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RESUMO

O figado é responséavel por realizar diversas fungfes vitais como eliminacao
de substancias toxicas, producdo de bile, ureia e proteinas plasméaticas, além de
possuir importante papel imunoldgico. Além disso, entre suas principais funcdes se
encontra o controle do metabolismo energético corporal. Essa funcéo é realizada
pelos hepatdcitos, principais células que formam o parénquima hepatico e onde
ocorrem 0s processos de glicélise, gliconeogénese, sintese de glicogénio, e sintese
e oxidacdo de acidos graxos. O desenvolvimento dos hepatécitos se inicia no
periodo embrionario e continua ainda pelo periodo pos-natal, transformando o figado
de um oOrgdo hematopoiético para metabdlico. Durante o desenvolvimento, o
individuo passa por desafios nutricionais na transicdo da nutricdo fetal para o
aleitamento e desmame e o figado, sendo um O6rgdo muito importante para o
metabolismo corporal, deve sofrer adaptacdes para se adequar a essas mudancas.
A funcéo do figado no feto e no adulto ja é bem descrita na literatura, no entanto o
periodo neonatal, em que ocorrem grandes transicdes nutricionais, é pouco
estudado. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o estado metabdlico do
figado ao longo do desenvolvimento neonatal e as possiveis interferéncias da dieta
nesse processo. NOs mostramos que tanto a funcéo hepética quanto a expressao de
enzimas metabdlicas no inicio do desenvolvimento neonatal encontram-se
reduzidas, indicando, ainda, uma transicdo para a aquisicdo da capacidade
metabdlica do o6rgdo. O perfil de expressdo dos genes metabdlicos se torna
semelhante ao adulto na terceira semana, periodo do desmame. Observou-se ainda
gue o desmame precoce altera esse programa de desenvolvimento com a elevagao
na expressao génica metabdlica, a qual persiste até a fase adulta. O animal,
portanto, passa por varias mudancas metabolicas ao longo do desenvolvimento até

a aquisicao do perfil metabdlico do 6rgdo adulto.

Palavras-chave: Figado. Metabolismo Hepéatico. Desenvolvimento Neonatal.



ABSTRACT

The liver is an important organ performing many body vital functions like
elimination of toxic substances, production of bile, urea, plasma proteins and an
immune function. Besides, among its main functions is the energy metabolism
control. This function is performed by hepatocytes, the major hepatic parenchyma
cells, in which occurs glycolysis, gluconeogenesis, glycogen synthesis, synthesis and
oxidation of fatty acids. The hepatocyte formation begins on embrionary period and
continues in postnatal period, transforming the liver from a hematopoietic organ to a
metabolic one. During development an individual faces 3 nutritional challenges and
the liver, being an important metabolic organ, must adapt to these changes. We
know very well about this organ function on fetus and adult. However this neonatal
period of large nutritional transitions is little studied. Therefore, the aim of this work
was to analyze the metabolic status of liver through neonatal development and
possible diet interferences on this process. Besides the reduced hepatic function, we
observed a reduced metabolic enzyme expression on the beginning of neonatal
development, indicating that there is still a transition to acquire the metabolic capacity
of the organ. The expression profile becomes similar to adult on third week, period of
weaning. We observed, yet, that early weaning alters the development program with
elevation on gene expression that persists until adult age. The animal passes
through many metabolic changes on development until the acquisition of the adult

metabolic profile.

Keywords: Liver. Hepatic Metabolism. Neonatal Development.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Figado — caracterizacao geral

O figado é o segundo maior 6rgdo do corpo e encontra-se localizado na
cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma (VOLLMAR; MENGER, 2009). O
aporte sanguineo ao 6rgédo é feito pela veia porta - responsavel por 70 a 80% do
sangue que chega ao figado e transportando sangue pouco oxigenado e rico em
nutrientes vindo do intestino, pancreas e baco - e a artéria hepatica — responsavel
pelo transporte de sangue rico em oxigénio vindo do tronco celiaco da aorta
abdominal. Nos capilares sinusoides hepaticos, sangue venoso e arterial, entdo, se
misturam e deixam o Orgdo pela veia hepética. Assim, sua localizagdo anatémica
entre a circulacdo portal e sisttmica permite ao figado o desempenho de suas
funcdes imunes e metabdlicas caracteristicas, processando antigenos e nutrientes
antes de sua chegada a outros Orgaos. Estruturalmente, o figado se divide em
quatro lobos e possui como unidade estrutural funcional o l6bulo hepatico. Essa
unidade é caracterizada por corddes de hepatocitos dispostos em torno de uma veia
central, entremeados por capilares sinusoides e circundados por 3 a 6 espacos porta
(GORDILLO; EVANS; GOUON-EVANS, 2015). O espaco porta € constituido por
tecido conjuntivo, nervos, vasos linfaticos, ductos biliares e ramos dos vasos
sanguineos, veia porta e artéria hepatica. Ductos biliares, veia porta e artéria
hepatica formam a triade portal (VOLLMAR; MENGER, 2009).

Os hepatécitos sdo as células funcionais que constituem o parénquima
hepético, correspondendo a cerca de 80% da massa do figado (GORDILLO;
EVANS; GOUON-EVANS, 2015). Sao células epiteliais poliédricas, com um ou mais
ndcleos, e abundante reticulo endoplasméatico. Possuem uma superficie sinusoidal,
em contato com o sinusoide, e uma superficie canalicular, a qual forma o canaliculo
biliar onde é secretada a bile. Os hepatécitos possuem funcdes especificas de
acordo com sua localizagcdo mais préxima a veia central ou mais proxima ao sistema
porta (BEATH, 2003). A regido denominada zona 1 se encontra mais proxima ao
sistema porta e, assim, as células localizadas nessa zona estdo em contato com
sangue rico em nutrientes e oxigénio, sendo responsaveis pela maioria das funcbes
metabodlicas como gliconeogénese, sintese de glicogénio, sintese de proteinas e
metabolismo de lipideos. E, ainda, a regido com maior concentracio de bile e maior

capacidade de captura de quilomicrons. A zona 3, por sua vez, se encontra mais
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préxima a veia central. As células localizadas nessa regido recebem sangue com
menor teor de oxigénio e nutrientes — ja consumidos pelas células da zona 1 e 2 —,
sendo entdo responsaveis pelos processos de biotransformacéo, glicélise e sintese
de ureia. A funcdo das células da zona 2 depende de sua proximidade com as zonas
1 e 3 (GRIJALVA; VAKILI, 2013).

Além dos hepatdcitos, outros tipos celulares também fazem parte da
constituicdo do figado. Os colangiécitos sédo células epiteliais que delimitam o ducto
biliar (GORDILLO; EVANS; GOUON-EVANS, 2015), enquanto as células endoteliais
formam uma camada de células descontinua que constituem os capilares
sinusoides, 0s quais partindo do espaco porta, entremeiam o0s corddes de
hepatocitos e desembocam na veia central. Também fazem parte da estrutura do
figado vérias células imunes, incluindo células dendriticas, células de Kupffer (KCs) -
macrofagos residentes do figado, localizados dentro dos sinusoides — e linfocitos
(GRIJALVA; VAKILI, 2013; JENNE; KUBES, 2013).

1.2 Funcgdes do Figado

O figado realiza diversas fungdes vitais ao funcionamento e manutencédo da
homeostase do organismo. Antigenos alimentares, produtos microbianos, bactérias
gue habitam o trato gastrointestinal ou bactérias patogénicas podem ultrapassar a
barreira intestinal e chegar a corrente sanguinea. Através da circulacdo portal, esses
antigenos alcancam o figado onde sé@o capturados pelas células de Kupffer sendo
impedidos, assim, de alcancar a circulacdo sistémica e atingir outros 6rgéos. As KCs
também tém importante participacdo em processos inflamatérios e no processo de
hemocaterese, ou seja, destruicdo de hemacias senescentes (JENNE; KUBES,
2013). Desse modo, o figado possui importante papel de imunovigilancia enquanto
deve ser capaz de tolerar uma grande carga de moléculas com potencial
imunogénico provenientes de microrganismos e da dieta.

Além da funcéo imune, o figado atua como um importante 6rgdo metabdlico.
E responsavel pela biotransformacdo de substancias toxicas, sejam elas
xenobidticos ou compostos endogenos, permitindo sua neutralizacdo e eliminacao
(GRIJALVA; VAKILI, 2013). Produz a bile, proteinas plasmaticas - como fatores de
coagulacdo e proteinas carreadoras - e ureia (GORDILLO; EVANS; GOUON-
EVANS, 2015). Além disso, € o principal o6rgdo envolvido na regulacdo do

metabolismo energético corporal. Através da circulacéo portal, nutrientes absorvidos
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pelo intestino apds a alimentacdo tém como destino o figado, onde sdo processados
e entdo armazenados ou distribuidos pelo corpo (RUI, 2014). Esse 6rgéo
desempenha, portanto, um importante papel na regulagcéo dos fluxos de glicose e
lipideos entre os 6rgdos durante os periodos de alimentacao e jejum (JONES, 2016).

De forma geral, ap0s a alimentacdo, a glicose proveniente da digestdo dos
alimentos segue para o figado, onde entra nos hepatocitos por transporte passivo
mediado pelo transportador de glicose GLUT2 e € catabolizada pela via da glicélise
gerando energia para os hepatécitos. A glicose excedente € armazenada como
glicogénio ou entdo convertida a triacilgliceréis pelo processo de lipogénese (RUI,
2014). Esses triacilglicerois sdo empacotados em lipoproteinas VLDL e, assim como
os lipideos provenientes da alimentacdo que circulam o sangue em quilomicrons,
tém como destino o tecido adiposo — onde sdo armazenados —, ou o tecido muscular
— onde séo utilizados como fonte de energia pelo proprio musculo (RUI, 2014).

Durante o jejum, os acidos graxos, provenientes da quebra dos triacilglicerois
armazenados no tecido adiposo, sao utilizados pelos hepatécitos como fonte de
energia no processo de B-oxidacdo. O acetil-CoA produzido por essa via € utilizado
no ciclo do &cido tricarboxilico (ciclo do TCA) para producdo de energia. Entretanto,
0 excesso de acetil-CoA produzido € convertido em corpos cetbnicos, 0s quais sao
liberados na circulacdo e utilizados como fonte de energia por outros Orgaos.
Durante o jejum, o figado também libera glicose como fonte de energia para o
organismo, através da quebra do glicogénio armazenado e do processo de
gliconeogénese (RUI, 2014). A glicose sai dos hepatocitos pelo mesmo
transportador de entrada, o GLUT2. No periodo de jejum o figado €, portanto, uma
importante fonte de corpos cetbnicos e glicose, utilizados pelo organismo para
obtencéo de energia.

1.2.1 Metabolismo de Carboidratos

1.2.1.1 Glicélise

A glicolise € o processo de catabolismo de glicose gerando energia para a
célula na forma de ATP. Assim, a glicose que chega ao figado pela veia porta apés a
alimentacdo é captada pelos hepatdcitos e utilizada para producdo de energia que
sustenta o funcionamento dessas células (RUI, 2014). Essa via consiste em duas

fases. A fase preparatéria engloba as 5 primeiras reacdes e gasta 2 ATP para a
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ativacdo da glicose. A fase de pagamento, por sua vez, engloba as 5 ultimas
reacoes e produz 4 ATP, 4 NADH e 2 piruvatos (KIM; DANG, 2005) (llustracéo 1).

Todo processo da glicélise envolve, assim, um conjunto de 10 rea¢fes que
ocorrem no citosol, sendo apenas 3 delas irreversiveis. Essas 3 etapas sao
importantes pontos de regulacdo da via e consistem na reacdo 1 catalisada pela
enzima Hexoquinase (Hk), a reacdo 3 catalisada pela enzima Fosfofrutoquinase
(Pfkl) e a reacdo 10 catalisada pela enzima Piruvato Quinase (Pklr) (HAN et al.,
2016) (llustracéo 1).

O saldo final gerado pela glicélise é, portanto, de 2 ATP, 4 NADH e 2
piruvatos. Na presenca de oxigénio o piruvato segue, ainda, para a completa
oxidacao na mitocéndria através do Ciclo do TCA, o qual gera CO2, NADH e ATP.
Os elétrons originados dos processos oxidativos da glicélise e ciclo do TCA sao
carreados por NADH e transferidos para a Cadeia Transportadora de Elétrons
formando H20 e ATP por fosforilagdo oxidativa. J& na auséncia de oxigénio ocorre
um processo fermentativo onde o piruvato recebe os elétrons do NADH sendo
reduzido a lactato, o que permite a regeneracdo de NAD* da célula para a
continuidade dos processos oxidativos (KIM; DANG, 2005).
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llustracdo 1: Via da Glico6lise. A glicélise é o processo de catabolismo de carboidratos gerando ATP,
NADH e piruvato. Essa via consiste em 10 reacdes divididas em duas fases: preparatéria e de
pagamento. Em destaque, enzimas de rea¢des chave da via. Fonte: do autor.
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1.2.1.2 Gliconeogénese

A gliconeogénese consiste na formacdo de glicose a partir de precursores
ndo-carboidratos como o lactato, piruvato, glicerol, intermediarios do Ciclo do TCA e
aminoacidos como alanina e glutamina (RUI, 2014). E um processo que ocorre
principalmente no figado e repde os estoques de glicogénio hepatico e a glicose no
sangue (ADEVA-ANDANY et al., 2016). A manutencdo do fornecimento de glicose é
importante, pois alguns érgdos como o cérebro, medula renal, testiculos, eritrocitos e
tecidos embrionérios utilizam a glicose como a principal ou Unica fonte de energia.
Sendo assim, a gliconeogénese é uma importante via durante os periodos de jejum,
mas que também permanece ativa durante os periodos de alimentacdo, porém de
forma atenuada.

De suas 10 etapas, 7 consistem na simples reagdo inversa a que ocorre na
glicdlise. Entretanto, 3 passos da glicolise sdo irreversiveis e, para estes, é
necessario a utilizacdo de um conjunto diferente de enzimas: Fosfoenolpiruvato
Carboxiquinase (Pck), Frutose-1,6-Bifosfatase (Fbpl) e Glicose-6-Fosfatase (G6pc)
(lustragéo 2) (ADEVA-ANDANY et al., 2016).
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llustracdo 2: Via da Gliconeogénese. A gliconeogénese é o processo de sintese de glicose a partir
de precursores ndo carboidratos. Estdo em destaque as enzimas das etapas que se diferenciam da
via da glicélise. A gliconeogénese é importante durante os periodos de jejum. Fonte: do autor.

