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RESUMO

CAMPOS-RODRIGUES, S. Avaliacdo funcional e molecular de adaptacfes no
metabolismo energético hepatico ao final do periodo de prenhez em ratas.
2011. 54 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2011.

A participagdo do figado na homeostasia da glicose materna ainda ndo esta
esclarecida. Este estudo avaliou a producdo hepatica de glicose em ratas prenhes e
controle bem como algumas das principais vias metabdlicas hepaticas envolvidas
nas alteracbes metabdlicas mediadas pelo figado ao final do periodo de prenhez em
ratas. Houve diminuicdo do contetudo de glicogénio hepatico e glicose circulante em
ratas prenhes. A taxa de gliconeogénese diminuiu em prenhes assim como o0
conteudo de IR e sua fosforilagdo em tirosina mediante estimulo com insulina, porém
a fosforilacdo em serina da AKT e o conteddo e expressdo génica da PEPCK,
mantém-se como em controles. H& aumento do conteudo de PTP1B e de sua
associacdo ao IR na presenca de insulina. Houve diminuicdo do contetdo de
G6Pase, AMPK total e da fosforilacdo da AMPKa/1 e, consequientemente, da
fosforilacdo da ACC em ratas prenhes. H4 aumento de triglicérides circulantes e
diminuicao de triglicérides no tecido hepatico. Aumenta a expressao génica da FAS
e diminuem as expressoes de G-6-Pase, MEs, LXR, SREBP1 e PFK. Os resultados
indicam nao haver resisténcia a insulina no figado de ratas prenhes e que a
atividade metabdlica hepatica no periodo estd voltada para a sintese de novo de
acidos graxos.

Palavras-chave: Sinalizacao intracelular. Prenhez. Gliconeogénese. Figado.



ABSTRACT

CAMPOS-RODRIGUES, S. Functional and molecular evaluation of energy
metabolism adaptations in liver from pregnant rats. 2011. 54 p. Masters thesis
(Human Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2011.

The involvement of the liver in maternal glucose homeostasis is still unclear. This
study evaluated the hepatic glucose production in pregnant rats and some of the
hepatic metabolic pathways involved in metabolic disorders mediated by the liver in
late pregnancy.There was a decrease in liver glycogen content and plasma glucose
in pregnant rats. The rate of gluconeogenesis decreased as well as the contents of
IR tyrosine phosphorylation after insulin stimulus, but the pSer-AKT, PEPCK, SHP2
contents, SHP2-IR association and the expression of PEPCK remained unaltered.
The content of PTP1B and its association with IR decreases in the presence of
insulin. The content of G6Pase, AMPK and the phosphorylation of AMPK a/1 and
consequently the phosphorylation of ACC decreases in liver from pregnant animals.
Triglyceride levels and the expression of FAS was increased in pregnant rats
whereas the triglycerides reduced in the liver. The expression of G-6-Pase, MEs,
LXR, SREBP1 and PFK decreased in the liver of pregnant rats. The results indicate
no insulin resistance in the liver of pregnant rats, and that hepatic metabolic activity
in this period is focused on de novo fatty acids synthesis.

Key words: Intracellular signaling. Pregnancy. Gluconeogenesis. Liver.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

O fluxo de substratos energéticos entre os tecidos provedores (figado,
musculatura esquelética, tecido adiposo) e o sangue sao finamente regulados de

modo a prover o organismo de energia para seu funcionamento adequado.

Inimeras patologias estdo relacionadas ao metabolismo energético, talvez a
mais conhecida seja o diabetes mellitus. O tipo | do diabetes ocorre quando ha
perda da funcionalidade da parte endécrina das ilhotas pancreaticas e
consequentemente supressdo da producdo hormonal de insulina e perda dessas
acOes hormonais em todo o organismo. O diabetes tipo Il apresenta um quadro de
sindrome metabdlica caracterizado por resisténcia a acdo da insulina em tecidos
periféricos com persisténcia de quadro de hiperglicemia que pode desencadear
perda da funcdo enddcrina pancreédtica e evolucdo do quadro semelhante ao

diabetes tipo I.

O diabetes € um problema global de saude publica, estima-se que nos Estados
Unidos 11,2% dos homens e 10,2% das mulheres acima de 20 anos de idade tem
diabetes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010).

1.2 PRENHEZ

A prenhez é um periodo em que a fémea € transitoriamente submetida a
alteracbes metabolicas que resultam em um quadro semelhante & sindrome
metabdlica, mas que geralmente sdo cuidadosamente reguladas para fornecer um
suprimento ideal de substratos da mée para o feto. No final da gestacéo, observa-se
a ocorréncia de um quadro de resisténcia periférica a acdo da insulina, porém este
tende a regresséo apoés o parto e inicio da lactacao.

De modo geral, no inicio do periodo, a fémea prenhe apresenta incremento no

anabolismo, estando os tecidos mais sensiveis a captacédo de aminoacidos e glicose
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(NAISMITH; MORGAN, 1976; HERRERA, 2000) o que também ocorre pontualmente
durante algumas fases da lactacdo, porém de maneira dependente de fatores
ambientais e namero de crias (DENIS; WILLIAMS; VERNON, 2003). Grande parte
desta acdo se deve a uma maior sensibilidade a insulina nesse periodo, havendo
alta captacdo de glicose principalmente no tecido adiposo e muscular (HERRERA,
2000). Ja no fim da prenhez o que se nota € uma menor sensibilidade a insulina, de
modo a aumentar a disponibilidade de seu principal substrato, a glicose, para o feto
(SMITH; GROVE, 2002).

Todas essas alteraces no metabolismo energético materno e as diferencas
observadas no inicio e final da prenhez sédo reguladas por iniumeros hormoénios,
notadamente os hipofisarios, ovarianos e do cértex adrenal, reajustados por
ocorréncia da concepcao e que vao garantir a continuidade da formacé&o de um novo
ser. As alteracbes hormonais que ocorrem na prenhez induzem modificacdes na
transmissdo dos diferentes sinais hormonais e da amplitude do efeito celular aos

hormonios nos tecido-alvo.

Por exemplo, os esterdides sexuais, que durante a prenhez sdo mantidos em
niveis altos, se relacionam com a regulacdo do metabolismo energético, agindo
diretamente sobre o péancreas enddcrino. A administracdo de estrogenos induz
aumento do conteudo de insulina em pancreas de ratos que pode contribuir para a
hiperinsulinemia observada durante a prenhez em mamiferos. Ha também
regeneracdo e hipertrofia de ilhotas pancreaticas em modelo animal de
pancreatectomia parcial tratato com estrégenos (HOUSSAY; FOGLIA; RODRIGUEZ,
1954).

Em ratas, observa-se também no final da prenhez uma alta taxa de utilizacdo
de glicose pelo concepto, que representa cerca de 30% da taxa de utilizagao total de
glicose pelo organismo materno (LETURQUE et al., 1986). Este fluxo representativo
de glicose direcionado ao concepto é garantido pela resisténcia a acdo da insulina
no tecido adiposo (FERRE et al, 1986) e na musculatura composta
predominantemente por fibras glicoliticas (LETURQUE et al., 1986). Quando levados
em consideracdo todos os tecidos responsivos a insulina, a captacdo de glicose
materna diminui de 40 a 60% durante uma gravidez/prenhez normal, tanto em
humanos como em roedores (HORNNES, 1985; ROSSI et al., 1993).



13

1.2 METABOLISMO ENERGETICO HEPATICO NA PRENHEZ

Sabe-se que a utilizacdo das reservas energéticas hepéticas € variavel de
acordo com a situacdo nutricional. No jejum, o figado € o principal produtor de
glicose, quebrando o glicogénio hepatico e sintetizando glicose a partir de lactato,
aminoécidos, glicerol e piruvato; a lipogénese é diminuida e a oxidacdo de &cidos
graxos e a cetogénese sdo ativadas visando suprir os tecidos extra-hepaticos de
energia e combustiveis metabdlicos. Em funcdo dessa acdo do figado sobre os
substratos energéticos disponiveis para 0 organismo, alteracbes em seu
funcionamento podem claramente afetar o metabolismo e a homeostasia energética
geral, sendo, portanto, base do desenvolvimento de doencas metabodlicas como
diabetes tipo Il e a sindrome metabdlica (VIOLLET et al., 2009).

