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RESUMO 

A desnutrição ainda acomete milhares de pessoas em todo mundo e durante 

as fases iniciais da vida, leva ao comprometimento no desenvolvimento de órgãos 

essenciais à manutenção do metabolismo glicêmico, lipídico e energético. No fígado, 

acarreta o desenvolvimento da doença hepática gordurosa não alcóolica (DHGNA), e 

que podem estar associadas ao aumento do pool de ácidos biliares (AB). O ácido biliar 

tauroursodesoxicólico (TUDCA), tem sido proposto como uma estratégia terapêutica 

pois, regula o metabolismo energético e lipídico, atua na redução do estresse de 

retículo e da inflamação decorrente do aumento de gordura no fígado. O objetivo do 

atual trabalho foi investigar se a desnutrição proteica promove o aumento de gordura 

hepática associado à desregulação no metabolismo dos ácidos biliares. Também foi 

investigar o papel do TUDCA como um possível agente terapêutico no tratamento da 

doença hepática. Para isso utilizamos linhagem de hepatoma humano (HepG2) 

tratados com L-histidinol (LH), fármaco que simula a desnutrição e camundongos 

C57BL/6 recém desmamados tratados com dieta controle com 14% de proteínas totais 

(C) ou tratados com dieta com 6% proteínas totais (R). Tanto as células tratadas com 

LH quanto o grupo R apresentaram aumento no conteúdo hepático de gordura, que 

foi associado ao aumento da concentração de AB totais. Depois, o grupo R recebeu 

durante 15 dias, aplicação diária intraperitoneal de TUDCA na concentração de 

300mg/kg de peso (RT). O grupo RT apresentou redução do conteúdo hepático de 

gorduras em relação ao grupo R, o que pode estar relacionado à maior exportação 

hepática de VLDL, visto que normalizou os níveis séricos de triglicerídeos. O 

tratamento com o TUDCA também reduziu marcadores do estresse de retículo e de 

inflamação, o que pode ter contribuído para a melhora do acúmulo de gordura hepática 

encontrada nos animais R. O TUDCA também reduziu a expressão proteica de 

enzimas responsáveis pela síntese dos AB, embora não tenha influenciado no 

conteúdo sérico total desses compostos quando comparado ao grupo R. 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 Undernutrition still affects thousands of people around the world and during 

the early stages of life, undernutrition leads to impairment in the development of organs 

essential to the maintenance of glucose, lipid and energy metabolism. In the liver, it 

causes the development of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), which may be 

associated with an increase in the pool of bile acids (BA). The tauroursodeoxycholic 

bile acid (TUDCA) has been proposed as a therapeutic strategy because it regulates 

energy and lipid metabolism, acts in the reduction of reticulum stress and inflammation 

resulted from the increased fat in the liver. The aim of the current work was to 

investigate whether the current protein malnutrition promotes the increase in liver fat 

associated with impaired in the metabolism of bile acids. It was also investigated the 

role of TUDCA as a possible therapeutic agent in the treatment of liver disease. For 

this, we used a human hepatoma cellular lineage treated with L-histidinol (LH), a drug 

that mimics malnutrition and newly weaned C57BL/6 mice treated with a control diet 

with 14% of total protein (C) or treated with a diet with 6% of total protein (R). Both the 

LH and the R group showed increased fat liver content that was associated with an 

increase in the concentration of total BA. Afterwards, the R group received, for 15 days, 

a daily intraperitoneal administration of TUDCA at a concentration of 300mg/kg of 

weight (RT). The RT group presented a reduction in the hepatic fat content compared 

to the R group, which may be related with higher hepatic VLDL export, as it normalized 

the serum levels of triglycerides. Treatment with TUDCA also reduced markers of 

endoplasmatic reticulum stress and inflammation, which may have contributed to the 

improvement in the accumulation of liver fat found in R animals. TUDCA also reduced 

the protein expression of enzymes responsible for the BA synthesis, although has not 

influenced the total serum content of these compounds when compared to the R group. 
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FAS - Ácido graxo sintetase 

FGF15/19 - Fibroblast growth factor-15/19 

FGFR4 - Fibroblast growth factor receptor 4 

FXR - Farnesoid x receptor 



 

GCN2 - General control nonderepressible 2 

HNF4α - Hepatocyte nuclear factor-4α 

IL1-β – Interleucina 1 beta  

JNK - c-Jun N-terminal kinase 
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TGR5 - G protein-coupled bile acid receptor 1 

TNFα – Fator de necrose tumoral alfa 
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1.INTRODUÇÃO  

1.1. Desnutrição energético-proteica 

Apesar de esforços globais, a desnutrição energético-proteica (DEP) ou 

também subnutrição ainda é um problema grave que afeta cerca de 200 milhões de 

crianças, principalmente em países em desenvolvimento, sendo responsável por até 

45% das mortes de crianças abaixo de 5 anos de idade (WHO, 2018). A subnutrição 

é definida como uma condição clínica decorrente da deficiência de um ou mais 

nutrientes essenciais, associada a inadequadas políticas sociais, econômicas e 

sanitárias (BHUTTA et al., 2017). Pode ser categorizada em duas principais formas 

clínicas considerando os macronutrientes proteicos e não proteicos.  

Quando decorrente do aporte de energia insuficiente para suprir as demandas 

metabólicas e de crescimento normal, a DEP induz perda de peso significante, 

principalmente devido a depleção do tecido muscular esquelético e adiposo, e é 

classificada como desnutrição do tipo marasmo. Por outro lado, a desnutrição do tipo 

Kwashiorkor, resulta da deficiência predominante de proteínas na dieta e é 

clinicamente caracterizada pelo desenvolvimento de edema periférico, além de lesões 

de pele, redução do crescimento, hepatomegalia, disfunção do sistema imune e de 

diversos órgãos. Há a possibilidade de ocorrer a associação entre as duas 

manifestações clínicas supracitadas, caracterizando a desnutrição do tipo marasmo-

Kwashiorkor (BHATTACHARYYA, 1986; BHUTTA et al., 2017).  

A deficiência nutricional nas primeiras fases de vida leva a um 

comprometimento estrutural e funcional de diversos órgãos, principalmente os 

responsáveis pelo controle metabólico de nutrientes, como fígado, tecido adiposo, 

músculo e pâncreas, visando evitar danos à órgãos reguladores do crescimento e 

desenvolvimento, como o cérebro (HALES, 1997; MARTINS et al., 2011). Após o 

consumo dos estoques de energia, como glicogênio e tecido adiposo, proteínas da 

musculatura esquelética são clivadas em aminoácidos para serem utilizados como 

fontes de energia. No entanto, a permanência do estado glicolítico e do catabolismo 

proteico não são suficientes para suprir a manutenção de vias essenciais de síntese 

de proteínas (WHITEHEAD; ALLEYNE, 1972; BHUTTA et al., 2017). A deficiência de 

proteínas leva a ativação de vias de sinalização celular, como a de resposta a 

aminoácidos (AAR), que permite às células a se adaptarem ao estresse nutricional ou 
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então encaminhar a apoptose no caso de exaustão das vias adaptativas (GUO; 

CAVENER, 2007; HARO et al., 2019). Assim, as respostas metabólicas-adaptativas 

resultantes da deficiência nutricional, contribui para o desenvolvimento de patologias 

na vida adulta associadas à condições crônicas, como obesidade, Diabetes Mellitus 

tipo 2 (DM2), hipertensão arterial, doença arterial coronariana, dislipidemia, doença 

hepática gordurosa não alcóolica (DHGNA), entre outras (SKOGEN; OVERLAND, 

2012; BRENSEKE et al., 2013; AMPONG et al., 2020). 

 

1.2 Doença hepática gordurosa não alcóolica 

Estima-se que 25% da população mundial tenha doença hepática gordurosa 

não alcóolica (DHGNA), com maior prevalência no Oriente Médio (32%) e na América 

do Sul (31%), sendo a doença hepática crônica mais comum (YOUNOSSI et al., 2016). 

É caracterizada pelo acúmulo de gordura no fígado de indivíduos sem histórico de 

consumo excessivo de álcool e compreende um espectro de condições histológicas e 

histopatológicas classificadas de acordo com a sua gravidade (BERLANGA, 2014).  

A DHGNA inicia-se com uma simples esteatose hepática, caracterizada pelo 

aumento da deposição de lipídeos no fígado, a qual com a progressão pode induzir 

inflamação, degeneração hepatocelular e deposição de colágeno resultando na 

esteato-hepatite não alcoólica (EHNA). A progressão da EHNA com elevada fibrose 

resulta em cirrose hepática, que aumenta em 30 a 40% o risco para a ocorrência de 

carcinoma hepatocelular (PISCAGLIA et al., 2016; ARAB, 2018). É considerada uma 

manifestação hepática da síndrome metabólica e a obesidade aumenta em 90% a 

chance de desenvolvimento da DHGNA, enquanto a DM2 em 70%. Também é fator 

de risco para o desenvolvimento de doenças como DM2, dislipidemias e hipertensão 

(ADAMS et al., 2009; ARAB, 2018).  

Os mecanismos responsáveis pelo desenvolvimento da DHGNA ainda não são 

totalmente elucidados, mas abrange uma gama de fatores que alteram o metabolismo 

de lipídeos e resultam em desequilíbrio entre a síntese e a degradação de 

triglicerídeos (TG) nos hepatócitos. O aumento do suprimento e da captação de ácidos 

graxos (AG) da circulação para os hepatócitos constitui um dos mecanismos 

importantes para a fisiopatologia desta doença, estes podem ser provenientes da 

lipólise do tecido adiposo ou da alimentação, principalmente, rica em gorduras 

(BERLANGA, 2014).  
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A via da de novo lipogênesse também é responsável pelo aumento da 

deposição de gordura no fígado. Ocorre quando a capacidade de armazenamento do 

glicogênio hepático é saturada e a glicose então é redirecionada à síntese de novo 

AG. Nesse processo, a glicose é convertida em acetil-CoA e esse convertido em 

malonil-CoA pela enzima Acetil-CoA carboxilase (ACC), o qual é transformado em 

ácido palmítico pelo complexo enzimático da ácido graxo sintetase (FAS) e então, 

direcionado para a síntese de TG (BERLANGA, 2014). As enzimas ACC e FAS são 

reguladas a nível transcricional pela ativação da proteína 1 de ligação ao elemento 

regulador do esterol (SREBP1-c) e também pela ativação da proteína de ligação 

responsiva ao carboidrato (ChREBP). Ambos os fatores de transcrição são regulados 

pelo receptor nuclear X do fígado (LXR) (HERMAN; SAMUEL, 2016; ARAB, 2018).  