Um importante processo que se relaciona a gliconeogénese é o metabolismo
de aminoacidos. Enzimas denominadas aminotransferases sdo responsaveis pela
transferéncia do grupo amino dos aminoacidos para o a-cetoglutarato formando um
a-cetoacido e glutamato. Alanina Aminotransferase (ALT), que catalisa a reacéo
alanina + a-cetoglutarato = piruvato + glutamato e Aspartato Aminotransferase
(AST), que catalisa a reagao aspartato + a-cetoglutarato = oxaloacetato + glutamato,
sao exemplos dessas enzimas. Esse processo tem como resultado: 1 - formacao de
piruvato, pela ALT, e oxaloacetato, pela AST, que seguem para a gliconeogénese
sendo, por isso, alanina e aspartato denominados aminoacidos glicogénicos pois

podem ser convertidos a glicose e glicogénio; 2 - o grupo amino de diferentes
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aminoacidos convergem para a formacdo de um anico produto, o glutamato, que
segue para vias de excrecédo pelo ciclo da ureia. A contribuicdo dos aminoacidos na
gliconeogénese € evidente durante o jejum, onde o musculo libera muita alanina
proveniente do metabolismo de proteinas e, no figado, a alanina é convertida a
glicose pelo processo acima descrito e pode retornar a outros érgdos para fornecer
energia (LITWACK, 2018).

E importante destacar que ALT e AST s&o abundantes no citosol hepatico e,
em caso de injuria, sdo liberadas dos hepatocitos danificados, alcancando a
circulacdo. Assim, essas enzimas também possuem grande importancia clinica pois
sua dosagem no soro é uma importante forma, de facil acesso e baixo custo, para
diagnostico de doencas hepaticas, principalmente quando esta ainda ndo é
sintomatica (KIM et al., 2008).

1.2.1.3 Metabolismo de Glicogénio

Nos hepatécitos, a glicose livre em excesso € armazenada através da
formacao de um polimero, o glicogénio, que sera utilizado como uma fonte para o
fornecimento rapido de glicose nos periodos de jejum. A maior parte de sua sintese
ocorre pela via direta, por meio da glicose derivada da alimentacdo, mas pode
também ocorrer por via indireta, utilizando glicose derivada de gliconeogénese
(ADEVA-ANDANY et al., 2016). Para a sintese do glicogénio a enzima Glicogénio
Sintase (Gys) transfere residuos de glicose para as extremidades do glicogénio
preexistente, aumentando o polimero (HAN et al., 2016) (llustracéo 3).

Por sua vez, durante o periodo de jejum, a glicose armazenada pode ser
rapidamente liberada dos hepatécitos para outros tecidos através da quebra do
glicogénio. Para isso, tem-se a atuacao da enzima Glicogénio Fosforilase (Pygl) que
remove o0s residuos de glicose das extremidades do glicogénio, reduzindo o
polimero e liberando as unidades de glicose, que se tornam disponiveis para
utilizagdo (HAN et al.,, 2016) (llustracdo 3). A molécula de glicogénio apresenta
ramificagbes que aumentam sua solubilidade e permitem o aumento do numero de
extremidades disponiveis para a atuacdo da glicogénio sintase e fosforilase,
tornando o processo de sintese e quebra de glicogénio mais rapido (MANNERS,
1991).
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llustragdo 3: Metabolismo de Glicogénio. Durante periodos de alimentagdo a glicose em excesso é
armazenada como um polimero de glicogénio. Em periodos de jejum essa glicose estocada pode ser
liberada pela quebra do glicogénio mantendo, assim, o fornecimento de glicose para outros tecidos.
Fonte: do autor.

1.2.2 Metabolismo de Lipideos

1.2.2.1 Transporte de &cidos graxos no plasma sanguineo

O figado é responsavel pela producdo das proteinas plasmaticas albumina,
globulina e fibrinogénio. Dentre estas, a albumina é a mais abundante no plasma.
Todos os hepatdcitos tem capacidade de sintetizar essa proteina, que é rapidamente
secretada no plasma, ndo sendo armazenada nos hepatécitos. Uma vez na corrente
sanguinea, a albumina se distribui entre os espacos intravascular e extravascular,
passando do plasma para os tecidos e novamente retornando ao plasma. A
albumina desempenha importantes funcdes sendo responsavel pelo transporte de
substancias endégenas e exdgenas como acidos graxos, bilirrubina, horménios,
metais e farmacos. Também é responsavel pela manutencédo da pressao osmotica
regulando a distribuicdo de fluidos entre o sangue e tecidos (ROTHSCHILD; ORATZ,;
SCHREIBER, 1988).

A alfafetoproteina € membro na familia génica da albumina, sendo
considerada o anélogo fetal da albumina. E uma proteina plasmatica muito
abundante, produzida durante o desenvolvimento fetal pelo saco vitelinico e figado
fetal. Assim como a albumina, também se liga e transporta pelo plasma acidos
graxos, bilirrubina, metais e farmacos (MIZEJEWSKI, 2004), mas muito de sua
atividade bioldgica ainda ndo é clara. Apés o nascimento, a transcricdo do gene cai
rapidamente e o nivel dessa proteina em individuos adultos é muito baixo, sendo
elevado apenas em certas condi¢des fisiologicas (como o caso da persisténcia
hereditaria) ou patologicas (em certos tumores como o0 carcinoma hepatocelular)
(SCHIEVING et al., 2014).
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1.2.2.2 Captura e Transporte Intracelular de Acidos Graxos

Em periodos de jejum, acidos graxos ndo esterificados (NEFAS) séo liberados
do tecido adiposo pela quebra de triacilgliceréis armazenados em goticulas lipidicas
citoplasmaticas (Gibbons, Islam, e Pease 2000). Os NEFAs sdo carreados na
corrente sanguinea associados a albumina e alcancam os hepatdcitos, entrando na
célula via difusdo ou transportadores de membrana: FATP (Proteina de transporte
de acido graxo) e FAT (Translocase de &cido graxo). NEFAs sdo entdo
transportados por FABPs (Proteinas de ligagdo a &cidos graxos) pelo citoplasma
celular com destino a diferentes compartimentos celulares (NGUYEN et al., 2008).

FABPs sdo os equivalentes intracelulares da albumina sérica, uma vez que se
ligam a lipideos (acidos graxos, colesterol e fosfolipideos), transportando-os para
diferentes locais celulares para seu processamento: goticulas lipidicas para estoque,
mitocondrias e peroxissomos para oxidacao, reticulo endoplasmatico para sintese
de membrana, enzimas citosdlicas para regulacdo de sua atividade, ndcleo para
regulacdo da transcricAo e para fora da célula para sinalizacdo autOcrina ou
paracrina (llustracdo 4) (FURUHASHI; HOTAMISLIGIL, 2008). FABPs também
possuem efeito citoprotetor pois protegem o citosol dos efeitos detergentes de
acidos graxos toxicos, limitam a disponibilidade de heme na participacdo da
producdo de ROS protegendo seu grupo ferro-heme altamente reativo e tem papel
antioxidante ao promover o scavenging de ROS (WANG et al., 2015).

As FABPs sdo constituidas por nove membros, distribuidos de forma
diferencial entre os tecidos. FABP1 esta presente nos hepatdcitos e se liga a acidos
graxos de cadeia longa (LCFA), acil-CoA graxo, PPAR, prostaglandinas, acidos

biliares, bilirrubina, grupo heme e outros ligantes hidrofébicos (WANG et al., 2015).
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llustrac@o 4: Transporte intracelular via FABP. As FABPs se ligam a lipideos e os transportam
para diferentes compartimentos celulares. O destino do lipideo ir4 determinar sua funcéo na célula.
Fonte: Furuhashi e Hotamisligil, 2008

1.2.2.3 Oxidac&o de Acidos Graxos

Durante o jejum os &cidos graxos séo, assim, liberados de goticulas lipidicas
no adiposo e carreados pelo plasma ligados a albumina com destino ao hepatécito.
Uma vez dentro dessas células, os acidos graxos sdo carreados pelas FABPs até a
mitocéndria onde ocorre a oxidacdo dos acidos graxos. A oxidacdo de acidos graxos
€ um processo que gera energia para a célula, sendo mais ativo nos hepatdcitos
durante os periodos de jejum quando o fornecimento de (glicose e,
consequentemente, a glicdlise reduzem (RUI, 2014). Para entrar na mitocondria,
local onde ocorre o processo de oxidacdo, os acidos graxos de cadeia longa séo
ativados por acil-CoA sintetases (ACS) presentes na membrana mitocondrial
externa. Essa enzima promove a esterificacdo de um &cido graxo com um CoA
formando um acil-CoA graxo. Os acil-CoA graxos sao entdo transportados por um
mecanismo envolvendo Cpt e Cact. Carnitina palmitoiltransferase | (Cptl) se localiza
na membrana mitocondrial externa e forma acil-carnitina pela unido de um &acido
graxo a carnitina. O carreador carnitina/acilcarnitina (Cact) transporta, entédo, a
acilcarnitina para a matriz mitocondrial em troca de carnitina livre para o espaco

intermembranas. Ao final, Carnitina palmitoiltransferase 1l (Cptll), presente na
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membrana mitocondrial interna, desliga o acido graxo e a carnitina e liga novamente
um CoA formando um acil-CoA graxo (llustracdo 5). Acidos graxos de cadeia curta
passam pela membrana mitocondrial sem a necessidade de um transportador e sao
ativados por ACS da matriz mitocondrial. Uma vez que os 4cidos graxos entraram na
matriz mitocondrial, estdo comprometidos com a via oxidativa e esse €, portanto, um
passo limitante da velocidade de oxidacdo (NGUYEN et al., 2008; WANDERS et al.,
2010).

O acil-CoA, entado, entra na via de oxidagc&o de acidos graxos, ou 3-oxidacéo,
onde, em 4 reacgles, sofre a remocdo de 2 carbonos formando acetil-CoA (que
segue para oxidacao no Ciclo do TCA ou para a producdo de corpos cetbnicos) e
NADH e FADH:2 (que seguem para a cadeia transportadora de elétrons formando
ATP). E também formado um &cido graxo reduzido de 2 carbonos que pode entrar

novamente na via de oxidacao (llustracdo 5) (NGUYEN et al., 2008).
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llustracéo 5: Oxidacdo de Acidos Graxos. A oxidac&do de acidos graxos gera energia para a célula.
Os acidos graxos sao transportados para o interior mitocondrial via Cptl, Cact e Cpt2. O acetil-CoA
formado ao final pode seguir para Ciclo do TCA seguido de Cadeia Transportadora de Elétrons ou
gerar corpos cetdnicos, usados como fonte de energia por outros tecidos. Fonte: do autor.
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1.2.2.4 Biossintese de Acidos Graxos

Quando a célula tem quantidades de carboidrato suficientes para suprir suas
necessidades energéticas, o excesso, além de ser armazenado como glicogénio,
também pode ser convertido a acidos graxos para o armazenamento (RUI, 2014). A
sintese de acidos graxos ocorre no citosol a partir de acetil-CoA, fornecido pelo
processo oxidativo da glicélise, e transportado para o citosol de forma indireta via
citrato (llustracéo 6).

A primeira parte do processo consiste na formacdo de malonil-CoA pela
enzima Acetil-CoA carboxilase (Acc). Na segunda parte, a enzima Acido graxo
sintase (Fas) transforma o malonil-CoA em um &cido graxo de 16 carbonos, o
palmitato, a partir de um processo com 4 reacOes (condensacdo, reducao,
desidratacdo e reducado) que se repete por 7 vezes (a cada uma com o acréscimo de
2 carbonos na molécula) (SANDERS; GRIFFIN, 2016).

Em uma terceira parte do processo, o palmitato sofre elongacdo para formar
acidos graxos de cadeias maiores. Essa etapa € realizada por enzimas localizadas
no lado citoplasmético do reticulo endoplasméatico e consiste em um ciclo com as
mesmas 4 etapas realizadas pela FAS (condensacédo, reducdo, desidratacdo e
reducdo). Cada etapa, entretanto, € realizada por uma enzima diferente e é
importante salientar a atuacdo da enzima Acido graxo elongase (Elovl) na primeira
reacdo, a condensacao, uma etapa limitante do processo (llustracao 6) (KIHARA,
2012).

A Ultima parte do processo de sintese é a desaturacao, ou seja, formacéo de
ligacdes duplas para obtencdo de acidos graxos insaturados. Essa etapa é realizada
por duas familias distintas de enzimas, as Stearoyl-CoA desaturases (Scd) que
inserem uma ligac&o dupla na posicdo A9; e as Acido graxo desaturases (Fads) que
inserem uma dupla ligacdo nas posicdes A6 e A5 (llustracdo 6) (GUILLOU et al.,
2010).

Os acidos graxos sintetizados podem, entéo, ser utilizados para a sintese de
fosfolipideos, que irdo constituir as membranas, e triglicerois, que armazenam
energia. A esterificacdo de &cidos graxos ao glicerol para formacédo de trigliceréis
envolve a participagdo das enzimas Monoacilglicerol aciltransferase (MGAT) e
Diacilglicerol aciltransferase (DGAT) (NGUYEN et al., 2008). Os triglicerideos sé&o
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transferidos temporariamente para estoques em goticulas lipidicas citoplasmaticas e,
depois, liberados nas lipoproteinas VLDL (GIBBONS; ISLAM; PEASE, 2000).
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llustracdo 6: Biossintese de Acidos Graxos. O excesso de carboidratos também pode ser
convertido a acidos graxos a partir do acetil-CoA formado na glicélise. O processo envolve as
enzimas Fas, Elovl e Scd. O acido graxo ao final forma triglicerideos que podem ser armazenados em
goticulas lipidicas ou liberados nas VLDL. Fonte: do autor.

1.2.2.5 Destinos dos Triglicerideos: Goticulas Lipidicas

Goticulas lipidicas sdo estruturas esféricas intracelulares e citoplasmaticas
que armazenam lipideos na célula. Sdo formadas por um centro de lipideos neutros
(triglicerideos, ésteres de colesterol e compostos xenofébicos hidrofébicos) e uma
membrana em monocamada constituida de lipideos polares (fosfolipideos e
colesterol livre) e proteinas associadas (llustragcdo 7) (THIELE; SPANDL, 2008).
Assim, essas estruturas armazenam os triglicerideos, produzidos pelos hepatécitos,
no citoplasma até o momento de exportacdo. O acumulo excessivo dessas goticulas
nos hepatdcitos € um processo danoso e denominado esteatose hepatica.

As proteinas associadas as goticulas tém papel estrutural ou funcéo
enzimatica, atuando na sintese ou degradacédo de lipideos e sinalizacdo (ONAL et
al., 2017; THIELE; SPANDL, 2008). Dentre as proteinas encontra-se a familia PLIN
(também denominada PAT em referéncia a seus membros perilipina, adipofilina e
TIP47). Essa familia engloba proteinas periféricas com fungcdo estrutural e que
regulam o acesso de lipases aos lipideos neutros do centro da goticula (ONAL et al.,
2017). Dentre seus membros encontra-se a Perilipina 2 (PLIN2 ou adipofilina, ou
ADRP - proteina relacionada a diferenciacdo de adipdcito). Essa proteina esta

presente em varios tipos celulares e seus niveis sdo diretamente proporcionais aos
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niveis de lipideos intracelulares, estimulando a formac&o das goticulas lipidicas. E a
proteina melhor caracterizada na esteatose hepatica na qual se encontra aumentada
(OKUMURA, 2011).

