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RESUMO

O quadro de resisténcia a insulina em humanos esta fortemente relacionado ao acumulo
de lipideos intracelulares, a inatividade fisica e ao aumento de espécies reativas de oxigénio
(ERO). O objetivo deste estudo foi verificar se 0 aumento na oferta de nutrientes incluindo
glicose e acido graxo palmitico pode alterar o potencial de membrana mitocondrial, a respiracéo,
a producdo de espécies reativas de oxigénio e a resposta a insulina em células do tecido muscular.
Nossos resultados mostram que a exposicdo de células musculares a elevada disponibilidade de
substratos resultou em diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial, e aumento da
respiracdo no estado IV e da expressdo do RNAm da proteina desacopladora mitocondrial UCP-
3. Mostrando a existéncia de um mecanismo de desacoplamento intrinseco em células do
musculo esquelético ativado em situacdes de elevada oferta de nutrientes. Nessas condigdes
observamos reducdo do acoplamento e da eficiéncia termodindmica mitocondrial.
Interessantemente, essa capacidade de desacoplamento parece ser perdida cronicamente como
indicado pelos nossos resultados de consumo de oxigénio no periodo de 48h favorecendo uma
menor atividade mitocondrial, aumento de EROs e reducdo da razdo GSH/GSSG. Imagens de
microscopia eletrénica em cultura priméria e expressdo génica do PGC1-a, um reconhecido gene
regulador da biogénese mitocondrial, ndo demonstraram diferenca entre controle e tratamento
com palmitato. O &cido palmito resultou na reducdo da fosforilacdo de Akt, bem como, na
captacdo de glicose estimulada por insulina. Nossos achados, portanto, sugerem que uma reducao
do acoplamento termodinamico mitocondrial e do sistema antioxidante, juntamente com aumento
do peroxido de hidrogénio, estdo fortemente relacionados a reducéo da resposta a insulina. Deste

modo, nosso estudo sugere um papel importante da mitocéndria na resposta a insulina.

Palavras chave: Acoplamento termodinamico mitocondria. Potencial de membrana

mitocondrial. Célula muscular. Resisténcia a insulina.



SAMPAIO, I.H. Mitochondrial thermodynamic coupling and insulin response in skeletal
muscle cells. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.
Universidade de S&o Paulo, 2015

ABSTRACT

The insulin resistance in human framework is strongly related to the accumulation of
intracellular lipids, physical inactivity and increased reactive oxygen species (ROS). The aim of
this study was to determine whether the increase in nutrient supply including glucose and
palmitic fatty acid can change the mitochondrial membrane potential, respiration, production of
reactive oxygen species and the insulin response in muscle tissue cells. Our results show that
exposure of muscle cells to high availability of the substrate resulted in decreased mitochondrial
membrane potential, in increased respiration in the state IV and mRNA expression of
mitochondrial uncoupling protein UCP-3. Showing the existence of an intrinsic uncoupling
mechanism of skeletal muscle cells activated in situations of high supply of nutrients. However,
under these conditions we observed a reduction of the coupling and mitochondrial
thermodynamic efficiency. Interestingly, this decoupling capacity was chronically lost as
indicated by our results in the 48 hours period favoring a lower mitochondrial activity, increase
of ROS and reduced GSH / GSSG ratio. Images from electron microscopy and gene expression
of PGC1-0, a recognized regulatory gene of mitochondrial biogenesis, showed no difference
between control and treatment with palmitate. The palm acid resulted in reduced phosphorylation
of Akt, as well as glucose uptake stimulated by insulin. Our findings thus suggest that a reduction
in mitochondrial antioxidant and thermodynamic coupling system, along with increase in the
hydrogen peroxide, are closely related to reducing insulin response. Thus, our findings suggest a

role of mitochondria in insulin response.

Keywords: Mitochondrial thermodynamic coupling. Mitochondrial membrane potential. Muscle

cell. Insulin resistance.



ADP
Acetil-CoA
AICAR
AMPK
Akt
ATP
BSA
CAT
cDNA
CCCP
CO2
CoA-SH
CS
DEPC
DMEM
DNA
DNAse
dNTP
DPBS
DTT
EDL
EDTA
EGTA
EROS
FBS
FCCP
GLUT-4
G6P
NaHCO3
HEPES
KCI
KHCO3
Mgz+
MgCl:
NaCl
NADH
NAD*

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

difosfato de adenosina

acetil coenzima A
5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-beta-4-ribofuranoside
proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina
proteina quinase B

trifosfato de adenosina

albumina de soro bovino

ciclo do &cido tricarboxilico

DNA complementar

carbonil cianeto 3-clorofenil hidrazona

diéxido de carbono

coenzima A

citrato sintase

dietilpirocarbonato

meio de cultura eagle modificado por dulbecco
acido desoxirribonucleico

desoxirribonuclease

desoxirribonucleotideos fosfatados

tampdo fosfato-salina de Dulbecco
diclorodifeniltricloroetano

extensor digital longo

acido etilenodiamino tetra-acético

Etilenoglicol bis (éter 2-aminoetil) N,N,N',N' tetracético
espécies reativas de oxigénio

soro fetal bovino
carboxicianeto-4-(trifluorometoxi)-fenilhidrazona
proteina transportadora de glicose
glicose-6-fosfato

bicarbonato de sodio

acido etanossulfonico 4-2 hidroxietil piperazina-1
cloreto de potassio

bicarbonato de potassio

magnésio

cloreto de magnésio

cloreto de sodio

nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada



NRF1
PBS
PCR
RT-PCR
PGCla
P13-K
PKC
PKCo
PMSF
PPAR
PPAR P
PPARyl
PPARYy2
PVDF
RNA
RNAM
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE
SiRNA
TBST
TNF-a
Tris-HCI
UCP3

fator nuclear respiratorio 1

tampéo fostato salina

reacdo em cadeia da polimerase

reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa em tempo real
coativador do receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma
fosfatidilinositol 3-quinase

proteina quinase C

isoforma 6 da proteina quinase C

fluoreto de fenilmetilsufonil

receptor ativado por proliferadores de peroxissomo

isoformas 3 do receptor ativado por proliferadores de peroxissomo
isoformas y1 do receptor ativado por proliferadores de peroxissomo
isoformas y2 do receptor ativado por proliferadores de peroxissomo
fluoreto polivinidileno

acido ribonucleico

RNA mensageiro

reacdo de PCR em tempo real

dodecilsulfato de sodio

gel de poliacrilamida para eletroforese com dodecilsulfato de sédio
do inglés short interfering RNA

tampdo salina Tris-HCI com tween 20

fator de necrose tumoral alfa pré-inflamatério

tris-hidroximetil aminometano cloridrato

proteina desacopladora mitocondrial



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Consumo de oxigénio de células do musculo esquelétiCo ...........ccovvreriiieniciencnine 36
Figura 2 — Equacdo para obtengédo do acoplamento termodindmico (valor-q) ........c.cceevvvevennne. 36
Figura 3 — Potencial de membrana mitocondrial de células de muasculo esquelético ................... 39
Figura 4 — Potencial de membrana mitocondrial de células de musculo esquelético (C2C12).....40
Figura 5 — Potencial de membrana mitocondrial, regides de referéncia para plato ...................... 42

Figura 6 — Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial de células de mudsculo esquelético
permeabilizadas (CUltUra PrIMAIIA) .......cccvevveiieieei et re e enn e 45

Figura 7 — Curva de calibracao para aquisi¢do do potencial de membrana mitocondrial ............ 46

