fabricante. A placa contendo as amostras foi mantida a 37° por 50
segundos e, entao foi lida num espectrofotémetro (340nm) a 37° em intervalos de um

minuto durante quatro minutos.
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4.6 - Analises Estatisticas

A analise estatistica dos dados, bem como a criagao dos graficos foi realizada
com auxilio do software GraphPad Prism 8.01 (GraphPad software, Inc). Os valores
foram expressos £+ EPM (erro padrdo da média), e dois grupos foram considerados
estatisticamente significativos quando P < 0,005. O teste estatistico utilizado nesse

estudo foi o Teste T de Student.



26

5. RESULTADOS
5.1- Histologia hepatica

Nosso primeiro passo foi observar como era a deposi¢cao de gordura através
da coloragao histologica por hematoxilina e eosina. Na Figura 1, estdo dispostas as
imagens de um animal no dia do seu nascimento (dia 0) e um animal adulto (8
semanas). Nota-se que a estrutura e organizagdo dos 6rgdos € bem distinta. No
animal recém-nascido os corddes de hepatdcitos ndo estdo completamente definidos,
0 que é observado no animal adulto. No parénquima hepatico podem ser observados
espacgos negativos nos hepatocitos, sugerindo a presencga de goticulas de gordura
(setas pretas). Embora seja possivel observar a presenga dessas organelas no
citoplasma celular, a organizacdo hepatica do recém-nascido dificulta uma
visualizagao clara. Ja nos animais adultos saudaveis, nao foi possivel identificar a
presenca de gordura, sugerindo que as goticulas, se existentes, podem ser muito

pequenas a ponto de o método ndo ser capaz de evidenciar.
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Figura 1: Histologia hepatica. Nota-se que, somente raras goticulas podem ser

observadas no parénquima do figado do animal com O dia (setas pretas).
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5.2 - Calibragao da visualizagao de goticulas lipidicas através de Bodipy

Buscando investigar um pouco mais afundo, utilizamos um método ja
estabelecido em nosso grupo de pesquisa, de visualizagdo de goticulas de gordura
por meio de microscopia intravital, na qual foi utilizado um corante de lipideos neutros,
chamado Bodipy. Sabendo que animais que ingerem dietas com alto teor lipidico
(HFD) apresentam deposi¢cdo de gordura acentuada no parénquima hepatico,
utilizamos esse perfil como nosso controle positivo e um animal que ingeriu dieta
padrdo como animal controle. PGde ser observado no animal controle (Figura 2),
pequenas goticulas de gordura em algumas areas do parénquima hepatico, o oposto
do observado na histologia. Ja no animal alimentado com HFD, grandes goticulas
puderam ser observadas (Figura 2). Em conjunto, esses dados sugerem que o Bodipy
€ um método mais sensivel e claro (se comparado a coloragdo por Hematoxilina e
Eosina), no que tange a deposi¢cdo de gordura hepatica, e que para esse trabalho
seria de maior valia, dado que pequenas quantidades de gordura foram detectadas
por esse método (animal controle) assim, a visualizagdo da gordura no periodo pos-

natal seria mais fidedigna.
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Figura 2: Calibragdo da visualizagdo de goticulas lipidicas através de
Bodipy. A coloragédo com Bodipy permite uma melhor visualizagdo de goticulas
lipidicas em animais controle (n&o visualizadas na histologia) e alimentados com

dietas ricas em lipideos (verde, corante fluorescente, Bodipy, 1mg/ml, 10 ul por
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5.3 - Dinamica da gordura hepatica ao longo da vida

Uma vez estabelecido o método, nosso préximo passo, foi estabelecer a
dindmica do acumulo de gordura no figado do modo mais fisiologico possivel. Para
isso, marcamos a vasculatura hepatica com anti-CD31 BV421 (200ug/kg), para
visualizar as goticulas de gordura utilizamos Bodipy (1ug/animal) (Figura 3A), aliados
a microscopia confocal. Surpreendentemente, animais de zero dia e oito semanas de
vida, apresentaram perfis de deposi¢cao de gordura opostos, sendo que o figado de
animais recém-nascidos mostrou um maior acumulo de gordura que os animais
adultos (Figura 3B). Dentro desse espectro, outras idades foram analisadas, animais
com quatro dias e animais com uma semana apresentaram o maior acumulo de
gordura se comparados aos animais com zero dia e ainda maior se comparados aos
animais de oito semanas (Figura 3B), ja os grupos com duas, trés e quatro semanas,
mostraram queda dos niveis de gordura hepatica aproximando dos niveis de um

