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RESUMO

CAMPOS-RODRIGUES, S. Avaliacao funcional e molecular de adaptacdes
no metabolismo energético hepéatico ao final do periodo de prenhez em
ratas. 2011. 54 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Humana) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo, 2011.

A participacdo do figado na homeostasia da glicose materna ainda nao esta
esclarecida. Este estudo avaliou a producdo hepética de glicose em ratas
prenhes e controle bem como algumas das principais vias metabdlicas
hepaticas envolvidas nas alterag6es metabodlicas mediadas pelo figado ao final
do periodo de prenhez em ratas. Houve diminuicdo do contetudo de glicogénio
hepético e glicose circulante em ratas prenhes. A taxa de gliconeogénese
diminuiu em prenhes assim como o conteddo de IR e sua fosforilacdo em
tirosina mediante estimulo com insulina, porém a fosforilagdo em serina da AKT
e 0 conteudo e expressao génica da PEPCK, mantém-se como em controles.
Ha aumento do contetido de PTP1B e de sua associagdo ao IR na presenca de
insulina. Houve diminuicdo do conteudo de G6Pase, AMPK total e da
fosforilagcdo da AMPKa/1 e, consequentemente, da fosforilacdo da ACC em
ratas prenhes. H&4 aumento de triglicérides circulantes e diminuicdo de
triglicérides no tecido hepético. Aumenta a expressdo génica da FAS e
diminuem as expressbes de G-6-Pase, MEs, LXR, SREBP1 e PFK. Os
resultados indicam ndo haver resisténcia a insulina no figado de ratas prenhes
e que a atividade metabdlica hepatica no periodo esta 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
Séo 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/l1 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.



INTRODUCAO

CONSIDERACOES GERAIS

O fluxo de substratos energéticos entre os tecidos provedores (figado,
musculatura esquelética, tecido adiposo) e o sangue séo 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
guando h& perda da funcionalidade da parte enddcrina das ilhotas pancreaticas
e consequentemente supressdo da producdo hormonal de insulina e perda
dessas ag6es 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 pancreética e evolugcdo do
quadro semelhante ao diabetes tipo |.

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).

PRENHEZ

A prenhez é um periodo em que a fémea é transitoriamente submetida a
alteracdes metabdlicas que resultam em um quadro semelhante a sindrome
metabdlica, mas que geralmente sdo cuidadosamente reguladas para fornecer
um suprimento ideal de substratos da mée para o feto. No final da gestacao,
observa-se a ocorréncia de um quadro de resisténcia periférica a acao da
insulina, porém este tende a regressao apos 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 captacdo de
aminoacidos e glicose (NAISMITH; MORGAN, 1976; HERRERA, 2000) o que



também ocorre pontualmente durante algumas fases da lactacdo, porém de
maneira dependente de fatores ambientais e numero de crias (DENIS;
WILLIAMS; VERNON, 2003). Grande parte desta a¢do 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 alteracbes no metabolismo energético materno e as
diferencas observadas no inicio e final da prenhez séo reguladas por inUmeros
hormdnios, notadamente os hipofisarios, ovarianos e do cértex adrenal,
reajustados por ocorréncia da concepcao e que vao garantir a continuidade da
formacdo de um novo ser. As alteracbes hormonais que ocorrem na prenhez
induzem modificacbes na transmissdo dos diferentes sinais hormonais e da

amplitude do efeito celular aos hormdnios 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 endocrino. A administracdo de
estrogenos induz aumento do contetdo de insulina em pancreas de ratos que
pode contribuir para a hiperinsulinemia observada durante a prenhez em
mamiferos. H4 também regeneracdo e hipertrofia de ilhotas pancreaticas em
modelo animal de pancreatectomia parcial tratato com estrogenos (HOUSSAY;
FOGLIA; RODRIGUEZ, 1954).

Em ratas, observa-se também no final da prenhez uma alta taxa de
utilizacao de glicose pelo concepto, que representa cerca de 30% da taxa de
utilizacao total de glicose pelo organismo materno (LETURQUE et al., 1986).
Este fluxo representativo de glicose direcionado ao concepto € garantido pela
resisténcia a acao da insulina no tecido adiposo (FERRE et al., 1986) e na
musculatura composta predominantemente por fibras glicoliticas (LETURQUE
et al., 1986). Quando levados em consideracao 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).

METABOLISMO ENERGETICO HEPATICO NA PRENHEZ

Sabe-se que a utilizacdo das reservas energéticas hepaticas € variavel de
acordo com a situacao nutricional. No jejum, o figado € o principal produtor de
glicose, quebrando o glicogénio hepético e sintetizando glicose a partir de
lactato, aminoacidos, glicerol e piruvato; a lipogénese é diminuida e a oxidacao
de acidos graxos e a cetogénese séo ativadas visando suprir 0os tecidos extra-
hepaticos de energia e combustiveis metabdlicos. Em fung¢do dessa agdo do
figado sobre o0s substratos energéticos disponiveis para 0 organismo,
alteracdes em seu funcionamento podem claramente afetar o metabolismo e a
homeostasia energética geral, sendo, portanto, base do desenvolvimento de
doencas metabdlicas como diabetes tipo Il e a sindrome metabdlica (VIOLLET
et al., 2009).