Os dados da literatura referentes a participacdo do figado na resisténcia a
insulina durante a prenhez ainda sao conflitantes. Ha relatos de aumento
(GONZALEZ et al., 2003) e de reducao da fosforilacdo do IRS1 induzida por insulina
no animal prenhe (SAAD et al., 1997) além de aumento da atividade de fosfatases
associadas a membranas (HAUGUEL-DE MOUZON, 1993), porém sem alteracdo de
alvos importantes da insulina, da quantidade de glicogénio hepatico (HERRERA,;
KNOPP; FREINKEL, 1969; KILGOUR; VERNON, 1987) e da capacidade de suprimir
a producdo hepatica de glicose (NOLAN; PROIETTO, 1996).

A ligacdo da insulina a subunidade extracelular do seu receptor de membrana
(IR) estimula sua atividade enzimatica, promovendo sua auto-fosforilacdo em varios
residuos de tirosina. Essa auto-fosforilagcao ativa o receptor, o que leva a fosforilacao
de substratos intracelulares, denominados substratos do receptor de insulina (IRSs).
(SAAD, 1994). A fosforilagdo em residuos de serina e treonina inativa esse receptor
e atualmente é considerada potente modulador dos efeitos da insulina (ZIERATH,;
WALLBERG-HENRIKSSON, 2002).

Apoés a fosforilagdo em diversos residuos de tirosina, os IRSs atuam como
proteinas acopladoras da subunidade regulatéria da enzima fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K). A ligacédo da subunidade p85 da PI3K ao substrato do receptor de
insulina 1 (IRS1) estimula a atividade quinase da subunidade catalitica p110 e a

ativacdo dessa proteina promove varios efeitos biolégicos da insulina, dentre eles a
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captacdo de glicose, translocagcdo de transportador de glicose 4 (GLUT4) para a
membrana plasmatica, sintese de glicogénio e de &cido desoxirribonucléico (DNA) e
ativacdo da lipolise (DE FRONZO; MIKI; STEINKE, 1967; TANIGUCHI; EMANUELLI;
KAHN, 2006).

Estudos recentes tém demonstrado que vias de sinalizacdo que sao
independentes do sinal intracelular desencadeado pelo receptor de insulina
desempenham um papel crucial na regulacdo de eventos metabdlicos tais como a
captacdo de glicose dependente da translocacdo de vesiculas de GLUT4 e a
producdo hepética de glicose proveniente da gliconeogénese. Uma destas vias
alternativas a sinalizacdo da insulina envolve a ativacdo de uma proteina quinase
dependente de AMP, a AMPK.

1.3 PROTEINA QUINASE ATIVADA POR MONOFOSFATO DE ADENOSINA

A AMPK é um complexo heterotrimétrico que apresenta trés sub-unidades,
uma catalitica (a/1) e outras duas n&o cataliticas (/2 e y) (HARDIE; CARLING,
1997). Cada subunidade apresenta duas ou mais isoformas: a2, 1, y1 ou y3
(MAHLAPUU et al., 2004). A sub-unidade B ou 2 atua como uma estrutura que
mantém as sub-unidades a ou 1 e y ligadas a ela, a subunidade y tem sido proposta
como ligante de 5’AMP. Muta¢des na subunidade y podem acarretar problemas no
metabolismo de glicogénio (CHEUNG et al., 2000; ARAD et al., 2002).

A AMPK atua como um sensor do status energético celular na maioria dos
tecidos e 6rgaos, pois integra o0s sinais nutricionais e hormonais. De modo geral age
estimulando a captacdo de glicose e a oxidacdo de lipidios, enquanto suprime
processos consumidores de energia, controlando assim a homeostase glicémica
pela regulacdo do metabolismo em varios tecidos periféricos chave da patologia do
diabetes tipo Il, como figado, musculo esquelético, tecido adiposo e células B
pancreaticas (LONG; ZIERATH, 2006).

A ativacdo da AMPK é primariamente regulada pelo AMP; quando a razéo
AMP/ATP intracelular aumenta, a ativacdo direta da AMPK pelo AMP se da de
maneira conjunta com sua fosforilacdo em treonina 172 (CORTON; GILLESPIE;
HARDIE, 1994). A ligacao ao AMP expbe a subunidade a da AMPK, de modo que
essa acaba por ser fosforilada por uma de duas enzimas distintas, a CaMKK
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(quinase da quinase dependente de calmodulina) e a LKB1 (serina-treonina proteina
quinase). Durante o processo de contragdo muscular, a ativagdo da AMPK envolve a
fosforilacdo de uma quinase anterior, a AMPKK (HAWLEY et al., 1996) e a hidrdlise
de ATP em ADP + Pi para produzir energia (CORTON; GILLESPIE; HARDIE, 1994).

1.4.1 METABOLISMO DE CARBOIDRATOS

Vérios estudos ja demonstraram que a AMPK e CaMKK estdo envolvidas na
captacdo de glicose pela atividade contratil. As CaMKs sé&o proteinas que fosforilam
substratos importantes para a transcricdo génica e também atuam na secrecéo de
vesiculas, na regulacdo de canais ibnicos e na morfogénese celular (TOMBES;
FAISON; TURBEVILLE, 2003). A descricdo desses mecanismos permitiu que se
compreendessem como essas vias sao alvo de drogas hipoglicemiantes tais como
metformina e tiazolidinediona (KROOK; WALLBERG-HENRIKSSON; ZIERATH,

2004) usadas no tratamento do diabetes tipo II.

A AMPK fosforila diretamente e regula a acdo de enzimas (o que pode ativa-las
ou desativa-las) envolvidas na sintese de carboidratos, lipidios e proteinas. Por acéo
indireta, de longo prazo, regula fatores transcricionais atuantes nessas vias
metabdlicas (LONG; ZIERATH, 2006).

No tecido muscular e adiposo, AMPK aumenta a captacdo de glicose, pois esta
enzima estimula a translocacéo de vesiculas ricas em GLUT4 de modo dependente
da fosforilagdo do substrato AS-160 da proteina quinase B (AKT) (BRUSS et al.,
2005). Além disto, a AMPK diminui a secre¢ao de insulina pelas células
pancreaticas e reduz a ingestao alimentar quando ativada em centros especificos do
hipotadlamo (LONG; ZIERATH, 2006). A ativacdo da AMPK no figado resulta na
inibicdo da producgédo de glicose em decorréncia da diminuicdo da expressdo das
enzimas fosfoenol piruvato carboxiquinase (PEPCK) e glicose-6-fosfatase (G6Pase)
gue controlam principalmente a gliconeogénese (POSTIC; DENTIN; GIRARD, 2004),
enquanto que, por sua vez, a glicogendlise e a glicélise dependem da ativagdo da

enzima fosfofrutoquinase (PFK) que regula esses processos.
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1.4.2 METABOLISMO LIPIDICO

Além da modulagdo do metabolismo de carboidratos, a AMPK estimula a
oxidacdo de acidos graxos e inibe a sintese de triacilgliceréis no tecido hepatico. O
efeito da AMPK sobre o metabolismo de lipideos é decorrente principalmente da
capacidade desta enzima fosforilar e inibir a Acetil-CoA Carboxilase (ACC).
(HARDIE; CARLING, 1997).

A ACC é uma das proteinas-alvo bem caracterizadas da AMPK ativa.
(RUDERMAN; PRENTKI, 2004). Sua inativacdo, mediada pela fosforilacdo pela p-
AMPK, leva a sintese de colesterol e inibicdo da sintese de triacilglicer6is (HARDIE;
CARLING, 1997; RUDERMAN; PRENTKI, 2004), podendo, portanto, modular o
metabolismo de acidos graxos via figado. Sabe-se também que a ativacdo da AMPK
leva a um aumento na oxidacao de &cidos graxos, dependente da inibicdo da ACC
pela AMPK (RUDERMAN et al., 2003; SMITH; BRUCE; DYCK, 2005).