animal adulto com oito semanas (Figura 3C).
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Figura 3: Dinamica do acumulo de gordura apés o nascimento: (A) Representagio
esquematica do delineamento experimental. (B) IVM evidenciando a deposigdo de goticulas
lipidicas (verde, corante fluorescente, Bodipy, 1mg/ml, 1ug/por animal) no parénquima hepatico,
e sinusodides hepaticos (em azul, anti-CD31 conjugado com BV421, clone 390, 200 pg/Kg, i.v).
Objetiva de 20X; barra= 65um. (C) Quantificagdo da area preenchida por gordura em relagéo a
area total da imagem (média de 5 campos por animal, n=5). Resultados exibidos como média +
SEM. *p<0,05 se comparado com o controle.
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5.4— Quando a gordura é observada no figado animal

Considerando o padrao de deposigao lipidica dos animais recém-nascidos, e
observando que ja no dia do nascimento esses animais apresentavam uma grande
area de deposi¢cédo, nos perguntamos se o0 animal ja nasce com as goticulas de
gordura. Dessa forma, um embrido no dia E19.0 foi submetido aos mesmos
procedimentos de marcagdo com anticorpo e Bodipy (CD31 BV421 -200ug/kg e
Bodipy -1ug/animal) (Figura 4A). Quando analisado, foram visualizadas pequenas
goticulas de gordura. Ainda nessa vertente, animais logo apos o nascimento e antes
mesmo de amamentarem passaram pelo mesmo processo e exibiram perfil
semelhante (Figura 4B). Diante disso, n&o foi observada diferenca na quantidade de
gordura entre esses animais, o contraste foi observado apenas apés um dia de
amamentacao, direcionando nossa atengcédo a um dos primeiros desafios da vida pos-

natal que é a introdugéo alimentar. (Figura 4B).

Sabendo que o figado é composto por diversos tipos celulares e que algumas
dessas células sdo responsaveis por armazenar gordura, como as células de Ito e
hepatdcitos em algumas condi¢des, buscamos evidenciar onde, em nosso modelo, a
gordura estava armazenada. A Figura 4C, mostra as goticulas de gordura dispersas
no citoplasma de hepatdcitos, podem ser visualizadas goticulas individuais (setas
vermelhas) ou clusters (setas brancas). Em nosso modelo, fica clara a deposigéao

dessas organelas dentro dos hepatdcitos e ndo em espacgos sinusoidais.



33

%\\ﬂﬂn!;-fﬁ'—ﬂ

s

Embrido dia 19.0 b

odfid

0 dia nio amamentado

Figura 4: O animal ndao nasce com acumulo de gordura no figado: (A) Representacédo
esquematica do delineamento experimental. (B) IVM mostrando presenca de pequenas goticulas
lipidicas antes e logo apds o nascimento (antes da amamentacdo) e um dia apds a ingestao do
leite materno (verde, corante fluorescente, Bodipy, 1mg/ml, 10 yl por amostra), e sinusdides
hepéticos (em azul, anti-CD31 conjugado com BV421, clone 390, 200 ug/Kg, i.v). (C) Imagem
obtida por microscopia confocal na objetiva de 20X com zoom de 2x, mostrando que as goticulas
estdo dentro dos hepatdcitos. E possivel observar a presenca de goticulas separadas (setas
vermelhas) e aglomerados (setas brancas).
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5.5— A fonte da gordura hepatica

Nas primeiras semanas de vida do animal, sua unica fonte de alimentagéo € o
leite materno, composto por uma quantidade consideravel de gordura (Faulcounier et
al., 2019). Considerando que, € nessa fase da vida que o figado detém a maior
quantidade de gordura, nos perguntamos se nao seria essa a fonte desse
macronutriente. Para responder essa pergunta, uma fémea gravida foi monitorada até
que seus filhotes nascessem, antes mesmo que eles pudessem amamentar pela
primeira vez, foram separados e deixados com méaes adotivas que nunca pariram, isso
para nao correrem o risco de produzirem leite € amamentarem os filhotes adotivos,
mas para realizarem toda a parte de fornecimento de calor e contato, ainda, um grupo
permaneceu com a mae bioldgica (Figura 5A). Durante 12 horas um grupo de animais
recebeu leite desnatado (0,1% de gordura), outro recebeu somente agua e nosso
grupo controle foi amamentado durante todo esse periodo. Passado esse tempo, os
animais foram submetidos a microscopia confocal (Figura 5B) e foi observado que
em ambos os grupos, leite desnatado e agua, as goticulas estavam em menor
quantidade e em menor tamanho, ja os animais amamentados mostraram um
expressivo aumento na area de gordura e no numero de goticulas que a compunham
(Figura 5C -D). Esses achados indicam que o leite materno pode ser a fonte da
gordura hepatica no inicio da vida, uma vez que foi observado claro contraste entre