A redução da oxidação dos AG nos hepatócitos é outro fator que contribui para 

o aumento da deposição de lipídeos no fígado. Nos hepatócitos, os AG são oxidados 

na via da β-oxidação para a produção de energia e esse processo pode ocorrer dentro 

das mitocôndrias ou nos peroxissomos, a depender do tamanho da cadeia de carbono 

desses AG. Os AG são ativados pela acil-CoA-sintetase em acil-CoA e então 

transportados através da membrana mitocondrial externa pela enzima carnitina 

palmitoiltransferase 1 (CPT-1), que os converte em acil-carnitina. Em seguida, a acil-

carnitina é transferida para a matriz mitocondrial interna pela enzima CPT-2, que por 

sua vez, realiza o processo inverso ao da CPT-1, formando novamente acil-CoA. Esse 

então, passa por ciclos de β-oxidação no qual NADH e FADH são formados para a 

transferência de elétrons na cadeia respiratória. A β-oxidação ocorre 

predominantemente no estado de jejum, quando os valores de malonil-CoA estão 

baixos, sendo este um inibidor da CPT-1, enquanto que os receptores ativados por 

proliferadores de peroxissoma do tipo alfa (PPARα) é um ativador (AIRES et al., 2010; 

BERLANGA, 2014; ARAB, 2018).  

As lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL) são as principais 

responsáveis pela exportação dos TG do fígado para a circulação. A síntese dessas 

lipoproteínas se dá através da transferência de TG livre para a apolipoproteína do tipo 

B (Apo-B), dando origem a molécula de pré-VLDL. Essa transferência é realizada pela 

proteína microssomal de transferência de triglicerídeos (MTP), que posteriormente se 

unirá à pré-VLDL formando a VLDL madura, pronta para ser secretada pelo fígado. 

Caso haja prejuízos na expressão ou atividade da MTP, pode ocorrer diminuição da 
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secreção hepática de VLDL, o que aumenta a deposição de TG nos hepatócitos 

contribuindo para a instalação da DHGNA (LEWIS, 2002; BERLANGA, 2014).  

1.3 Desnutrição e DHGNA  

Apesar de muitos estudos terem mostrado a relação de DHGNA com a 

obesidade e o alto consumo de nutrientes, pouco se sabe sobre os mecanismos 

moleculares que envolve a instalação dessa doença em situações de déficit nutricional 

de proteínas. Crianças hospitalizadas com desnutrição do tipo Kwashiorkor, 

apresentaram quadro de esteatose hepática, que pode estar associado ao aumento 

plasmático nos níveis de AG livres provenientes da lipólise do tecido adiposo (LEWIS 

et al., 1964 e 1966). A oxidação dos AG também parece estar prejudicada na 

desnutrição devido ao aumento do estresse oxidativo, disfunção mitocondrial e dos 

peroxissomos (BADALOO, 2006; BANDSMA et al., 2010; VAN ZUTPHEN et al., 

2016).  

A exportação de TG também parece contribuir para o aumento de gordura no 

fígado decorrente da desnutriçao. Macacos submetidos a restrição proteica 

apresentaram redução da secreção de VLDL (KUMAR, 1972), o que pode estar 

relacionado a redução de lipoproteínas plasmáticas verificado em crianças 

hospitalizadas com esteatose hepática e Kwashiorkor (FLORES, 1970; COWARD; 

WHITEHEAD, 1972). Por outro lado, a secreção de VLDL foi diretamente proporcional 

ao grau de severidade da esteatose hepática verificada em crianças com desnutrição 

severa, indicando que a exportação de TG do fígado pode não necessariamente estar 

relacionada com a instalação da esteatose hepática (BADALOO et al., 2005).  

A desnutrição vigente na anorexia impossibilita a ativação da via de síntese de 

AG no fígado (FLETCHER, 1966; TRUSWELL; MILLER, 1993). Também, a restrição 

de aminoácidos essenciais ativa a via de resposta a aminoácidos que irá inibir a via 

da lipogênese através da ativação da proteína quinase de controle geral não reprimido 

2 (GCN2) e do ativador do fator de transcrição 4 (ATF4) (GUO; CAVENER, 2007; 

ANTHONY, 2013). Entretanto, vale ressaltar que os estudos são escassos e tanto 

modelos animais de restrição de proteínas quanto crianças alimentadas com déficit 

proteico, tendem a ter um aporte maior de carboidratos simples na dieta, para manter 

o aporte calórico, fator esse que poderia contribuir para o aumento da deposição de 

gordura hepática (AMPONG et al., 2020).  
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1.4 Ácidos Biliares  

Os ácidos biliares (AB) são moléculas produzidas nos hepatócitos à partir do 

catabolismo do colesterol, responsáveis pela absorção intestinal de gorduras, 

vitaminas lipossolúveis e drogas e também facilitam a secreção hepatobiliar de 

metabólitos endógenos e xenobióticos (CHIANG, 2009). É considerado um importante 

regulador do metabolismo hepático e disfunções na sua homeostase estão 

associadas à diversas doenças como colestase hepática, DHGNA, dislipidemia, 

diabetes, obesidade e doenças cardiovasculares (CHIANG, 2009; LEFEBVRE et al., 

2009; CLAUDEL, 2011; POREZ, 2012).  

O colesterol é convertido em AB através de 17 reações enzimáticas no fígado. 

A via clássica de síntese, responsável por até 90% do conteúdo total de AB, tem início 

com o colesterol sendo convertido em 7 α-hidroxicolesterol pela enzima 7 α-

hidroxilase (CYP7A1). Os produtos dessa via são os AB primários cólico (CA) e 

chenodeóxicolico (CDCA) em humanos, sendo esse último substituído pelo β-

muricólico (β-MCA) em roedores. A via alternativa de síntese de AB inicia-se com o 

colesterol sendo convertido em 27-hidroxicolesterol pela enzima mitocondrial esterol-

27-hidroxilase (CYP27A1) até a formação do AB primário CDCA ou β-MCA, 

dependendo da espécie (RUSSELL, 2003).  

Após sintetizados, a maioria dos AB são conjugados com os aminoácidos 

glicina ou taurina, através da amidação no grupo carboxila pela enzima bile acid 

coenzyme A synthase (BAC) e a enzima bile acid amino acid transferase (BAAT). A 

conjugação aumenta a solubilidade dos AB em pH ácido, previne a precipitação de 

Ca2+, minimiza a absorção passiva e previne a clivagem pelas enzimas pancreáticas 

no intestino (LI; CHIANG, 2014). Uma vez no lúmen intestinal, os AB conjugados são 

desconjugados pela ação de bactérias e depois através da enzima 7 α- desidroxilase 

CA e CDCA são convertidos em AB secundários como o deoxicólico (DCA) e o 

litocólico (LCA), respectivamente. Quando em concentrações elevadas, AB 

hidrofóbicos como LCA, DCA e CDCA, são extremamente citotóxicos, induzem ao 

estresse oxidativo e ativam vias de necrose e apoptose celular (LEFEBVRE et al., 

2009; PEREZ; BRIZ, 2009; LI; CHIANG, 2014; WANG, 2014).  

Os AB também atuam como moléculas sinalizadoras, que através de 

receptores nucleares e de membrana regulam o metabolismo de lipídeos, glicose e 

energético. Por isso, é importante a regulação de sua concentração e síntese. Os AB 
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retornam aos hepatócitos através da circulação entero-hepática e ativam o receptor 

de ácido biliar farnesóide X (FXR), que induz outro receptor nuclear denominado de 

pequeno parceiro heterodímero (SHP), que irá reprimir fatores de transcrição como o 

receptor homólogo do fígado 1 (LRH-1) e o fator nuclear alfa 4 do hepatócito (HNF4α) 

e assim, inibir a transcrição da CYP7A1. Outra forma de reprimir a síntese de AB de 

maneira independente de SHP, é através da ativação do FXR intestinal que irá induzir 

o fator de crescimento de fibroblastos 19 (FGF19) em humanos (análogo ao FGF15 

em roedores), e esse, no hepatócito, irá se ligar ao receptor 4 do fator de crescimento 

de fibroblastos (FGFR4) e inibir a transcrição da CYP7A1 (STAELS, 2010; LI; 

CHIANG, 2014).  

1.5 Ácidos biliares, metabolismo lipídico e desnutrição  

O receptor nuclear FXR têm papel importante na regulação do metabolismo de 

lipídeos. FXR induz a expressão da apolipoproteína C-II (Apo-C2) que é componente 

da molécula de VLDL e indutor da lipólise através da ativação da lipoproteína lipase 

(LPL). O FXR também controla a expressão de outros genes envolvidos no 

metabolismo dos triglicerídeos como outras apolipoproteínas (Apo-B, Apo-A1, Apo-

C3) e receptor de VLDL (VLDLR). Também, reprime a lipogênese através da inibição 

da via do SREBP1-c e induz a β-oxidação dos AG via ativação de PPARα (KAST et 

al., 2001; STAELS, 2010; CHIANG, 2013; FUCHS, 2016). Por outro lado, a ativação 

de FXR-SHP induz a redução da exportação de VLDL, através da inibição do HNF4α, 

que irá reduzir a transcrição e, consequentemente, a atividade da MTP e Apo-B 

(HIROKANE et al., 2004).  