A degradacdo dos triacilglicer6is armazenados para liberacdo de &cidos
graxos envolve a acdo das lipases ATGL e HSL. No processo, a perilipina é
fosforilada e degradada, permitindo o acesso da lipases aos lipideos neutros
(THIELE; SPANDL, 2008).

Lipid droplet proteins

PLIN proteins

llustracé@o 7: Estrutura de goticula lipidica. No centro das goticulas encontram-se lipideos neutros
como triglicerideos, ésteres de colesterol e compostos hidrofébicos. J4 a camada externa é formada
por lipideos polares, como fosfolipideos e colesterol livre, e proteinas. Fonte: Onal, 2017

1.2.2.6 Destinos dos Triglicerideos: VLDL

Os triglicerideos sintetizados pelos hepatocitos sdo empacotados em
lipoproteinas denominadas VLDL que sao liberadas na circulagéo, transportando os
triglicerideos para tecidos como o adiposo e muscular. As lipoproteinas séo
estruturas que permitem o transporte de lipideos hidrofébicos pelo ambiente aquoso
do plasma sanguineo. Constituem-se por um centro hidrofébico (com triglicerideos e
ésteres de colesterol) e uma membrana hidrofilica (com fosfolipideos, colesterol livre
e apolipoproteinas). As apolipoproteinas tém diversas funcbes sendo importantes
para guiar a formacao das lipoproteinas, manter a integridade estrutural, se ligar aos
receptores de lipoproteinas e, ainda, ativar ou inibir enzimas que metabolizam as
lipoproteinas (JIN; MARCHADIER; RADER, 2002) (FEINGOLD, 2018).

A formacao de lipoproteinas envolve 3 processos: uma via exdégena, uma via

endogena e o transporte reverso de colesterol. Pela via exdgena, lipideos ingeridos
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na alimentacdo sdo digeridos e, nos enterdcitos, ocorre a sintese de quilomicrons
pela formacao de triglicerideos e ésteres de colesterol e sua unido a apolipoproteina
Apob48. Os quilomicrons sédo entdo liberados nos vasos linfaticos e atingem a
circulagdo sistémica pelo ducto toracico (FEINGOLD, 2018). A enzima Lipase
lipoprotéica (Lpl), presente no endotélio dos capilares, hidrolisa os triglicerideos dos
quilomicrons liberando acidos graxos que podem ser capturados localmente por
células musculares, para obter energia, ou células adiposas, para estoque, ou ainda
se associarem a albumina e serem carreadas para outros tecidos (JIN;
MARCHADIER; RADER, 2002). Com a perda de triglicerideos essas lipoproteinas
reduzem de tamanho, se tornam enriquecidas em colesterol e adquirem Apoe,
passando a ser denominadas remanescentes de quilomicrons (FEINGOLD, 2018).
Esses remanescentes sao, entdo, removidos da circulagdo pelo figado por meio da
ligacdo de Apoe a receptores de LDL ou receptores LRP (DOSE et al., 2016).

A via endogena, por sua vez, corresponde a sintese de VLDL pelo figado, a
partir de lipideos da alimentacdo que chegam a esse 6rgdo ou de lipideos
sintetizados no proprio figado. As VLDL séo, entéo, liberadas na circulacao e, assim
como os quilomicrons, sofrem hidrélise por Lpl. Ha, assim, a reducdo dessas
lipoproteinas, enriquecimento com colesterol e aquisicdo de Apoe sendo
denominadas agora IDL (FEINGOLD, 2018). IDL também sao removidas pelo figado
pelo mecanismo de ligacdo de Apoe a receptores hepaticos (DOSE et al., 2016).
Essas lipoproteinas também podem sofrer hidrélise por Lipase hepética (HL), uma
lipase da mesma familia das LPL que é sintetizada nos hepatdcitos e se encontra
localizada nos sinusdides hepaticos. H4 a formacdo, assim, de LDL (JIN;
MARCHADIER; RADER, 2002). LDL é uma lipoproteina rica em colesterol e o
transporta para os tecidos periféricos, sendo removida da circulacdo também pelo
figado por receptores de LDL hepaticos (FEINGOLD, 2018).

O transporte reverso de colesterol corresponde ao transporte de colesterol
dos tecidos extra-hepaticos para o figado. Esse processo € importante pois a
maioria das células ndo possui a capacidade de metabolizar o colesterol. Assim, 0
figado é responséavel por metabolizar esse lipideo, convertendo-o em acidos biliares
ou secretando-o na bile (FEINGOLD, 2018). O transporte reverso € realizado pela
lipoproteina HDL. Essas lipoproteinas contendo Apoal séo sintetizadas no figado e

intestino e adquirem colesterol e fosfolipideos dos tecidos a medida que circulam
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pelo sangue, entregando-os ao figado para metabolizacdo via SR-Bl e Apoe (JIN;
MARCHADIER; RADER, 2002). O figado apresenta, assim, um importante papel na
dindmica de lipoproteinas, contribuindo para sua formagéao e reciclagem ao retira-las

da circulacéo.

1.2.2.7 Metabolismo de Acidos Biliares

A conversao de colesterol, insoltvel, em acidos biliares, soltveis, é a principal
via que permite a excrecao desses lipideos. Além de ser um meio de eliminacéo do
colesterol, sua natureza anfipatica confere aos acidos biliares a propriedade de
detergente permitindo a formacdo de micelas no intestino que facilitam a
solubilizagéo, digestao e absorcdo dos lipideos e vitaminas lipossoliveis e também a
formacdo de micelas na vesicula biliar, que solubilizam o colesterol evitando sua
cristalizacdo e formacdo de pedras (DE AGUIAR VALLIM; TARLING; EDWARDS,
2013).

A sintese de acidos biliares envolve uma quebra da cadeia lateral carbdnica
do colesterol, com retirada de 3 carbonos, e modificacdes nos 4 anéis esterois, com
a adicao de grupos hidroxila que dao o carater hidrofilico a molécula aumentando
sua solubilidade (DE AGUIAR VALLIM; TARLING; EDWARDS, 2013). Esse
processo pode ocorrer por meio de duas vias. A via classica ou neutra (75%) é
iniciada pela enzima Cyp7al e as modificacbes no anel esteréide precedem a
guebra da cadeia lateral. Ja a via alternativa ou acidica (25%) é iniciada pela enzima
Cyp27al e a quebra da cadeia lateral precede as modificacdes do anel esteréide.
Por fim, ocorre a conjugacao desses acidos biliares com glicina ou taurina formando
o sal biliar, mais soltvel (llustracdo 8). No total, ha o envolvimento de 17 enzimas
localizadas no citosol, reticulo endoplasmatico, mitocondria e peroxissomos
(CHIANG, 2013). A bile formada é composta por 85% de agua e os 15% restantes
se dividem em 67% de sais biliares, 22% de fosfolipideos, 4% de colesterol,
eletrdlitos, minerais, proteinas, pigmentos (bilirrubina e biliverdina), slgA e drogas e
metabolitos téxicos (DE AGUIAR VALLIM; TARLING; EDWARDS, 2013).
Transportadores presentes na membrana dos hepatocitos transportam o0s
componentes da bile para o canaliculo biliar permitindo sua excreg¢do. Ductos
biliares transportam a bile até a vesicula biliar, onde é concentrada, armazenada e

liberada para o intestino apos a alimentacdo (CHIANG, 2013).
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No intestino, uma pequena parte dos acidos biliares é convertida por bactérias
intestinais em acidos biliares secundarios por meio de desconjugacdo e
dehidroxilagcdo. Os acidos biliares se dividem, assim, em primarios, que incluem CA
(acido cdlico), CDCA (4cido xenodeoxicélico) e MCA (a ou B &cidos muricolico, em
roedores), e secundarios, que incluem DCA (&cido deoxicélico), LCA (acido
litocolico), UDCA (acido ursodeoxicolico) (DE AGUIAR VALLIM; TARLING,;
EDWARDS, 2013). Entretanto, a maioria dos sais biliares liberados no intestino é
reabsorvida e retorna ao figado, onde pode ser reciclada, em um processo
denominado circulacdo enterohepatica. No hepatdcito, os acidos biliares primarios e
secundarios precisam ser reconjugados com glicina e taurina antes de serem
secretados novamente. Essa reconjugagédo envolve a ativacdo das cadeias laterais
carboxilicas em derivados de CoA, processo catalisado pela enzima BACS (ou
Slc27a5) (llustracao 8) (MIHALIK et al., 2002).

Colesterol
Cyp7al Cyp27al
] / \ <
= o
a2 7 a-hidroxicolesterol 27-hidroxicolesterol 2
0 -3
o Hsd3b7 | g
] Q
3 Cyp27al o
5 Cyp8b1 | NS |cyp7b1 g
Cyp27a1| \ |
L Acido Célico Acido Xenodeoxicélico __|
Bile acil-CoA
Slc27a5
(BACS)

CA, CDCA, DCA, LCA

llustracdo 8: Metabolismo de Acidos Biliares. A formagéo de acidos biliares ocorre a partir de
modificacdes na estrutura do colesterol através de uma via classica ou alternativa. A conjugacao dos
acido biliares aos aminoacidos glicina ou taurina forma os sais biliares. Fonte: do autor.

1.2.3 Metabolismo de Xenobioticos
Xenobiodticos sdo compostos estranhos ao organismo, ou seja, que nao sao
normalmente produzidos ou esperados de existirem nele, como medicamentos ou

agentes poluentes. Sua remocao do organismo ocorre pelo metabolismo hepatico, o
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qual promove uma série de modificacbes quimicas nos compostos tornando-os
hidrossolluveis e permitindo, assim, sua excrecdo na bile ou urina (MOSCOVITZ;
ALEKSUNES, 2013).

O metabolismo e as enzimas de eliminagdo desses compostos se organizam
em 3 fases. Na fase | ocorre as reacdes de ativacdo do composto como oxidacao,
reducado e hidrolise. Atuam as enzimas Cyp (Citocromo P450), Fmo (Monoxigenase
contendo flavina) e Ces (Carboxiesterase). Na fase Il ocorre a conjugacdo de uma
molécula enddgena soluvel (como acido glucurénico, sulfato, glicina, glutationa e
acetato) ao xenobidtico, o que aumenta sua solubilidade. Ha a atuacdo de enzimas
transferases como Gst (glutationa-S-transferase), Sult (Sulfotransferase), Ugt (UDP-
glucuronosil transferase) e Nat (N-acetil transferase). Por fim, na fase Il atuam
transportadores que carreiam as moléculas do hepatécito para o sinusoéide e vice-
versa, como o Slc (Carreador de soluto) para captura e o Abc (ATP-binding cassete)
para o efluxo (MOSCOVITZ; ALEKSUNES, 2013).

Um exemplo de composto exdgeno eliminado pelo figado é o acetaminofeno
(APAP), um anti-inflamatoério ndo esteroidal de ampla utilizagdo. A maior parte do
APAP sofre glucuronidacdo, pela acdo das enzimas UGT1Al e UGT1A6, ou
sulfatacdo, pela acdo das enzimas SULT1Al, SULT1A3/4 e SULT 1E1, sendo os
produtos excretados na urina. Em contrapartida, uma pequena parte € convertida
por CYP2E1 a um intermediério reativo, 0 NAPQI. GST catalisa a ligacdo do NAPQI
a glutationa reduzida (GSH) permitindo sua excrecéo na bile. Na overdose de APAP,
os estoques de GSH se esgotam e o NAPQI excedente, devido a sua alta
reatividade, se liga a proteinas causando danos celulares (MCGILL; JAESCHKE,
2013).

Além do metabolismo de compostos exdgenos, essas vias também sao
responsaveis pelo metabolismo e eliminacdo de compostos enddgenos toxicos. Um
exemplo é a bilirrubina, derivada do metabolismo da hemoglobina pelas células de
Kupffer. A bilirrubina, toxica e hidrofobica, é convertida a glucuronato de bilirrubina,
nao toxico e soluvel, e assim pode ser excretada na bile.

Abaixo, uma visdo geral do metabolismo hepatico abordado até aqui

(lustragéo 9).
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llustracéo 9: Visado geral do metabolismo hepético. No hepatdcito estdo ativas as vias de glicélise,
gliconeogénese, sintese e quebra de glicogénio, oxidagéo de &cidos graxos, biossintese de lipideos,
formacao de VLDL e goticulas lipidicas, metabolismo de acidos biliares e detoxificacdo de compostos
xenobiodticos. Destacadas em vermelho encontram-se as enzimas que serdo avaliadas pelo trabalho.
Fonte: do autor.

1.3 Transicdo hepatica neonatal

O figado realiza diversas func¢fes vitais ao funcionamento e manutencdo da
homeostase do organismo e sua importancia comeca ja nos primeiros momentos de
vida. No desenvolvimento embrionario, o figado é formado a partir do dominio
foregut do endoderma definitivo, o qual também da origem ao pancreas, estbmago,
pulméo e tireoide. No dia embrionario E9.0, em camundongos, a regido do foregut
adjacente ao mesoderma cardiaco e septo transversal forma o diverticulo hepatico,
com os hepatoblastos proliferando e invadindo o septo transverso (llustragcao 10).
Hepatoblastos sdo células precursoras bipotenciais que apresentam marcadores
para hepatdcitos (AFP, ALB, HNF4a, CK18), colangiécitos (CK19) e especificos
(DIk1, E-caderina, Liv2, CD24a, Nope, EpCAM). Por volta do dia E13.5 tem inicio a

diferenciacdo dos hepatoblastos: as células mais proximas a veia porta se
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diferenciam em colangiécitos e as células mais distantes se diferenciam em
hepatocitos, as principais células constituintes do parénquima hepatico. Esse
processo de maturacdo continua ainda pelo periodo ap6s 0 hascimento
(GORDILLO; EVANS; GOUON-EVANS, 2015). Entre os dias E9.5 e E15 o figado
tem papel hematopoiético, sendo o principal sitio de hematopoiese fetal (LEE et al.,
2012). Entretanto, a medida que ocorre a diferenciacdo dos hepatoblastos, o 6rgao
ndo suporta mais a hematopoiese e estas células migram para a medula 6ssea ao
final da gestacdo (GRUPPUSO; SANDERS, 2016). Assim, com a diferenciacdo do
hepatdcito, a principal funcéo do figado muda de hematopoiética para metabdlica (LI
et al., 2009).