0S grupos analisados.
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Figura 5: A gordura presente no figado pode ser proveniente do leite materno: (A)
Representacao esquematica do delineamento experimental. Fonte da gordura apds o nascimento. (B)
IVM evidenciando a deposicéo de goticulas lipidicas no parénquima hepatico. Objetiva de 20X; barra=
65um. (C) Quantificagédo da area preenchida por gordura em relagdo a area total da imagem (D)
Quantificacdo da area individual de cada goticula lipidica. (média de 5 campos por animal, n=2).
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5.6- Dinamica da deposic¢ao de gordura — Do embriao a vida adulta

Diante de todo o exposto, estabelecemos o perfil e dindmica de deposicao da
gordura hepatica, partindo do embrido até a vida adulta (Figura 6A). O aumento e
decréscimo de gordura ao longo das fases da vida (Figura 6B), evidencia o quanto

mudancas na fonte de alimentacdo podem impactar o ambiente hepatico.

e
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Figura 6: Dinamica da gordura ao longo da vida (A) Painel completo da dindmica
gordurosa hepatica ao longo da vida, (verde, Bodipy, 1mg/ml, 10 yl por amostra), e sinusoides
hepaticos (em azul). (B) Quantificacdo geral da area preenchida por gordura em relagéo a
area total da imagem (média de 5 campos por animal, n=5). Resultados exibidos como média
+ SEM. *p<0,05.
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5.7— Método de deplecao de gordura hepatica

Para entender o papel da gordura no ambiente hepatico, nosso proximo passo
foi padronizar um modelo de deplecdo. Assim, poderiamos observar possiveis
mudangas no microambiente do figado na auséncia da gordura. Estabelecemos o
protocolo de deplegao com o inibidor de Diacilglicerol-acil-transferase-1 (iDGAT1) em
animais adultos (dados ndo mostrados). Uma vez estabelecido, testamos o mesmo
protocolo em animais mais jovens, com inicio do tratamento aos 14 dias de vida e
término aos 21 dias, sendo administrada uma dose a cada 12 horas (3 mg/kg, via oral)
(Figura 7A). Animais controle, de idade correspondente, receberam somente o
veiculo na mesma posologia. A fim de determinar o que era deplecéo por iDGAT1 e o
que era somente diminuicao da gordura decorrente da idade, comparamos o figado
de um animal adulto com os demais grupos descritos nesta secédo. Para obter maior
visualizagao do figado como um todo, utilizamos uma large image (5x5) obtida por
microscopia confocal (Figura 7B), desse modo uma maior area poderia ser
visualizada e a descrigao seria mais fidedigna. Nos animais adultos e controle 21 dias,
foram observadas pequenas areas dispersas ao longo do érgéo sem a presenca de
gordura (areas com asterisco amarelo), em contrapartida, o figado de animais tratados
com iDGAT1 exibiu extensa e continua area sem vestigios de goticulas lipidicas (area
com asterisco vermelho), assim, denominada area depletada (Figura 7C).
Estabelecido o protocolo, obtivemos uma deplegdo de cerca de 50% da area de
gordura em relagdo a animais controle da mesma idade (Figura 7F). Sabendo que
existem outros mecanismos a jusante da acdo de DGAT1 capazes de acrescentar
triglicerideos as goticulas de gordura pré formadas e que, poderiam alterar a fidelidade
dos nossos dados no que tange a percentagem da area de gordura, quantificamos a
area individual (Figura 7G) e o perimetro de cada goticula em ambos os grupos
(Figura 7H). Nao foi observada diferenca entre os animais controle e tratados,
sugerindo que as goticulas pré existentes ndo sofreram efeitos de acréscimo de

triglicerideos devido a inibicdo de DGAT1.
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Figura 7: Redugao da gordura hepatica por iDGAT. (A) Dosagem do inibidor e desenho
experimental. (B) Representagdo esquematica de uma Large Image. (C) Large Image (5x5)
evidenciando a diferenga entre a deposicdo de gordura entre os grupos. Animais adultos e
controle apresentam pequenas areas naturalmente sem gordura (asterisco amarelo) enquanto
animais tratados apresentam uma extensa area de deplegdo (asterisco vermelho). (D-F)
Quantificagao geral da area preenchida por gordura em relagéo a area total da imagem. (média
de 5 campos por animal, n=5). Média do perimetro e area de cada goticula, antes e apos
tratamento. Resultados exibidos como média + SEM. *p<0,05.