Embora a relação não seja ainda totalmente elucidada, é comum encontrar 

elevações plasmáticas de AB totais em pacientes com DHGNA (BECHMANN et al., 

2013; MOUZAKI et al., 2016; JIAO et al., 2018). Crianças hospitalizadas com 

desnutrição severa também apresentaram aumento de AB totais associado ao 

aumento da conjugação com glicina e da proporção de AB secundários hidrofóbicos 

(ZHANG et al., 2016). Ratos submetidos à restrição de proteínas desenvolveram 

esteatose hepática com aumento do pool de AB totais e redução de AB conjugados à 

taurina (VAN ZUTPHEN et al., 2016). Sendo assim, é comum aferir que a DHGNA 

leva a alterações da concentração e composição dos AB.  
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1.6 Ácido Tauroursodesoxicólico 

O tauroursodesoxicólico (TUDCA) é um AB proveniente da conjugação do AB 

secundário ursodesoxicólicoo (UDCA) ao aminoácido taurina e vem sendo utilizado 

como agente terapêutico em doenças hepáticas, por apresentar baixa toxicidade e se 

ligar a receptores como o receptor 1 de ácido biliar acoplado à proteina G (TGR5) e 

FXR (KUSACZUK, 2019). Sua abrangência farmacológica está relacionada a sua 

atividade de chaperona química, que promove a redução de marcadores de estresse 

de retículo e sua atividade anti-apoptótica e citoprotetora (COLELL et al., 2001; XIE et 

al., 2002; SCHOEMAKER et al., 2004; CORTEZ; SIM, 2014).  

O TUDCA tem demonstrado ser também opção terapêutica no tratamento da 

obesidade e diabetes. Isso porque, em estudos com humanos e modelo animal de 

obesidade e diabetes, o TUDCA proporcionou a melhora da sensibilidade à insulina, 

aumento do clearance de insulina e da massa de células beta pancreáticas (KARS et 

al., 2010; VETTORAZZI et al., 2017; BRONCZEK et al., 2019). O tratamento com 

TUDCA em camundongos obesos ob/ob levou à redução do ganho de peso, da 

glicemia, aumento do gasto energético e da sinalização à leptina no hipotálamo 

(OZCAN et al., 2009). Também, através da ativação de receptores como o FXR e 

TGR5, o TUDCA promoveu o aumento da secreção de insulina em ilhotas isoladas de 

camundongos estimuladas com alta glicose (DÜFER et al., 2012; VETTORAZZI et al., 

2016).  

O acúmulo excessivo de AB que ocorre em doenças que levam à colestase 

hepática pode ser prejudicial devido à ação citotóxica desses. A administração 

exógena de AB hidrofílicos e anti-colestáticos como o TUDCA têm se mostrado uma 

terapia eficiente para o efluxo e redução da toxicidade do excesso de AB (LI et al., 

2018; KUSACZUK, 2019). A ação anti-colestásica desses compostos se dá através 

da ativação das vias da proteína quinase C (PKC) e das quinases reguladas por sinal 

extracelular 1 e 2 (ERK 1/2), que vão estimular a translocação de transportadores de 

AB para a membrana dos hepatócitos (CABRERA, 2019).  

Os estudos sobre a ação do TUDCA na DHGNA ainda são escassos. 

Camundongos submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com TUDCA apresentaram 

melhora da esteatose hepática com redução de marcadores pró-inflamatórios, 

aumento da β- oxidação, redução da lipogênese e melhora da sensibilidade à insulina 

(GUO et al., 2015). Em modelo experimental de esteato-hepátite não alcóolica, o 
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TUDCA minimizou os danos hepáticos através da redução do estresse de retículo, 

marcadores pró-apoptóticos e de fibrose, mas não influenciou no conteúdo de TG 

(CHO et al., 2014). O TUDCA também melhorou a esteatose hepática de 

camundongos que passaram por desnutrição intra-uterina submetidos à dieta 

hiperlipídica (MURAMATSU-KATO et al., 2015), entretanto ainda não há trabalhos que 

avaliem o papel do TUDCA na DHGNA decorrente da desnutrição proteica após 

desmame. 

 

2. OBJETIVOS  

O objetivo do atual trabalho foi investigar se a desnutriçao vigente do déficit de 

proteínas promove o aumento de gordura hepática associado à desregulação no 

metabolismo dos ácidos biliares. Em sequência, investigamos o papel do TUDCA na 

esteatose hepática de camundongos submetidos à restrição de proteínas após o 

desmame, e o envolvimento desse composto na regulação do metabolismo dos ácidos 

biliares.  

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Modelo Experimental 

3.1.1 Cultura Celular 

Células de hepatócitos humanos da linhagem HepG2 foram mantidas em meio 

DMEM (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) contendo 10% de soro fetal bovino (FBS) à 

37oC e 5% de CO2. Após atingirem aproximadamente 80% de confluência em placa, 

foi feito o tratamento com 2mM de L-Histidinol dihidroclorido (cód. H6647-1G, Sigma, 

Missouri, EUA) para indução da desnutrição (SHAN et al., 2015), que foi demonstrada 

pelo aumento das protéinas p-EIF2α e ATF4 durante 4 e 8 horas de tratamento, sendo 

esse último tempo o escolhido como o modelo experimental.  

3.1.2 Animais 

Após aprovação pelo comitê de ética de uso de experimentação animal 

(número 5239-1/2019), camundongos machos da linhagem C57Bl/6-Unib com 21 dias 

de vida, foram obtidos no CEMIB (Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica 

na Área da Ciência em Animais de Laboratório) da Universidade Estadual de 

Campinas (UNICAMP). Os camundongos foram mantidos no biotério setorial do 
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departamento de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia (IB) da 

UNICAMP, sob condições de luminosidade (ciclo de 12h claro e 12h escuro) e 

temperatura (23±2oC) controladas. Durante 16 semanas, os animais foram divididos 

em 2 grupos: Grupo Controle (C), com camundongos alimentados com dieta 

convencional com 14% de proteínas totais; grupo restrição proteica (R), com 

camundongos alimentados com dieta com 6% de proteínas totais. Nos últimos 15 dias 

do protocolo experimental, parte dos animais dos grupos C e R, receberam a 

administração diária intraperitoneal de 300mg/kg de TUDCA (Calbiochem, São Paulo, 

Brasil, cód. 580549) resuspendido em solução de PBS, formando assim, outros dois 

grupos: camundongos controles tratados com TUDCA (CT) e camundongos 

submetidos a restrição proteica tratados com TUDCA (RT). Nesse período, o restante 

dos animais que não foram tratados com o TUDCA receberam diariamente uma 

aplicação intraperitoneal de PBS. Dietas e água foram ofertadas ad libidum. As dietas 

foram adquiridas na empresa PragSoluções (Jaú, Brasil).  

 

Quadro 1. Composição das dietas Controle (14% de PTN) e Restrita (6% de 

PTN) em 100g. 

INGREDIENTES 
Dieta Controle PTN 

14% (g) 

Dieta Restrita PTN 

6% (g) 

Amido de Milho 44,23 50,43 

Caseína  16,34 6,97 

Amido Dextrinizado 15,5 16,65 

Sacarose 10 12,1 

Óleo de Soja 4 4 

Celulose 

Microcristalina 
5 5 

Mix mineral AIN 93G 3,5 3,5 

Mix vitamina AIN 93 1 1 

L-cistina 0,18 0,1 

Bitartarato de colina 0,25 0,25 

TOTAL  100 100 
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3.2 Pesagem e controle da ingestão alimentar  

Todos os camundongos foram pesados uma vez por semana utilizando balança 

digital (SF-400 Alta Precisão Eletrônica) durante todo o período experimental. A ração 

ofertada também foi pesada semanalmente para o cálculo da ingestão alimentar: 

ração ofertada (Rc) subtraída pela ração restante (Rr) e dividido pelo número (n) de 

animais da gaiola. 

3.3 Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (ipGTT) 

Para o dia da realização do teste de tolerância à glicose, os camundongos dos 

grupos C e R, foram mantidos em jejum por 12 horas, pesados e a glicemia de jejum 

(tempo 0) avaliada com aparelho Accu-Check Advantage II. Após aferição da glicemia 

em jejum, foi administrada dose única de 2g/Kg de peso corporal de glicose via 

intraperitoneal. Os valores de glicemia foram verificados nos tempos 15, 30, 60, 90 e 

120 minutos após a sobrecarga de glicose.  

3.4 Teste intraperitoneal de tolerância à insulina (ipITT) 

Os camundongos foram submetidos a restrição alimentar por 2 horas e a 

verificação da glicemia do tempo 0 realizada com aparelho Accu-Check Advantage II. 

A insulina regular humana (Humulin ®, Lilly, Indianápolis, EUA) foi administrada na 

cavidade peritoneal na concentração de 0,75 UI/kg de peso corporal, associada a uma 

solução de 0,9% de NaCl. A glicemia foi verificada nos tempos 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 

minutos após a aplicação da insulina. O cálculo da taxa de decaimento da glicemia 

(kITT) foi feito a partir da transformação dos valores de glicemia em seu logarítimo 

natural (Ln), e depois, no Graph Pad Prism v.06, foi feita a regressão linear da curva 

para cada animal, mostrada no valor positivo de Slope seguido da multiplicação por 

100.  

3.5 Análises Sorológicas  

A eutanásia foi feita por decapitação após a anestesia com isoflorano 

administrado através das vias aéreas, com os animais em jejum de 12 horas. O 

sangue foi coletado e centrifugado a 1500 x g a 4°C, por 15 minutos e o soro separado 

foi armazenado à -20oC. Posteriormente, foi feita as dosagens de albumina, proteínas 

totais, triglicerídeos e colesterol total utilizando kit comercial (cód. K040, cód. K031-1, 

cód. K117-3, cód. K083- 3, Bioclin, Belo Horizonte Minas Gerais, Brasil).  
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3.6 Extração de lipídeos totais, dosagem de triglicerídeos e colesterol total 

hepático 

 Um fragmento de aproximadamente 100 mg do fígado foi coletado e adicionado 

2 ml de solução de clorofórmio e metanol na proporção de 2:1. Após homogeinizado, 

o tecido foi mantido em temperatura ambiente overnight para completa extração 

lipídica. Após, o conteúdo foi filtrado e mantido em capela para a completa evaporação 

do solvente. O material seco foi então resuspendido em alcóol isopropílico e 

armazenado à -20oC até a dosagem do conteúdo de triglicerídeos e colesterol total 

utilizando kit comercial (cód. K117-3, cód. K083- 3, Bioclin, Belo Horizonte Minas 

Gerais, Brasil). O valor final foi normalizado pelo peso do fragmento de fígado e 

volume de alcóol isopropílico adicionado (FOLCH, 1957). 