Figura 8 — Quantificacdo do potencial de membrana mitocondrial de células musculares

permeabilizadas (CUltUra PriMANTA) ........ccoereiiirieieise e bbb 47
Figura 9 — Quantificacdo do potencial de membrana mitocondrial ............ccoceviiiiiniiiininns 48
Figura 10 — Potencial de membrana mitocondrial em células C2C12 .........cccovvviireiiiirnennenn 49
Figura 11 — Contetdo de células totais em CUITUIA ............covrviiiriciicecee e, 50
Figura 12 — Viabilidade CEIUIAr ............ccooiiiieece e 51
Figura 13 — ConSUMO de OXIGENIO ......ccveiveeieiieitee sttt ettt re e ste e ste e re e e sreenas 53

Figura 14 — Consumo de oxigénio em células musculares controles e tratadas com palmitato
AUIANTE 2, 24 8 4B NOKAS .....eiveeiieie ettt ettt e e st e et esseesseeneesreenteaneesreeneeeneennes 54

Figura 15 — Acoplamento termodindmico mitocondrial em células C2C12 ..........ccccocevevrennne. 55

Figura 16 — Conteudo de Akt fosforilada em cultura de células priméarias de musculo esquelético

....................................................................................................................................................... 56
Figura 17 — Fosforilacdo de Akt em células C2C12 .........ccoeieiiiiieiiceees s 57
Figura 18 — Conteudo de glutationa reduzida e oxidada em cultura primaria (A) e linhagem

(O3 O3 2 (= ) USSR 58

Figura 19 — Curva temporal de fluorescéncia de Amplex ultra-red ...........ccccceveieienencienennn 60



Figura 20 — Curva padrédo de peroxido de hidrognio ..........cccccvvevveieiiieiieie e, 61

Figura 21 — Emissdo de peroxido de hidrogénio em células musculares ............cccovevverieiiennnnn 61
Figura 22 — Captacdo de glicose em cultura primaria de células musculares ...........c...ccccovenenee. 62
Figura 23 — Microscopia eletronica de mitoCONAIIAS ..........ccveveeiieiieieeie e 63
Figura 24 — Expressao relativa de RNAIM ..o 65

Figura 25 — Expressdo relativa de RNAM de C2C12 .......ooeiieii e 66



SUMARIO

LINTRODUGAO ..ottt 15
2 OBIETIVOS ...ttt ettt ettt b et bR b e bt ne bt n e nenrenen 25
2.1 ODJEtiVOS ESPECITICOS ....viviiiiiiieiiiieie ettt 25
SIUSTIFICATIV A e e et e et e e e b e e et e e e srae e e araeeenneeeanseees 26
4 MATERIAL E METODOS ......ooiiiieeieceese e ieeeesesisss e esssses s s sssss s sssessenss s senessnssnsn o 27
4.1 Isolamento e cultura primaria de células musculares ...........cccccccovevieiie i, 27
4.2 CUIUIA C2C12 ..ottt e bt a et sa et ne st s neene s 28
4.3 Viabilidade CRIUIAT ........cooi e 29
4.4 Tratamento COm PAIMITALO .........ccceeiiiiiiic e 29
4.5 Determinac@o de proteinas tOtaIS ..........cccveveiieiieie e 30
4.6 SDS-PAGE e WeStern DIOTHING ..o e 30
4.7 Determinacao de perdxido de hidrogénio (H202) ....cccoevreneiieineineneeese s 32
4.8 Avaliacéo dos niveis de Glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG) .........c.cccccu..... 32
4.9 Quantificacdo da expressao génica por PCR em tempo real (RT-PCR) .................... 33
4.10 Reagéo de TranscriGAo ReVersa (RT) ... 34
4.11 CONSUMO 0B OXIGENIO ...ttt sttt ettt st eb et ne e 35
4.12 Avaliagdo do acoplamento termodindmico mitocondrial ............ccccceoeiiiiiiiiinnnnne 36
4.13 Determinacao do potencial de membrana mitocondrial em cultura primaria ........ 37
4.14 Potencial de membrana mitocondrial em células C2C12 .........ccccoovveveveicieiennnen, 40
4.15 Viabilidade CEIUIAT .........c.eoiieeee e e 42
4.16 Microscopia eletronica de MItOCONAIIA ..........ccoviiriiiiirieie e 43
4.17 ANALISE ESTALISTICA ....ocveiviiviiiiiiieiieieie ettt et srenre s 43
4.18 Determinacgédo da captagao de glICOSE .......ccoviiueiieiiiiiiiiieee s 43
S5RESULTADOS ...ttt et e e et e e s bt e et e e e rte e e snteeeaneeessneeeenneeeans 44
5.1 Medida do potencial de membrana mitocondrial de células musculares ................... 44
5.2 Potencial de membrana mitocondrial: Cultura C2C12 .........cccooviiiiiiiiiieniee e, 49

5.3 Conteldo e viabilidade CElUIAr: C2CL2 ... 50



5.4 Determinacao do consumo de oxigénio de células do muasculo esquelético ................ 52

5.5 Acoplamento termodinadmico mitocondrial: C2C12 ...........ccceviiiiencienireeeeee 55
5.6 Avaliacao da resposta @ INSUIING ..........cccocieiieie i 56
5.7 Conteudo de glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG) ........cccccviveviiieneeieiiennns 57
5.8 Determinacao da emissdo de espécies reativas de oxigénio (H202) ........c..ccccvevvenennn. 59
5.9 Determinacao da captacao de glicose em células de muasculo esquelético .................. 62
5.10 Microscopia eletronica de cultura Primaria ...........cccooveieiiieieecie s 63
TN R I - U 1Tl g oF T o =T oF PSSR 64
B DISCUSSAD ..ottt 67
7 CONCLUSAO ..ottt 72
8 REFERENCIAS ..ottt 73

ANEXO | - ARTIGOS PUBLICADOS DURANTE O PERIODO .......cccoooereiieicieicieias 79



15

1 INTRODUCAO

A resisténcia a acdo da insulina no musculo esquelético é uma das principais
caracteristicas em individuos diabéticos ndo dependentes de insulina. Embora o nimero de
pesquisas nessa area tenha crescido exponencialmente, o0 mecanismo responsavel pela instalacdo
dessa patologia ainda ndo é totalmente conhecido. Porém, ha um consenso da existéncia de uma
forte correlacdo entre resisténcia a insulina, inatividade e elevado conteudo de lipidios
intracelulares (SAVAGE et al, 2007; SILVEIRA et al, 2008). Experimentalmente, esse quadro
tem sido facilmente induzido em animais submetidos a dieta-hiperlipidica (DHL) (BREHM et al,
2006) ou em células isoladas expostas a altas concentracdes de acidos graxos (HIRABARA et al,
2007).