Considerando que a gordura faz parte da fisiologia hepatica no inicio da vida,
qualquer intervencdo com o intuito de elimina-la poderia provocar lesbes e alterar a
composicao celular do figado. Assim sendo, dosamos a enzima Alanina Aminotransferase
(ALT) (Figura 6B) no soro a fim de detectar possivel necrose hepatica decorrente da
deplecéo de gordura, e quantificamos o numero de células de Kupffer, uma vez que, por
estar dentro dos sinusdides hepaticos, essas células sdo as primeiras a entrar em contato
com o conteudo advindo da circulagado portal. Nao foram detectados niveis elevados de
ALT, resultado que sugere que o figado nao foi lesado durante o tratamento. Com relagao
as células de Kupffer, embora ligeiramente em maior quantidade nos animais de 21 dias de
vida (controle e tratado) nao diferiu de maneira significante de um animal adulto (Figura
6B-C). Em conjunto esses dados sugerem que a deplegao de gordura, nesse modelo, nao
foi prejudicial ao figado ao ponto de ser detectada como necrose, e que as sutis diferengas
no numero de células de Kupffer podem ser decorrentes da idade, e nao do tratamento e

deplecao em si.
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Figura 8: O tratamento nao lesa o figado e nem altera o nimero de células de Kupffer. (A)
Dosagem de ALT. (B) Quantificagdo geral da area preenchida por gordura em relagédo a area
total da imagem (média de 5 campos por animal, n=5). Resultados exibidos como média + SEM.
*p<0,05. (C) Large Image (5x5) mostrando que, o numero de células de Kupffer, embora
ligeiramente maior, nao foi alterado significativamente entre os grupos. (Em magenta, células de
Kupffer marcadas com F4/80 PE.

40



41

6. Discussao

Os estudos acerca do acumulo de gordura no figado na primeira fase da vida,
comecgaram a ser publicados por volta de 1910. Graham apontou o aparecimento de
goticulas de gordura nas células parenquimatosas do figado, de porcos e cachorros,
apo6s envenenamento por cloroféormio (Graham, 1912). A partir de entdo, casos
clinicos também comecgaram a ser publicados, como o caso de dois bebés que, além
de gordura no figado, possuiam outras desordens associadas, como hiperproteinemia
e doengas renais (QDdegard, 1947; Jdegard 1948; Hartz, 1949). Descrito,
majoritariamente, em criangas com predisposi¢gao genética, ou em casos em que a
mae possui desordens associadas, como obesidade, sindrome metabdlica
(Reichetzeder,2021) e diabetes gestacional (Mann et al., 2018), faltam estudos que
discutam acerca do acumulo de gordura hepatica em um contexto fisiologico. A
escassez de dados nesse campo, se deve ao contexto em que a gordura hepatica é
estudada. De fato, o acumulo de gordura no figado pode ser causa e consequéncia
de diversas desordens, podendo culminar em cirrose, hepatocarcinoma e até mesmo
em morte (Gariani, Jornayvaz, 2021). Porém, acidos graxos, colesterol, triglicerideos
e outros derivados lipidicos sdo necessarios pra quase todos 0s processos
homeostaticos do corpo, indo desde a composi¢ao da membrana celular, participacao
no processo hematopoiético na medula 6ssea (Wang, Leng & Gong, 2018; Guerra, et
al., 2018) até a formagao de mediadores pro e anti-inflamatérios, sugerindo que pode
nao ser somente a presenga da gordura de uma forma geral, mas sim, a quantidade
e qual o tipo. Sabendo entdo, que a gordura e seus derivados podem atuar em
vertentes opostas, sdo necessarios mais estudos relativos ao contexto fisiolégico e do
tipo de gordura presente em determinados locais, dessa forma, os processos poderao
ser compreendidos de uma maneira mais fidedigna e completa.