3.7 Dosagem de Ácidos Biliares Totais 

Para a dosagem de ácidos biliares totais, soro, fragmento de fígado e células 

foram coletados e homogeneizados em solução de PBS, centrifugados a 10000 x g 

por 10 minutos à 4oC e diluídos segundo instruções do fabricante do kit comercial 

(STA-631, Cell Biolabs, San Diego, EUA). A dosagem de AB totais do fígado e de 

células foram normalizadas pelo conteúdo de proteínas totais quantificadas por 

Bradford. 

 3.8 Western Blot  

Após a eutanásia, fragmentos do fígado foram coletados e solubilizados com 

homogeneizador mecânico (TissueLyser LT, Qiagen, Hilden, ALE) em solução 

contendo agentes anti-proteases e anti-fosfatases [100 mM de tris pH 7,5,  

10 mM de ortovanadato de Na+, 100 mM de pirofosfato de Na+, 5mM de 

ácidoetilenodiaminotetracético (EDTA), 10 mM de fluoreto de Na+, 2 mM de fluoreto 

de fenilmetanosulfonil e 1% de triton X-100]. O homogenato foi centrifugado a 12000 

rpm por 40 min, e após quantificação proteica por Bradford, as amostras foram 

incubadas a 100oC por 5 minutos em 30% de tampão Laemmli (0,1% de azul de 

bromofenol, 1 M de fosfato de sódio, 50% de glicerol e 10% de SDS). As células foram 

coletadas e também armazenadas em tampão Laemmli.  

As proteínas foram separadas por eletroforese em gel bifásico de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) e depois transferidas para membrana de nitrocelulose (BioRad), durante 
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2 horas e 30 minutos a 110 V em gelo, com tampão de transferência (25 mM de tris 

base, 192 mM de glicina e 20% de metanol). Em seguida, as membranas foram 

incubadas por 2 horas em temperatura ambiente com solução bloqueadora de 5% de 

leite em pó desnatado diluído em TBS/Tween-20. Após, as membranas foram 

incubadas overnight com anticorpo primário para CYP7A1 (cód. 294116, LS Bio., 

EUA), CYP27A1 (cód. 151987, Abcam, EUA), FXR (cód. 25309, Santa Cruz Bio., 

EUA), ATF4 (cód. D4D8, Cell Signalling, EUA), pEIF2a (cód. 169528, Abcam, EUA), 

CPT1 (cód. 12252, Cell Signalling, EUA), MTP (cód. 43618, Sigma, EUA), OXPHOS 

(cód. 110413, Abcam, EUA) e GAPDH (cód. G9545, Sigma, EUA). As membranas 

foram então incubadas com anticorpo policlonal anti-IgG (1:10000, Invitrogen, São 

Paulo, SP, BRA) por 2 horas à temperatura ambiente. A detecção das proteínas foi 

realizada utilizando reagentes quimioluminescentes e o registro foi feito através de 

fotodocumentador Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences, Illinois, 

EUA). A quantificação proteica foi feita através do software Image J 

(https://imagej.nih.gov/ij/download.html), normalizada pela GAPDH, proteína utilizada 

como controle interno, seguido da divisão pela média dos valores do grupo controle.  

3.9 qRT-PCR 

Após coleta, um fragmento de tecido hepático foi lisado em 1000μl de solução 

Trizol (Ambion by Life Technologies, USA), e o RNA total foi extraído de acordo com 

o protocolo do fabricante. As concentrações de RNA foram determinadas por 

espectrofotometria (ratio 260/ 280nm) e o cDNA foi sintetizado com 2μg de RNA, 

usando a reação de transcriptase reversa (High Capacity cDNA Reverse Transcription 

kit, Applied Biosystems, USA). RT-PCR em tempo real foi realizado utilizando Fast 

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA), na 7500 Fast Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems) com primers específicos para as reações de PCR. 

O gene do RPL 32 (Ribosomal Protein L32) foi utilizado como controle interno.  

 

Quadro 2. Sequência dos primers utilizados  

Primer Sequência dos primers 

SREBP1c 
Forward: GCTTCTGAGGGTGGAGGGGT 

Reverse: CCTGGTGGTGGGCACTGAAGC 

FAS Forward: AGCGGCCATTTCCATTGCCC 
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Reverse: CCATGCCCAGAGGGTGGTTG 

ACC 
Forward: AGGCTGATGGTGATGAAC 

Reverse: CACTGTGAACATGTGGAGG 

PPAR α 
Forward: AAAGCAGCCAGCTCTGTGTTGAGC 

Reverse: TAGGTACCGTGGACTCAGAGCTAG 

CPT1 
Forward: CTTGAAGTAACGGCCTCTGT 

Reverse: AGTGACTGGTGGGAGGAATA 

ACOX 
Forward: TGGTATGGTGTCGTACTTGAATGA 

Reverse: AATTTCTACCAATCTGGCTGCAC 

Apo-B 
Forward: CCGTGGAGCTGGCGTTGGG 

Reverse: GCGAGTGGCCCTGAAGGCTG 

MTP 
Forward: CATTCAGCACCTCCGGACTT 

Reverse: GACACTGCTGTCACTTTTGAAATCCA 

BIP 
Forward: ACTTGGGGACCACCTATTCCT  

Reverse: ATCGCCAATCAGACGCTCC  

CHOP 
Forward: CTGGAAGCCTGGTATGAGGAT  

Reverse: CAGGGTCAAGAGTAGTGAAGGT  

XBP1s 
Forward: AGCAGCAAGTGGTGGATTTG  

Reverse: GAGTTTTCTCCCGTAAAAGCTGA  

ATF6 
Forward: GAGAGGTGTCTGTTCGGGG  

Reverse: CGTGGACTCCCAGTCTTCAC  

BAC 
Forward: TCTATGGCCTAAAGTTCAGGCG  

Reverse: CTTGCCGCTCTAAAGCATCC  

BAAT 
Forward: GCAAACCTGTTAGTTCTCAGGC  

Reverse: GTGGACCCCCATATAGTCTCC  

SHP 
Forward: TAACTTCACAAGGACTATGC  

Reverse: GCTCCAAGACTTCACACAGTG  

TGR5 
Forward: CCTGGCAAGCCTCATCGTC 

Reverse: AGCAGCCCGGCTAGTAGTAG 

TNFα 
Forward: CCCTCCACACTCAGATCATCATCTTTCT 

Reverse: GCTACGACGTGGGCTACAG 

IL1-β 
Forward: ACTCCTTAGTCCTCGGCCA  

Reverse: TGGTTTCTTGTGACCCTGAGC 
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RPL 32 
Forward: CAAAATCGCCCTATTCCTCA 

Reverse: AGACCCAGCTTCGTTCTCCT 

 

3.10 Quantificação de lipídeos neutros por Oil Red O (ORO) 

Um fragmento do fígado foi coletado e incorporado em O.C.T. (Fisher 

Healthcare, Tissue Plus, O.C.T. Compound, Scigen Scientifc Gardena, Houston, 

U.S.A.) e congelado à -80°C por 24 horas. Para os cortes foram feitas secções semi-

seriadas de 5 μm no criostato (LEICA CM 1850, Heidelberger, Alemanha) à 15°C. Os 

cortes obtidos foram mantidos fixados em solução de paraformaldeído 4% durante 20 

minutos e por fim, foram corados com solução de Oil Red O (ORO - Amresco ®, Ohio, 

EUA) a 0,5% por 5 minutos e em seguida colocados durante 15 segundos em solução 

de hematoxilina e lavados com água (MEHLEM et al., 2013).  

Para a visualização e a quantificação da deposição de lipídeos nos hepatócitos 

foi selecionada 1 secção de cada fígado, na qual foram fotografados 3 campos 

aleatórios no aumento de 20x em microscópio de luz (Olympus BX51, Olympus 29 

Optical do Brasil, São Paulo, SP, BRA) acoplado a câmera digital para captura de 

imagem (Olympus DP71, Olympus Optical do Brasil, São Paulo, SP, BRA). O 

percentual da área contendo gordura por campo registrado foi obtido pela 

quantificação da coloração do ORO. Com o Software Image J 

(https://imagej.nih.gov/ij/download.html), as imagens capturas foram primeiramente 

convertidas de RGB para uma imagem com escala de cinza de 8 bits, depois foi 

aplicado a ferramenta color thereshold, que separou pixéis com valores de intensidade 

diferentes e em seguida mensurada a área de cada imagem (MEHLEM et al., 2013).  

Após o período de tratamento, as células foram lavadas com PBS e fixadas 

com solução de 3,7% de formaldeído durante 1 hora em temperatura ambiente. Após, 

foram lavadas com PBS, seguidas de 1 lavagem com isopropanol a 60%. Foi então 

adicionada solução de 0,5% de Oil Red O (Amresco ®, Ohio, EUA) diluído em 

isopropanol, mantida por 2 horas à temperatura ambiente. Depois, foi feita mais uma 

lavagem com isopropanol a 60%, seguido de lavagens com PBS e então as fotos 

foram feitas no microscópio FLoid Cell Imaging (Life Technologies, Califórnia, EUA). 

A absorbância do conteúdo de ORO foi realizada no aparelho Spectramax (Molecular 

Devices, Califórnia, EUA) após coleta de cada poço com isopropanol absoluto. A 
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normalização do experimento foi feita pelo conteúdo de células quantificado com o 

uso do cristal de violeta.  

3.11 Análise Estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad 

Prism 7.0 (GraphPad Software, USA). Os resultados foram expressos como média ± 

erro padrão da média (EPM) e todos foram submetidos ao teste de distribuição de 

normalidade Shapiro-Wilk. A análise entre os grupos C e R e CTL e LH foram 

submetidas ao test t de Student (paramétricos) ou teste U de Mann Whitney (não 

paramétricos). As análises entre os grupos C, CT, R e RT foram submetidos ao One-

way ANOVA seguido de Tukey (paramétricos) ou Kruskal-wallis seguido de Dunns 

(não paramétricos). P<0,05 foi adotado como critério de significância.  