Randle et al. (1963) foram os primeiros a proporem que sob elevada exposicdo aos
acidos graxos, a utilizacdo de glicose é substancialmente reduzida em diferentes tecidos incluindo
0 muscular. Este mecanismo bioguimico foi originalmente proposto como ciclo glicose-acido
graxo. O mecanismo que suporta este conceito esta associado a uma razdo elevada de acetil-
CoA/CoA-SH como consequéncia de uma oxidacédo elevada de lipidios seguido por um aumento
no conteldo intracelular de citrato e glicose-6-P (G6-P). O acimulo de acetil-CoA inibe a enzima
piruvatodesidrogenase (PDH), via ativacdo da PDH Kkinase, a enzima responsavel pela
fosforilacdo e inativacdo do complexo PDH, reduzindo a oferta de piruvato (glicose) como
substrato oxidativo. De modo sinérgico, o conteido elevado de citrato inibe a enzima reguladora
da via glicoliticafosfofrutoquinase (PFK). Este efeito aumenta a razdo G6-P/F1,6-bifosfato
inibindo a hexoquinase, a enzima responsavel pela captagdo e fosforilagdo de glicose,

consequentemente reduzindo a disponibilidade intracelular de glicose como substrato.
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Nas Ultimas décadas, surgiu um numero crescente de estudos mostrando ainda a
existéncia de mecanismos moleculares associados a resisténcia a insulina e elevada
disponibilidade de acidos graxos no tecido muscular esquelético. Os mecanismos que levam a
resisténcia a insulina induzem reducédo da fosforilacdo do substrato do receptor de insulina (IRS)
e demais componentes da via de sinalizacdo a insulina em serina, causando prejuizos na
transmissdo do sinal (GRIFFIN et al, 1999). Isso reduz a mobilizacdo de GLUT-4 para a
membrana, e consequentemente, diminui a captacdo de glicose pelas células musculares
(SPRIET, 2002). Porém, no tecido muscular, existem mecanismos que regulam a disponibilidade
e 0 aproveitamento dos acidos graxos e seus derivados, mantendo assim, seus niveis constantes
no interior da célula. Um destes mecanismos ¢ mediado pelo ativador do receptor proliferador do
peroxissomo (PPAR) (PUIGSERVER et al, 2003). Apo6s a ativacdo do receptor nuclear PPAR-f3
através da ligacdo direta com acidos graxos, ocasionando a expressdo de diversos genes,
incluindo os que estdo relacionados com a biogénese mitocondrial (PGC-1a) e metabolismo de
acidos graxos, o que resulta em um aumento da capacidade celular em oxidar acidos graxos em
consequéncia do aumento da capacidade mitocondrial (HIRABARA et al, 2007). Se este sistema
for prejudicado, uma perda da sincronizacdo entre disponibilidade e oxidacdo de acidos graxos
pode resultar em lipotoxicidade. Nessas condicOes, a atividade do PPAR-B ¢é supostamente
reduzida, favorecendo o acimulo intracelular de triacilglicerol (IMTG). Esta alta disponibilidade
de IMTG estd associada a alteracdo do estado redox (estresse oxidativo) intracelular, baixa
atividade do ciclo do &cido tricarboxilico e B-oxidagéo, causando resisténcia a insulina (KOVES
et al, 2008; ANDERSON et al, 2009).

Dados recentes sugerem ainda que o diacilglicerol (DAG), ceramidas e acetil-coenzima

A, todos estes derivados do triacilglicerol intracelular, atuam como ativadores de duas isoformas
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da proteina quinase C (PKC). As nPKCs (nPKC3, ¢, 6, un e n) e cPKCs (cPKCa, B e v),
conhecidas por diminuirem a responsividade a insulina. Estas isoformas sdo serinaquinases que,
quando ativadas diminuem a ativacao da P13-K, uma importante proteina da via de sinalizacdo da
insulina (BODEN et al, 2005). Yu et al (2002) observaram em ratos apos infusdo lipidica sob
clamp insulinémico, uma diminuicdo de 30% na fosforilagdo em tirosina do IRS-1 e, cerca de
50% de reducéo na atividade da P13-K associada ao IRS-1, o que coincidiu com a ativagdo da
PKCO e subsequente ativacdo do fator nuclear KB (NFkB) através da fosforilacdo de seu
respectivo inibidor, IkB. Uma vez fosforilado, este libera NFKB que migra do citosol para o
nacleo, promovendo a transcricdo do fator de necrose tumoral alfa pro-inflamatorio (TNF-o)
(AKIRA et al, 2006). A elevada expressdo génica de TNF-a induz o aumento da producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROS), causando aumento da resisténcia a insulina e diminuigédo
da atividade do IRS-1, PI3-K e Akt (HOUSTIS et al, 2006).

Kelley et al (1994) em um estudo interessante demonstraram que individuos normais
guando submetidos a jejum de 8 horas, oxidam predominantemente acidos graxos. Ao passo que,
apos receberem uma dieta rica em glicose (situacdo de elevada concentracdo plasmaética de
insulina), esses individuos oxidam predominantemente glicose. Apresentando, portanto, uma
grande flexibilidade metabdlica entre a oxidacao de lipidios e glicose. Em contraste, individuos
obesos e resistentes a insulina apds 8 horas de jejum oxidam predominantemente glicose como
demonstrado pelo elevado valor do coeficiente respiratorio (QR). Ao passo que, apds receberem
uma dieta rica em glicose, estes individuos ndo alteraram a predominancia entre a oxidacdo de
glicose e lipidios. Exibindo, portanto, uma forte inflexibilidade metabdlica. A baixa capacidade
em oxidar lipidios nos individuos resistentes a insulina sugere um comprometimento da -

oxidacéo e, consequientemente, favorecimento da sintese de &cido graxo. Embora as causas desse
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processo sejam desconhecidas, € provavel que esteja ocorrendo um comprometimento da
atividade do ciclo do &cido tricarboxilico, reduzida anaplerose e, portanto, baixa capacidade de
producdo de energia oxidativa (RANDLE, 1998). Considerando a associacdo entre o potencial
oxidativo e atividade antioxidante, é provavel que uma reduzida atividade mitocondrial diminua a
capacidade antioxidante.

De fato, Boveris et al (1972), demonstraram elegantemente em mitocondrias isoladas
uma correlacdo entre a producdo de espécies reativas e a oferta de substrato mitocondrial,
gerando aumento da producdo de peroxido de hidrogénio. Por outro lado, estimulando a
respiracdo mitocondrial com ADP, houve uma reducdo da taxa de producdo de peroxido de
hidrogénio mitocondrial. Além disso, mitocondrias isoladas com alta disponibilidade de
NADH/NAD* apresentam maior producdo do anion superoxido e consequente aumento de
peréxido de hidrogénio. Entretanto, quando esse quadro é revertido com aumento da demanda
energética e reducdo do potencial de membrana mitocondrial hd diminuicdo na emissdo de
perdxido de hidrogénio.

Apesar do forte consenso da reduzida atividade da P-oxidacdo em individuos
sedentérios, estudos recentes tem desafiado essa hipotese sugerindo que nessas condig¢des a -
oxidacdo dos acidos graxos € favorecida apesar da reduzida atividade mitocondrial (LIN et al,
2002). Koves et al. (2005) mostraram que individuos com obesidade ou diabetes apresentam
elevada taxa da B-oxidacdo dos acidos graxos. Nesses individuos, constatou-se ainda uma
reduzida taxa na oxidacdo de glicose e deplecdo dos intermediarios do ciclo do é&cido
tricarboxilico (CAT), sugerindo uma reduzida atividade do CAT. Dessa forma, é possivel
especular que a elevada taxa na B-oxidacdo seguida da reduzida atividade do CAT favorece o
acumulo de acetil-CoA e seus derivados, 0s quais sd@o conhecidos inibidores da cascata de

sinalizacdo da insulina.
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A hipoétese da elevada B-oxidacdo em individuos resistentes a insulina é fortalecida com
base nos achados de numerosos estudos mostrando que a exposicdo aguda aos lipidios, dieta
hiper lipidica e obesidade aumentam a expressao de diversos genes associados ao aumento no
metabolismo de lipidios e reducdo no metabolismo de glicose, os quais sdo alvos dos fatores de
transcricdo ativados pelos PPARs (KOVES et al, 2008). Porém, essas alteracdes ndo estdo
associadas ao aumento na expressao de genes do metabolismo oxidativo incluindo genes das
enzimas do CAT, da cadeia de transporte de elétrons e de biogénese mitocondrial, como PGC-1a.
Igualmente aos efeitos da dieta hiper-lipidica, o exercicio fisico crénico aumenta o contetdo
intracelular de triacilglicerol no musculo esquelético e a expressdo de genes do metabolismo de
lipidios. Porém, esses aumentos sdo acompanhados de aumento na expressdo das enzimas
oxidativas, um efeito coordenado entre a B-oxidacdo dos acidos graxos e do ciclo do &cido
tricarboxilico. Esses dados sugerem, portanto que, a reduzida atividade mitocondrial pode ser um
fator determinante na instalacdo do diabetes tipo 2 no tecido muscular.