A sintese de novo de &cidos graxos, processo em que carbonos provenientes
de carboidratos sédo transformados em lipideos no figado (PARKS, 2002), é um
mecanismo em que a ACC participa de forma crucial. Embora a lipogénese de novo
seja altamente ativa em roedores, sua contribuicdo para o fluxo de acidos graxos em
humanos ainda ndo foi bem definida, devido a falta de métodos capazes de

mensurar a sintese in vivo de lipidios em humanos (PARKS, 2002).

Vérios fatores, inclusive nutricionais, regulam a expressdo das enzimas que
participam da lipogénese. ACC catalisa a carboxilacdo da acetil-CoA, reacdo mais
importante na regulacéo da sintese de novo de acidos graxos e a sintase de acidos
graxos (FAS), enzima anabdlica responsavel pela producdo de acidos graxos, que
converte a malonil CoA em palmitato. H& indicios de que dietas hipolipidicas e
hiperglicidicas estimulam consideravelmente a lipogénese (UYEDA; YAMASHITA,;
KAWAGUCHI, 2002), aumentando a expressao de enzimas lipogénicas (DELZENNE
et al., 2001).

O receptores LXR (Liver X receptors) regulam uma série de genes alvo
envolvidos no metabolismo hepatico de colesterol e acidos graxos (ULVEN et al.,

2005). Séo conhecidos como fatores de transcricdo que desempenham funcdes de
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regulacdo central na absorcgédo de lipideos, no metabolismo e no efluxo de colesterol.
LXR é ativado por colesterol oxidado, de modo que alteragbes no consumo de
lipideos, bem como em seu processamento, podem influenciar a atividade
transcricional dos genes regulados pelos receptores LXR (SZANTO; ROSZER,
2008). Dentre esses, os fatores de transcricdo SREBP (sterol regulatory binding
proteins) aumentam preferencialmente a transcricdo de genes envolvidos na sintese
de acidos graxos, por exemplo, o da ACC (STOECKMAN; TOWLE, 2002).

1.5 O MODELO DO ESTUDO

Pelo fato de ser o figado um dos principais tecido-alvo dos hormdnios
reguladores do fluxo de energia, como a insulina e o glucagon, diferentes vias
bioguimicas intracelulares sdo continuamente ativadas nesse 6rgao, o que garante a
regulacdo de processos centrais do metabolismo energético, como a glicolise,
gliconeogénese e glicogendlise. Tais eventos metabodlicos ocorrem também no
figado ou séo regulados por este 6rgdo em diferentes estagios de nutricdo e balanco
energético e estdo diretamente ligados a distlrbios e patologias como obesidade e
diabetes. Assim, a redefinicdo do fluxo energético da prenhez se relaciona a
importante participacdo de alteracdes da maquinaria protéica hepatica.

Neste estudo, enfocamos as alteracbes metabdlicas e suas vias no final da
prenhez em ratas Wistar, em especial o envolvimento na via da AMPK na producéo
hepatica de glicose. Diferente do tecido adiposo e musculo esquelético, a
participacdo do figado nas alteracdes do fluxo energético materno ainda ndo esta

completamente esclarecida.
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2 OBJETIVO

Avaliar, no figado de ratas no final do periodo de prenhez, a producdo dos
principais substratos energéticos e caracterizar algumas das alteracdes metabdlicas
hepaticas ocorrentes no periodo bem como esclarecer a participa¢do das principais

vias metabolicas (via da AMPK e via da insulina) envolvidas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas Wistar prenhes e virgens, separadas para cruzamento a
partir de 2,5 meses de idade, fornecidas pelo Biotério do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP (SP), alimentadas com racdo padronizada para roedores
Nuvilab CR1 (Nuvital Nutrientes S.A.) e agua ad libitum e mantidas em ciclo
claro/escuro de 12:12 horas e temperatura ambiente de 23 °C .

A verificacdo do ciclo estral das ratas foi realizada por esfregaco vaginal, por
pelo menos duas semanas antes do acasalamento. As ratas com ciclo normal e
regular foram entdo mantidas na proporcado de duas fémeas por macho por gaiola
por um periodo de 12 horas. Na manha seguinte, foi feito um lavado vaginal para
verificacdo da presenca de espermatozoides (indicativo do 1° dia de prenhez).
Foram utilizadas como controles (CTL) ratas virgens de mesma idade daquelas
destinadas aos cruzamentos. As ratas prenhes foram utilizadas para o0s
experimentos no 19° dia da prenhez (P19) e os tecidos extraidos foram usados para

avaliacdo dos mesmos parametros experimentais em ambos 0S grupos.

3.2 ESTIMATIVA DO CONTEUDO DE GLICOGENIO HEPATICO

Para a extracao e determinacdo do conteudo de glicogénio hepatico, retirou-se
parte do figado das ratas a serem sacrificadas e foi feita a dissecacdo do material
biolégico em gelo, estando o tecido embebido em solucéo fisiologica (NaCl 0,9%).
Uma porc¢éo de 300 a 500 mg de tecido foi colocada em 2 ml de KOH 30% em tubos
de centrifuga que foram hidrolisados em banho-maria fervente por uma hora. Em
seguida, os tubos contendo o tecido hepatico foram submetidos a fase de digestéo,
sendo, para tal, acrescidos de 0,2 ml de Na,SO, saturado a 40%.

Continuadamente, foram acrescentados 4,5 ml de alcool etilico a 95% ou
absoluto e os tubos agitados com bastao de vidro e submetidos a temperatura entre
50 °C e 60°C em banho-maria por cerca de 15 segundos até o alcool atingir fervura,

entdo os tubos foram retirados permitindo a precipitacdo do material de interesse.
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Os tubos foram centrifugados a 2.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante
contendo lipideos e proteinas foi retirado com bomba de succédo, acoplada a uma

pipeta de Pasteur.

Os tubos foram invertidos de modo a que o restante do sobrenadante
escorresse e a partir dessa etapa, o precipitado foi ressuspenso em agua destilada
quente e os tubos agitados e aquecidos até que todo o glicogénio fosse dissolvido.
Acrescentou-se 4,5 ml de &lcool etilico e os tubos foram novamente agitados e
aquecidos por cerca de 15 segundos até o alcool atingir fervura, entdo, mais uma
vez, os tubos foram centrifugados e o sobrenadante retirado. O precipitado das
amostras foi primeiramente diluido em 25 ml de H,0 e logo apds, diluido pela
segunda vez, em que aliquotas de 1 ml da primeira diluicdo foram depositadas em
tubos contendo 0,01 ml de solucédo de fenol (800 mg de fenol acrescidos de 0,2 ml
de H,O e dissolvidos em agua fervente) e 2 ml de H,SO,4. Depois os tubos foram
agitados e levados a banho fervente por 15 minutos. Apos estes procedimentos, a
concentracdo do glicogénio foi lida no espectofotométro (Gene Quant, Amershan
Pharmacia Biotech, Cambridge, RU) a 490 nm. Todos os valores obtidos para a
concentracdo de glicogénio hepatico foram normalizados para 100 mg/figado em

relacdo ao peso da aliguota analisada.

3.3 GLICEMIA BASAL

No periodo da manhd, antes do sacrificio, as ratas foram anestesiadas e
realizou-se uma pequena incisdo na cauda do animal em que foram retirados
aproximadamente 2 pl de sangue e o nivel de glicose sanguinea foi dosado com
aparelho apropriado para dosagem glicémica (Accu-Check, Roche, Sédo Paulo, SP,

Brasil).