 

4. RESULTADOS 

4.1 Indução da desnutrição em células HepG2 

Para verificar se a ativação da via de resposta a aminoácidos promoveria o 

aumento do conteúdo lipídico associado à desregulação no metabolismo dos ácidos 

biliares, tratamos células de hepatócitos humanos da linhagem HepG2 com 2mM de 

L-histidinol (LH). O L-histidinol é um inibidor da síntese da histidina, utilizado como 

indutor farmacológico que simula a desnutrição de proteínas pois atua diretamente na 

via de resposta ao aminoácido através da ativação da GCN2 (WARRINGTON, 1977; 

SHAN et al., 2015).  

O tratamento com 4 horas ou 8 horas com o LH promoveu ao aumento da 

expressão proteica de pEIF2α e ATF4 (Fig. 1A, B), proteínas downstream à GCN2. 

Como 8 horas de tratamento resultou no aumento mais exacerbado da expressão 

proteica de ambas as proteínas, escolhemos esse tempo de incubação para os 

experimentos posteriores.  

Na Fig. 1C é possível ver que o tratamento de 8 horas com o LH resultou no 

aumento do conteúdo de lipídeos neutros nos hepatócitos, representado pela 

intensidade da absorção de células marcadas com ORO (Fig. 1D). Associado a esse 

aumento, o LH também acarretou no aumento do conteúdo de AB totais (Fig. 1E). 

Com esses resultados, é possível inferir que, de fato, a ativação da via de resposta 
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aos aminoácidos parece implicar em aumento de gordura nos hepatócitos e aumento 

da síntese de ácidos biliares totais. 

 

 

Figura 1. Caracterização da desnutrição proteica em células HepG2. Barra branca (CTL)= células em 

meio DMEM controle, barra azul (LH)= células em meio DMEM tratadas com 2mM de L-histidinol. 

Expressão proteica de (A) pEIF2a, (B) ATF4 de células CTL e LH incubadas 4 e 8 horas com L-

histidinol, (C) células coradas com ORO, (D) quantificação da absorbância de células coradas com 

ORO, (E) dosagem de ácidos biliares totais em células CLT e LH incubadas 8 horas com L-histidinol. 

Dados são expressos em ± EPM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) seguido 

de t test; * significa diferença estatística em relação ao grupo CTL (p<0,05); n= 4-6.  
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4.2 Caracterização do modelo experimental in vivo 

Buscando in vivo compreender o envolvimento da restrição de proteínas no 

metabolismo de lipídeos e dos ácidos biliares, camundongos machos após desmame 

receberam durante 16 semanas dieta controle com 14% de proteínas totais (C) ou 

dieta restrita com 6% de proteínas totais (R). Como esperado, o grupo R apresentou 

redução do ganho de peso corporal a partir da 4a semana (Fig. 2A), com redução 

média de 16% do peso corporal ao final do tratamento nutricional (Fig. 2B), em 

comparação com o grupo C. O grupo R também apresentou redução do peso relativo 

do fígado (Fig. 2C) associado e aumento relativo de gordura perigonadal (Fig. 2D). A 

desnutrição proteica também levou à redução de albumina e proteínas totais séricas 

(Fig. 2E, F). 
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Figura 2. Caracterização do modelo experimental. C= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta 

convencional (14% de proteínas totais), R= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta restrita (6% de 

proteínas totais), durante 16 semanas. Em (A) Registro semanal do peso corporal ao longo do período 

experimental de 16 semanas, (B) peso corporal final, (C) peso relativo do fígado, (D) peso relativo da 

gordura perigonadal, (E) albumina sérica, (F) proteínas totais sérica. Dados são expressos em ± EPM 

e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) seguido de t test; * significa diferença 

estatística entre os grupos (p<0,05); n=8.  

4.3 Avaliação da homeostase glicêmica 

Como o grupo vem há anos estudando o metabolismo glicêmico nesse modelo 

de restrição de proteínas totais, fizemos a avaliação da homeostase da glicose a fim 

de garantir que o protocolo experimental atingiu resultados semelhantes 

anteriormente publicados pelo o grupo. Como esperado, os animais do grupo R 

apresentaram maior tolerância à glicose, que pôde ser observada na curva glicêmica 

do GTT  após 90 minutos do desafio com glicose (Fig. 3A) e na menor área abaixo da 

curva (AUC, Fig. 3B) durante o referido teste. Para avaliar a sensibilidade à insulina, 

foi feito o teste intraperitoneal de tolerância à insulina (ipITT, Fig. 3C), no qual o grupo 

R apresentou maior sensibilidade ao hormônio, verificada na redução da AUC (Fig. 

3D) e no aumento do índice de decaimento da glicemia (kITT, Fig. 3E).  
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Figura 3. Avaliação da homeostase glicêmica. C= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta 

convencional (14% de proteínas totais), R= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta restrita (6% de 

proteínas totais), durante 16 semanas. Em (A) perfil glicêmico durante o ipGTT, (B) AUC do ipGTT, (C) 

perfil glicêmico do ipITT, (D) AUC do ipITT, (E) taxa de decaimento da glicemia (kITT). Dados são 

expressos em ± EPM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) seguido de t test; * 

significa diferença estatística entre os grupos (p<0,05); n=5.  

4.4 Avaliação do perfil lipídico sérico 

Para avaliar se a restrição de proteínas resultou em alterações no metabolismo 

de lipídeos, fizemos a dosagem sorológica de triglicerídeos, colesterol total e ácidos 

biliares totais. O grupo R apresentou redução na concentração sérica de triglicerídeos 

(Fig. 4A), não houve diferenças no conteúdo de colesterol total (Fig. 4B), mas com 
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aumento da concentração de ácidos biliares totais (Fig. 4C), quando comparados ao 

grupo C.  

 

 

Figura 4. Avaliação do perfil lipídico sorológico. C= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta 

convencional (14% de proteínas totais), R= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta restrita (6% de 

proteínas totais), durante 16 semanas. Em (A) triglicerídeos, (B) colesterol total, (C) ácidos biliares 

totais. Dados são expressos em ± EPM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) 

seguido de t test; * significa diferença estatística entre os grupos (p<0,05); n=9-10.  

4.5 Avaliação do perfil lipídico hepático 

Foi feita também a avaliação do perfil lipídico do fígado dos animais submetidos 

à restrição de proteínas totais. No grupo R foi observado o aumento do conteúdo 

hepático de triglicerídeos e de colesterol total (Fig. 5A, B), em comparação ao grupo 

C. O mesmo foi observado na avaliação do conteúdo de lipídeos totais nos fígados 

corados com ORO (Fig. 5C), no qual houve um aumento de, aproximadamente, 200% 

na unidade arbitrária de coloração com ORO no grupo R (Fig. 5D). Entretanto, não 

encontramos diferença no conteúdo hepático de ácidos biliares totais (Fig. 5E).  

Com esses resultados é possível inferir que, em nosso modelo animal de 

desnutrição de proteínas, o metabolismo de lipídeos foi alterado, causando 



 32 

hipolipidemia, esteatose hepática e aumento de ácidos biliares totais plasmáticos, não 

configurando um quadro de colestase hepática. 

 

Figura 5. Avaliação do perfil lipídico hepático. C= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta 

convencional (14% de proteínas totais), R= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta restrita (6% de 

proteínas totais), durante 16 semanas. Em (A) triglicerídeos, (B) colesterol total, (C) concentração de 

lipídeos totais dos fígados corados com ORO, (D) quantificação dos fígados corados com ORO, (E) 

ácidos biliares totais. Barra de escala= 20 μm. Dados são expressos em ± EPM e foram submetidos ao 

teste de normalidade (Shapiro-Wilk) seguido de t test; * significa diferença estatística entre os grupos 

(p<0,05); n=4-10.  
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4.6 Caracterização do modelo experimental após o tratamento com TUDCA 

O tratamento com o TUDCA foi feito com a perspectiva de um possível alvo 

terapêutico para a melhoria do acúmulo de gordura hepática encontrada nos animais 

R e também, como um possível regulador do metabolismo dos ácidos biliares.  

 O TUDCA não interferiu no peso corporal final tanto do grupo CT quando 

comparado ao C, quanto no grupo RT quando comparado ao grupo R (Fig. 6A). O 

peso relativo do fígado também não se diferenciou no grupo CT em comparação ao 

C, mas apresentou leve aumento no grupo RT, embora diferenças estatísticas não 

tenhm sido encontradas quando comparado aos grupos C e R (Fig. 6B). Em relação 

à gordura perigonadal relativa, o TUDCA também não interferiu no grupo CT quando 

comparado ao grupo C, e também não interferiu no RT quando comparado ao grupo 

R (Fig. 6C). 

 Em relação ao conteúdo sérico de albumina, o tratamento com o TUDCA no 

grupo RT, foi capaz de normalizar os valores em relação ao grupo C (Fig. 6E). 

Também o grupo RT apresentou leve aumento do conteúdo sérico de proteínas totais 

em relação ao grupo R, embora esse aumento não se diferenciou estatísticamente 

dos grupos C e R (Fig. 6D).  
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Figura 6. Caracterização do modelo experimental após o tratamento com TUDCA. C=camundongos 

C57BL/6 submetidos à dieta convencional, CT= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta 

convencional e tratados por 15 dias com 300mg/kg/dia de TUDCA, R= camundongos C57BL/6 

submetidos à dieta restrita, RT= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta restrita e tratados por 15 

dias com 300mg/kg/dia de TUDCA, durante 16 semanas. Em (A) peso corporal final, (B) peso relativo 

do fígado, (C) peso relativo da gordura perigonadal, (D) albumina sérica, (E) proteínas totais sérica. 