No presente trabalho, nés demonstramos de maneira inédita, um acumulo de
gordura no figado no periodo pds natal em animais saudaveis, onde o pico acontece
na primeira semana de vida, decai com o aproximar do desmame e se estabiliza com
a chegada da idade adulta. Coincidentemente, este € o periodo em que animal recém-
nascido passa pelo primeiro desafio nutricional e ambiental. Visto que seu organismo
foi “primado” com nutrientes advindos da circulagdo materna, e a posteéri, 0 mesmo
esta exposto a diferentes concentragdes de nutrientes em um ambiente nao estéril,

esse acumulo de gordura pode ser uma resposta do organismo por ter que lidar com
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uma variedade nutricional ao qual a priori ndo estava exposto, e concomitantemente
a colonizagao da microbiota. Bosch e colaboradores, demonstraram que em modelos
de sepse polimicrobiana e por LPS, houve um aumento de goticulas lipidicas, e as
mesmas atuaram como centros reguladores da imunidade inata por meio da
reprogramacgao do metabolismo celular em animais adultos (Bosch, et al., 2020).
Outros autores, evidenciaram o aumento de gordura intracelular em animais, também
adultos, acometidos por infeccdo viral (por exemplo, hepatite B) bacteriana
(tuberculose) e até mesmo parasitaria (malaria). O aumento de gordura nesses casos
€ explorado no que tange a replicagao do patdgeno e na resposta precisa das células
em usar do conteudo lipidico presente nas goticulas, para destruir os invasores
(Bosch, et al., 2021). Em um trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa,
mostramos que em animais recém-nascidos as células de Kupffer, presente nos
sinusoides hepaticos e responsavel por patrulhar o sangue recém chegado ao 6rgao,
nao sao totalmente funcionais até a primeira semana de vida (Nakagaki, et al., 2018),
outros dados n&o publicados, mostram que os neutrdéfilos, considerados a primeira
linha de defesa do organismo e um dos pilares da imunidade inata, e que
curiosamente estdo em grande quantidade no figado até a terceira semana de vida,
nao possuem a mesma capacidade migratéria que os neutrofilos circulantes de um
animal adulto. Tomados em conjunto, esses dados indicam que 0 acumulo de gordura
hepatica nesta fase da vida pode ter um viés adaptativo ao meio desconhecido no
qual o animal foi inserido, auxiliando em processos como a producao de mediadores
derivados de lipideos, com a finalidade de suprir a imaturidade das células imunes
residentes, nesse periodo da vida.

Nossos dados mostraram também, que no embrido, em animais que receberam
somente agua e leite desnatado, o numero de goticulas é menos expressivo se
comparado com animais que foram amamentados. Juntos, esses achados indicam
que o leite materno pode ser o principal provedor da gordura hepatica no periodo pds-
natal. Contribuindo assim, para a homeostase do organismo. O leite materno é
apontado como fator chave para a saude, entregando ao recém-nascido um equilibrio
de nutrientes, fatores bioativos, e recentemente tém-se discutido sobre a microbiota
do leite (Andreas, Kampmann & Le-Doare, 2015; Lyons, et al.,2020). Em
contrapartida, Kong e colaboradores descreveram que o conteudo lipidico do leite de
maes com estilo de vida pouco saudavel, atuou como DAMP e foi capaz de estimular

a producao de mediadores inflamatérios como interleucina 17 e interleucina 22, neste
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caso, os acidos graxos de cadeia longa, foram apontados como o pivé desse perfil.
Ainda neste estudo, os autores dissertam que a exposigao precoce ou desbalanceada
de recém-nascidos aos acidos graxos ndo encontrados fisiologicamente no leite
materno, podem predispor a doengas como dermatite atopica e outras desordens,
intestinais e metabdlicas (Kong, et al., 2021). Dessa forma, podem ser observadas
consequéncias opostas da ingestdo de leite materno, a primeira, em um contexto
materno fisiolégico onde o animal recebe todo o necessario para crescer saudavel, e
em contrapartida, o desbalan¢go na dieta pode predispor o animal a diversas
patologias. S&o escassos os estudos relacionando a amamentagédo com o ambiente
hepatico, sendo assim nossos dados abrem portas para investigagdes acerca desse
tema.