3.4 PERFUSAO HEPATICA DE PIRUVATO IN SITU

As ratas prenhes e controle foram mantidas em jejum de 12 horas e durante o
periodo da manha tiveram o figado perfundido em um sistema nao recirculante,
usando meio sem hemoglobina e monovascular, como previamente descrito
(VARDANEGA-PEICHER et al., 2003). Os animais foram primeiramente
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anestesiados com tiopental soédico (25 mg/kg de peso corporal) e entdo submetidos
a laparotomia para exposicdo da veia porta e cava. A veia cava superior foi entdo
campleada e o fluido de perfusédo, Krebs-Henseleit (NaCl 115 mM, NaHCO3; 24 mM,
KCI 5 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 1 mM; pH 7,4, saturado com uma mistura de 95%:5%
de 0,:CO,), foi introduzido através de uma cénula na veia porta, enquanto uma
segunda cénula na veia cava inferior foi usada para saida do perfusato. O fluxo de
Krebs foi corrigido de acordo com o peso do figado estimado de cada animal (4 mL
min-1g-1g de peso fresco). O peso do figado foi considerado 4% do peso do animal,
que posteriormente ao sacrifico foi confirmado por pesagem (peso do figado em
relacdo ao peso do animal). Todos os animais foram submetidos a perfuséo
somente com Krebs nos primeiros 10 minutos, antes da perfusdo com Krebs
contendo piruvato (10 mM). O perfusato somente com Krebs foi coletado
primeiramente de 2 em 2 minutos (tempos -10,-8,-6,-4 e -2 sem Krebs) e em seguida
a cada minuto (tempo -1 e 0 sem Krebs). Logo apds a perfusdo com Krebs contendo
piruvato as coletas foram realizadas a cada 5 minutos (tempos 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35 e 40 minutos com Krebs + piruvato). As amostras coletadas foram submetidas a
dosagem de glicose por teste enzimético (Glicose Pap Liquiform ref. 84-2/500),
seguindo-se as instrucdes do fabricante. As concentracdes finais de glicose foram
obtidas por leitura no espectrofotometro a 505 nm e normalizadas para o peso total
estimado do figado. As areas sob as curvas, expressas em umol/g de peso de

figado fresco, foram calculadas utiliando-se o software GraphPad Prism (verséo 5.0).

3.5 PRODUCAO DE GLICOSE APOS SOBRECARGA INTRAPERITONIAL DE

PIRUVATO

O teste de tolerancia intraperitoneal ao piruvato foi realizado com a finalidade
de estimar a taxa de gliconeogénese em cada animal (YAO; NYOMBA, 2008). As
ratas foram mantidas em jejum de 12 horas durante a noite anterior ao experimento.
Apés anestesia, receberam uma injecao intraperitoneal de piruvato (2g/kg) dissolvido
em uma solucéo de NaCl 0,9% (m/v). A glicemia entdo foi medida nos tempos 0, 15,
30, 60, 90 e 120 minutos, a partir de sangue total colhido de uma pequena incisao

na cauda do animal.
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3.6 IMUNOBLOTTING

Apés sacrificio das ratas por decapitagdo, um fragmento do figado foi removido
e homogeneizado com o uso de um processador Polytron® (PT 2100, Kinematica
AG, Lucerne, Suica) em tampao de extracdo (1% de SDS, 100 mM de Tris [pH 7,4],
100 mM de pirofosfato de sodio, 100 mM de fluoreto de sodio, 10 mM de EDTA, 100
mM de ortovanadato de sodio e 250 mM de NaCl). Ap6s a homogeneizagéo, as
amostras foram incubadas por 10 minutos a 96 °C e em seguida centrifugadas para
a remocdo do material insolavel (12.000 rpm por 10 minutos a 4°C). Parte do
sobrenadante foi utilizada para determinacdo do conteddo protéico por
espectrofotometria com reagente Bradford (Biorad, CA, EUA) segundo o método
descrito por (BRADFORD, 1976) e o restante foi diluido em tampao Laemmli (1:5
v/v) contendo ditiotreitol 200 mM e incubado por 10 minutos a 96 °C e submetido a
separacao eletroforética em gel de poliacrilamida 6 a 10% (%T) com dodecil sulfato
de sédio (SDS-PAGE) em aparelho para minigel (Mini Protean Ill, Bio-Rad, CA,
EUA).

As proteinas presentes nos géis foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (Bio-Rad, CA, EUA) em aparato para transferéncia elétrica semi-seca
(Bio-Rad, CA, EUA). As membranas foram posteriormente bloqueadas com uma
solucédo de albumina sérica bovina ou leite desnatado em p6 a 5% por 2 horas a
temperatura ambiente. Ap6s o bloqueio, as membranas foram incubadas com
anticorpos contra as proteinas: AMPK (a ou 1/ B ou 2), p-AMPK (1 ou a), ACC, p-
ACC, IR, IRS-1, IRS-2, ps-AKT, PEPCK, G6Pase, PTP1B, SHP2 e B-actina por 4
horas a temperatura ambiente ou 12 horas a 4 °C. A seguir, as membranas foram
incubadas com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (Amershan Pharmacia,
RU) e reagentes de deteccdo do kit de quimioluminescéncia (ECL, Amershan
Pharmacia, RU). As membranas foram entdo expostas durante tempos variados em
filmes de raio-X. Depois de revelados, os filmes foram submetidos a andlise de

densitometria éptica utilizando o software Scion Image (Scioncorp, EUA).
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3.6.1 IMUNOPRECIPITACAO

Aliquotas de cada amostra de figado foram homogeneizadas e submetidas a
extracdo protéica da mesma forma descrita para Imunoblotting, porém utilizando-se
tampdo de extracdo para imunoprecipitacdo (1% de Triton X 100, 100 mM de Tris
(pH 7,4), 100 mM de pirofosfato de sodio, 100 mM de fluoreto de sédio, 10 mM de
EDTA, 10 mM de ortovanadato de sédio, 2 mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina
a 4 °C.). Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado (12.000 rpm por 20 minutos
a 4 °C) para a obtencéo do sobrenadante e foi determinado o conteudo protéico de
cada amostra por espectrofotometria com reagente Bradford, conforme descrito
anteriormente para Imunoblotting. Separou-se aproximadamente 500 pl do
sobrenadante (contendo aproximadamente 500 ug de proteina/ml) que foi incubado
por 5 horas a 4 °C com 10 pl de anticorpo contra IR, de modo a permitir a ligacéo
entre a proteina e o anticorpo para formacdo de complexo. ApOs esse periodo,
foram acrescidos 50 pl de Proteina A Sefarose 6MB aos tubos contendo as
amostras, que incubaram no minimo por 2 horas a 4 °C, incentivando-se assim a
precipitacdo do complexo protéico formado. Nova centrifugacao foi realizada (5000
rpm por 15 minutos a 4 °C) e o sobrenadante foi retirado. Fez-se entao trés lavagens
do material depositado (proteina A contendo o complexo protéico formado por
antigeno-anticorpo) com tampdo de lavagem para imunoprecipitado (2 mM
ortovanadato de sédio, 100 mM Tris-HCI; 1 mM RDTA; 0,5% Triton X-100) seguidas
de centrifugacao (5000 rpm por 15 minutos a 4 °C) e retirada do sobrenadante para
purificacdo das amostras. Estas foram entéo diluidas em tampao Laemmli (1:5 v/v) e
incubadas por 10 minutos a 96°C.

Aliguotas de cada amostra, contendo 30 pg de proteinas totais foram entéao
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 8% e 6,5%) e
realizou-se a transferéncia das proteinas separadas no gel eletricamente para uma
membrana de nitrocelulose conforme descrito anteriormente. A seguir se deu o
bloqueio das membranas e a incubacdo com o0s anticorpos primario e secundario
para fosforilacdo em tirosina, SHP2 e PTP1B. A revelacdo das membranas foi feita
utilizando-se filmes de raios-X e a quantificacao foi feita pelo software Scion, como ja

citado.
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3.7 ANALISE SEMI-QUANTITATIVA DOS LIPIDEOS HEPATICOS POR
CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

3.7.1 EXTRACAO DE LIPIDEOS TOTAIS DO FIGADO

Os lipideos totais presentes no figado de ratas prenhes e controle foram
obtidos por extracdo para serem entdo submetidos a cromatografia. A extracao se
deu da seguinte forma: Amostras de 30 a 40mg de figado foram homogeinizadas
com o uso de um processador Polytron® em 500 pl de metanol e 1 ml cloroférmio e
300 ul de H,0O. Apos centrifugacdo, foi realizada uma re-extragdo com volumes
menores dos mesmos solventes e agua a fim de concentrar todo o conteudo lipidico
existente na aliquota de figado. Desprezou-se a fase aquosa superior e a
concentracédo final dos lipidios se deu por evaporacao total dos solventes realizada

em equipamento Speed Vac® (Thermo Scientific).