Dados são expressos em ± EPM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e depois 

One-way ANOVA seguido de Tukey’s test ou Kruskal-wallis seguido de Dunns ; Letras diferentes 

representam diferenças estatísticas (p<0,05); n=9-10. 
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4.7 Avaliação do perfil lipídico após o tratamento com TUDCA 

Na avaliação do conteúdo sérico de triglicerídeos, o tratamento com o TUDCA 

no grupo RT foi capaz de normalizar os níveis desse, semelhante ao grupo C. Embora 

pequena redução tenha sido encontrada no grupo CT, essa não foi estatísticamente 

diferente quando comparado aos grupos C e R (Fig. 7A). Também não foram 

observadas diferenças entre os grupos em relação ao conteúdo sérico de colesterol 

total (Fig. 7B). Em relação ao conteúdo hepático de triglicerídeos e colesterol total, o 

tratamento com o TUDCA no grupo RT, foi capaz de reduzir o conteúdo desses 

lipídeos em comparação ao grupo R, se assemelhando a valores encontrados no 

grupo C (Fig. 7C, D). Isso também foi observado no conteúdo e quantificação de 

lipídeos neutros totais dos fígados corados com ORO (Fig. 7E, F). Como o tratamento 

com o TUDCA no grupo CT não apresentou diferenças no perfil lipídico em 

comparação ao grupo C, seguimos com os próximos experimentos sem esse grupo.         
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Figura 7. Avaliação do perfil lipídico após o tratamento com TUDCA. C=camundongos C57BL/6 

submetidos à dieta convencional, CT= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta convencional e 

tratados por 15 dias com 300mg/kg/dia de TUDCA, R= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta 

restrita, RT= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta restrita e tratados por 15 dias com 

300mg/kg/dia de TUDCA, durante 16 semanas. Em triglicerídeos séricos, (B) colesterol total sérico, (C) 

triglicerídeos hepático, (D) colesterol hepático, (E) concentração de lipídeos totais dos fígados corados 

com ORO, (F) quantificação dos fígados corados com ORO. Dados são expressos em ± EPM e foram 

submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e depois One-way ANOVA seguido de Tukey’s test 

ou Kruskal-wallis seguido de Dunns; Letras diferentes representam diferenças estatísticas (p<0,05); 

n=4-10. 
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4.8 Avaliação das vias de lipogênese, β-oxidação e exportação hepática de 

lipídeos 

A fim de compreender melhor os mecanismos moleculares envolvidos tanto no 

aumento de gordura hepática encontrada no grupo R, quanto na melhora do quadro 

esteatótico encontrado no grupo RT, analisamos alguns genes e proteínas que 

possam estar envolvidos nesse contexto.  

A produção hepática de gordura a partir da glicose, é regulada pelo fator de 

transcrição SREBP1-c, que regula as enzimas ACC e FAS, responsáveis por 

transformar o excesso de glicose em novo AG (BERLANGA, 2014).  Tanto o grupo R 

quanto o RT apresentaram redução da expressão gênica do SREBP1c em 

comparação ao grupo C. Diferenças na expressão gênica da FAS e da ACC não foram 

encontradas entre os grupos (Fig. 8A). Esses dados nos fazem inferir que a de novo 

lipogênese não parece estar envolvida no aumento de gordura hepática do grupo R. 

A oxidação dos ácidos graxos é regulada pelo fator de transcrição PPARα, que 

ativa CPT-1 na mitocôndria e a Acil-coenzima peroxissômica A oxidase 1 (ACOX-1) 

nos peroxissomos, ambas enzimas chaves para o processo de β-oxidação. Não houve 

diferenças na expressão gênica do PPARα, CPT-1 e ACOX-1 entre os grupos (Fig. 

8B). Assim como também, não foi encontrado diferença na expressão proteica da 

CPT-1 (Fig. 8C). Como indicativo da função mitocondrial, foi feita a expressão proteica 

de complexos de proteínas responsáveis pela cadeia respiratória de elétrons 

(OXPHOS). Foi observado aumento da expressão proteica do complexo V no grupo 

R, e que foi parcialmente reduzido no grupo RT. Os outros complexos da OXPHOS 

não apresentaram diferenças entre os grupos (Fig. 8D).   

Para a avaliação da exportação hepática de gordura, foi feita a expressão 

gênica da Apo-B e da MTP, proteínas responsáveis pela formação da molécula de 

VLDL. Houve aumento da expressão gênica da Apo-B no grupo R, e que foi 

reestabelecido à níveis do C após o tratamento com o TUDCA (RT). Não houve 

diferenças na expressão gênica e proteica da MTP entre os grupos (Fig. 8E, F).  
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Figura 8. Avaliação das vias de lipogênese, β-oxidação e exportação hepática de lipídeos. 

C=camundongos C57BL/6 submetidos à dieta convencional, R= camundongos C57BL/6 submetidos à 

dieta restrita, RT= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta restrita e tratados por 15 dias com 

300mg/kg/dia de TUDCA, durante 16 semanas. Em (A) expressão gênica de SREBP1c, ACC e FAS, 

(B) expressão gênica de PPARα, CPT-1 e ACOX-1, (C) expressão proteica da CPT-1, (D) expressão 



 39 

proteica da OXPHOS, (E) expressão gênica da Apo-B e MTP, (F) expressão proteica da MTP. Dados 

são expressos em ± EPM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e depois One-

way ANOVA seguido de Tukey’s test ou Kruskal-wallis seguido de Dunns ; Letras diferentes 

representam diferenças estatísticas (p<0,05); n=4-8.  

4.9 Avaliação do estresse de retículo 

A desnutrição e o acúmulo de gordura hepática, podem desencadear o 

estresse de retículo por comprometer a formação de proteínas e assim ativar a via de 

resposta a proteínas mal enoveladas (UPR) (LIU et al., 2020). Observamos o aumento 

da expressão proteica do pEIF2α e do ATF4 no grupo R, aumento esse que foi 

reestabelecido no grupo RT, se assemelhando aos valores encontrados no grupo C 

(Fig. 9A, B). Na figura 9C, o grupo R apresentou redução da expressão gênica da 

proteína de imunoglobulina de ligação (BIP), que foi normalizada no grupo RT. A 

desnutrição proteica aumentou a expressão gênica da proteína homóloga C/EBP 

(CHOP), mas o tratamento com o TUDCA não foi capaz de reverter. Redução na 

expressão gênica da proteína 1 de ligação x-box (XBP1s) foi encontrado nos grupos 

R e RT, quando comparados ao grupo C. Não houve diferença na expressão gênica 

do ativador fator de transcrição do 6 (ATF6) entre os grupos analisados (Fig. 9C).  
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Figura 9. Avaliação do estresse de retículo. C=camundongos C57BL/6 submetidos à dieta 

convencional, R= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta restrita, RT= camundongos C57BL/6 

submetidos à dieta restrita e tratados por 15 dias com 300mg/kg/dia de TUDCA, durante 16 semanas. 

Em (A) expressão proteica do pEIF2α, (B) expressão proteica do ATF4, (C) expressão gênica da BIP, 

CHOP, XBP1s e ATF6. Dados são expressos em ± EPM e foram submetidos ao teste de normalidade 

(Shapiro-Wilk) e depois One-way ANOVA seguido de Tukey’s test ou Kruskal-wallis seguido de Dunns; 

Letras diferentes representam diferenças estatísticas (p<0,05); n=8-10. 

4.10 Avaliação do metabolismo dos ácidos biliares 

 O tratamento com o TUDCA não influenciou no aumento dos ácidos biliares 

totais encontrado no grupo R (Fig. 10A). Como esperado, o grupo R apresentou 

aumento na expressão proteica da enzima CYP7A1, indicando aumento na síntese 

dos AB. O TUDCA no grupo RT, reduziu parcialmente a expressão dessa enzima, 

embora sem apresentar diferenças estatísticas entre os grupos C e R (Fig. 10B). A 

desnutrição também resultou no aumento da via alternativa de síntese dos AB, 
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indicada pela expressão proteica da enzima CYP27A1, e o tratamento com o TUDCA 

foi capaz de reverter esse aumento (Fig. 10C). A deficiência de proteínas na dieta, 

também pode ter influenciado na conjugação dos AB. O grupo R apresentou redução 

na expressão gênica da BAC, e que foi parcialmente reestabelecido após o tratamento 

com o TUDCA. Não foi observado diferença estatística entre os grupos na expressão 

proteica da BAAT (Fig. 10D).  

 Tanto a síntese quanto a conjugação dos AB, são reguladas à nível 

transcricional pelo receptor nuclear FXR. A desnutrição resultou no aumento da 

expressão proteica desse receptor no fígado, enquanto o tratamento com o TUDCA 

reduziu parcialmente no grupo RT (Fig. 10E). O FXR induz outro receptor nuclear, o 

SHP, que não teve sua expressão gênica aumentada no grupo R em comparação com 

o grupo C. Todavia, o TUDCA reduziu a expressão gênica do SHP no grupo RT (Fig. 

10F). 
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Figura 10. Avaliação do metabolismo dos ácidos biliares. C=camundongos C57BL/6 submetidos à dieta 

convencional, R= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta restrita, RT= camundongos C57BL/6 

submetidos à dieta restrita e tratados por 15 dias com 300mg/kg/dia de TUDCA, durante 16 semanas. 

Em (A) ácidos biliares totais sérico, (B) expressão proteica da CYP7A1, (C) expressão proteica da 

CYP27A1, (D) expressão gênica da BAC e BAAT, (E) expressão proteica do FXR, (F) expressão gênica 

do SHP. Dados são expressos em ± EPM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) 

e depois One-way ANOVA seguido de Tukey’s test ou Kruskal-wallis seguido de Dunns; Letras 

diferentes representam diferenças estatísticas (p<0,05); n=5-10. 
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4.11 Avaliação do processo inflamatório hepático 

O TGR5 é um receptor de membrana de AB que, no fígado, está relacionado 

com a regulação da resposta inflamatória (KEITEL; HÄUSSINGER, 2018). Sendo 

assim, avaliamos a expressão gênica desse receptor, e embora diferenças não 

tenham sido encontradas entre os grupos C e R, houve um aumento na expressão 

desse receptor no grupo RT. Também avaliamos a citocina pró-inflamatória, fator de 

necrose tumoral alfa (TNFα), que teve sua expressão gênica aumentada no grupo R, 

e revertida após o tratamento com o TUDCA. Não encontramos diferença na 

expressão gênica da interleucina 1 beta (IL1-β) entre os grupos (Fig. 11). 