Kelley et al. (2002) examinando o efeito da disfungdo mitocondrial no metabolismo de
glicose verificaram que em mitocondrias musculares extraidas de individuos obesos, a
capacidade dessas mitocdndrias oxidarem NADH bem como o contetdo da enzima citrato sintase
foram substancialmente reduzidos em obesos. Ortenblad et al (2005) observaram que em
condicBes basais a atividade da enzima citrato sintase em individuos resistentes a insulina era
14% menor comparada a individuos normais. A0 passo que, amostras musculares desses
individuos incubadas com glicose e insulina mostraram um aumento na atividade dessa enzima
somente nos individuos normais indicando que a reduzida atividade do CAT pode constituir-se de

um importante mecanismo de inducgéo de resisténcia a insulina.
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Curiosamente, uma secdo aguda de contracdo muscular em ratos obesos Zucker foi
capaz de reverter o quadro de resisténcia a insulina nesses animais (HOLLOSZY et al, 2005). Em
estudos recentes em nosso laboratorio, fomos também capazes de observar o0 mesmo fenémeno
(dados n&o publicados). A captacdo de glicose (2-deoxi-[2,6°H]-glicose) em cultura de células
musculares de ratos previamente tratadas com &cido graxo foi reduzida. Porém, quando
submetidas a contracdo muscular, essas células em cultura mostraram uma normalizacdo da
captacdo de glicose, exibindo valores da mesma magnitude das células controles. Esses achados
fortalecem o conceito da sobrecarga de nutrientes mitocondrial como um dos principais indutores
da resisténcia a insulina no tecido muscular, pois sabidamente o exercicio agudo ndo € capaz de
induzir as adaptacdes inerentes ao exercicio crénico, como é o caso do aumento de biogénese
mitocondrial. Em acordo com essa hipdtese, Anderson et al. (2009) observaram que animais
submetidos a uma dieta rica em lipidios apresentaram um aumento na producdo de H20:
mitocondrial em fibras isoladas de musculo esquelético, sugerindo portanto, um efeito direto dos
acidos graxos no aumento da producéo de espécie reativa de oxigénio mitocondrial.

O exercicio agudo é capaz ainda de reduzir o contetdo intracelular de acidos graxos e
seus derivados, sendo estas moléculas importantes na inducdo do quadro de resisténcia a insulina
(HOLLOSZY et al, 2005). Esse tipo de atividade é conhecido também por aumentar a
translocacdo dos transportadores de glicose (Glut-4) no tecido muscular por um mecanismo
independente de insulina, supostamente ativado por aumentos nas concentracdes citosolicas de
Ca*™ e Hy0,. Porém, esse mecanismo parece ser mais eficiente em individuos com elevada
capacidade mitocondrial comparado a individuos sedentarios. Michael et al. (2001) observaram,
que cultura de células musculares transfectadas com o gene PGCl-a mostram uma elevada
eficiéncia mitocondrial juntamente do aumento na captacdo de glicose e contetdo de Glut-4.

Esses achados, claramente nos mostram que as alteracdes do equilibrio redox intracelular nao
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podem ser consideradas isoladamente como um fator decisivo para indugdo da resisténcia a
insulina no tecido muscular esquelético. Pois 0 mecanismo de translocacdo de Glut-4, e portanto,
de captacdo de glicose é dependente de espécies reativas de oxigénio. Recentemente, Loh et al.
(2009) mostraram evidéncias desse mecanismo em camundongos transgénicos para enzima
GPX17, uma proteina importante na regulacdo das concentraces intracelulares de H202 no
tecido muscular. Esses animais foram protegidos contra a resisténcia a insulina induzida pela
DHL, mostrando ainda aumento na sensibilidade a este horménio. Em adicdo, Reid et al. (1992),
demonstraram em fibra muscular isolada de rato que uma breve exposicao da fibra muscular a
baixas concentracbes de H>O. aumenta a forca de contracdo. Em contraste, a adicdo de
antioxidantes teve efeito oposto, reduzindo a intensidade da forca. Estes resultados sdo sugestivos
da necessidade de certa producdo de EROs intramuscular para a funcionalidade celular do tecido.
De fato, a menor razdo capacidade oxidativa/capacidade antioxidante nos musculos do tipo Il
(glicoliticos) sugere que a baixa capacidade antioxidante nos masculos tipo Il é muito importante
para 0 aumento da captacdo e oxidagdo de glicose durante a contracdo muscular intensa
(SILVEIRA et al, 2008). Sandstrém et al. (2006), investigando o efeito da producdo enddgena de
EROs na captagdo de glicose durante a contracdo muscular intensa em camundongos,
demonstraram que o tratamento agudo com N-acetilcisteina (NAC), um antioxidante inespecifico
e doador de cisteina, reduziu a captacdo de glicose em aproximadamente 50%. Em adicéo,
musculos de camundongos superexpressando superoxido dismutase dependente de Mn?* (SOD-
Mn?*), uma enzima que catalisa a conversdo do anion superoxido em H2O;, exibiram taxa maior
de captacdo de glicose (~25%, P<0,05), durante a contracdo muscular, comparado ao grupo de
animais controles (wild-type). Esses resultados reforcam a proposicédo de que as EROs exercem

efeito importante na captacéo e metabolismo de glicose.
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Diante desse paradoxo, qual é o real papel das EROs no mecanismo de inducdo de
resisténcia a insulina? Certamente a resposta dessa pergunta é complexa, mas fica claro até o
momento que essas espécies exercem um papel importante no processo de captacdo de glicose
dependente e independente de insulina. Porém, a elevada producdo dessas espécies acompanhada
da baixa capacidade mitocondrial favorece o aparecimento de lesbes mitocondriais, apoptose e
processos inflamatorios (SILVEIRA et al, 2008). Todos estes, sdo caracteristicas marcantes do
quadro de resisténcia a insulina no tecido muscular. As observagdes de uma elevada capacidade
antioxidante no tecido muscular de individuos treinados fisicamente fortalecem o conceito da
importancia da regulacdo das concentracdes dessas espécies no tecido muscular. Esses individuos
ndo somente apresentam aumento da capacidade antioxidante, mas também da capacidade
respiratoria mitocondrial indicando que o aumento coordenado entre esses sistemas pode ser de
fundamental importancia para manutencdo das concentracdes de glicose em nosso organismo
(SANDSTROM et al, 2006). Interessantemente, individuos treinados fisicamente exibem um
elevado conteudo intramuscular de &cidos graxos sugerindo que a baixa capacidade mitocondrial
é mesmo um fator importante de inducéo de resisténcia a insulina periférica. Sendo a mitocondria
o principal sitio de oxidacéo de glicose e acidos graxos, muita atencdo tem sido dada a disfuncéo
mitocondrial como importante aspecto na patogénese da diabetes mellitus tipo 2. No entanto,
permanece por ser esclarecido se a reduzida capacidade mitocondrial é causa ou consequéncia da
resisténcia a insulina.