3.7.2 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA.

O concentrado lipidico obtido a partir de amostras do figado de ratas prenhes e
controle foi utilizado na realizacdo da técnica de cromatografia de camada delgada.
Para tal, o extrato lipidico total de cada amostra foi ressuspenso em 50 pl de solugéo
de cloroférmio/metanol (2:1, v/v) e cromatografados utilizado placa de cromatografia
de camada delgada com fase estacionaria de 250 pum de silica gel (Sigma Chemical
Co) e fase movel constituida de hexano/dietil éter/acido acético (70:30:1, v/iviv). A
placa foi mantida em uma camara contendo iodo para a visualizacdo das fracdes
lipidicas, que posteriormente foram digitalizadas para quantificacdo relativa
(percentual do total de lipidos de uma mesma amostra).
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3.8 PCR TEMPO REAL

3.8.1 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Fragmentos de 0,1g de tecido hepatico foram congelados em nitrogénio liquido
e posteriormente o RNA total das amostras foi extraido pela técnica com Trizol®
(Invitrogen, USA). Para isso, acrescentou-se a amostra 1 ml de solucao de Trizol® e
foi feita @ homogeneizacdo em Polytron®, apds esta etapa foram adicionados 0,2 ml
de cloroférmio ao homogeneizado e posteriormente realizada uma centrifugacédo a
12.000 rpm para recuperagao da fase aquosa superior. A esta foi adicionado 0,5 ml
de isopropanol e feita uma nova centrifugacdo a 12.000 rpm para obtencdo do
precipitado ao qual foi adicionado etanol 75% de modo a realizar uma ressuspensao
do material que novamente foi centrifugado a 12.000 rpm. O precipitado final, sem
residuo de etanol, foi ressuspenso em 100 a 200 pl de agua DEPC (agua tratada

com dietil pirocarbonato- Signa, S. Louis, EUA).

A leitura da concentragdo de RNA foi realizada a 260 nm em espectrofotometro
(Gene Quant, Amershan Pharmacia Biotech, Cambridge, RU), para tal fez-se a
diluicdo de 1 pl de RNA em 79 pl de 4gua DEPC. A leitura permitiu o calculo da
concentracado de RNA na amostra, sendo que uma unidade de densidade 6ptica
(DO) corresponde a aproximadamente 40 pug/ml de fita simples. A relacdo DO 260/

DO 280, permitiu estimar a pureza do 4cido nucléico na amostra.

3.8.2 TRANSCRICAO REVERSA

As amostras com 2 pug de RNA total foram submetidas a reagcdo de
transcriptase reversa com primers randomicos e oligo-dT. Para isso, foi adicionado
em cada amostra: tampao da enzima (50 mM de Tris-HCI pH 8,3; 75mM de KCI;
3mM e MgCl,), DTT (10 mM), mistura de dNTPs (0,5mM cada), primers randémicos
(150 ng), inibidor de RNAse (40U) e a enzima SuperScript Il (200U; Invitrogen, EUA),
em volume final de 20 pl. As reacgbes foram incubadas por 50 minutos a 42 °C,
seguida de aquecimento a 70 °C por 15 minutos para denaturacdo da enzima. Ao

final da reacdo péde-se entdo construir cDONAs (DNAs completares) a partir do RNA
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mensageiro (MRNA) que foram amplificados pelo PCR (reacdo de polimerase em
cadeia). Seguiu-se entdo a padronizagdo do numero de ciclos necessarios para a
amplificacdo adequada do cDNA correspondente a cada gene estudado (curva de

ciclos).

3.8.3 PCR TEMPO REAL

Seguindo-se criteriosamente as recomendacfes do fabricante, foram
realizados os experimentos e PCR em tempo real nas condi¢des controle (CTL) e
prenhe (P19). A analise dos resultados foi feita utilizando o software disponibilizado
pelo fabricante. Resumidamente, para cada condicdo acima descrita, foram
calculados os valores de ACt para cada gene de interesse (ACt = Ct 9ene de interesse _
Ct gene constitvey " Ey sequida, tomando-se como referéncia os valores de ACt ©™,
calculou-se os valores de AACt, resultados da subtragdo ACt ™ — ACt 7*°. Os

primers utilizados estéo listados na tabela abaixo (Tabela 1).



Tabela 1 - Sequéncias sense e antisense dos primers utilizados no PCR tempo-real.

Gene Sense / Antisense TM(°C) | Produto(bp)
PEPCK TGGTCTGGACTTCTCTGCCAAG 58 285
AATGATGACCGTCTTGCTTTCG
G6Pase ACCTTCTTCCTGTTTGGTTTCGC 58 206
CGGTACATGCTGGAGTTGAGGG
PFK CAGTGGTGGCTGAATCTGCG 57 133
CCGAGTTCCATGTGAGTTCCC
FAS TGGTGAAGCCCAGAGGGATC 57 127
CACTTCCACACCCATGAGCG
ME1 ACTGATGGAGAGCGAATCCTCG 57 145
TTTCTGTGCCCACGTCCAAAG
ME2 GCAGGTGCTTGTTTGCCAGTG 57 188
TTGGGATGTCAGTGCCTTTGC
ME3 CCCACAGCAATTATAGGTGTCGC 58 183
TCCACTGGCAAAGATTCCTCG
LXR CAATGATGCTGAATTTGCTCTGC 57 223
CACTTGCTCTGAATGGACGCTG
SREBP1 GGAGCCATGGATTGCACATT 57 191
AGGAAGGCTTCCAGAGAGGA
RPL37a CAAGAAGGTCGGGATCGTCG 57 290

ACCAGGCAAGTCTCAGGAGGTG
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3.9 ANALISES LIPIDEOS CIRCULANTES

A determinacdo dos parametros circulantes de colesterol total, colesterol HDL
e triglicérides no soro de ratas prenhes e controle foi realizada utilizando-se kits
comerciais. Ap0s a decaptacdo das ratas na ocasido do sacrificio foi coletado o
sangue e este rapidamente centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. O soro obtido
foi utilizado conforme orientacéo do fabricante para determinac&o do Colesterol Total
(LabTest, ref. 76-2/100) lido a 490 nm em espectrofotbmetro, bem como Colesterol
HDL (LabTest, ref. 13-50) lido a 500 nm e Triglicérides totais (LabTest, ref. 82-2/100)
lido a 405 nm.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média (EPM) e
analisados estatisticamente por teste T Student ou no caso de mais de duas
variantes utilizou-se Andlise de Variancia (ANOVA de uma via com pos teste de
Tukey). Em todos os resultados se adotou 5% como limite de significancia estatistica
(p < 0,05).
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos na dosagem de glicose plasmética basal (Figura 1A),
realizada anteriormente ao sacrificio das ratas, mostraram diminuicdo
estatisticamente significativa desse parametro em ratas aos 19 dias de prenhez. Da
mesma forma, o conteudo de glicogénio hepatico (Figura 1B) também se apresentou
diminuido durante o periodo de prenhez, indicando um possivel incremento na taxa

de glicolise e glicogendlise nessa condicao.
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Figural. A. Glicose basal nas condicbes (CTL) e prenhe de 19 dias (P19). B. Contetdo de
glicogénio hepatico nas mesmas condi¢des. Os valores sdo resultados das médias +/- 0s
erros padrées *p<0,05 vs. CTL, n=6(A) e 8 (B) por grupo experimental.
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A estimativa da taxa de gliconeogénese no figado desses animais foi realizada
através de duas metodologias distintas: Producdo de glicose ap0s sobrecarga
intraperitoneal de piruvato (Figura 2A) e perfusdo hepética de piruvato in situ (Figura
2C). O piruvato foi utilizado porque é metabdlito intermediario comum nas vias
gliconeogénicas, sendo formado tanto a partir do lactato quanto a partir de
aminoacidos e glicerol. Os resultados obtidos em ambos os protocolos mostraram

menor producao de glicose (Figuras 2B e 2D) a partir do piruvato nas ratas prenhes.
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Figura2.  A. Variacdo da glicemia ao longo do tempo apds injecéo intraperitoneal de piruvato nas
condi¢des (CTL) e prenhe de 19 dias (P19), em B, &rea sob curva. Em C, variagdo da
concentracdo de glicose no perfusato coletado do figado ao longo do tempo apds
perfusdo com piruvato em CTL e P19, em D, &rea sob a curva. Os valores séo
resultados das médias +/- os erros padrdes *p<0,05 vs. CTL, n=5 (A) e 8 (B).