Esses resultados nos sugerem uma possível inflamação no fígado do grupo R, 

que pôde ter sido aliviado após o tratamento com o TUDCA. Entretanto, são 

necessários mais experimentos para a completa avaliação do processo inflamatório 

desses animais.  

 

Figura 11. Avaliação do processo inflamatório hepático. C=camundongos C57BL/6 submetidos à dieta 

convencional, R= camundongos C57BL/6 submetidos à dieta restrita, RT= camundongos C57BL/6 

submetidos à dieta restrita e tratados por 15 dias com 300mg/kg/dia de TUDCA, durante 16 semanas. 

Expressão gênica do TGR5, TNFα e IL1-β. Dados são expressos em ± EPM e foram submetidos ao 

teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e depois One-way ANOVA seguido de Tukey’s test ou Kruskal-

wallis seguido de Dunns; Letras diferentes representam diferenças estatísticas (p<0,05); n=7-8. 

 

5. DISCUSSÃO 

Em nosso modelo de desnutrição proteica in vitro e in vivo, observamos 

aumento de gordura hepático associado ao aumento da concentração de ácidos 

biliares totais.   
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Células de linhagem de hepatócito humano (HepG2) foram tratados com L-

histidinol, que é um ativador farmacológico da via da GCN2- ATF4 e mimetiza a 

privação de aminoácidos essenciais (IIBOSHI et al., 1999; SHAN et al., 2015). De fato, 

após 4 e 8 horas de incubação com esse composto, as células tratadas mostraram 

aumento da expressão proteica do ATF4 e do pEIF2α, indicando a ativação da via de 

resposta ao aminoácido, que ocorre quando há ausência de aminoácidos essenciais 

ou em dietas de baixa disponibilidade de proteínas (GALLINETTI, 2013; HARO, 2019). 

Após 8 horas de tratamento com o L-histidinol, observamos o aumento do conteúdo 

de lipídeos nessas células, o que pode estar relacionado ao fato de GCN2 regular 

diferentes vias do metabolismo de gordura no fígado (GUO; CAVENER, 2007). Apesar 

de GCN2 regular negativamente SREBP1c (GUO; CAVENER, 2007), ou seja, inibindo 

a via de síntese de lipídeos, Nishi et al. (2018) mostraram que a ausência de 

aminoácidos em meio celular acarretou no aumento do conteúdo de triglicerídeos em 

linhagem de hepatócitos e cultura primária de ratos, a partir da ativação da via de 

lipogênese. Esses resultados sugerem que os hepatócitos parecem responder de 

maneira autônoma à privação de aminoácidos, o que resulta no aumento de 

triglicerídeos nessas células (NISHI et al., 2018). O tratamento com o L-histidinol 

também foi capaz de promover o aumento do conteúdo de ácidos biliares totais. 

Embora a linhagem HepG2 pode ser utilizada como estudo das vias de síntese de 

ácidos biliares (COOPER, 1994), ainda não foi relatado o aumento da síntese desses 

compostos decorrente da ativação da via de resposta ao aminoácido em linhagem 

celular. Esses resultados nos indicam que, esse modelo in vitro de desnutrição de 

proteínas pode ser utilizado no estudo da esteatose hepática e desregulação do 

metabolismo dos ácidos biliares, como encontrado em crianças com desnutrição 

severa (ZHANG et al., 2016).  

Nosso grupo já tem demonstrado que, a redução de proteínas totais na dieta 

no pós-desmame leva à um menor ganho de peso corporal, aumento relativo de 

gordura perigonadal e redução plasmática de proteínas totais e albumina (BATISTA 

et al., 2012 e 2013; CAPPELLI et al., 2014). Estes animais também apresentaram 

aumento da tolerância à glicose e à insulina em comparação ao grupo controle, fator 

esse que, em partes, pode estar relacionado à uma maior ativação da proteína 

quinase ativada por AMP (AMPK) no fígado desses animais (XIAO et al., 2011; 

BATISTA et al., 2012).  
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A desnutrição proteica leva à redução do conteúdo plasmático de triglicerídeos 

e o mesmo foi encontrado em nosso modelo experimental. Esse fator pode estar 

relacionado à redução de lipoproteínas plasmáticas e exportação hepática de VLDL 

encontrada nesses indivíduos e, dessa forma, contribuir para o acúmulo de lipídeos 

no fígado e instalação da esteatose hepática (FLORES, 1970; WHITEHEAD; 

ALLEYNE, 1972; EL HARIM et al., 1993). Nosso modelo de restrição de proteínas 

totais também resultou no desenvolvimento de esteatose hepática, característica essa 

encontrada em outros estudos de desnutrição proteica instalada em modelo 

experimental (KUMAR, 1972; TOYOSHIMA et al., 2014; VAN ZUTPHEN et al., 2016; 

BAUER et al., 2020).  

O acúmulo de gordura no fígado que ocorre em pacientes obesos e diabéticos 

está associado a uma maior concentração do pool de AB totais (BECHMANN et al., 

2013; MOUZAKI et al., 2016; JIAO et al., 2018). Entretanto, este fenômeno parece 

não ser a causa da doença, mas sim uma consequência da mesma (CHIANG, 2013). 

A mesma condição também foi observada em crianças severamente desnutridas, que 

desenvolveram DHGNA e desregulação do metabolismo dos ácidos biliares (ZHANG 

et al., 2016). Resultado semelhante ao encontrado em nosso modelo de desnutrição 

que apresentou esteatose hepática associada ao aumento do pool de ácidos biliares 

totais séricos. 

Ratos tratados com dieta hipoproteica após o desmame, desenvolveram 

esteatose hepática associada ao aumento de AB totais e redução dos conjugados à 

taurina (VAN ZUTPHEN et al., 2016). O tratamento com TUDCA reduziu o acúmulo 

de gordura hepática em modelo animal de obesidade (YANG et al., 2010; GUO et al., 

2015) e esteato-hepatite não alcóolica (CHO et al., 2014). Sendo assim, propomos 

utilizar o TUDCA como tratamento da esteatose hepática em nosso modelo de 

desnutrição proteica, e verificar também, o envolvimento desse composto na 

regulação da síntese dos AB.  

O tratamento com o TUDCA não interferiu no peso corporal, do fígado e da 

gordura perigonadal de ambos os grupos tratados. A redução do peso corporal e de 

gordura após tratamento com o TUDCA foi observada em animais obesos, mas não 

em animais controle (VETTORAZZI et al., 2017). Sendo assim, o efeito do TUDCA 

nesses tecidos parece estar relacionado ao sobrepeso e não a subnutrição. O 

conteúdo sérico de albumina foi reestabelecido após o tratamento com o TUDCA no 

grupo desnutrido, enquanto o de proteínas totais apresentou um leve aumento. Em 
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um estudo clínico, pacientes com cirrose tratados com TUDCA, apresentaram 

aumento dos níveis de albumina plasmática, fator esse que pode estar relacionado à 

melhora do quadro hepático após o tratamento (PAN et al., 2013).  

O tratamento com o TUDCA em nosso modelo de desnutrição proteica reduziu 

o acúmulo de gordura hepática encontrada nesses animais. Redução do conteúdo 

hepático de triglicerídeos e de colesterol total, também foi relatado em camundongos 

submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com TUDCA (WANG et al., 2018). Estudos 

prévios sugerem que o TUDCA pode melhorar a esteatose hepática de camundongos 

obesos através da redução do estresse de retículo e da de novo lipogênese, com 

aumento da autofagia e da oxidação dos AG (GUO et al., 2015). Em modelo de 

esteato-hepatite, o TUDCA não foi capaz de reduzir o conteúdo hepático de lipídeos, 

mas reduziu a gravidade da doença através da redução de marcadores pró- 

inflamatórios, estresse oxidativo e apoptose (CHO et al., 2014). Os efeitos benéficos 

do tratamento com TUDCA sobre a esteatose hepática também podem estar 

envolvidos com a modulação de genes envolvidos na de novo lipogênese e β-

oxidação (YANG et al., 2010; GUO et al., 2015; WANG et al., 2018), entretanto, nosso 

estudo sugere o envolvimento desse AB na exportação hepática de lipídeos, visto que 

o TUDCA reestabeleceu os níveis séricos de triglicerídeos encontrado nos animais 

desnutridos. 

A fim de buscar um mecanismo pelo o qual o acúmulo de gordura possa estar 

ocorrendo no grupo desnutrido e de ação do TUDCA, analisamos alguns principais 

genes e proteínas envolvidos no metabolismo hepático de lipídeos. A de novo 

lipogênese parece não ser uma das vias responsáveis pela instalação da esteatose 

hepática nos animais desnutridos, visto que houve a redução da expressão gênica do 

SREBP1c. Esse fator pode estar relacionado à ativação da via de resposta a 

aminoácidos, que inibe a de novo lipogênese (GUO; CAVENER, 2007; ANTHONY, 

2013). Embora estudos demonstrem a regulação do TUDCA em genes que participam 

da síntese hepática de lipídeos (YANG et al., 2010; GUO et al., 2015), esse 

mecanismo de ação parece não ter ocorrido em nosso modelo. 

A oxidação dos ácidos graxos está reduzida em crianças internadas com 

Kwashiorkor (BADALOO, 2006). Isso pode estar relacionado à deformações na 

morfologia das mitocondrias e peroxissomos, e prejuízos na atividade dos complexos 

I e IV da OXPHOS (VAN ZUTPHEN et al., 2016). Nossos resultados não indicam 

prejuízos na β-oxidação, embora haja necessidade de mais experimentos para validar 
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essa afirmação. Também vale ressaltar que, há diferenças no modelo animal e no 

tempo de indução da desnutrição proteica no estudo de Van Zutphen et. al. (2016). 