Assumindo, portanto, as mitocondrias como o principal sitio de producdo de EROs no
tecido muscular e, se a resisténcia a insulina reduz a capacidade mitocondrial € intrigante o
conceito de aumento da producdo de EROs no diabetes. Considerando que, a producéo de EROs
estd diretamente associada a capacidade respiratéria do tecido. Porém, hd mais de 30 anos

Boveris et al. (1976) demonstraram em suspensdo mitocondrial de musculo esquelético entre
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outros que, a oxidacéo de acidos graxos aumentou a geracdo de EROs comparado a oxidacéo de
substratos do complexo | (malato e piruvato) e Il (rotenona mais succinato). Embora pouca
importancia foi atribuida a esses resultados, a elevada producdo de EROs foi devido ao processo
de fluxo reverso de elétrons da flavoproteinaquinonaoxiredutase (ETF) para o complexo I. Nessas
condicdes, o complexo | torna-se mais reduzido favorecendo o escape de elétrons e a producéo de
EROs na matrix mitocondrial. Igualmente aos efeitos dos acidos graxos, adi¢cdes de succinato ndo
acompanhada de rotenona (inibidor do complexo 1) favoreceram o fluxo reverso de elétrons
(SCHRAUWEN et al, 2001), indicando que uma elevada taxa de oxidacdo de FADH2 pode estar
envolvido com esse processo. Como descrito anteriormente, as observac6es da baixa capacidade
mitocondrial em animais submetidos a uma dieta hiper-lipidica como evidenciado pela reducao
na atividade da enzima citrato sintase e pela baixa fosforilacdo de ADP no estado respiratorio 3
(dados ndo submetidos a publicacdo) sugerem que nessas condi¢fes a razdo de substratos do
complexo | (NADH)/complexo Il (FADHz) sera menor. Uma vez que, a atividade do ciclo do
acido tricarboxilico responséavel pela producdo de NADH e FADH2 na razdo de 3:1 estard
comprometida. Dessa forma, o aumento da B-oxidacdo dos &cidos graxos em organismos
resistentes a insulina favorecerd a producdo de substratos do complexo | e complexo Il numa
razdo proxima de 1/1 para cada 2 carbonos oxidados no ciclo de Lynen. Estimulando, portanto, o
processo de fluxo reverso de elétrons e consequentemente a geracdo de EROs.

Fortalecendo esse conceito da elevada producdo de EROs imposta pelo acumulo de
triacilglicerol intracelular, musculo esquelético resistente a insulina exibe uma elevada expresséo
de UCP-3 (proteina desacopladora mitocondrial). Ha evidéncias de que as UCPs transportam o
anion acido graxo da matriz para o espaco intermembrana pelo movimento flip-flop. Dessa
forma, a UCP-3 protegem as mitocondrias contra o acumulo de &cidos graxos na matriz

(SCHRAUWEN et al, 2001). Essa hipotese € suportada pelas observacGes de que a UCP-3 € up-
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regulada em situacdes onde a disponibilidade de AG excede a sua capacidade de oxidacdo,
incluindo jejum, dieta hiperlipidica e diabetes. Ao passo que, a UCP-3 é down-regulada em
situacOes onde a capacidade de oxidar AG é aumentada incluindo treinamento aerobio e reducéo
da massa corporal. Em adicao, a expressao elevada de UCP-3 em musculos do tipo Il, comparado
a musculo do tipo I, é consistente com essa hipotese, uma vez que esse tipo de musculo apresenta
baixa capacidade de oxidar lipidios (SCHRAUWEN et al, 2001).

Portanto, estamos propondo nesse estudo que o aumento da oferta de NADH e
FADH; na cadeia de transporte de elétrons proveniente de glicose e acido graxos (&cido
palmitico), poderia aumentar o potencial de membrana mitocondrial e este ser o mecanismo
principal de aumento de espécies reativas de oxigénio, reducdo na disponibilidade de
antioxidantes (GSH/GSSG) e, consequentemente reducdo da sensibilidade a insulina em células
do masculo esquelético. Se isso for verdadeiro, este quadro podera facilmente ser revertido com
estratégias de reducdo do potencial de membrana mitocondrial incluindo a inducéo da contracdo
muscular, o aumento da expressdo do gene UCP-3 ou do indutor de biogénese mitocondrial
PGCla e o tratamento com o desacoplador mitocondrial dinitrofenol. Todos, supostamente
reduzirdo o potencial eletroquimico mitocondrial, aumentando o fluxo de elétrons na cadeia de
transporte de elétrons e favorecendo a redugdo da emissdo de espécies reativas de oxigénio e
aumento na demanda do consumo de glicose e &cidos graxos. Deste modo, nossos achados
indicam que estratégias de controle do potencial de membrana mitocondrial podem constituirem-
se de importante recurso para o tratamento da obesidade e da resisténcia a insulina em células de

musculo esquelético.
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2 OBJETIVOS

Geral: Investigar o efeito da elevada disponibilidade de nutrientes (glicose e acido graxo
palmitico) no potencial de membrana mitocondrial, no consumo de oxigénio mitocondrial, na

producdo de espécies reativas de oxigénio e na resposta a insulina em células musculares.

Especificos:

a) Quantificar o potencial de membrana mitocondrial utilizando o método da safranina em
cultura primaria muscular expostas ao acido palmitico;

b) Quantificar a producdo de espécies reativas de oxigénio em células musculares controles
e expostas ao acido palmitico;

c) Mensurar o consumo de oxigénio basal, na presenca de oligomicina e CCCP;

d) Medir a expressdo dos genes da UCP-3 e do PGC1- a;

e) Verificar a resposta a insulina através da fosforilacdo da proteina Akt e captacdo de

glicose.
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3 JUSTIFICATIVA

Evidéncias apontam que atualmente existem mais de 300 milhdes de pessoas portadoras
de obesidade e diabetes em todo territorio mundial. Entretanto, 0 mecanismo associado a essa
patologia ainda ndo foi completamente elucidado. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
mostraram que os acidos graxos sdo indutores de resisténcia a insulina reduzindo a expressédo de
genes associados ao metabolismo de glicose e acidos graxos, diminuindo a atividade mitocondrial
e estimulando o ciclo glicose-acido graxo. ObservacBes preliminares do nosso laboratorio
mostraram ainda que a exposicdo de células musculares resistentes a insulina ao AICAR ou ao
desacoplador mitocondrial (CCCP), compostos conhecidos por induzirem aumento no consumo
de oxigénio mitocondrial, restaurou a captacdo de glicose sugerindo que o aumento no potencial
de membrana mitocondrial parece exercer um importante papel na inducdo da resisténcia a
insulina no tecido muscular. Portanto, estamos propondo que o aumento no potencial de
membrana mitocondrial induzido pela elevada disponibilidade de nutrientes € um importante

determinante do processo de instalacdo da resisténcia a insulina no tecido muscular.
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos descritos neste estudo foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal - USP - Campus de Ribeirdo Preto, nimero do

processo: 063/2012.

4.1 Isolamento e cultura primaria de células musculares

As células musculares foram obtidas a partir dos masculos quadriceps, isquiostibiais,
tibial anterior, extensor digital longo (EDL), séleo e gastrocnémio de ratos machos (quatro
semanas). O material biologico foi extraido com o auxilio de instrumentacdo cirurgica
esterilizada e isolados em tampao fosfato-salina de Dulbecco (DPBS), contendo glicose 1% (w/v)
e penicilina 1% (w/v). O tecido muscular foi triturado com auxilio de pinca e tesoura, apds
centrifugacdo de 20 minutos por 1000 rpm a 4 °C, o precipitado foi homogeneizado e em solu¢édo
contendo colagenase tipo Il a 2%, durante 90 minutos, a 37 °C. Em seguida, passou por outra
digestdo em solucdo contendo colagenase a 2,5 %, tripsina 2,5 % (w/v) e DNAse 0,1% (w/v),
durante 30 minutos, a 37 °C. O homogenato foi centrifugado a 1000 rpm, por 20 minutos, a 4 °C
e, em seguida, 30 mL de DMEM com 10 % de Soro Fetal Bovino (FBS) e 10% de Soro de
Cavalo foram adicionados a solucdo para minimizar agdo da tripsina sobre as células. A solugdo
foi centrifugada a 1000 rpm, por 20 min, a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O material foi
ressuspenso em meio de cultura DMEM contendo soro fetal bovino 10 % e soro de cavalo a 10
%, L-glutamina a 4 mM, antibidtico a 1 % e pH 7,3. Apds a contagem, os mioblastos foram

distribuidos em placas de seis pogos (25x 10* células) contendo matrigel 0,1% (w/v) e mantidas a
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37 °C em estufa Umida na presenga 5% de CO: até atingirem o seu estagio de diferenciagéo (5°
dia). Apos as céulas atingirem confluéncia de 80% a troca do meio DMEM contendo soro de
cavalo 10% foi realizada a cada 48 horas até as células atingirem ponto de diferenciacéo celular.