Anteriormente a realizacdo da analise das proteinas de interesse, verificamos

qual proteina constitutiva seria adequada para posterior normalizacdo dos
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resultados. A Figura 3 mostra que o contetdo de B-actina ndo apresenta diferenca

entre 0s grupos experimentais avaliados.
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Figura3.  Conteldo da proteina constitutiva B-actina nas condi¢cdes (CTL) e prenhe de 19 dias
(P19). Os valores séo resultados das médias +/- os erros padrdes *p<0,05 vs. CTL, n=8
por grupo experimental.

Em paralelo a andlise da via da AMPK hepatica, avaliamos também proteinas-
chave da via de sinalizagédo da insulina, posto que as alteracdes desta via descritas
na literatura ainda sao contraditdrias. O conteudo de IR (Figura 4A) e substrato 2 do
receptor de insulina, IRS-2 (Figura 4C) apresentaram diminuicdo na prenhez,
enquanto que o IRS-1 (Figura 4B) ndo apresentou variacdo significativa. Ja
fosforilacdo em tirosina do IR apds estimulo com insulina mostrou-se diminuida no

figado de ratas prenhes (Figura 4D).

A fosforilacdo em serina da AKT (Figura 5A) manteve a resposta aumentada a
insulina na prenhez da mesma forma observada nas ratas controle, ndo havendo
diferenca quanto a esse parametro nos grupos estudados. A expressao da PEPCK,
enzima classicamente regulada pela insulina, nédo foi alterada pela prenhez (Figura
5B e 5C).
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Figura4. Conteudo de IR (A), IRS-1 (B) e IRS-2 (C) nas condi¢Bes (CTL) e prenhe de 19 dias
(P19). Em D, imunoblotting com anticorpo anti-fosfo tirosina (pY) apés imunoprecipitacdo
do IR com (+) e sem (-) estimulo com insulina. Os valores sao resultados das médias +/-

os erros padrdes *p<0,05 vs. CTL, n=8 por grupo experimental.
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Figura 5. Fosforilacdo em serina da AKT (A) ap6s estimulo com insulina (+) e em sua auséncia,
nas condi¢cdes (CTL) e prenhe de 19 dias (P19). Em B, expressdo génica da PEPCK
normalizada pelo gene constitutivo RPL37a e conteddo protéico da PEPCK (C) nas
mesmas condi¢cfes. Os valores sdo resultados das médias +/- os erros padrées *p<0,05
vs. CTL, n=7, por grupo experimental.

Quanto as fosfatases no figado, ndo houve alteracdo no contetudo da proteina-
tirosina fosfatase SHP2, (Figura 6A) nas prenhes em relacdo ao controle. J4 a
proteina PTP1B, tirosina fosfatase ndo transmembranica, aumentou nas ratas

prenhes em relagéo as controle. (Figura 6B).

A imunoprecipitacdo com IR e imunoblotting para SHP2 (Figura 6C) mostrou
gue a associacao entre essas proteinas, com e sem estimulo agudo com insulina,
nao se altera no final da prenhez em relacdo ao observado nas ratas controle. A

imunoprecipitacdo com IR e imunoblotting para PTP1B (Figura 6D) mostrou que a
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resposta a insulina em prenhes é significativamente maior que a resposta das ratas

controle ao mesmo estimulo.
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Figura6. Conteudo de SHP2 (A) e PTP1B (B) nas condicdes (CTL) e prenhe de 19 dias (P19). Em
C, imunoblotting para SHP2 apo6s imunoprecipitagdo com IR e estimulo com insulina (+)
e em sua auséncia (-). Em D, imunoblotting para de PTP1B ap0s imunoprecipitagdo com
IR e estimulo com insulina (+) e em sua auséncia (-), nas mesmas condi¢g8es. Os valores
sdo resultados das médias +/- os erros padrdes *p<0,05 vs. o respectivo controle; &
p<0,05 vs. CTL sem estimulo (CTL -); # p<0,05 vs. controle com estimulo (CTL+). N=5 e

6 por grupo experimental.

A proteina G6Pase, glicose-6-fosfatase, enzima-chave no metabolismo do

glicogénio e que também esta envolvida na glicogendlise (ARION; LANGE; WALLS,

1980) apresentou diminuicdo no contetudo de proteina total (Figura 7A) e de sua
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expressdo génica (Figura 7B) no figado de ratas prenhes. A expressao da enzima
fosfofrutoquinase, a PFK, também se mostrou diminuida de forma significativa em

prenhes versus controle (Figura 7C).
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Figura 7. Expressao génica da G6Pase normalizada pelo gene constitutivo RPL37a (A), contetdo
de G6Pase (B) nas condicbes (CTL) e prenhe de 19 dias (P19). Em C, expressdo
génica da PFK normalizada pelo gene constitutivo RPL37a nas mesmas condi¢des. Os
valores séo resultados das médias +/- os erros padrdes *p<0,05 vs. CTL, n=8 por grupo
experimental.

Na andlise das proteinas relacionadas a via da AMPK, os resultados
mostraram que o conteudo de AMPK total (a ou 1/ B ou 2) (Figura 8A) apresenta
diminuicdo significativa no animal prenhe. O fosforilagdo da subunidade a ou 1 da
AMPK (Figura 8B), funcionalmente responsavel pela acdo quinase ativa dessa
proteina, também apresenta diminuicdo no final da prenhez. O conteudo de ACC
(Figura 8C) apresenta tendéncia a diminuigao rata prenhe, porém sem significancia
estatistica, ja a fosforilagdo da ACC (Figura 8D) diminui significativamente em

prenhes em relacdo ao controle.
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Figura8.  Conteldo de AMPK (A), conteido da subunidade fosforilada a ou 1 da AMPK (B) nas
condi¢des (CTL) e prenhe de 19 dias (P19). Em C, contetido de ACC e, em D, contetido
da ACC fosforilada nas mesmas condicfes. Os valores sdo resultados das médias +/- 0s
erros padrdes *p<0,05 vs. CTL, n=5 a 11 por grupo experimental.

A dosagem plasmética dos principiais acidos graxos circulantes mostrou
aumento significativo na concentracéo de triglicérides circulantes nas ratas prenhes
em relacdo ao controle (Figura 9A). As concentragdes de colesterol total (Figura 9B)

e colesterol HDL (Figura 9C) néo se alteraram entre 0s grupos.
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Figura 9. A. Triglicérides totais nas condi¢des (CTL) e prenhe de 19 dias (P19). Em B, colesterol
total e, em C, colesterol HDL nas mesmas condi¢fes. Os valores séo resultados das
médias +/- os erros padrdes *p<0,05 vs. CTL, n=6 por grupo experimental.

Os resultados da cromatografia liquida de camada delgada, realizada a partir
do extrato lipidico total obtido dos figados dos animais, indicou ndo haver diferenca
entre 0s grupos prenhe e controle na maioria dos parametros analisados: Colesterol
(Figura 10A), acidos graxos livres (Figura 10B), ésteres de colesterol (Figura 10D),
metil ésteres (Figura 10E) e fosfolipideos (Figura 10F). No entanto, a concentracao
de triglicérides no figado (Figura 10C) apontou diminuicdo nas ratas prenhes em

relagdo as controle.
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Figura 10. Colesterol (A), acidos graxos livres (B) e triglicérides (C) nas condi¢des (CTL) e prenhe
de 19 dias (P19). Em D, ésteres de colesterol, metil ésteres (E) e fosfolipideos (F) nas
mesmas condi¢des. Os valores séo resultados das médias +/- os erros padrées *p<0,05
vs. CTL, n=6 por grupo experimental.