A E8.25 B E8.75 C B9 D E10
Hepatic specification Liver diverticulum Liver bud initiation Liver bud hepatic hematopoiesis
[ ] L] ‘.
[ . .
.‘ é '. .' .'. ..
Ventral L o . .' o
anterior . L]
foregut 2
HE
("_
Foregut %
endoderm HE Hepatoblast

Hepatoblast

llustracdo 10: Desenvolvimento embrionéario hepatico. O endoderma hepatico, adjacente ao
mesoderma cardiaco e septo transverso (ST), prolifera formando hepatoblastos que invadem o ST
formando o diverticulo hepatico. ST: septo transverso; EC: células endoteliais; HE: endoderma
hepatico. Fonte: adaptado de Gordillo, 2015

A transicdo de um 6rgdo hematopoiético no periodo fetal para um 6rgao
imuno-metabdlico adulto exige um periodo de mudancas durante a fase neonatal. O
nascimento representa um momento em que o individuo é exposto a varios desafios
sendo essencial uma adequada resposta a eles garantindo a sobrevivéncia nas
novas condi¢des extrauterinas. O fornecimento de nutrientes, antes constantemente
ofertado pela mae via placenta, é abruptamente interrompido e o individuo deve ser
capaz de manter seus niveis de glicose ativando suas vias de producédo e
manejando os estoques de glicogénio. Além disso, precisa agora ajustar-se a
periodos de jejum e de alimentagcdo e se adaptar a uma alimentacao via enteral com
a necessidade de absorcéo de nutrientes (WARD PLATT; DESHPANDE, 2005). Ha
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também uma grande exposi¢cdo a novos antigenos via alimentacéo e colonizacéo da
microbiota intestinal, processo que tem impacto também no figado, ja que este 6rgao
recebe produtos microbianos que atravessam a barreira intestinal e chegam via veia
porta. Com 0 nascimento ocorre também uma grande mudanca no fluxo de sangue
pelo figado: a veia umbilical, antes responsavel pelo maior aporte de sangue ao
orgao, agora se atrofia e a veia porta passa a fornecer a maior parte de sangue
(DIEHL-JONES; FRASER ASKIN, 2002). Por fim, no periodo neonatal ha duas
grandes alteracdes na fonte alimentar. Durante o periodo fetal, a nutricdo depende
exclusivamente dos nutrientes que atravessam a placenta: a glicose atravessa em
altas quantidades, sendo a principal fonte de energia fetal, seguida dos aminoéacidos,
enquanto acidos graxos livres, colesterol e triglicerideos passam em apenas
pequenas quantidades pela placenta (HERRERA; AMUSQUIVAR, 2000). Com o
nascimento, o organismo passa a obter uma dieta rica em gorduras e pobre em
carboidratos do leite materno, o oposto do periodo fetal, no qual recebia altos niveis
de carboidrato e pouco lipideo (HERRERA; AMUSQUIVAR, 2000). Ap6s o
desmame, a fonte alimentar passa a ser principalmente composta de carboidratos.
Além desses desafios, o figado neonatal também passa por remodelamento
em sua estrutura. Em trabalho anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa
observamos grande retencéo de células imunes no parénquima hepatico no periodo
neonatal e hepatocitos menos frequentes, desorganizados, menores e ainda nao
bem desenvolvidos, ndo sendo possivel a identificacdo histolégica da morfologia
classica do figado, com corddes de hepatédcitos entremeados por sinusoides
(NAKAGAKI et al., 2018). Essas observacdes nos levaram as perguntas: como
se encontra a capacidade metabdlica do figado no desenvolvimento neonatal
até adulto? As alteracbes morfoldgicas se refletem na funcdo metabdlica
desempenhada pelos hepatécitos? E em que momento o figado adquire sua

funcdo classica de 6rgdo metabdlico?
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llustracdo 11: Arquitetura hepéatica no desenvolvimento neonatal. O figado de neonatos
apresenta uma organizagdo morfologica diferente do adulto, com hepatdcitos menores, sem clara
delimitacdo e ndo organizados em corddes. Ainda é alta a retencdo de células imunes no 6rgao.
Imunofluorescéncia de cortes congelados de figado. Albumina (verde) corando hepatdcitos, DAPI
(azul) evidenciando nucleos e um coquetel de anticorpos (vermelho) para células imunes. Fonte
adaptado de Nakagaki, 2018.
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2. JUSTIFICATIVA

O figado fetal e adulto, como demonstrado anteriormente, sao bem
caracterizados e estudados. O figado adulto tem importante funcdo metabdlica.
Entretanto, o0 mesmo n&o ocorre com o figado fetal, tendo pouco papel no
metabolismo e sendo principalmente um o6rgdo com funcdo hematopoiética
(YANAGIDA et al., 2015). Assim, espera-se que o figado deva passar por varias
mudancas na transicao fetal - adulto. Porém esse periodo de transicdo neonatal
ainda é negligenciado.

No periodo neonatal sdo necesséarias, assim, uma série de adaptacbes
metabdlicas para que o neonato garanta sua sobrevivéncia no meio extrauterino e
adquira a capacidade metabdlica do 6rgao maduro. Entender como ocorrem essas
mudancas metabdlicas e como alteracbes no curso desse desenvolvimento inicial
podem impactar nos individuos adultos sédo importantes para o melhor entendimento
de doencas crénicas como diabetes, obesidade, resisténcia a insulina e esteatose
hepatica e permitem a adocdo de medidas adequadas de nutricdo neonatal. O
presente trabalho teve como objetivo, assim, avaliar o metabolismo hepatico no
periodo neonatal, observando se esses processos se encontram desenvolvidos no

recém-nascido, e sua dindmica no inicio da vida frente as mudancas na alimentagéo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Descrever e caracterizar a dindmica da funcdo metabdlica hepatica ao longo
do desenvolvimento neonatal até a fase adulta, assim como possiveis alteracbes
neste processo frente a desafios nutricionais (desmame precoce).

3.2. Objetivos especificos

1. Mensurar a funcdo hepatica ao longo do desenvolvimento através da capacidade
hepatica de depurar o corante verde de indocianina,

2. Caracterizar e quantificar cronologicamente a distribuicdo de lipideos hepaticos
utilizando fragmentos de figado ex vivo corados com Bodipy em microscépio
confocal;

3. Criar um banco de amostras de RNA total do figado — e posteriormente de
hepatocitos isolados - de camundongos em diferentes idades durante o
desenvolvimento normal e de camundongos desmamados precocemente para
andlises futuras;

4. Avaliar a dindmica de expressao de diferentes genes envolvidos no metabolismo
hepatico através de PCR em tempo real (QRT-PCR) ao longo das idades em

condi¢Bes normais e frente a desafios nutricionais (desmame precoce).
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais experimentais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 provenientes do biotério
do Center for Gastrointestinal Biology (CGB), Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Animais de diferentes idades (0 e 4 dias, 1,
2, 3, 4, 8 semanas) foram gerados de matrizes formadas por 2 fémeas para cada
macho e acondicionadas em microisoladores de polipropileno (ALESCO®) com livre
acesso a racao autoclavada (Nuvilab) e agua filtrada, em condi¢bes controladas de
temperatura (25°C) e Iluminosidade (ciclo claro/escuro de 12h/12h). Os
procedimentos experimentais estdo de acordo com as normas da Comiss&o de Etica
de Uso Animal da UFMG (CEUA 34/2017).

4.2. Delineamento Experimental

Foram utilizados dois grupos experimentais: um grupo controle, com animais
desmamados na terceira semana de vida — idade convencional de desmame, e um
grupo de desmame precoce, com animais desmamados na segunda semana de vida
(lustracdo 12 e 13). Foram avaliadas as idades de 0 e 4 dias e 1, 2, 3, 4 e 8
semanas. No grupo controle, os animais de 0 a 3 semanas foram mantidos juntos a
mae até o momento do experimento. Para as idades de 4 e 8 semanas, foi feito o
desmame na terceira semana, separando-se os animais da mée e acondicionando-
0S em gaiolas com até 5 animais. No grupo com desmame precoce, 0s animais de 0
a 2 semanas foram mantidos junto a méae até o momento do experimento. Para as
idades de 3, 4 e 8 semanas, foi feito 0 desmame na segunda semana, separando-se

0s animais da mae e acondicionando-os em gaiolas com até 5 animais.

Diferentes
idades

. Expressao Génica
o B — v

(qPCR)

llustracdo 12: Delineamento experimental do grupo controle. A expressao de genes metabdlicos
hepaticos foi avaliada por gPCR em diferentes idades do desenvolvimento. Neste grupo, 0s animais
foram desmamados com 3 semanas de vida. Fonte: do autor.
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llustracdo 13: Delineamento experimental do grupo desmame precoce. A expressao de genes
metabdlicos hepaticos foi avaliada por gPCR em diferentes idades do desenvolvimento. Neste grupo,
0s animais foram desmamados com 2 semanas de vida. Fonte: do autor.

4.3. Teste de depuragéo do verde de indocianina (cardiogreen)

A avaliacdo da funcéo hepética foi realizada por meio da depuracdo do verde
de indocianina do sangue (llustracdo 14). Os animais receberam via intravenosa
(i.v). uma solucdo de 20 mg/Kg do corante (ICG — cardiogreen, Sigma Aldrich)
diluido em agua tipo I. Ap6s 10 minutos, os animais foram anestesiados,
exsanguinados para coleta do soro e entdo eutanasiados. As amostras de soro
foram diluidas em agua tipo | e a absorbancia medida em 800nm em leitor de
microplacas (Versa Max Microplate reader). O resultado obtido foi comparado a uma

curva padréao e expresso em ug / mL.

Fungdo Normal

—
vl /o
& & e

Atraso na Fungdo de Clearance
o
i N

llustracdo 14: Teste de funcéo hepética. O funcionamento do figado é testado pela sua capacidade
em realizar o clearance do corante verde de indocianina da circulacdo. Quanto menor a funcdo do
figado, mais tempo o corante permanece na circulacao. Fonte: do autor.
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4.4. Avaliacao de estoque lipidico no figado por Microscopia Confocal ex
Vivo

Os animais receberam uma dose via i.v. do anticorpo anti-CD31 BV-421 (0,15
Hg/g, clone 390, BD®) para evidenciar os vasos. Apés 10 min os animais foram
eutanasiados por sobredose de anestésico via i.v. e submetidos a cirurgia para
remocao do figado. O lobo maior do 6rgéo foi posicionado sobre a laminula de placa
adaptada para 0 uso no microscopio e corado com Bodipy (1mg/mL) para evidenciar
as goticulas lipidicas. As imagens foram adquiridas em microscopio confocal Nikon
Eclipse Ti A1 (Nikon, Japéo) e analisadas com o auxilio do software NIS-Elements
(Nikon, Japéao). As imagens foram quantificadas em relacédo a porcentagem da area
ocupada pela fluorescéncia emitida pelo Bodipy.

4.5. Andlise da expressao génica por PCR em Tempo Real (QPCR)

Um total de 5 animais de cada idade foi eutanasiado por sobredose de
Ketamina (80 mg/kg; Syntec) e Xilazina (15 mg/kg; Syntec) via i.v., sendo entéao
submetidos a cirurgia para remocado do figado. Foram removidos pequenos
fragmentos de cada lobo do 6rgéo, totalizando 20 mg, a fim de se evitar possiveis
variacfes da expressdo de genes metabdlicos entre os diferentes lobos de um
mesmo o6rgdo. A retirada das amostras foi normalizada para 0 mesmo horéario da
manha a fim de se evitar variagcdes do metabolismo relacionadas ao periodo do dia e
ao estado alimentar. Os fragmentos do figado foram, entdo, utilizados para o
processo de extracao de RNA.

4.5.1. Extracao de RNA total do figado

A extracdo de RNA total do figado foi realizada com o auxilio do kit
ReliaPrep™ RNA TissueMiniprep System, Promega® e seguindo o protocolo do
fabricante. Brevemente, os fragmentos retirados do figado, juntamente com 500 uL
de tampéo de lise (fornecido pelo kit), foram homogeneizados em macerador de
tecidos. Esse procedimento permite a ruptura das células, liberando o RNA na
solucédo, enquanto o tampé&o de lise inativa as RNAses endogenas liberadas durante
esse processo, protegendo, assim, 0 RNA da degradacdo enzimatica. A esta etapa,
segue-se centrifugacdo a 14000 x g por 3 minutos. Ao sobrenadante, foi adicionado
170 pL de isopropanol para precipitacdo do RNA. A solugéo foi entdo transferida
para uma minicoluna, seguido de centrifugacdo a 14000 x g por 1 minuto, o que
promove a adsorcdo dos acidos nucléicos a coluna. Apos lavagem com 500 pL de
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RNA Wash Solution a 14000 x g por 1 minuto, o liquido do tubo coletor foi
descartado e 30 uL de DNase foram adicionados a coluna para degradacéo do DNA.
Apéds 15 minutos, seguiu-se 3 etapas de lavagens para retirada de sais, proteinas e
outros componentes celulares (adicdo de Column Wash Solution, RNA Wash
Solution e centrifugacdes). Por fim, o RNA foi desligado da coluna pela adicdo de 30
uL de Nuclease-free Water, seguido de centrifugacdo a 14000 x g por 1 minuto, e
coletado em microtubos de polipropileno Eppendorf®. O RNA obtido foi quantificado
em NanoDrop®, com leitura em 260nm, e armazenado até o uso em freezer -80°C.

4.5.2. Sintese de cDNA

Para a sintese do DNA complementar (cDNA) ao RNA obtido na extracao, foi
utilizado o iScript cDNA Synthesis Kit, BioRad®. O processo consiste na sintese de
uma fita de DNA complementar a fita de RNA por meio do uso de uma enzima
transcriptase reversa do virus MMLV (Moloneymurine leucemia virus) e uma mistura
de primers oligo(dT) e random. Para uma reacao de 20 pL foram adicionados em um
microtubo de polipropileno Eppendorf® 4 pL do 5x iScriptReaction Mix, 1 pL da
transcriptase reversa, 1ug da amostra de RNA e 4gua nuclease-free q.s.p 20 uL. As
amostras seguiram, entdo, para o termociclador Rotor-Gene Q, QIAGEN® onde
permaneceram por 5 min a 25 °C para anelamento dos primers, 20 min a 46 °C para
acdo da enzima transcriptase reversa, € 1 min a 95 °C para inativacdo da enzima.
As amostras foram, entdo, armazenadas a -20 °C para posterior anélise por qPCR.

4.5.3. PCR quantitativo (qPCR)

4.5.3.1 Controle enddgeno

Os genes enddgenos (ou constitutivos) contribuem para a manutencédo das
funcdes celulares basicas e, sendo assim, devem ser expressos constantemente em
todas células de um organismo. No PCR em tempo real, estes servem como padréao
normalizador para a analise das variacfes de expressdo dos genes testados. Nas
amostras obtidas, foram testados 4 genes endégenos: RPL4, ACTB, SDHA e
GAPDH. O gene expresso mais uniformemente, com baixa variagdo entre as
amostras, foi o GAPDH, sendo este, entdo, escolhido como o gene normalizador.

4.5.3.2 Determinacédo da expressao génica

A reacgado de gPCR foi realizada utilizando-se 5 pL de iTaq Universal SYBR
Green Supermix BioRad®, 2 yL de agua nuclease-free, 1 uL de cada iniciador (5uM)
e 1 yuL de cDNA diluido 1:10 (5ng). Para os controles negativos, seguiu-se 0s
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mesmos passos sem a adicdo de cDNA. O volume final de cada reacéo foi de 10 pL.