(LYNGE et al., 2001).

4.2 Cultura C2C12.

Células de musculo esquelético de camundongo imortalizadas (C2C12) foram
descongeladas do crio tubo acondicionado em nitrogénio liquido, seguido de plagueamento em
garrafa de 75 cm? em meio DMEM com glicose (25 mM) na presenca de soro fetal bovino (10
%) e penicilina-estreptomicina (1 %). Apos atingir confluéncia de 70 % os mioblastos foram
extraidos com auxilio de tripsina (0,25 %) e plaqueadas em placas de cultura conforme demanda
experimental. Em seguida, quando confluéncia atingir 90% o meio é trocado para DMEM com
soro de cavalo (2 %) e penicilina-estreptomicina (1 %), troca do meio € repetida a cada 48 horas

até mioblastos atingirem diferenciacéo celular. (Schmitz-Peiffer et al., 1999)
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4.3 Viabilidade celular.

Células diferenciadas e preparadas para seus respectivos experimentos, foram removidas
da placa de cultura com auxilio de tripsina (0,25 %), seguido de centrifugacdo a 750 rcf, durante
5 min em temperatura ambiente. Apos serem homogeneizadas em Krebs Ringer (NaCl 119 mM,
KCI 4,8 mM, KH2PO4, 1,25 mM, MgSO47H20 1,2 mM, NaHCO3 50 mM) contendo glicose 25
mM e HEPES 10 mM, pH 7,4, uma aliquota das células foi adicionado no trypan blue (0,4%) e

contagem de céluls viveis foi realizada em cdmara de neubouer (Barbosa et al, 2013).

4.4 Tratamento com palmitato.

Apés diferenciacdo celular, as células foram incubadas com acido palmitico (500 puM
C2C12 e 600 puM cultura priméria). Para o preparo do meio de cultura contendo acido palmitico
foi utilizado o acido palmitico (C16:0), Sigma (P0500), St. Louis, U.S.A. solubilizado em alcool
etilico absoluto (solucdo estoque 100 mM), Albumina do soro bovino (1%) foi dissolvido em
DMEM contendo glicose (25 mM), posteriormente o acido palmitico foi adicionado em solucéo
com agitacdo constante a 37 °C durante 2 horas. Em seguida, o0 meio de cultura preparado foi
filtrado em membrana 0,2 um (GILDE e VAN BILSEN, 2003; HIRABARA et al., 2007; SABIN

et al., 2007; HOMMELBERG et al., 2009).
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4.5 Determinacéo de proteinas totais.

A concentracdo de proteinas foi determinada através da analise do sobrenadante de
amostras coletada com o tampé&o Ripa contendo Tris (50 mM pH 7,4) NaCl (150 mM) EDTA (1
mM), Triton X-100 (1%), o sobrenadante foi diluido 10 vezes e adicionado ao reagente Bradford
(20/1000 pL). Leitura da absorbancia (595 nm) foi realizada em placa de elisa (BRADFORD,

1976).

4.6 SDS-PAGE e western blotting

Inicialmente, as amostras de células foram homogeneizadas em tampdo Ripa contendo
Tris (50 mM pH 7,4) NaCl (150 mM) EDTA (1 mM), Triton X-100 (1%), deoxicolato de sodio
(1%), solucdo de dodecil sulfato de sodio (SDS 1%) acrescido de inibidores de proteases
(aprotinina, 5 pg/mL; leupeptina 1 mg/mL, fluoreto de fenilmetilsufonil PMSF, 2 mM) e
inibidores de fosfatase (ortovanadato de sddio, 100 mM; pirofosfato de sodio, 100 mM, fluoreto
de sodio, 10 mM). As amostras foram sonicadas, vortexadas e mantidas no gelo por 30 min. Em
seguida foram centrifugadas a 15000 g, 4 °C por 20 minutos. Uma aliquota do sobrenadante
contendo o lisado de células foi utilizada para determinacdo da concentracdo de proteinas totais
pelo método de Bradford (1976). Para a determinacdo do contelido de proteinas por western
blotting os sobrenadantes das amostras foram ressuspendidos em tampdo de amostra Laemmli
(4:1) contendo SDS (4%), Tris-HCI (125 mM), glicerol (20%), DTT (100 mM) e azul de
bromofenol (2%, pH 6,8). As proteinas foram fracionadas por SDS-PAGE. A eletroforese em gel
SDS-PAGE foi realizada de acordo com o método descrito por Laemmily et al. (1970). As

amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos e volumes contendo 30 ng de proteina foram
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aplicadas em um sistema mini-gel vertical (Protean 111 Cell Biorad®) de acrilamida: bisacrilamida
com 1mm de espessura e gel de separacdo de 10 % de acordo com a proteina analisada. Foi
utilizado marcador de peso molecular (Biorad® All Blue e Dual Color) contendo marcagdes de 10
a 250 kDa. As corridas eletroforéticas foram realizadas em cubas de acrilico utilizando tampéo de
corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina 115 mM, SDS 0,1%, mantido a 4 °C) sob potencial entre 80 a
120 volts, durante 2 horas. Apés corrida eletroforética, as proteinas presentes no gel de
poliacrilamida foram transferidas para membrana de PVDF (GE Healthcare), de acordo com o
método descrito por Towbin et al. (1979) utilizando tampé&o de transferéncia (Tris-HCI 24,8 mM,
glicina 192 mM) potencial de 25 V e corrente de 300 mA em equipamento Biorad® Trans-Blot
SD Cell, EUA. A membrana foi bloqueada a temperatura ambiente por 1 hora em tampédo TBS-T
(Tris-HCI 0,02 M, NaCl 0,16 M e Tween-20 0,1%, pH 7,4) contendo leite desnatado em pd
(10%) ou BSA (3%) e incubada overnight (4-8°C) com anticorpos primarios diluidos
previamente, CS (Abcam 96600), Akt-total (Cell Signaling #9272) e Akt-fosforilada (Cell
Signaling S473) e Pactina (Santa Cruz 81178). A seguir, a membrana foi lavada por 5 minutos
com TBST e incubada com anticorpo secundario conjugado com peroxidase em solucdo TBST
contendo leite (2%) ou BSA (2%) por 1 hora. Em seguida foram realizadas trés lavagens de 5
minutos com TBST. Ap6s as lavagens a membrana foi incubada por um minuto com reagente
para deteccdo de western blotting Amersham ECL (GE Healthcare). Os resultados foram

analisados por quimiluminescéncia.
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4.7 Determinacdo de peroxido de hidrogénio (H203)

As células foram mantidas a 37°C em solucdo Krebs Ringer (0,6 mL) e carregadas com
a sonda Amplex Ultra-red (2 uM) e Horseradish peroxidase (0,3 U/mL) por 60-90 min. Ponto
inicial foi coletado para realizar a taxa de produ¢do por minuto (100 pL), bem como a leitura do
meio na presenca de Amplex Ultra-red e Horseradish peroxidase sem células, como branco.
Nesse periodo as células foram incubadas com glicose (25 mM). ApGs este periodo uma aliquota
do meio (100 pL) foi coletada e a intensidade de fluorescéncia determinada em 530 nm de
excitacdo e 590 nm de emissdo (ANDERSON et al., 2009). Como experimento de calibracdo, foi
realizado curva crescente de concentracdes conhecidas do perdxido de hidrogénio (H20>), e como
controle experimental foi adicionado a enzima antioxidante glutationa peroxidase (5 U/ mL) com
seu substrato glutationa reduzida (0,5 mM) para o maior valor da concentracdo do perdéxido de

hidrogénio.