A analise da expressédo de alguns genes codificadores de proteinas-chave da

sintese de novo de lipideos mostrou que, no final da prenhez, a expressdo da FAS
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aumentou significativamente em relacdo as ratas virgens (Figura 11A). As trés
isoformas das enzimas malicas (MEs) avaliadas apresentaram reducdo na
expressao (Figuras 11B, 11C e 11E), assim como a do receptor hepatico intracelular
LXR (Figura 11F) e do fator de transcricdo SREBP1 (Figura 11G).
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Figura 11. Expressédo hepéatica de genes codificadores de proteinas envolvidas na sintese de novo
de lipideos. (A) sintase de acidos graxos (FAS); (B, C e D) isoformas 1, 2 e 3 da enzima
malica, respectivamente; (E) receptor nuclear hepatico LXR; (F) fator de transcrigcao
SREBP1. Os valores séo resultados das médias +/- os erros padrées *p<0,05 vs. CTL,
n=6 por grupo experimental.
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5 DISCUSSAO

Durante o terceiro periodo de prenhez se observa reducdo da glicemia,
aumento de triglicérides e colesterol circulantes e resisténcia periférica a insulina. A
participacdo do figado na regulacdo da homeostasia energética da prenhez tem sido
investigada ha décadas, mas até o momento ndo estd completamente esclarecida.
Ademais, os mecanismos moleculares envolvidos foram pouco explorados. Neste
trabalho buscamos esclarecer alguns aspectos do metabolismo energético do figado
de ratas prenhes, em especial aos relacionados ao metabolismo da glicose e dos

lipideos.

A diminuicdo da glicemia no periodo final de prenhez da rata denota a maior
demanda de glicose para o concepto, de acordo com dados publicados na literatura.
Leturque e colaboradores ja haviam observado que no final da prenhez a taxa de
utilizacao de glicose pelo concepto aumenta, representando aproximadamente 30%
da utilizacdo total de glicose pelo organismo materno (LETURQUE et al., 1986).
Desta forma, é aceitavel que a reducdo do contetdo de glicogénio observado seja
consequéncia das necessidades maternas de manutencéao de glicemia adequada, a
despeito da maior secre¢do de insulina caracteristica deste periodo da prenhez
(ANHE et al., 2007).

Foi proposto anteriormente que ratas prenhes a termo apresentam
gliconeogénese e glicogendlise aumentadas e reducdo da lipogénese, a despeito
dos niveis elevados de insulina, indicando um estado de resisténcia a acdo desse
horménio (MARTINEZ et al., 1989). Essa hipotese se baseia nos seguintes achados:
(a) reducdo da taxa de autofosforilagdo e da incorporacdo maxima de *P na
subunidade beta do receptor de insulina (MARTINEZ et al., 1989); (b) reducao da
sensibilidade a insulina, determinada por clamp hiperinsulinémico-euglicémico, e
aumento da adiposidade visceral (EINSTEIN et al., 2008); (c) reducéo do IRS1 e de
sua associacao com a PI3K (SAAD et al., 1997). Por outro lado, um estudo mais
recente e detalhado, que examinou a sensibilidade a insulina em modelo com

elevac0es fisioldgicas da insulina durante o clamp em caes prenhes e nao prenhes,
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nao indicou diferenca na sensibilidade ao hormonio (CONNOLLY et al., 2007). Esses
autores justificam que as diferencas entre os estudos se deve a utilizacdo de
concentracfes de insulina menores que a encontrada no 3° periodo de prenhez,
el/ou altas taxas de infusdo do horménio, que dificulta a analise da resposta hepatica
isolada. Nossos experimentos de teste de tolerancia ao piruvato também mostraram
que a producdo hepdtica de glicose ndo esta aumentada nas ratas prenhes. A
possibilidade desse efeito representar desvio do piruvato para a unidade feto-
placentaria € descartada pelos resultados obtidos nos experimentos de perfusdo do
figado in situ. Além disso, a menor expressdo de G6Pase deve resultar em menor
efluxo de glicose hepatica. Vale aqui ressaltar que a menor taxa de gliconeogénese
das ratas prenhes pode representar a utilizacdo preferencial do piruvato em outras

vias metabdlicas. Essa hipotese sera discutida mais adiante.

A sensibilidade do IR a insulina apresentou-se diminuida, confirmando dados
da literatura (SAAD et al., 1997). A reducédo da fosforilacdo do IR pode ser explicada
pelo aumento do contelddo e da associacdo da PTP1B ao IR. PTP1B exerce efeitos
negativos sobre a sinalizacao da insulina, mediados pela desfosforilacéo do IR e dos
IRSs (GUM et al., 2003; XIE et al., 2003). J& foi demonstrado que camundongos que
nao expressam PTP1B apresentam maior sensibilidade a insulina (ELCHEBLY et al.,
1999). Também, a diminuicdo da expressao do IR pode ser um fator adicional a
reduzida resposta a insulina exdégena. Por fim, é sabido que a ilhota materna tem um
ganho de funcdo no dltimo periodo da prenhez, que se caracteriza por aumento da
massa e da sensibilidade a glicose (SORENSON; BRELJE, 1997). Em outras
palavras, o final da gestac&do/prenhez, tanto de mulheres como de animais
experimentais, € caracterizado por um quadro de hiperinsulinemia, que poderia
resultar na reducdo do numero e da auto-fosforilacdo do IR induzida pela insulina,
como previamente demonstrada em figado de animais resistentes a insulina

(DOMINICI et al., 1998).

Curiosamente a fosforilacdo da AKT no figado de ratas prenhes foi mantida em
niveis semelhantes aos animais controle. A manutencdo da expressao e conteudo
da PEPCK, alvo classico da AKT, concorda com esses resultados. O conjunto de
experimentos realizados € insuficiente para explicar esse fendmeno. Entretanto,
pode-se especular que o meio interno da rata prenhe se constitui de uma complexa

combinacado de horménios, citocinas e nutrientes. Ja € bem conhecido que AKT nao
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€ um mediador intracelular exclusivo da via de sinalizacdo da insulina, mas sim
compartilhada por indmeros sinais extracelulares, por exemplo, a prolactina
(AMARAL et al., 2004).

Na tentativa de entender qual o destino preferencial do piruvato no figado das
ratas prenhes foram avaliadas as expressfes de algumas proteinas chave do

metabolismo energético.

A 6-fosfofruto-2-quinase/frutose-2,6-bisfosfatase hepatica (PFK-L) é uma
enzima que catalisa a sintese e degradacédo de frutose-2;6-bifosfato (Fru-2;6-P2),
um potente ativador alostérico da 6-fosfofruto-1-quinase e inibidor da frutose-1,6-
bisfosfatase. Devido a sua acdo sobre essas duas enzimas, Fru-2;6-P2 funciona
como regulador dos fluxos glicolitico e gliconeogénico. A fosforilacdo da PFK-L
mediada pela proteina quinase A (PKA) inibe sua atividade quinase e estimula sua
atividade fosfatase, resultando na degradacédo da Fru-2;6-P2 (NAKAJIMA et al.,
1995). Assim, em situacdes em que ha aumento de cAMP, como jejum e diabetes, o
conteudo de Fru-2;6-P2 é baixo e a gliconeogénese é favorecida. Em situacfes em
que a insulina circulante é alta, a PFK-L fosforilada é predominante, resultando na
formacao de Fru-2;6-P2 e conseqtiente desvio para a glicélise.