As amostras seguiram, entdo, para o termociclador Rotor-Gene Q, QIAGEN®

passando por um passo inicial de 30 segundos a 98 °C para a ativagao da enzima

polimerase, seguido de 5 segundos a 95 °C para desnaturacédo e, entédo, 60 °C por

30 segundos para anelamento e extensdo. As etapas de desnaturacdo e

anelamento/extensdo se repetiram por 40 ciclos. Ao final, € realizado o melting,

partindo da temperatura de 65 até 95 °C, com aumento de 0,5°C a cada 5 segundos.

As sequéncias dos iniciadores para os genes relacionados estao indicadas no

Quadro 1.
Nome Sequéncia Fornecedor
F: TAACTTCCTCACTCGAAGCCA
Acox1 - Acil-CoA Oxidase IDT
L R: AGTTCCATGACCCATCTCTGTC
F: GGCTGTATTCCCCTCCATCG DT
ACTB - Beta actina R: CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
) F: GGCACGTATGGCAGCAAGAT
Apoal - Apolipoproteina IDT
AL R: CCAAGGAGGAGGATTCAAACTG
F: CTGACAGGATGCCTAGCCG DT
Apoe - Apolipoproteina E R: CGCAGGTAATCCCAGAAGC
Afp - Alfa-fetoproteina F: CTTCCCTCATCCTCCTGCTAC
IDT
R: ACAAACTGGGTAAAGGTGATGG
F: TGCTTTTTCCAGGGGTGTGTT
Alb - Albumina IDT
R: TTACTTCCTGCACTAATTTGGCA
Cptla - Carnitina
IDT

Palmitoiltransferase la

F: CTCCGCCTGAGCCATGAAG
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R: CACCAGTGATGATGCCATTCT

Cyp8bl — Citocromo

F: CCTCTGGACAAGGGTTTTGTG

P450 8b1 IDT
R: GCACCGTGAAGACATCCCC
ElovI3 - Acido Graxo F: TTCTCACGCGGGTTAAAAATGG DT
Elongase 3 R: GAGCAACAGATAGACGACCAC
Fabpl - Proteina de
L . F: ATGAACTTCTCCGGCAAGTACC
Ligacdo a Acidos Graxos IDT
L R: CTGACACCCCCTTGATGTCC
Fasn - Acido Graxo F: GGAGGTGGTGATAGCCGGTAT DT
Sintase R: TGGGTAATCCATAGAGCCCAG
Fbpl - Frutose-1,6- F: CACCGCGATCAAAGCCATCT DT
Bisfosfatase R: AGGTAGCGTAGGACGACTTCA
Gapdh — Gliceraldeido-3- F: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG DT
fosfato desidrogenase R: TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
Got1(AST) - Aspartato F: GCGCCTCCATCAGTCTTTG DT
Aminotransferase R: ATTCATCTGTGCGGTACGCTC
Gpt2 (ALT) — Alanina F: AACCATTCACTGAGGTAATCCGA oT
Aminotransferase R: GGGCTGTTTAGTAGGTTTGGGTA
Gstpl - Glutationa S- F: ATGCCACCATACACCATTGTC DT
Transferase P1 R: GGGAGCTGCCCATACAGAC
Gys2 - Glicogénio IDT
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Sintase 2

F: ACCAAGGCCAAAACGACAG
R: GGGCTCACATTGTTCTACTTGA

G6pc - Glicose-6-

F: CGACTCGCTATCTCCAAGTGA

IDT
Fosfatase R: GTTGAACCAGTCTCCGACCA
) F: CGGAATGGGGAGCCTTTGG
Hk1 - Hexoquinase 1 IDT
R: GCCTTCCTTATCCGTTTCAATGG
Hsd3b7 - 3 beta-
hidroxiesteréide F: GGGAGCTGCGTGTCTTTGA DT
desidrogenase tipo 7 R: GTGGATGGTCTTTGGACTGGC
Lrp10 - Proteina
F: GGATCACTTTCCCACGTTCTG
Relacionada com o IDT
R: GAGTGCAGGATTAAATGCTCTGA
Receptor de LDL 10
] . B F: GGGAGTTTGGCTCCAGAGTTT
Lpl - Lipase Lipoprotéica IDT
R: TGTGTCTTCAGGGGTCCTTAG
Pck1 - Fosfoenolpiruvato F: CTGCATAACGGTCTGGACTTC DT
Carboxiquinase 1 R: CAGCAACTGCCCGTACTCC
F: GGAGGCGAGAACATCAAGCC
Pfkl - Fosfofrutoquinase IDT
R: CGGCCTTCCCTCGTAGTGA
F: TCAAGGCAGGGATGAACATTG
PKIr - Piruvato Quinase IDT
R: CACGGGTCTGTAGCTGAGTG
F: GACCTTGTGTCCTCCGCTTAT
Plin2 - Perilipina 2 IDT

R: CAACCGCAATTTGTGGCTC
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Pygl - Glicogénio

F: GAGAAGCGACGGCAGATCAG

IDT

Fosforilase R: CTTGACCAGAGTGAAGTGCAG
RPL4 - Proteina F: CAATCCAAAACGGAGCTTTGTC DT
ribossomal L4 R: GTAGCACACTATTGTCCTGCC
Scd1 - Stearoyl-CoA F: TTCTTGCGATACACTCTGGTGC DT
Desaturase R: CGGGATTGAATGTTCTTGTCGT
SDHA — Complexo da
. ] F: GCGGTGGTCACCTTGATCC
succinato desidrogenase, IDT
. R: CCTCTGTAGAAGCGTCTGAATG
subunidade A
Slc27a5 - Carreador de
F: CTACGCTGGCTGCATATAGATG
Soluto 27a5 IDT
R: CCACAAAGGTCTCTGGAGGAT
Ugtlal - UDP
F: GCTTCTTCCGTACCTTCTGTTG
Glucuronosiltransferase IDT
1a1 R: GCTGCTGAATAACTCCAAGCAT
a
Ugtla6 - UDP
F: GTTTCTCTTCCTAGTGCTTTGGG
Glucuronosiltransferase IDT
1a6 R: CCTCGTTCACTGAGATGTTCTAC
al

Quadro 1: Sequéncia dos iniciadores dos genes analisados por qPCR. Estdo indicadas as

sequéncias dos iniciadores forward (F) e reverse (R) de cada gene analisado por gPCR.

A gquantidade relativa dos produtos de PCR foi determinada baseada nos

valores de Ct (threshold cycle) através do método 2-2ACt, utilizando-se a idade de 0

dia como controle. Assim, pode-se avaliar se 0S genes estdo mais ou menos

expressos nas idades analisadas em relacdo ao nivel de expressdo do animal em

seu primeiro dia ap0s nascimento. Avaliou-se, também, a curva de melting como
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forma de comprovar a especificidade da reacdo, amplificacdo e a auséncia de
formacao de produtos resultantes do anelamento inespecifico dos primers.

4.6. Quantificacdo da atividade de ALT e AST por ensaios enziméticos

Para determinar a atividade das transaminases alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato transaminase (AST) no figado, foram utilizados os kits
transaminase ALT e AST cinéticos (Bioclin), respectivamente. Para os testes, 50 mg
de tecido foram homogeneizados em salina em macerador de tecidos e
centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi utilizado
como amostra. Os testes consistem em duas reacfes, em que primeiramente as
enzimas catalisam reacdes de transferéncia de grupamentos aminas, gerando
produtos que reagem com o NADH oxidando-o a NAD™. A velocidade de diminuigéo
da concentracdo de NADH é proporcional a atividade das transaminases. As
medidas foram feitas como quatro leituras de absorbancia a 340 nm, em intervalos
de um minuto, cujo valor médio reflete a atividade da enzima. O resultado final (dado
por U/L) foi dividido pelo peso inicial do tecido, sendo entéo expresso em U/L/mg.

4.7. Andlise dos Dados

A analise estatistica e elaboracdo dos gréaficos foi realizada com o auxilio do
software GraphPad Prism 6. Foi utilizado o método estatistico One-way ANOVA com
95% de confianca para as analises do grupo desmame normal onde a idade de 0 dia
€ o controle e 0 método teste t de student com 95% de confianca para as andlises
comparativas entre uma mesma idade do desenvolvimento normal e do desmame

precoce.
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5. RESULTADOS
5.1. A funcédo depurativa hepatica € menor até a segunda semana apoés o
nascimento
O estado funcional do figado pode ser avaliado pela sua capacidade de
depurar o corante verde de indocianina (FAYBIK; HETZ, 2006). Quanto menor a
funcéo do figado, mais tempo o corante permanece na circulagdo. Assim, o primeiro
passo do trabalho foi avaliar a funcdo hepatica. Pode-se observar que o figado
possui menor capacidade de depuracdo do corante nas idades de O dia (0d) até 2
semanas apds 0 nascimento (2s), ou seja, nesse periodo o figado possui menor

capacidade funcional (Figura 1).

Funcao de depuracao do figado

200 7 * * *

150

normal)

100

[3)
i

Disfunc¢ao do Figado
(100%

0.
0d 4d 1s 2s 3s 4s 8s

Tempo apos nascimento

Figura 1: Funcédo hepética ao longo do desenvolvimento. Avaliagcdo da funcéo hepética através de
sua capacidade de depuracgéo do corante verde de indocianina da circulacdo. NUmero de animais por
grupo 2 5. * indica significAncia estatistica em relacdo ao 8 semanas (p<0,05).
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5.2 Ha maior acamulo de lipideos no figado até a primeira semana apoés o
nascimento

Goticulas lipidicas s&@o estruturas que armazenam lipideos no citoplasma
hepético até sua exportacdo ou utilizacdo pelo hepatdcito. O acumulo excessivo de
goticulas, entretanto, constitui um processo danoso denominado esteatose. A
deposicdo de goticulas lipidicas no figado pode ser visualizada por microscopia
confocal utilizando-se coloracdo especifica por Bodipy. Observou-se acumulo de
goticulas até a primeira semana de vida (1s), com reducédo gradual na segunda (2s)
e terceira semanas (3s). O acumulo de gordura chega a valores minimos na quarta
semana (4s), sofrendo um leve aumento novamente no individuo adulto (8s) (Figura
2). O figado neonatal, portanto, apresenta cerca de 8 vezes mais gordura até a
primeira semana (1s) em relacdo ao figado adulto (8s), e reduz os niveis de

deposicao lipidica na terceira semana de vida (3s) atingindo os niveis do adulto (8s).
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Figura 2: Microscopia confocal mostra acumulo de lipideos hepéaticos ao longo do
desenvolvimento. Figado fresco observado ex vivo em microscopia confocal e corado por anti-CD31
(azul) evidenciando os vasos e Bodipy (verde) evidenciando as goticulas lipidicas. N = 5 animais por
grupo. Campos contados por animal = 5. A barra de escala representa 65 uym.
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5.3. O perfil de expressao génica sugere menor atividade metabdlica do
figado nos estagios iniciais do desenvolvimento pds-natal

Apés a caracterizacdo metabdlica do figado em relacdo ao seu estado
funcional e acumulo microscopico de lipideos, realizamos uma avaliagcdo molecular
do perfil de expressdo de genes que codificam enzimas envolvidas em diversas vias
metabdlicas por meio de PCR em tempo real. Utilizou-se a idade de 0 dia (0d) como
controle, permitindo a descricdo dos resultados como uma maior ou menor
expressdo de um gene especifico em relagdo ao dia 0 do nascimento. Obteve-se,
assim, a evolucado de expresséao ao longo do tempo.

5.3.1 Metabolismo de Glicose

Para o metabolismo de glicose, avaliou-se 3 vias: glicélise, gliconeogénese e
metabolismo de glicogénio. A glicolise € o processo de catabolismo da glicose que
gera energia para o hepatocito, sendo predominante nos periodos pdés-alimentacao.
Das 10 enzimas que participam do processo, Hk1, Pfkl e Pkir sdo especialmente
importantes por serem pontos de regulagcdo da atividade da via. Nos genes
relacionados a glicélise, observou-se uma reducdo na expressao de Hexoquinase 1
(Hk1) ao longo do desenvolvimento, com as idades de 3, 4 e 8 semanas diferindo
significativamente do tempo de 0 dia (Figura 3A). Fosfofrutoquinase (Pfkl) n&o
apresentou diferenca de expresséo ao longo das idades analisadas (Figura 3B). Em
relacdo a Piruvato Quinase (PKIr), observa-se aumento da expressao ao longo do
desenvolvimento, apesar de diferenca estatistica apenas nos tempos de 4 dias (4d)
e 4 semanas (4s) (Figura 3C).

Glicose é produzida pelo hepatécito por meio do processo de gliconeogénese.
A via consiste, basicamente, no processo inverso ao da glicélise, com excecéo de 3
pontos onde participam um conjunto diferente de enzimas, sendo elas Pckl, Fbpl e
G6pc. Os genes envolvidos na gliconeogénese Fosfoenolpiruvato Carboxiquinase 1
(Pckl), Frutose-1,6-Bisfosfatase (Fbpl) e Glicose-6-Fosfatase (G6pc), apresentam
aumento na expressédo ao longo do tempo, com Fbpl e G6pc apresentando um
aumento ja na semana 1 (1s), que se mantém nas outras idades, e Pckl com um
aumento mais gradual, sendo expressivo apenas na semana 4 (4s) (Figura 3D, E,
F).

O excesso de glicose é armazenado no hepatocito pela formagéo do polimero
de glicogénio, o qual serve como uma fonte para rapida liberacdo de glicose nos
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periodos de jejum. O gene que codifica a enzima Glicogénio Sintase 2 (Gys2),
envolvida na sintese de glicogénio, apresentou leve aumento de expressao a partir
do dia 4 (4d) que se manteve até a vida adulta (Figura 3G). Entretanto o gene que
codifica a Glicogénio Fosforilase (Pygl), enzima responsavel pela quebra da
molécula de glicogénio e consequente liberacdo de residuos de glicose, apresentou
aumento mais pronunciado da expressdo ao longo do desenvolvimento -
principalmente a partir do tempo de duas semanas (2s), onde € 4 vezes maior em
relacdo ao Od - até a idade adulta, onde € 8 vezes maior (Figura 3H).
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Figura 3: Expresséo génica de enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos ao longo
do desenvolvimento. Expresséo relativa de genes das vias de glicélise (A, B, C), gliconeogénese (D,
E, F) e metabolismo de glicogénio (G, H) avaliados por meio de qPCR. Gapdh foi utilizado como gene
enddgeno para normalizacdo. A idade de O dia foi utilizada como controle de expressdo. N = 5
animais por grupo. Erro indicado por média + SEM. *indica diferenca estatistica em relacao a idade de
0 dia (ANOVA,; p < 0,05).
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5.3.2 Metabolismo de Lipideos

O figado € um importante local de manejo da disponibilidade de lipideos. A
sintese de acidos graxos ocorre nos periodos pés-alimentacdo e cria uma reserva
lipidica para os momentos de necessidade energética. Esses lipideos sintetizados
sdo brevemente estocados em goticulas lipidicas citoplasmaticas até a exportacao
pelas VLDL que distribui os lipideos por outros Orgaos para armazenamento ou
utilizagdo. Genes envolvidos na sintese de acidos graxos como Acido Graxo Sintase
(Fasn), Acido Graxo Elongase 3 (Elovi3) e Stearoyl-CoA Desaturase (Scdl)
encontram-se menos expressos nas idades iniciais do desenvolvimento até,
aproximadamente, a segunda semana de idade (2s). A partir do tempo de 2s ha
grande aumento na expresséao de Fasn, Elovl3 e Scdl, chegando, no adulto, a cerca
de 16, 7000 e 380 vezes, respectivamente (Figura 4A, B, C).