4.8 Avaliacdo dos niveis de Glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG)

Células musculares diferenciadas e aderidas em placa de seis pocos foram lavadas com
PBS a 4-8 °C e coletadas (100 pL) em tampdo Ripa contendo Tris (50 mM pH 7,4) NaCl (150
mM) EDTA (1 mM), Triton X-100 (1%), deoxicolato de sdédio (1%), solucdo de dodecil sulfato
de sddio (SDS 1%). Seguido de centrifugacdo 3000 rcf a 4°C durante 15 min, o sobrenadante foi
coletado para realizar a quantificacdo de proteinas totais. Preparo para leiura de GSH: 200 g de
proteina foi adicionado em 550 pL de tampdo fosfato de sodio (100 mM); EGTA (6 mM), 30 pL
de O-phytaldeido (1 mg/ mL), apés 15 minutos foi realizado leitura. Preparo para leitura GSSG:

200 pg de proteina foi adicionado em 50 pL de N-etil Maleimide (2 mM), apds 30 minutos foi
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adicionado 500 pL NaOH (1M) e 30 pL de O-phytaldeido (1 mg/ mL), ap6s 15 minutos foi
realizado leitura foi realizada em Fluorimetro BioTek Synerg2: Excitacdo 360/40 nm e emissao

460/40 nm.

4.9 Quantificacdo da expressdo génica por PCR em tempo real (RT-PCR)

Os cDNAs obtidos foram submetidos a PCR em tempo real. A expressdo do genes da
proteina desacopladora mitocondrial (UCP-3 e UCP-2), nucleotideo nicotinamida transferase
(NNT), adenina nucleotideo translocase (ANT), coativador do receptor gama ativado por
proliferador de peroxissoma (PGC1-a) foram quantificados por PCR em tempo real. As reacoes
foram realizadas em solu¢do (25 pL), contendo cDNA da amostra (1 pL), 4gua DEPC (10,5 pL),
mix SYBR® Green PCR Master (12,5 uL), (ANTP, tampdo de reagdo, Taq DNA polimerase e
SYBR Green 1) (Invitrogen®) com sequéncia de primers especificos (0,5 pL): UCP-3 (sense
ATCCTCCTCGGCCCCTGTTG e anti sense TCGGAGCAGGACACAGGGCA); UCP-2
(AGCATGGTAAGGGCACAGTG e anti sense CAGTTCTACACCAAGGGCTC); NNT (sense
CTCTGGTGCAATCCTGTCGT e anti sense CACCAGCTGTTGACGTTGTG); ANT (sense
CCACCCAGGCTCTCAACTTT anti sense CTGGGTCCTCTTGTCCACAC); PGC1-a (sense
CACATTAAGGTTCGCTCAATAGTC e anti sense
CAAGCCAAACCAACAACTTTATCTCT). As condicdbes do PCR foram previamente

estabelecidas para o gene de interesse.
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4.10 Reacdo de transcricdo reversa (RT)

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir do RNA total (2 pg) com a
seguinte mistura de reagentes: 146 ng de random primers e 200 U da enzima transcriptase
reversa, tampao da enzima (Tris-HCI a 50 mM, KCI 75 mM, MgCl, 3 mM, pH 8,0), DTT (6
mM), dNTP (500 uM) no volume final de reagcdo de 20 pl. Esta mistura foi incubada por 2 min a
25°C para permitir a hibridizacdo dos oligonucleotidios randémicos ao RNA seguida de

aquecimento a 42 °C por 60 minutos e 70 °C por 15 minutos. O cDNA obtido foi armazenado a -

20 °C para posterior realizacdo da reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) em tempo real.
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4.11 Consumo de oxigénio

As células foram mantidas em placas de Petri para cultura (100 mm de didmetro)
durante periodo de crescimento e diferenciacdo conforme protocolo descrito anteriormente. Apos
0 tratamento com é&cido palmitico (500 uM), as células de musculo esquelético C2C12 foram
retiradas de cultura com auxilio de tripsina (0,25 %) e centrifugadas a 700 rcf, 25°C, por 5
minutos. Em seguida as células foram homogeneizadas em 5 mL de Krebs Ringer (NaCl 119
mM, KCI 4,8 mM, KH2POg4, 1,25 mM, MgSO47H20 1,2 mM, NaHCO3 50 mM) contendo glicose
25 mM e HEPES 10 mM, pH 7,4, sequido da contagem de células foi realizada em camara de
Neubauer ap6s a diluicdo da suspensdo celular em trypan blue (0,4%) solubilizado em PBS pH
7,4, utilizando normalizacdo com numero de células viaveis. Para realizacdo do consumo de
oxigénio celular, foi utilizado densidade celular de 1 x10% mL na cdmara do oxigrafo de alta
resolucéo (Oroboros Oxygraph-2K). Ap6s aquisicao da leitura inicial, a cdmara do Oroboros foi
fechada e o consumo de oxigénio (fluxo de oxigénio) monitorado, seguido da adicdo de
oligomicina (1pg/ mL) para obtencdo do consumo minimo de oxigénio, indicando vazamento de
prétons pela membrana interna mitocondrial. Como indutor da respiracdo mitocondrial, foi
utilizado titulagdes do desacoplador quimico CCCP (250 nM). Para obtencdo dos dados o

software DatLab 4 (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) foi utilizado.

O experimento para monitorar o consumo de oxigénio celular foi representado pelo
tracado experimental abaixo na figura 2. O tragado ilustra 0 momendo de fechamento da cdmara
do Oroboros e mensuracéo do fluxo de oxigénio das células, seguido da adi¢do de oligomicina e

titulacdo de CCCP.
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Figura 1 — Consumo de oxigénio de células de musculo esquelético. Células controle foram
resuspendidas e adicionadas a cAmara do Oroboros contendo Krebs Ringer com HEPES 10 mM e glicose
20 mM, pH 7,4. Ap6s remogdo das bolhas e estabilidade no sinal, a cAmara foi fechada para monitorar
consumo de oxigénio celular. Como controle interno experimental foi utilizado oligomicina (1pg/ mL) e
CCCP (250 nM).

4.12 Avaliagédo do acoplamento termodinédmico mitocondrial.

Para andlise do acoplamento termodinamico mitocondrial de células C2C12, foram
utilizados os valores de consumo de oxigénio obtido em experimentos independentes no
Oroboros. Valores de fluxo de oxigénio celular monitorado para 0 momento estado respiratorio
IV, na presenca de oligomicina e no estado respiratorio na presenca de desacoplador quimico
CCCP ou FCCP, induzindo o aumento do consumo de oxigénio. A equacdo aplicada para obter
os valores de acoplamento termodinamico € ilustrada na figura 2. Adequado de Cairns et al,

(1998); Lamasters et al, (1984).

q= V 1 — (R. Oligomicina / R. FCCP)

Figura 2 — Equacdo para obtencdo do acoplamento termodinamico (valor-q). Na equagdo q denota
valor do acoplamento termodinamico, o qual, é calculado através da raiz quadrada de 1 menos o valor de
respiragdo na presenca de oligomicina dividido pela respira¢gdo maxima induzida por FCCP ou CCCP.
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4.13 Determinacdo do potencial de membrana mitocondrial em cultura primaria.