Os dados da literatura referentes a participacéo do figado na resisténcia a
insulina durante a prenhez ainda s&o conflitantes. Ha relatos de aumento
(GONZALEZ et al., 2003) e de reducédo 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 ligagcdo da insulina a subunidade extracelular do seu receptor de
membrana (IR) estimula sua atividade enzimatica, promovendo sua auto-
fosforilagdo em varios residuos de tirosina. Essa auto-fosforilacdo ativa o
receptor, o que leva a fosforilagdo 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 € considerada
potente modulador dos efeitos da insulina (ZIERATH; WALLBERG-
HENRIKSSON, 2002).



Apos a fosforilacdo em diversos residuos de tirosina, os IRSs atuam como
proteinas acopladoras da subunidade regulatéria da enzima fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K). A ligacao 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 captacéo de glicose, translocagéo 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 producao hepéatica de glicose proveniente da gliconeogénese. Uma
destas vias alternativas a sinalizacdo da insulina envolve a ativagdo de uma

proteina quinase dependente de AMP, a AMPK.

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 nao 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. Mutagdes 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 0Orgaos, pois integra os sinais nutricionais e hormonais. De modo
geral age estimulando a captacéo de glicose e a oxidacao 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 pancreéticas (LONG; ZIERATH, 2006).

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

METABOLISMO DE CARBOIDRATOS

Vérios estudos ja demonstraram que a AMPK e CaMKK estdo envolvidas
na captacdo de glicose pela atividade contratil. As CaMKs séo proteinas que
fosforilam substratos importantes para a transcricao génica e também atuam na
secrecdo de vesiculas, na regulacdo de canais idnicos 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 Il.

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 acdo indireta, de longo prazo, regula fatores transcricionais
atuantes nessas vias metabolicas (LONG; ZIERATH, 2006).

No tecido muscular e adiposo, AMPK aumenta a captacdo de glicose,
pois esta enzima estimula a translocacdo 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 secrec¢éo de insulina



pelas células B pancreaticas e reduz a ingestdo alimentar quando ativada em
centros especificos do hipotalamo (LONG; ZIERATH, 2006). A ativacdo da
AMPK no figado resulta na inibicdo da producédo de glicose em decorréncia da
diminuicdo da expressdo das enzimas fosfoenol piruvato carboxiquinase
(PEPCK) e (glicose-6-fosfatase (G6Pase) que controlam principalmente a
gliconeogénese (POSTIC; DENTIN; GIRARD, 2004), enquanto que, por sua
vez, a (glicogendlise e a glicdlise dependem da ativacdo da enzima

fosfofrutoquinase (PFK) que regula esses processos.

METABOLISMO LIPIDICO

Além da modulacdo do metabolismo de carboidratos, a AMPK estimula a
oxidacdo de acidos graxos e inibe a sintese de triacilglicer6is 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 inativacéo, mediada pela fosforilacdo pela
p-AMPK, leva a sintese de colesterol e inibicdo da sintese de triacilgliceréis
(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 oxidacdo de acidos graxos,
dependente da inibicdo da ACC pela AMPK (RUDERMAN et al., 2003; SMITH;
BRUCE; DYCK, 2005).

A sintese de novo de acidos graxos, processo em que carbonos
provenientes de carboidratos sao transformados em lipideos no figado
(PARKS, 2002), € 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 nao 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 expressao das enzimas
que participam da lipogénese. ACC catalisa a carboxilacdo da acetil-CoA,
reacao mais importante na regulacdo 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. Ha indicios de que
dietas hipolipidicas e hiperglicidicas estimulam consideravelmente a lipogénese
(UYEDA; YAMASHITA; KAWAGUCHI, 2002), aumentando a expressédo 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). Sao conhecidos como fatores de transcricdo que desempenham
funcBes de regulagcdo central na absorcdo de lipideos, no metabolismo e no
efluxo de colesterol. LXR € ativado por colesterol oxidado, de modo que
alteracdes 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 transcricao
de genes envolvidos na sintese de acidos graxos, por exemplo, o da ACC
(STOECKMAN; TOWLE, 2002).

O MODELO DO ESTUDO

Pelo fato de ser o figado um dos principais tecido-alvo dos horménios
reguladores do fluxo de energia, como a insulina e o glucagon, diferentes vias
bioquimicas intracelulares sdo continuamente ativadas nesse 6rgédo, o que
garante a regulacdo de processos centrais do metabolismo energético, como a
glicdlise, gliconeogénese e glicogendlise. Tais eventos metabdlicos ocorrem
também no figado ou s&o regulados por este 6rgdo em diferentes estagios de
nutricdo e balanco energético e estdo diretamente ligados a distarbios e
patologias como obesidade e diabetes. Assim, a redefini¢cdo do fluxo energético
da prenhez se relaciona a importante participacao de alteragcdes 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
producdo hepética de glicose. Diferente do tecido adiposo e musculo
esquelético, a participagcdo do figado nas alteracbes do fluxo energético

materno ainda ndo esta completamente esclarecida.



CONCLUSOES

Sob o ponto de vista metabdlico, parece nao ocorrer resisténcia a insulina
no figado de ratas prenhes, posto que a fosforilacdo da AKT e a expressao da

PEPCK néao foram alteradas e a inibicdo da expressao das MEs foi mantida.

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

novo de lipideos e néo a gliconeogénese como previamente proposto.
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