Acidos graxos também s&o utilizados como fonte de energia para o hepatécito
através do processo de oxidacdo. Em relacdo aos genes envolvidos na oxidagéo de
acidos graxos, a Carnitina Palmitoiltransferase la (Cptla) apresentou aumento da
expressdo a partir da semana 1 (1s), que se manteve até a semana 4 (4s) seguida
de pequena reducdo no adulto (8s), ainda que a expressdo nao tenha sido
estatisticamente diferente (Figura 4D). A Acil-CoA Oxidase 1 (Acox1), por sua vez,
apresentou um aumento gradual de expressdo ao longo das idades, sendo
significativo nas semanas 4 (4s) e 8 (8s) com uma expressdo 4 vezes maior em

relacdo ao dia de nascimento (0d) (Figura 4E).
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Figura 4: Expressado génica de enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos ao longo do
desenvolvimento. Expressao relativa de genes de sintese de &cidos graxos (A, B, C) e oxidagao de
acidos graxos (D, E) avaliados por meio de qPCR. Gapdh foi utilizado como gene enddgeno para
normalizacdo. A idade de O dia foi utilizada como controle de expressdo. N = 5 animais por grupo.
Erro indicado por média + SEM. *indica diferenca estatistica em relacdo a idade de 0 dia (ANOVA; p <
0,05).
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O figado também apresenta importante papel na dinamica de lipideos pelo
organismo, ajudando na formacéo de lipoproteinas que carreiam lipideos para outros
orgdo ou promovendo a retirada dessas lipoproteinas da circulagdo pela interagédo
de receptores a apolipoproteinas da estrutura. Em outros genes também
relacionados ao metabolismo de lipideos, como Apolipoproteina E (Apoe),
Apolipoproteina Al (Apoal), Proteina Relacionada com o Receptor de LDL 10
(Lrp10) e Proteina de Ligacdo a Acidos Graxos 1 (Fabpl), observou-se, novamente,
aumento na expressao dos genes ao longo do desenvolvimento, principalmente nos
tempos mais tardios de 2s a 8s (Figura 5A, B, C, D). O aumento na expresséao de
Lipase Lipoprotéica (Lpl) foi observado apenas nos tempos de 1 a 4 semanas e a
Perilipina 2 (Plin2) apresentou discreto aumento da expressédo apenas na idade
adulta (8s) (Figura 5E, F).
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Figura 5: Expresséo génica de proteinas relacionadas ao metabolismo de lipideos ao longo do
desenvolvimento. Expressdo relativa de genes relacionados ao metabolismo de lipideos (A-F)
avaliados por meio de qPCR. Gapdh foi utilizado como gene enddgeno para normalizacéo. A idade de
0 dia foi utilizada como controle de expresséo. N = 5 animais por grupo. Erro indicado por média +
SEM. *indica diferenca estatistica em relacdo a idade de 0 dia (ANOVA,; p < 0,05).
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5.3.3 Metabolismo de Acidos Biliares e Xenobidticos

Acidos biliares sdo moléculas anfipaticas produzidas pelo figado que, além de
funcionarem como uma via para eliminacdo de colesterol, também promovem a
emulsificacdo de goticulas lipidicas no trato gastrointestinal facilitando sua digestao.
Genes envolvidos na sintese de acidos biliares, como o Carreador de Soluto 27a5
(Slc27a5) e 3 beta-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 7 (Hsd3b7), apresentam
menor expressdo nas idades iniciais de 0 dia (0d) e 4 dias (4d) e um aumento
gradual de expresséo ao longo do desenvolvimento, comec¢ando na semana 1 (1s) e
se tornando significativamente diferente a partir da semana 2 (2s) (Figura 6A, B).
Para a Esterol 12-alfa-hidroxilase (Cyp8b1l) observou-se apenas aumentos pontuais
nas idades de uma semana (1s) e oito semanas (8s) (Figura 6C).

O figado também é um importante local de eliminacdo de substancia toxicas
como compostos xenobidticos. O nivel de RNAmM de genes que codificam para
enzimas do metabolismo de xenobioticos, Glutationa S-Transferase P1 (Gstpl), UDP
Glucuronosiltransferase 1a6 (Ugtla6) e UDP Glucuronosiltransferase 1al (Ugtlal),
também apresentam expressao que se eleva ao longo do desenvolvimento (Figura
6D, E, F).
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Figura 6: Expressdo génica de enzimas envolvidas no metabolismo de acidos biliares e
xenobiodticos ao longo do desenvolvimento. Expresséo relativa de genes relacionados ao
metabolismo de &cidos biliares (A, B, C) e ao metabolismo de xenobidticos (D, E, F) avaliados por
meio de gPCR. Gapdh foi utilizado como gene enddgeno para normalizacdo. A idade de O dia foi
utilizada como controle de expressdo. N = 5 animais por grupo. Erro indicado por média + SEM.
*indica diferenca estatistica em relacdo a idade de 0 dia (ANOVA; p < 0,05).
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5.3.4 Proteinas Plasmaticas e Aminotransferases

As aminotransferases sdo enzimas que promovem a entrada de aminoacidos
na gliconeogénese. Além disso, tem importante funcdo clinica pois podem ser
detectadas no soro em caso de lesdo hepatica. A Alanina Aminotransferase (Alt)
apresentou menor expressdo de RNAm entre as idades de 0 dia (0d) a 2 semanas
(2s), com aumento em 3s, 4s e 8s. A Aspartato Aminotransferase (Ast), por sua vez,
apresentou menor expressdo de RNAm até o quarto dia de vida (4d), com aumento
na expressao ja na semana 1 (1s) que se torna estatisticamente significativo nas
semanas 3, 4 e 8. O padréo de expressdao de RNAm foi confirmado pela avaliacédo
da atividade das enzimas no figado (Figura 7A, B).

Avaliou-se, também, o nivel de expressdao de RNAm para duas proteinas
carreadoras produzidas pelo figado e encontradas no plasma sanguineo. A albumina
€ a proteina plasmatica mais abundante e € responsavel pelo transporte de
substancias como acidos graxos, bilirrubina e farmacos. O gene que codifica a
albumina apresentou menor nivel de expressdo em 0d, com aumento ja a partir do
dia 4 (4d) (Figura 7C). A Alfa-fetoproteina € o anélogo do periodo fetal da albumina.
Seu gene apresentou perfil de expressao inverso, com reducdo da expressdo a

partir de 2s, chegando a 32000 vezes menos em 8s (Figura 7D).
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Figura 7: Expressdo génica de aminotransferases e proteinas carreadoras ao longo do

desenvolvimento. Expressdo relativa de aminotransferases
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produzidas pelo figado (C, D) avaliados por meio de gPCR. Gapdh foi utilizado como gene end6geno
para normalizac&o. A idade de 0 dia foi utilizada como controle de expresséo. O padrdo de expressao
de Alt e Ast foi confirmado pelas dosagens da atividade destas enzimas no figado. N = 5 animais por
grupo. Erro indicado por média + SEM. *indica diferenca estatistica em relacdo a idade de 0 dia

(ANOVA: p < 0,05).
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O padréao de expressdo de todos os genes nas diferentes idades foi reunido
em um heatmap, no qual a variacdo da expressao de genes pode ser visualizada por
uma variacao de cores do azul (genes menos expressos) ao vermelho (genes mais
expressos) (Figura 8). Durante o desenvolvimento neonatal observa-se que grande
parte dos genes metabdlicos apresentam um padrdo geral de menor expressao
génica nas idades iniciais do periodo pés-natal, principalmente nas idades de 0O dia
(0d) a uma semana (1s). O padrédo de expressao dos genes se eleva ao longo do
desenvolvimento e atinge os niveis encontrados na idade adulta com cerca de 3
semanas de idade (3s). Varias vias do metabolismo hepético, assim, apresentam um
programa de desenvolvimento lento e a aquisicdo do perfil metabdlico do figado

ocorre, portanto, em tempos mais tardios, proximo ao periodo do desmame na
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5.4. O desmame precoce altera a expressdo de genes relacionados ao
metabolismo

No perfil de expressdo de varios genes ao longo do desenvolvimento,
observou-se menor expressao de genes metabdlicos nas idades iniciais e o aumento
dessa expressdo com o desenvolvimento. O nivel de expressdo do RNAm de
enzimas metabdlicas atinge niveis semelhantes ao do adulto aproximadamente na
terceira semana de vida. Como o desmame dos animais ocorre nesta idade de 3
semanas, nos perguntamos se as alteracdes alimentares poderiam estar guiando o
desenvolvimento metabdlico hepatico. Para isso, realizamos o desmame precoce
dos animais, com duas semanas de idade, ou seja, uma semana antes da idade
normal, e avaliamos o efeito desse desmame prematuro nas mesmas vias
analisadas anteriormente.

Buscamos, primeiramente, acompanhar a resposta dos animais ao evento de
desmame precoce. A avaliacdo do peso é uma medida direta da resposta dos
animais a substituicdo do leite pela alimentacdo solida. Acompanhamos, assim, a
evolucdo de peso até uma semana apos o desmame precoce. Enquanto os animais
controle apresentaram ganho de peso entre as idades de 16 a 21 dias, os animais
desmamados precocemente perderam peso até a idade de 18 dias, mas
recuperaram o peso nas idades posteriores (Figura 9). Observa-se, assim, perda de
peso inicial provavelmente pela troca de alimentacdo em um momento onde o
animal ainda nao tem habilidade de lidar com essa nova fonte nutricional. Entretanto,
essa perda de peso é pequena em relacdo ao grupo controle e superada, com o
animal prosseguindo seu desenvolvimento normal, demonstrando que este foi capaz

de lidar com o desafio do desmame precoce.
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Figura 9: Evolucdo ponderal dos animais controle e desmame precoce. O peso dos animais
controle e desmamados precocemente foi avaliado nas idades de 16 a 21 dias. N = 5 animais por

grupo

Em geral observou-se que, apos o desmame precoce, 0 aumento natural de
expressdo dos genes metabdlicos ao longo das idades se acentuou. Ou seja,
animais com 3, 4 ou 8 semanas desmamados precocemente apresentaram um
maior nivel de expressdo de um mesmo gene em relacdo ao 3, 4 e 8 semanas de
desenvolvimento normal. Assim, animais de mesma idade, mas com diferentes
idades de desmame, apresentam diferentes niveis de expressdo dos genes
metabdlicos hepéticos (Figuras 10, 11, 12, 13, 14).

O padrao de expressdo g@génica do desmame precoce também foi
representado por meio de um heatmap (Figura 15). Observa-se que os animais de
3, 4 e 8 semanas desmamados precocemente apresentam uma maior expressao

dos genes metabodlicos em relacdo a essas mesmas idades de animais com

desmame normal.
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Figura 10: Expresséo génica de enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos ao longo
do desenvolvimento e ap6és desmame precoce. Expresséo relativa de genes das vias de gliclise
(A, B, C), gliconeogénese (D, E, F) e metabolismo de glicogénio (G, H) avaliados por meio de gPCR.
Gapdh foi utilizado como gene enddgeno para normalizacdo. A idade de O dia foi utilizada como
controle de expressao. N = 5 animais por grupo. Erro indicado por média + SEM. * indica diferenca
estatistica entre animais de mesma idade com ou sem desmame precoce (teste T; p < 0,05).
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Sintese de Acidos Graxos
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Figura 11: Expresséo génica de enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos ao longo do
desenvolvimento e ap6s desmame precoce. Expresséo relativa de genes de sintese de acidos
graxos (A, B, C) e oxidacao de acidos graxos (D, E) avaliados por meio de qPCR. Gapdh foi utilizado
como gene enddgeno para normalizagdo. A idade de O dia foi utilizada como controle de expressao.
N = 5 animais por grupo. Erro indicado por média + SEM. * indica diferenga estatistica entre animais
de mesma idade com ou sem desmame precoce (teste T; p < 0,05).
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Proteinas Relacionadas ao Metabolismo de Lipideos
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Figura 12: Expressao génica de proteinas relacionadas ao metabolismo de lipideos ao longo
do desenvolvimento e apds desmame precoce. Expresséo relativa de genes relacionados ao
metabolismo de lipideos (A-F) avaliados por meio de gPCR. Gapdh foi utilizado como gene enddgeno
para normalizac@o. A idade de O dia foi utilizada como controle de expressdo. N = 5 animais por
grupo. Erro indicado por média + SEM. * indica diferenca estatistica entre animais de mesma idade
com ou sem desmame precoce (teste T; p < 0,05).
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Sintese de Acidos Biliares

i CARREADOR DE SOLUTO
3 BETA-HIDROXIESTEROIDE C FAMILIA 27 MEMBRO 5§
ESTEROL 12-ALFA-HIDROXILASE DESIDROGENASE TIPO 7
8 16
s © *
= .“>- 8 * E
S [} -
®3 @~ %
S2 8 '3
0 A 00 T ~
o O 0w .g N
o @ T w2
o bl nu
i e £
X o
2 S— x
FF DL S s A
AV S DB ae g 1&6‘ u&,é‘ gb“f 2

PO CAPC)

Tempo apés nascimento

N R A PR P
. 2 & 3 G
Tempo apés nascimento 2w

Tempo apos nascimento

Metabolismo de Xenobioticos

GLUTATIONA
D S-TRANSFERASE P1 E uoP F uDP
GLUCURONOSILTRANSFERASE 1A6 GLUCURONOSILTRANSFERASE 1A1

s s s
= >
k) g S
[] = s
2 g g%
'° B l° E |° g
§ O ﬁ S 23

o @
o 2 g

a a
= 3 I3
a w w

-2 v v 2
B S R S e °b’b\~,\,,,96\‘9$§9& °6‘b~.4".5§.@ ‘..“Q‘f
S & % o C) C) s’ 4 o
il 10"@ 109@ 10’6\ s ‘bv .bty s’b. ¥ e
Cl Gl & N
Z ' ® Tempo apo6s nascimento Tempo apés nascimento