Para entender um pouco mais sobre o papel da gordura no ambiente hepatico
no inicio da vida, estabelecemos um modelo de deplecdo com iDGAT. Dessa forma,
nosso primeiro passo foi observar se, de fato existiam areas depletadas. A deposi¢ao
de gordura no figado é descrita em animais submetidos a dietas HFD e doencgas
hepaticas medicamentosas. Os autores levam em conta o zoneamento hepatico e a
expressao de genes relacionados a sintese e degradacao de acidos graxos no figado
para mapear as areas em que mais se observa deposi¢cdo de gordura. Em animais
adultos, por exemplo, nota-se a presenga mais expressiva de gordura em hepatocitos
da zona pericentral, onde os genes lipogénicos sdo mais ativos, e zonas periportais
sao apontadas como mais lipoliticas em relagao as demais. Por outro lado, no periodo
pos-natal, alguns autores apontam o acumulo de gordura como azonal, ou sem um
padrao especifico de deposi¢cao, podendo variar com o estimulo para tal condigao.
Nossos dados mostraram que em animais controle e animais adultos, pequenas areas
sem a presencga de gordura foram observadas espalhadas pelo parénquima, ja nos
animais tratados por com iDGAT as areas sem goticulas eram extensas. Tomados em
conjunto, esses dados indiciam que a deposicdo de gordura em animais adultos
saudaveis pode nao seguir um padrdo, uma vez que nao € observada grande
quantidade de goticulas no parénquima hepatico. Apesar dos animais com 21 dias de
vida apresentarem moderadamente mais gordura que os animais adultos, o padrao
de deposicdo foi semelhante corroborando com a literatura a respeito de uma
deposicao azonal.

O conteudo lipidico no figado pode estar comprometido com varios processos

celulares, como trafego de membrana entre outros, dessa forma, impedir a formacao
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de goticulas de gordura pode ter viés prejudicial as células e ao parénquima. A fim de
verificar se a deplecdo de gordura era capaz de provocar danos no parénquima
hepatico, utilizamos uma técnica de medicao indireta de necrose hepatica que € a
dosagem de ALT sérico. Essa enzima esta presente no interior dos hepatocitos e sua
presenga no soro esta associada ao extravasamento do conteudo intracelular, que &
observado durante a necrose. Nossos resultados n&do mostraram niveis elevados
dessa enzima no soro dos animais, sugerindo que a deple¢do da gordura no figado
nao reflete em danos no microambiente hepatico. No entanto, testes funcionais néo
foram realizados.

Seguindo a linha de investigar se as células de Kupffer, macrofagos residentes
em um dos primeiros 6rgaos desafiados pelo input nutricional, eram afetadas pela
deplegédo da gordura, quantificamos o numero de células por campo e vimos que,
embora diferente no animal adulto, o numero dessas células nao diferiu entre grupo
tratado e controle sugerindo que as diferencas observadas podem ser decorrentes da
idade e ndo do tratamento em si. O fato da célula de Kupffer estar presente no figado
antes mesmo deste ser tomado por goticulas de gordura (Mass, et al., 2016), indicam
que nao ha uma relagdo de dependéncia entre ambos. No entanto, em modelos de
esteatose hepatica, em animais adultos, realizados por nosso grupo de pesquisa, o
acumulo de gordura no figado culminou em alteragdes morfofuncionais nas células de
Kupffer prejudicando sua fungao fagocitica (Diniz, et al., 2020) que foi recuperada
quando a gordura foi parcialmente depletada por iDGAT (dados nao publicados).
Juntos, esses dados indicam o papel imuno-modulador dos lipideos hepaticos em

diferentes fases da vida do animal.

Em humanos, a esteatose pediatrica €, na maioria das vezes, consequéncia de
fatores genéticos de malformagdes em veias que drenam para o figado (Idilman,
Ozdeniz & Karcaaltincaba, 2016)

7. Consideragoes Finais

A esteatose hepatica € caracterizada por um acumulo exacerbado de gordura
no parénquima hepatico. Dentre as causas, sdo apontados a alta ingestdao de
alimentos ultra processados e hiper palataveis ricos em carboidrato simples e gordura.

Apesar de induzirem efeitos nocivos se ingeridos em excesso, os derivados lipidicos
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sdo essenciais em quase todos os processos fisioldgicos do organismo, indo desde o
estoque energético até o suporte na defesa do hospedeiro contra possiveis

patégenos. Todo esse processo € bem estabelecido na fase adulta.

Contrapondo conceitos de que todo acumulo de gordura hepatico é prejudicial,
neste trabalho, nés abordamos de forma inédita, um acumulo lipidico no periodo pés-
natal que, de acordo com nossos dados é advindo do leite materno. Essa abundancia
lipidica pode ter um viés adaptativo ao novo ambiente em que o animal recém-nascido

esta inserido.

Nosso trabalho, embora em fase de caracterizagcdo, abre luzes para novas
abordagens e estudos acerca periodo pds-natal, visto que, este periodo € capaz de

modular todos os processos a jusante na vida do animal.
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