Além da regulac@o hormonal de sua atividade, a expressao da PFK-L também
€ regulada pela insulina e seus contra-reguladores. A realimentacdo com dieta rica
em carboidratos apdés jejum prolongado e a administracdo de insulina em ratos com
diabetes induzido por estreptozotocina, promovem aumento do conteddo de mRNA
da PFK-L (COLOSIA et al.,, 1988). Esses achados parecem se opor aosS NoSsos
resultados, ja que ratas prenhes, conhecidamente hiperinsulinémicas, apresentaram
reducdo da expressdo de PFK-L. Entretanto, os efeitos da insulina sdo dependentes
da presenca de glicose (CIFUENTES et al., 1991), que esté4 diminuida no sangue de
ratas prenhes. Além disso, se a concentracdo de Fru-2,6-P2 € determinada pelas
duas reacdes opostas catalizadas pela PFK-L, um aumento na quantidade total da
enzima ndo deve alterar a concentracao de Fru-2,6-P2. Assim, parece que no ciclo
de jejum/realimentacdo e na administragcdo de insulina em ratos diabéticos ha
necessidade de moléculas adicionais da enzima, assim como alteragcbes no seu
estado de fosforilagdo. Considerando seu comportamento adaptativo, a PFK-L se

comporta mais como enzima lipogénica do que enzima gliconeogénica: sua
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atividade diminui no jejum e no diabetes e tanto sua atividade quanto o conteudo de

MRNA aumentam apdés realimentacdo ou administracdo de insulina.

Em vérias espécies, inclusive a humana, o aumento de triglicérides e
colesterol séricos no final da gestacéo/prenhez séo resultado do aumento de VLDL
(lipoproteina de muito baixa densidade) e LDL (lipoproteina de baixa densidade)
circulantes (SALAMEH; MASTROGIANNIS, 1994; HERRERA, 2000; 2002). Vérios
fatores contribuem para o aumento de lipideos circulantes. Primeiro, a atividade da
lipase lipoprotéica do tecido adiposo diminui (HERRERA et al., 1991), que resulta
em reducdo da depuracdo de lipoproteinas ricas em triglicerideos. Segundo, no
tecido adiposo de ratas prenhes a sintese de triglicerideos diminui e a lipolise
aumenta, o que aumenta os niveis de acidos graxos circulantes (HERRERA et al.,
1991). Por fim, a prenhez reduz a oxidacéo hepética de acidos graxos (GRIMBERT
et al., 1993), mesmo com aumento da sintese (ZIMMERMANN; HUMMEL, 1978;
GRIMBERT et al., 1993). O aumento da sintese de novo hepatica e da liberacdo de
acidos graxos pelo tecido adiposo, acoplada a reducdo de sua oxidagao, aumenta o
pool de acidos graxos disponiveis para a sintese hepatica de triglicerideos (WASFI;
WEINSTEIN; HEIMBERG, 1980).

Em nossos ensaios funcionais utilizamos piruvato para avaliacdo da
gliconeogénese. Piruvato € metabdlito comum dos principais precursores utilizados
na gliconeogénese (lactato, aminoacidos e glicerol). Porém, o destino do piruvato €
variavel, dependendo do tipo celular e potencial energético da célula. Para a
gliconeogénese, a carboxilacdo do piruvato a oxaloacetato, e a reducéo deste ultimo
a malato, (ambas reacdes mitocondriais), permite que o substrato retorne ao
citossol, seja reoxidado para formar fosfoenolpiruvato, catalizada pela PEPCK. Outro
destino do piruvato € a sintese de Acetil-CoA na mitocondria.

O Acetil —CoA pode ser oxidado para geracdo de ATP (adenosina trifosfato).
Quando a célula tem grande quantidade de ATP e NADH + H+, estes reduzem o
fluxo no ciclo de Krebs por inibicdo da isocitrato desidrogenase. O acumulo de
isocitrato e citrato na mitocondria promove o fluxo deste Ultimo para o citossol, em
qgue pode ser: (1) clivado pela citrato liase em oxaloacetato e Acetil-CoA; este ultimo
€ 0 precursor da sintese de acidos graxos; (2) ativar a ACC, enzima reguladora da

sintese de &cidos graxos; e (3) exercer regulacdo alostérica sobre a PFK,
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redirecionando os metabdlitos para a via da pentose fosfato e, finalmente, para a
sintese de &cidos graxos.

Outras evidéncias que fortalecem a hipotese de desvio do substrato para
sintese de novo de lipideos sdo o aumento da expressdo da FAS e a reducdo das
enzimas malicas (MEs). FAS catalisa a conversdo de malonil CoA em palmitato,
aumentando assim a sintese de novo de acidos graxos (UYEDA; YAMASHITA,;
KAWAGUCHI, 2002). MEs catalisam a formacéo de piruvato a partir de malato;
assim, logo, a reducdo da expressao génica das enzimas malicas deve refletir em
aumento do conteudo de malato no citossol e, como mencionado anteriormente, 0
aumento de metabdlitos para a sintese de acidos graxos. A transcricdo das MEs
pode ser reprimida pela insulina, mediada pelo fator de transcricdo Egr-1 (early
growth response-1) (BARROSO; SANTISTEBAN, 1999), o que reforca nossa
hipétese de auséncia de prejuizo da sinalizacdo da insulina sobre o metabolismo

energético hepatico na prenhez.

A expressao de genes envolvidos no processo de lipogénese hepatica ja foi
avaliada em murideos no 19° dia de prenhez (SWEENEY et al., 2006). Nesse
trabalho os autores observaram diminuicdo da expressdo de LXR e SREBP1,
resultados esses confirmados em nosso estudo com ratas prenhes. Sabe-se que o
metabolismo e efluxo de colesterol no figado sdo regulados pelos LXR, que também
regulam a absorcdo geral de lipideos (SZANTO; ROSZER, 2008). A expressao
menor de LXR em prenhes, comparativamente ao controle, se relaciona diretamente
a expressao também diminuida da SREBP1 cuja transcricdo € diretamente regulada
pelo LXR (STOECKMAN; TOWLE, 2002). Um estudo recente mostrou que a
estimulacdo farmacologica do LXR aumenta a sintese de triglicérides e sua
incorporagcdo em particulas de VLDL muito grandes, iguais ou maiores que
quilomicrons (OKAZAKI et al., 2010), resultando num quadro de hipertrigliceridemia.
A relevancia dos nossos achados ainda necessita de experimentos adicionais para

ser esclarecida.

Considerando a auséncia de alteracdes significativas na via de sinalizagdo da
insulina, avaliamos a participacdo da via da AMPK nas adapta¢cdes metabdlicas do

figado de ratas prenhes.
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A AMPK foi descoberta como enzima chave do transporte de glicose
independente de insulina no masculo esquelético. Uma vez ativada por fosforilacéo,
AMPK estimula vias que geram o aumento de ATP, tais como a oxidacéo de acidos
graxos, ao mesmo tempo em que desativa as vias que consomem o ATP, como a
sintese de &cidos graxos (SIMONEAU et al.,, 1999). No figado, a primeira acdo
identificada da AMPK foi a capacidade de inibir, por meio de fosforilagéo, a atividade
da ACC e da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMGR), o que claramente
implica em uma funcdo importante na regulacdo da sintese de acidos graxos e
colesterol (HENIN et al., 1995). Além disso, AMPK regula a producédo hepatica de
glicose por modulacdo da expressao de enzimas gliconeogénicas como a G6Pase e
a PEPCK (SHAW et al., 2005). Nossos resultados mostraram que a atividade da
AMPK esté reduzida durante a prenhez, o que repercutiu em reducdo da expressao
de G6Pase e da fosforilacdo da ACC. Assim, € provavel que a gliconeogénese
esteja de fato diminuida em consequéncia do redirecionamento do metabolismo
hepatico para sintese de acidos graxos, mediada pela via da AMPK e nado pela via

da insulina.

Concordante com a literatura, verificamos aumento dos niveis de triglicérides
circulantes. Este foi acompanhado de diminuicdo do conteddo hepatico de

triglicérides, o que aponta para um aumento no efluxo hepatico de VLDL.



46

6 CONCLUSOES

Sob o ponto de vista metabdlico, parece ndo ocorrer resisténcia a insulina no
figado de ratas prenhes, posto que a fosforilacdo da AKT e a expressdo da PEPCK
nao foram alteradas e a inibicdo da expresséo das MEs foi mantida.

A reducdo da producdo hepética de glicose frente ao estimulo com piruvato,
associada a (a) resposta normal a insulina; (b) expresséo de enzimas lipogénicas; e
(c) atividade da via AMPK/ACC indicam que a atividade metabdlica do figado de
ratas prenhes é preferencialmente dirigida a sintese de novo de lipideos e nédo a

gliconeogénese como previamente proposto.
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