Tempo ap6s nascimento

Figura 13: Expressao génica de enzimas do metabolismo de acidos biliares e xenobiéticos ao
longo do desenvolvimento e apdés desmame precoce. Expresséo relativa de genes relacionados
ao metabolismo de &cidos biliares (A, B, C) e ao metabolismo de xenobidticos (D, E, F) avaliados por
meio de gPCR. Gapdh foi utilizado como gene enddgeno para normalizagdo. A idade de 0 dia foi
utilizada como controle de expressdo. N = 5 animais por grupo. Erro indicado por média + SEM. *
indica diferenca estatistica entre animais de mesma idade com ou sem desmame precoce (teste T; p
< 0,05).
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Aminotransferases
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Figura 14: Expressd@o génica de aminotransferases e proteinas carreadoras ao longo do
desenvolvimento e apés desmame precoce. Expressao relativa de aminotransferases (A, B) e
proteinas carreadoras produzidas pelo figado (D, E) avaliados por meio de qPCR. Gapdh foi utilizado
como gene enddgeno para normalizacdo. A idade de 0 dia foi utilizada como controle de expresséo.
N = 5 animais por grupo. Erro indicado por média £+ SEM. * indica diferenca estatistica entre animais
de mesma idade com ou sem desmame precoce (teste T; p < 0,05).
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Figura 15: Expresséo génica do metabolismo hepatico ap6s desmame precoce. Representacdo
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Como animais de mesma idade, que foram desmamados em diferentes
momentos, se encontram em diferentes tempos pdés desmame, analisamos as
idades de 4 semanas (4s) do desenvolvimento normal em relacdo a 3 semanas (3s)
do desmame precoce, pois ambos se encontram no mesmo periodo apos desmame
(uma semana ap0s o desmame). Observou-se que, apesar de se encontrarem em
um mesmo tempo apos o dia do desmame, os animais de 3s do desmame precoce
apresentam maior nivel de expressédo dos genes metabdlicos (Figuras 16, 17, 18,
19, 20). O evento do desmame precoce, portanto, altera o programa normal do
desenvolvimento hepatico, elevando a expressdo dos genes de metabolismo até a
vida adulta, causando impactos diferentes em relacdo ao desmame normal ndo

podendo ser considerado como apenas um adiantamento do evento de desmame.
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Figura 16: Expressdo génica de enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos uma
semana ap0s desmame. Expressao relativa de genes das vias de glicélise (A, B, C), gliconeogénese
(D, E, F) e metabolismo de glicogénio (G, H) avaliados por meio de qPCR. Gapdh foi utilizado como
gene enddgeno para normalizacdo. A idade de 4 semanas do desenvolvimento normal foi utilizada
como controle de expressao. N = 5 animais por grupo. Erro indicado por média + SEM. * indica
diferenca estatistica entre os dois grupos (teste T; p < 0,05).
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Sintese de Acidos Graxos
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Figura 17: Expresséo génica de enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos uma semana
ap6s desmame. Expresséao relativa de genes de sintese de &cidos graxos (A, B, C) e oxidacédo de
acidos graxos (D, E) avaliados por meio de gPCR. Gapdh foi utilizado como gene endbgeno para
normalizagdo. A idade de 4 semanas do desenvolvimento normal foi utilizada como controle de
expressdo. N = 5 animais por grupo. Erro indicado por média £+ SEM. * indica diferenca estatistica
entre os dois grupos (teste T; p < 0,05).
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Proteinas Relacionadas ao Metabolismo de Lipideos
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Figura 18: Expressdo génica de proteinas relacionadas ao metabolismo de lipideos uma
semana ap6s desmame. Expressao relativa de genes relacionados ao metabolismo de lipideos (A-
F) avaliados por meio de qPCR. Gapdh foi utilizado como gene enddgeno para normalizacdo. A idade
de 4 semanas do desenvolvimento normal foi utilizada como controle de expressdo. N = 5 animais por
grupo. Erro indicado por média + SEM. * indica diferenca estatistica entre os dois grupos (teste T; p <
0,05).
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Sintese de Acidos Biliares
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Figura 19: Expressd@o génica de enzimas do metabolismo de &cidos biliares e xenobioticos
uma semana ap0s desmame. Expresséo relativa de genes relacionados ao metabolismo de &cidos
biliares (A, B, C) e ao metabolismo de xenobiéticos (D, E, F) avaliados por meio de qPCR. Gapdh foi
utilizado como gene enddgeno para normalizagdo. A idade de 4 semanas do desenvolvimento normal
foi utilizadacomo controle de expressdo. N = 5 animais por grupo. Erro indicado por média + SEM. *
indica diferenca estatistica entre os dois grupos (teste T; p < 0,05).
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Aminotransferases
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Figura 20: Expressao génica de aminotransferases e proteinas carreadoras uma semana apds
desmame. Expresséao relativa de aminotransferases (A, B) e proteinas carreadoras produzidas pelo
figado (D, E) avaliados por meio de gqPCR. Gapdh foi utilizado como gene endbgeno para
normalizagdo. A idade de 4 semanas do desenvolvimento normal foi utilizada como controle de
expressdo. N = 5 animais por grupo. Erro indicado por média £ SEM. * indica diferenca estatistica
entre os dois grupos (teste T; p < 0,05).
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6. DISCUSSAO

O figado desempenha importantes funcbes bem caracterizadas no periodo
fetal, onde apresenta atividade predominantemente hematopoiética. Ja no adulto, o
figado se torna um importante 6rgdo metabdlico, mantendo ainda uma importante
funcdo imune, porém ndo mais hematopoiética. Entretanto, as adaptacbes que
ocorrem no figado que permitem sua transicdo de um 6rgdo fetal hematopoiético
para metabdlico no adulto ainda ndo sdo bem descritas. Esse periodo de transicdo
neonatal € marcado por grandes mudancas para o individuo e o figado deve se
adaptar a essas mudancas, garantindo a sobrevivéncia mediante as novas
condi¢Bes extrauterinas. De fato, em um curto periodo, o figado deve ser capaz de
lidar com produtos da microbiota gastrointestinal, antigenos alimentares, moléculas
complexas para processamento e compostos xenobidticos. Deve, também, assumir
o controle definitivo da homeostase energética corporal juntamente com o tecido
adiposo, lidando com periodos de alimentagéo e jejum, antes nao existentes no feto.
A disponibilidade de nutrientes para processamento também sofre grandes
alteracdes nesse periodo com a transicdo de uma alimentacéo via corddo umbilical
in utero para o recebimento de leite materno e, apds o desmame, uma alimentacao
sélida. Neste contexto de mudancas abruptas na dieta e consequentemente no
metabolismo, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a dinamica das alteragbes
metabdlicas do figado durante o periodo neonatal até a vida adulta.

Inicialmente, buscamos entender funcionalmente a capacidade metabdlica
hepética. Tal abordagem, haja visto as multiplas fun¢Bes hepaticas, é ousada e
complexa. Porém, nosso grupo padronizou em estudos anteriores (DAVID et al.,
2016) um modelo que embora limitado, reflete em tempo real a capacidade
depurativa hepatica, sendo sensivel a situacfes de disfuncdes hepéticas, como
lesdo aguda por medicamentos. O estudo se iniciou com a comparagao da funcao
hepatica entre adultos e diferentes idades de recém-nascidos pela avaliacdo da
capacidade de depuracdo do corante verde de indocianina. Observamos que, até a
segunda semana de vida (2s), o figado ndo é competente em depurar o verde de
indocianina em comparagao a animais adultos, indicando uma menor capacidade
funcional hepatica. Tal funcionalidade depurativa s6 € alcancada na 32 semana de
vida, se igualando aos parametros observados até a fase adulta. Desta forma,

estabelecemos um primeiro pilar para a continuidade do nosso trabalho:
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funcionalmente — em termos metabdlicos - figados de recém-nascidos séo diferentes
de adultos. Para expandirmos nossos achados, buscamos em um segundo
momento avaliar uma outra faceta da funcionalidade metabdlica hepética: o manejo
de lipideos. Ja é bem descrito na literatura que o figado é de extrema importancia da
dindmica de lipideos, sendo um oOrgdo intermediario de processamento e
enderecamento de diversas modalidades de moléculas associadas a acidos graxos.
Portanto, é de se esperar que reducdo nestas funcbes metabdlicas hepéticas vao
impactar diretamente nos estoques de lipideos no figado. De fato, um dos primeiros
sintomas observados em pacientes com morbidades hepaticas é o acumulo
intracelular de lipideos — descrito inicialmente como uma degeneracado gordurosa ou
esteatose — que pode evoluir para quadros mais graves de fibrose e cirrose
hepatica. Nés hipotetizamos que tal disfuncionalidade transitéria observada em
recém nascidos poderia também refletir na dinAmica de estocagem lipidica hepatica.
Nesta segunda etapa, entdo, padronizamos uma avaliacdo dos estoques lipidicos do
orgado por microscopia confocal. H4 acumulo de lipideos no figado até a primeira
semana de vida (1s). O estoque de lipideos hepaticos se reduz, entdo, a partir da
segunda semana (2s) e 0s animais da terceira semana (3s) ja apresentam os niveis
de deposicdo de lipideos dos individuos da idade adulta (8s). Assim como
funcionalmente o figado se torna igual ao adulto na terceira semana (3s), observa-se
que os estoques lipidicos do 6rgdo também se igualam ao adulto na mesma idade
de 3 semanas. A grande quantidade de lipideos estocada no 6rgdo neonatal pode,
provavelmente, ser explicada por sua alta presenca no leite materno. Os lipideos
chegam ao figado em excesso e sao ali acumulados, podendo ser utilizados no
periodo de transi¢cdo alimentar do desmame.

Sabendo que o figado neonatal apresenta uma disfuncdo em relacdo ao
figado de animais adultos e que esta disfuncdo reflete na maior deposicdo de
lipideos do 6rgdo, procuramos realizar uma caracterizagcdo metabdlica do figado a
nivel molecular nas diferentes idades do desenvolvimento neonatal ao adulto,
através da analise da expressdo de genes envolvidos em vias do metabolismo por
PCR em tempo real. Isso nos permitiria avaliar, assim, quais vias do metabolismo,
especificamente, se encontram disfuncionais no figado neonatal.

A composi¢do nutricional da dieta neste periodo é fundamental para o

entendimento do metabolismo no figado e o padrdo de expressdo de enzimas
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metabdlicas encontrado. Apds o nascimento, o fornecimento constante de glicose da
mae via corddo umbilical é interrompido. Até o periodo do desmame, que ocorre
com a idade de 3 semanas (3s), 0s animais possuem como fonte de energia o leite
materno, formado por 69% de gordura, 8% de carboidratos e 23% de proteinas
(ANGEL; BACK, 1985) sendo, assim, muito rico em lipideos e pobre em
carboidratos. Com o reduzido fornecimento de carboidratos na alimentacdo, a
obtencdo de energia pela oxidacdo da glicose (glicolise), assim como a sintese de
glicogénio, diminuem. O figado deve, portanto, ativar sua producdo de glicose
através do aumento da gliconeogénese e quebra de estoques hepéticos de
glicogénio acumulados durante o periodo fetal (GRIJALVA; VAKILI, 2013; WARD
PLATT; DESHPANDE, 2005).

Na via da glicolise analisada neste trabalho, observou-se uma reducédo da
expressdo de Hk1 com o desenvolvimento, com a idade de 3 semanas (3s) atingindo
0s niveis de expressao vistos no adulto (8s). Entretanto, a expressao de Pfkl ndo se
altera e a PKIr sofre aumento. Apesar dos dados de Hk1l sugerirem uma ativagao
maior da glicélise no periodo inicial neonatal e Pkir sugerirem uma menor ativacéo, €
dificil estabelecer uma conclusédo a respeito do funcionamento geral desta via no
desenvolvimento. A expressdo ainda elevada de Hk1l no periodo préximo ao
nascimento, nas idades de 0 e 4 dias principalmente, pode ser reflexo da grande
dependéncia fetal de glicose como fonte de energia, com alta expressédo dos genes
de Hk1, Pfkl e Pkir nesse periodo (RENAUD et.al., 2014).

Observamos aumento na expressao dos genes que codificam as enzimas de
gliconeogénese (Fbpl, G6pc e Pckl) com o desenvolvimento, indicando que esta
via pode estar menos ativa no inicio do periodo neonatal, principalmente em 0 e 4
dias. Assim, a elevacao esperada nessa via ndo ocorre tdo prontamente apos o
nascimento.

Nos genes da glicélise e gliconeogénese o padrdo inicial de expressao
encontrado n&o condiz com a esperada menor atividade de glicolise e maior
atividade de gliconeogénese, o que poderia ser explicado por 3 aspectos: 1- 0
periodo inicial, até uma semana de vida (1s), parece ser ainda um momento de
transicdo e adaptacdo do 6rgdo as novas condigcbes, com respostas aos novos
estimulos ndo tdo prontamente observadas; 2- esse atraso na resposta pode indicar

uma inabilidade metabodlica hepatica de adaptar-se as novas necessidades,
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atrasando a ativacdo ou inativacao da expressao de suas enzimas; 3- apesar de néo
observarmos um aumento ou reducdo na transcricdo dos genes logo apds o
nascimento as vias podem estar mais ou menos ativas pela regulacdo da atividade
das enzimas. A gliconeogénese, por exemplo, ja pode estar mais ativa no periodo
pos-nascimento por um aumento na atividade das enzimas Pck e G6pc (GRIJALVA;
VAKILI, 2013; WARD PLATT; DESHPANDE, 2005).

A expressdo das aminotransferases Alt e Ast, responséveis pela entrada de
aminoacidos na via de gliconeogénese para producdo de glicose, € menor no
neonato, com aumento significativo a partir da terceira semana (3s) até o adulto. A
reduzida expressdo desses genes pode indicar uma menor entrada de aminoacidos
para a sintese de glicose via gliconeogénese e seu desvio para processos ainda
essenciais a um 6rgdo em desenvolvimento. E importante destacar que a menor
expressdo dessas enzimas torna a interpretacdo de dados clinicos de dosagem de
Alt e Ast no soro de neonatos duvidosos, podendo ser encontrados niveis baixos
apesar da existéncia de leséo hepética.

Com relacdo aos genes do metabolismo de glicogénio, o gene que codifica a
enzima Pygl, responsavel pela quebra de glicogénio, também apresentou um
aumento de expressdo tardio, iniciando somente com 4 dias (4d), se tornando
significativo apenas na segunda semana (2s). A alta taxa de quebra de glicogénio
descrita por outros trabalhos (SHELLEY, 1961) ocorre apenas logo apés o
nascimento, mas ndo se mantém durante o periodo de amamentacao, ja que 0s
estoques de glicogénio encontram-se reduzidos nesse periodo. Renaud (2014)
demonstra aumento na expressdo de Pygl logo antes ao nascimento, com rapida
queda na expressdo um dia ap0s 0 nascimento e nova elevacao apenas apos o dia
10. Assim, a inducéo dos genes relacionados a glicogendlise ocorre ainda antes do
nascimento, ndo tendo sido, assim, observadas nesse trabalho onde as analises se
iniciam apds o0 nascimento.

O gene de sintese de glicogénio, Gys2, por sua vez também tem aumento de
expressao a partir de 4 dias (4d) mas estatisticamente significante apenas a partir de
2 semanas (2s). O resultado obtido condiz com as observagdes de que o estoque de
glicogénio permanece baixo durante a amamentacdo, no qual a glicose vinda da
alimentacdo é escassa, e aumentam apos o desmame (SHELLEY, 1961). Pygl e

Gys2 tem aumento significativo, portanto, no mesmo periodo, com 2 semanas,
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préximo ao desmame, periodo em que pode ter inicio a formacdo de estoques de
glicogénio por Gys2 e sua quebra para utilizacdo por Pygl.