Além do mais, o TUDCA parece também não ter influenciado na β-oxidação como 

outros estudos demonstraram (GUO et al., 2015). 

O aumento de triglicerídeos hepático associado à redução desses no soro nos 

indicam uma possível desregulação na exportação de VLDL nos animais desnutridos. 

O TUDCA pode ter atuado nessa via, pois a redução do conteúdo hepático de 

triglicerídeos após o tratamento com esse AB também resultou no reestabelecimento 

sérico de triglicerídeos. Embora nossos resultados moleculares não nos indiquem 

alteraçōes na via de exportação hepática de lipídeos, mais experimentos podem ser 

feitos para responder essa hipótese. Em linhagem celular de hepatócitos e 

camundongos tratados com concentração moderada de ácido oleico, apresentaram 

aumento na expressão proteica da Apo-B. Entretanto, altas concentraçōes do ácido 

oleico, não modulou a expressão proteica dessa apolipoproteína, o que estava 

associado também a elevados níveis de marcadores do estresse de retículo, e 

comprometendo assim, a exportação de VLDL (OTA, 2008; CAVIGLIA et al., 2011). 

Esse fator pode justificar o aumento da expressão gênica da Apo-B encontrada no 

grupo restrito, uma vez que a esteatose hepática decorrente da desnutrição se 

apresenta em níveis mais moderados do que a esteatose decorrente da obesidade.  

O estresse de retículo também está relacionado à regulação do metabolismo 

lipídico hepático e ao desenvolvimento das DHGNA (ZHANG et al., 2014). Em 

condiçōes de estresse de retículo, a enzima 1 que requer inositol α (IRE1α) exerce 

efeito protetor na instalação da esteatose hepática (ZHANG et al., 2011). Entretanto, 

a deleção da via IRE1α- XBP1s, resultou no acúmulo hepático de gordura, decorrente 

da redução da exportação de VLDL (ZHANG et al., 2011; WANG et al., 2012). Wang 

et al. (2012), relataram que a redução na exportação hepática de lipídeos em 

camundongos knockout para o IRE1α, ocorreu devido à má formação da molécula de 

VLDL, que ocorre no retículo endoplasmático, e isso se deu devido à redução na 

atividade da MTP. Entretanto, esses autores não observaram alteraçōes na expressão 

gênica e proteica da MTP, mas sim redução da proteína dissulfeto isomerase (PDI), 

que é componente funcional da molécula de MTP. Sendo assim, a não diferença na 

expressão gênica e proteica da MTP encontrada entre nossos grupos experimentais, 

não necessariamente reflete como está a atividade dessa proteína. Também, a 
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redução na expressão gênica do XBP1s encontrada no grupo restrito pode indicar 

disfunção na exportação hepática do VLDL. 

A redução de marcadores do estresse de retículo após o tratamento com o 

TUDCA pode ter contribuído para a melhora da esteatose hepática de nosso modelo 

(YANG et al., 2010; GUO et al., 2015; MURAMATSU-KATO et al., 2015). Entretanto, 

o tratamento com o AB não influenciou na expressão da CHOP e XBP1s, como 

mostrado por Cho et al. (2014), talvez por diferenças entre as doses administradas 

nos trabalhos.  

O metabolismo dos ácidos biliares também exerce efeito no metabolismo 

lipídico hepático. A via de sinalização hepática FXR-SHP reduz hipertrigliceridemia e 

a lipogênese através da inibição do SREBP1-c (WATANABE et al., 2004). Entretanto, 

exerce um efeito inibitório na secreção hepática de VLDL através da inibição do 

HNF4α que reduz a atividade da MTP (HIROKANE et al., 2004). Esse efeito também 

pode estar ocorrendo em nosso animal desnutrido, visto que houve o aumento da 

expressão proteica do FXR. A relação do TUDCA com o receptor nuclear FXR ainda 

precisa ser melhor compreendida. Alguns relatam apenas possuir baixa afinidade ao 

receptor (CHIANG, 2013), enquanto outros relatam o antagonismo (SUN et al., 2018; 

ZHENG et al., 2021). Entretanto, de alguma forma o TUDCA foi capaz de reduzir 

parcialmente a expressão proteica do FXR e reduzir a expressão gênica do SHP, o 

que pode ter contribuído por uma melhora na atividade da MTP e consequentemente, 

no aumento da exportação hepática de lipídeos.  

O aumento da síntese de AB totais está relacionado com maior expressão da 

enzima CYP7A1 que pode ocorrer tanto no aumento (SUBBIAH; YUNKER, 1984; LI 

et al., 2012; MOUZAKI et al., 2016) como na redução do aporte energético (MEHTA, 

1984; FU; KLAASSEN, 2013; ZHANG et al., 2016). Nosso trabalhou mostrou que a 

redução do aporte de proteínas totais da dieta levou ao aumento da síntese de AB e 

da expressão proteica da CYP7A1 e CYP27A1.  

O FXR no fígado é ativado por AB sendo o CDCA o de maior afinidade. FXR 

ativado irá induzir SHP, o qual irá inibir a transcrição da CYP7A1 através da inibição 

de receptores nucleares que se ligam a região promotora da CYP7A1, como o LRH-1 

e o HNF4α (CHIANG, 2013). Camundongos knockout para o gene do FXR 

apresentam aumento de AB e da expressão da CYP7A1 (SINAL et al., 2000). Nesses 

animais também é encontrado esteatose hepática severa, desregulação do 

metabolismo da glicose e resistência à insulina (MA, 2006). Em modelo animal de 



 49 

diabetes e em pacientes com DHGNA foi relatado redução na expressão do FXR no 

fígado, fator esse que implicou no aumento da expressão da CYP7A1 (DURAN-

SANDOVAL et al., 2004; YANG; KIM et al., 2010). Por outro lado, o aumento de AB 

encontrado em pacientes com esteato-hepátite não alcóolica e também na restrição 

calórica, não foi suficiente para inibir a expressão da CYP7A1 através da ativação do 

FXR hepático (FU; KLAASSEN, 2013; JIAO et al., 2018). Isso indica a participação de 

outra via, independente de FXR-SHP, na regulação da CYP7A1. De fato, a via do FXR 

intestinal que induz o hormônio FGF15/19 parece ser mais importante para a inibição 

da CYP7A1 (KIM et al., 2007; KONG et al., 2012). Nossos dados corroboram com 

essa hipótese, já que a ativação do FXR do fígado não foi capaz de inibir a síntese de 

AB, indicando um possível envolvimento da via FXR-FGF15/19 no intestino como 

principal reguladora da CYP7A1 em modelo de desnutrição proteica.  

A conjugação dos AB é importante para reduzir sua toxicidade e aumentar a 

absorção intestinal de lipídeos. É realizada nos hepatócitos por duas enzimas, a BAC 

e a BAAT, responsáveis por agregar um aminoácido glicina ou taurina na molécula de 

AB (LI; CHIANG, 2014). A regulação dessas enzimas é realizada pelo FXR, que 

através da associação com o receptor retinóide x (RXR) se ligam a região promotora 

da BAC e da BAAT dando início a suas transcrições (PIRCHER et al., 2003). A 

desnutrição parece prejudicar a conjugação dos AB (MEHTA, 1984; VAN ZUTPHEN; 

CIAPAITE et al., 2016; ZHANG et al., 2016), fator esse que, em partes, pode explicar 

a má absorção intestinal encontrada nesses indivíduos (GOMEZ et al., 1956; 

SCHNEIDER; VITERI, 1974; VITERI, 1973). Todavia, esses estudos não relacionaram 

o envolvimento das enzimas responsáveis pela conjugação do AB na desnutrição. No 

atual trabalho, encontramos redução na expressão gênica da BAC, mesmo havendo 

a ativação do FXR. Entretanto, ainda há necessidade de mais experimentos para 

determinar se em nosso modelo de desnutrição existe o comprometimento na 

conjugação dos AB.  

O aumento de gordura hepática pode desencadear no desenvolvimento de 

processo inflamatório (LUCI et al., 2020). Também foi relatado o aumento do marcador 

pró-inflamatório TNFα em crianças e modelo animal de desnutrição 

(GIOVANBATTISTA, 2000; DEWAN, 2009; MURAMATSU-KATO et al. ,2015; 

SANTOS et al., 2020;). Em nosso trabalho encontramos aumento na expressão 

gênica de TNFα nos animais desnutridos, e que foi revertida após o tratamento com 

o TUDCA. O TUDCA também reduziu a expressão do TNFα e de outros marcadores 
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de inflamação, em diferentes modelos de DHGNA (MURAMATSU-KATO et al., 2015; 

GUO et al., 2015; CHO et al., 2014). Isso pode estar ocorrendo devido à ativação do 

TGR5 pelo TUDCA, principalmente nas células Kupffer, que gera uma cascata de 

eventos que resulta na redução da expressão e secreção de citocinas pró-

inflamatórias. 

 

6. CONCLUSÃO 

Os principais resultados encontrados no trabalho foram: 

• A ativação da via de resposta à aminoácido em células HepG2 promoveram o 

aumento do conteúdo de gordura e de ácidos biliares totais nessas células. 

• A restrição para 6% de proteínas totais na dieta de camundongos após o 

desmame durante 16 semanas resultou na redução do ganho de peso corporal, 

albumina, proteínas totais e triglicerídeos séricos; aumento hepático de 

gorduras totais; aumento sérico de ácidos biliares totais e de enzimas que 

regulam a síntese desses compostos; aumento de marcadores do estresse de 

retículo e de inflamação. 

• O tratamento com o TUDCA reduziu o conteúdo hepático de gorduras totais, 

normalizou os níveis séricos de albumina e triglicerídeos, regulou enzimas 

responsáveis pela síntese dos ácidos biliares, reduziu marcadores do estresse 

de retículo e de inflamação de camundongos submetidos à dieta restrita em 

proteínas totais. 

Sendo assim, embora ainda seja necessário elucidar melhor os mecanismos 

moleculares envolvidos na instalação do acúmulo de gordura no fígado decorrente 

da desnutrição, o TUDCA parece exercer um efeito positivo no tratamento dessa 

condição nesse modelo. 
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