Com o alto fornecimento de lipideos na alimentagdo, h4 um aumento hepético
da oxidacdo de acidos graxos e cetogénese. Esse processo é importante para o
fornecimento de energia e corpos cetbnicos, que constituem importante fonte de
energia alternativa a glicose no periodo neonatal (WARD PLATT; DESHPANDE,
2005). Por outro lado, ha uma menor necessidade de producéo de lipideos pelo
proprio organismo ocorrendo, assim uma reducdo na via de sintese (HERRERA,
2000).

As enzimas de sintese de acidos graxos Fasn, Elovli3 e Scdl aumentam sua
expressdo apenas da terceira semana (3s) em diante, ou seja, apdés o desmame,
quando h& uma grande reducao na ingestéo de lipideos, devido ao seu baixo teor na
alimentacdo solida. Os dados de expressao génica confirmam, portanto, a menor
sintese de &acidos graxos durante a amamentacdo. Renaud (2014) também
demonstra uma reduzida expressdo dessas enzimas no periodo de amamentacéo,
com aumento apds o desmame.

Cptla apresentou aumento de expressdo a partir da semana 1 (1s) até a
semana 4 (4s), com pequena reducdo na idade adulta (8s), apesar das alteracbes
nado serem estatisticamente significativas. A atividade de [(-oxidacdo hepatica
parece, portanto, estar mais acentuada no periodo de amamentacao, apesar da
ativacdo apenas uma semana ap6és o nascimento. Segundo Ward Platt (2005), os
acidos graxos de cadeia longa sédo responsaveis pela regulacdo pés-transcricional
de Cpt, promovendo um aumento da B-oxidac&do, o que justifica o aumento tardio e
em pequena proporcdo em nivel de regulacdo transcricional, ja que a regulacao
dessa via parece ocorrer principalmente pela regulacdo da atividade da enzima.
Observamos, também, um aumento do gene Acoxl a partir da semana 1 (1s), sendo
significativo nas semanas 4 (4s) e 8 (8s), podendo indicar que a oxidagédo de acidos
graxos no peroxissomo se torna mais ativa ao longo do desenvolvimento. Renaud
(2014) demonstra uma reducdo de Cptla apds o desmame e aumento de Acoxl
sugerindo a mudanca de oxidagao mitocondrial para peroxisossomal.

Genes relacionados ao transporte de lipideos, pelo plasma ou intracelular, se
encontram reduzidos nas idades iniciais do desenvolvimento. Apoe apresenta

aumento na expressao a partir de 4d e o receptor Lrpl0 tem aumento em 1s
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indicando que a captura de lipideos dos remanescentes de quilomicrons e IDL pelo
figado neonatal se torna mais acentuada a partir da semana 1 (1s). Apoal, presente
no HDL, também aumenta em 4d e Fabpl, responsavel pelo transporte intracelular
de acidos graxos, aumenta sua expressdao com 1s. O aumento da expressao desses
genes responde ao grande aporte de lipideos recebidos pelo leite, sendo este
periodo um momento de grande necessidade de transporte de lipideos pela corrente
sanguinea e nos hepatécitos. O aumento na expressao génica se torna evidente,
entretanto, principalmente a partir da semana 1 (1s), indicando que o periodo poés-
nascimento representa ainda uma fase de adaptacdo a nova condicédo para ativacao
da transcricdo do gene. Renaud (2014) também demonstra um aumento de
proteinas relacionadas a goticulas lipidicas e VLDL, como Apoal, apdés o
nascimento para acomodar o grande influxo de lipideo do leite. A perilipina, parte da
estrutura de goticulas lipidicas, ndo altera ao longo do desenvolvimento tendo
apenas um pegueno aumento na idade adulta (8s). Lpl apresenta um perfil de
aumento entre as semanas 1 (1s) a 4 (4s) e reducéo na expresséo na idade adulta
(8s). Segundo Herrera (2000), a expressao de Lpl no figado do adulto é baixa, mas
estd presente no periodo neonatal, tornando o figado do neonato um oOrgao de
grande captura dos lipideos provenientes da alimentacdo e carreados em
quilomicrons, que serdo utilizados nos processos de oxidacdo. Apds desmame 0sS
niveis de Lpl caem até os niveis adultos.

Genes relacionados a sintese de &cidos biliares, Slc27a5, Hsd3b7 e Cyp8b1,
tem menor expressao nas idades iniciais, aumentando sua expressao a partir da
semana 1 (1s). Segundo Grijalva (2013) e Diehl-Jones (2002), os neonatos possuem
menor capacidade de sintese e secrecao de bile, o que pode ser demonstrado pela
reduzida expressao das enzimas. Renaud (2014) também demonstra um aumento
na expressdo de enzimas do metabolismo de &cidos biliares préximo a idade de
desmame. O metabolismo de xenobidticos também se encontra reduzido no
neonato, como pode ser observado pela menor expressdo das enzimas Gstpl,
Ugtla6 e Ugtlal, com aumentos comecando na primeira semana (1s). Diehl-Jones
(2002) também relata menor captura e eliminacdo de xenobiéticos pelos neonatos
devido a um atraso na expressao dessas enzimas. Isso pode refletir em um maior
tempo para eliminacdo dessas substancias pelo organismo, sendo necessarios

cuidados nas doses e intervalos de administracao de farmacos a neonatos.
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O gene que codifica a proteina carreadora plasmatica produzida pelo figado,
albumina, apresentou um aumento na expressao com 4 dias (4d), atingindo niveis
adultos. Apesar de trabalhos indicarem que sua producdo se inicia no periodo
gestacional e apresenta niveis adultos ao nascimento (BEATH, 2003; GRIJALVA,;
VAKILI, 2013), ainda h4 um ajuste desses niveis nos primeiros dias de vida. O
aumento de sua expressao é importante para acomodar o grande influxo de lipideos
que necessitam ser carreados pelo plasma. A Afp, por sua vez, é a principal proteina
plasmatica produzida pelo feto e sua producédo ainda é presente no inicio do periodo
neonatal. A expressao de Afp reduz a partir de duas semanas (2s). Como indicado
por Li (2009) esse gene reduz sua expressao apds o hascimento, praticamente nao
sendo produzida no adulto. Lee (2012) também demonstra a alta expressédo de Afp
até o dia 7 pds-nascimento com sucessiva queda. A Afp é o anélogo fetal da
albumina e sua expressdo reduz no periodo neonatal sendo, entretanto, ainda
encontrada na primeira semana apds o nascimento indicando que o 6érgdo ainda
esta em periodo de adaptacdo e caracteristicas fetais ainda se mantém por certo
periodo.

Os resultados demonstram, em geral, menor expressao de varios genes
relacionados ao metabolismo no neonato entre as idades de 0 dia (0d) e uma
semana (1s) indicando menor atividade do metabolismo hepatico no inicio da vida
pés-natal. Estudos do perfil de expressdo de genes hepéticos no desenvolvimento
por Microarray e RNA-Seq também demonstram diferentes padrbes de expressao
nas diferentes idades. A expressao génica fetal se caracteriza por um predominio de
genes envolvidos na organogénese, desenvolvimento e diferenciacdo do 6rgao, com
a ativacdo de genes de controle de ciclo celular, proliferacdo e sinalizacédo celular
(LEE et al., 2012; LI et al., 2009). Também se encontram mais expressos nesse
periodo genes envolvidos na hematopoiese, refletindo a principal funcédo do figado
fetal (JOCHHEIM et al., 2003). No inicio do periodo neonatal, at¢é o dia 10
aproximadamente, ainda estdo ativos genes envolvidos na organizagao tecidual
como genes de morte celular, movimento celular, organizacdo de citoesqueleto,
morfologia celular, proliferacdo e outros (GUNEWARDENA et al., 2015) e genes de
metabolismo ainda menos expressos. A partir do dia 20 até a fase adulta, estdo

expressos genes do metabolismo de lipideos, carboidratos, proteinas e farmacos,
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indicando a mudanca do 6rgdo para a sua adaptacdo a funcdo majoritariamente
metabolica (GUNEWARDENA et al., 2015; JOCHHEIM et al., 2003; LI et al., 2009).

Observamos, entdo, que o figado neonatal apresenta menor atividade
metabdlica principalmente entre o dia 0 (0d) e a primeira semana (1s) do
desenvolvimento pés-natal. O padréo de expressao dos genes se eleva ao longo do
desenvolvimento e atinge os niveis de expressdo semelhante ao adulto (8s) no
periodo proximo ao desmame, nas idades de 3 e 4 semanas (3s e 4s). O evento de
desmame parece, assim, ser um ponto importante no processo de mudanca do perfil
metabdlico animal. Procuramos, entdo, avaliar se o desmame participa da regulacdo
das alteracdes no perfil de expressdo génica metabodlica. Avaliamos, também, a
resposta metabodlica hepética frente a um desafio nutricional durante o periodo de
desenvolvimento. Para isso, desenvolvemos um protocolo de desmame precoce
onde os animais foram desmamados uma semana antes da idade convencional. Os
filhotes com duas semanas de idade (2s) foram separados da mae e sua ingestao
de agua e comida acompanhada durante a primeira semana de desmame. Apesar
de uma perda de peso observada inicialmente, o protocolo de desmame precoce se
mostrou eficiente uma vez que 0s animais voltaram a ganhar peso e se
desenvolveram normalmente até a vida adulta.

Os animais desmamados precocemente apresentaram maior expressao dos
genes metabdlicos nas idades de 3, 4 e 8 semanas quando comparados aos
animais de mesma idade, mas desmamados no periodo normal. Em animais com
mesmo tempo pos-desmame, mas desmamados em diferentes idades, a elevacao
na expressao génica também foi maior no grupo de desmame precoce. ISSO nos
indica, portanto, que o desmame precoce ndo é simplesmente o adiantamento do
evento do desmame, mas se configura como um insulto nutricional ao animal. Os
efeitos na expressdo génica provocados pelo desmame precoce se estenderam,
portanto, até a vida adulta. Essa observacdo se complementa a estudos de
alteracdes nutricionais no periodo neonatal e seus efeitos posteriores no individuo
adulto. As mudancgas nutricionais no periodo neonatal ou na fase de desmame
podem ser provocadas pela alteracdo na quantidade de nutrientes disponiveis -
estudos de hipernutricio e méa nutricio (FUENTE-MARTIN et al., 2012; RAMON-
KRAUEL et al., 2018) - ou na composicao da dieta - fornecendo diferentes tipos e
quantidades de lipideos e carboidratos (DESAI; BABU; ROSS, 2007; ROBERT et al.,
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2009). Esses desafios nutricionais promovem alteracées no perfil metabdlico que
persistem até a vida adulta aumentando o risco de desenvolvimento de doencas
cronicas como obesidade, resisténcia a insulina, diabetes e esteatose. Os efeitos a
longo prazo podem, entretanto, permanecer silenciados e serem observados apenas
apos desafio nutricional. Somando a esses estudos, observamos que a idade em
gue o desmame ¢é feito — no periodo normal ou precocemente - também resulta em
impactos para o desenvolvimento do metabolismo animal. O desmame precoce
alterou o programa de desenvolvimento metabdlico elevando a expressao dos genes
metabdlicos até a vida adulta. Essas observacbes se tornam importantes
atualmente, periodo em que a duracdo da amamentacdo vem reduzindo e apenas
35% das criancas sao exclusivamente amamentadas por leite materno nos primeiros
4 meses de vida, contrariando a recomendacdo da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) de 6 meses (WHO, 2002).

E importante salientar que os dados apresentados por este trabalho se
referem & transcricdo génica pela avaliagdo do nivel de expressdo de RNAmM na
célula. Entretanto, h4 muitos niveis de regulacdo da expressao como controles de
processamento do RNAm, traducéo e atividade da enzima. Assim, enzimas que nao
tem sua transcricdo alterada podem estar mais ou menos ativas pela regulacao de
sua atividade, por exemplo. A avaliacdo dos niveis de RNAm por qPCR €, assim,
apenas um dos indicios do que pode estar ocorrendo no desenvolvimento
metabdlico hepético. Sabe-se, também, que apds o nascimento ha colonizacédo do
trato gastrointestinal com microrganismos e essa populacdo se altera ao longo do
desenvolvimento neonatal a medida que ocorrem as mudancas na ingestdo de
nutrientes. A mudanca nessa microbiota pode, também, interferir nos processos
metabolicos avaliados nesse trabalho e sdo de interesse para futura investigacao.

Nossos dados sugerem, portanto, que o figado passa por adaptacdes em seu
metabolismo ap0s o nascimento até estabelecer suas fun¢des do 6rgdo adulto. A
funcdo metabdlica hepatica € menor nos primeiros periodos da vida e a expressao
dos genes do metabolismo se eleva com o desenvolvimento, adquirindo o perfil do
orgdo adulto no periodo proximo ao desmame, na terceira semana de vida.
Podemos observar, ainda, que ndo ha um programa de desenvolvimento metabdlico
e a mudanca da idade de desmame, com o0 adiantamento de uma semana, eleva a

expressdo dos genes metabdlicos até a vida adulta. As alteracdes nutricionais no
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inicio da vida tém efeitos, portanto, que persistem até o individuo adulto. O
entendimento da fisiologia e adaptacdo metabdlica do figado em seu
desenvolvimento apds o nascimento até a vida adulta serve de base para a tomada

de melhores medidas de nutricdo neonatal.
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7. CONCLUSOES

O figado de animais neonatos e adultos sao diferentes em termos funcionais
e metabdlicos. A funcdo hepética encontra-se reduzida no periodo neonatal como
observado pela reduzida capacidade de depuracao do corante verde de indocianina
e pelo acumulo de lipideos no figado. O animal passa por mudancas metabdlicas ao
longo da vida, apresentando menor expressao de genes envolvidos no metabolismo
no inicio do periodo neonatal e aumento nessa expressdo ao longo do
desenvolvimento. A aquisicdo do perfil metabdlico semelhante ao adulto ocorre
préximo ao periodo do desmame, na semana 3, indicando que este evento parece
ser importante para guiar as alteracdes metabdlicas do periodo. Também é
importante destacar que ndo ha um programa fixo de desenvolvimento metabdlico
uma vez que o animal responde a desafios nutricionais como do desmame precoce
alterando a expressdo de seus genes metabdlicos. O desmame precoce, portanto,
causa alterac6es no padrao de expressdo génica que persistem até a vida adulta
podendo impactar no desenvolvimento de doencas como diabetes, obesidade e
esteatose hepética sendo, portanto, de suma importancia o acompanhamento da
nutricdo neonatal como forma de reduzir futuros impactos no individuo adulto
resultantes da adocdo de medidas nutricionais inadequadas nas idades iniciais de

desenvolvimento.
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