As células diferenciadas em cultura foram coletadas com tripsina (0,25%) e centrifugadas
900 rcf durante 3 minutos em temperatura ambiente, pellet foi lavado e homogeneizado em
tampéo de reacdo padrdo: sacarose 250 mM, HEPES 10 mM, EGTA 0,2 mM, H2PO4 2 mM,
MgCl> 1 mM, e suportado com succinato 5 mM, pH 7.2, contendo suplementacéo de albumina de
soro bovino 0,1 %.

Células de musculo esquelético permeabilizadas: Células musculares foram extraidas
da cultura com auxilio de tripsina (0,25%), seguido de centrifugagéo (900 rcf) durante 3 minutos
em temperatura ambiente e homogeneizacdo em tamp&o de reacdo padrdo: sacarose 250 mM,
HEPES 10 mM, EGTA 200 mM, H2PO4 2 mM, MgCl> 1 mM, e suportado com succinato 5 mM,
pH 7.2, contendo suplementagdo de albumina de soro bovino 0,1 %, com adi¢cdo de 21 pL de
digitonina (1 mg/ mL) a 30 °C em agitacdo constante durante 20 minutos, seguido de
centrifugacgéo (900 rcf) durante 3 minutos em temperatura ambiente, o pellet foi homogeneizado
e lavado com meio de reacéo padréo para remocdo de contaminantes de potassio.

Fluorescéncia de safranina: Safranina (5 uM) foi adicionado a cubeta contendo 1,8 mL
do tampdo de reacdo padrdo, apds curto trecho de fluorescéncia inicial da safranina, células
permeabilizadas foram adicionadas (200 pL) e o decaimento da fluorescéncia de safranina foi
monitorado até estabelecer ponto de platd, em seguida, ADP de sodio (400 uM) foi adicionado
estimulando a respiracdo mitocondrial e consequente reducdo no potencial de membrana
mitocondrial, podendo ser observado com o aumento da fluorescéncia de safranina, apods
estabelecido fluorescéncia relativa estado respiratério Il (com ADP), o carboxi atractilosideo

(CAT) (10 uM) foi adicionado como inibidor de alta seletividade do sitio especifico citosolico do
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trocador de ADP/ATP mitocondrial, nucleotideo adenina translocase (ANT). Assim, permitindo
uma rapida reducdo na respiracdo mitocondrial e consequente retorno do potencial de membrana
para maiores valores. Para avaliacdo quantitativa do potencial de membrana mitocondrial, foi
realizado titulacdo com KCI. Assim sendo, apos estabelecer platé de fluorescéncia referente ao
CAT, valinomicina (40 ng/ mL) foi adicionada para carrear a entrada de potassio para matrix
mitocondrial, reduzindo o potencial elétrico e concomitante ao aumento da fluorescéncia de
safranina, para isto, foram realizadas adi¢cdes de KCI (0,375mM), ao final da titulagdo CCCP (2
M) foi adicionado para dissipar o potencial de membrana mitocondrial. A curva de calibracao
obtida com a titulacdo de potassio foi tratada para obter valores de potencial de membrana
mitocondrial de acordo com equagdo de Nerst: Aym = 60 x log(Kin/Kout’), onde Kin* é a
concentracdo de potassio intramitocondrial e Kout" é relativa a soma das adi¢des de potéassio em
cada etapa. Kin* foi assumido sendo 120 mM. Desde modo, curva de calibragdo foi plotada com
os momentos de platé da fluorescéncia de safranina (referente adi¢do de potassio) sobre valores
relativos do potencial de membrana para as adi¢cdes conhecidas de potéssio. Equacdo polinomial
de segundo grau foi aplicada para obter o gréafico invertido em valores quantificados em potencial
de membrana mitocondrial (Aym) (FIGUEIRA, et al. 2012)

A imagem abaixo ilustra o tragado experimental realizado com o monitoramento da
fluorescéncia de safranina. De acordo com o método, é possivel observar o decaimento da
fluorescéncia de safranina com adicdo das células, mostrando existencia de potencial de
membrana mitocondrial, este € modulado através da adicdo de ADP, o qual estimula o consumo
de oxigénio mitocondrial, assim reduzindo o potencial de membrana mitocondrial e imediata
liberacdo da safranina para o meio, aumento sua fluorescente. Apds adicdo de CAT podemos
observar o retorno do potencial de membrana para maiores valores, indicado com a reducdo da

fluorescéncia. Em seguida, notamos que a titulacdo de KCI (K*) foi efetiva com a liberagdo da
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safranina devido a reducdo do potencial de membrana mitocondrial com a possibilidade da
entrada do potassio carreado pela valinomicina até a matriz mitocondrial, ao final do experimento
FCCP foi adicionado, induzindo a dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial, liberando

safranina e retorno da fluorescéncia.
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Figura 3 — Potencial de membrana mitocondrial de células de musculo esquelético.

Células controle foram adicionadas na cubeta contendo tampéo de reacdo padrdo pH 7,4, suplementado
com BSA 0,1%. Apds estabelecer platd referente ao estado respiratério 11, ADP (400 uM) e CAT (10 uM)
foram adicionados como controle interno para capacidade oxidava mitocondrial e permeabilizacéo celular.
Valinomicina (40 uM ) e adigdes de KCI (0,375 mM) foram realizadas para calibracdo experimental.
CCCP (2 uM) foi utilizado ao final para dissipar o potencial de membrana mitocondrial. UA: Unidade

arbitraria.
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4.14 Potencial de membrana mitocondrial em células C2C12 (TMRM)

As células diferenciadas em cultura foram extraidas com tripsina (0,25%) e centrifugadas
750 rcf durante 5 minutos em temperatura ambiente, em seguida, foram homogeneizadas em
Krebs Ringer (NaCl 119 mM, KCI 4,8 mM, KH2POg, 1,25 mM, MgSO47H20 1,2 mM, NaHCOs3
50 mM) contendo glicose 25 mM e HEPES 10 mM, pH 7,4, e posteriormente foi realizado
contagem em camara de Neubauer ap0s a dilui¢do da suspensdo celular em trypan blue (0,4%).

Fluorescéncia de Tetramethyrhodamine, methylester, perchlorate (TMRM): TMRM
(50 nM) foi adicionado na cubeta contendo 1,8 mL de meio Krebs Ringer com comprimento de
onda de excitacdo 543 nm e emissao 585 nm, apds monitoramento inicial da fluorescéncia basal
inicial, foi adicionado 2x10° células C2C12 viaveis. Como controle interno experimental foi
utilizado adicdo de oligomicina (2 pg/mL) e FCCP (2 uM), como moduladores da cadeia

respiratoria mitocondrial (figura 4) (GOHRING et. al., 2014).
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Figura 4 — Potencial de membrana mitocondrial de células de muasculo esquelético (C2C12).

Células controle foram adicionadas na cubeta contendo Krebs Ringer pH 7,4. Apos estabelecer platd
referente ao estado respiratorio basal, Oligomicina (2 pg/mL) e FCCP (2 uM) foram adicionados como
controle interno evidenciando manipulacdo do potencial de membrana mitocondrial.
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Normalizacao dos valores de fluorescéncia bruta de TMRM: Em vista de criar uma
normalizacdo dos valores de fluorescéncia bruta, utilizamos a média do valor platé de FCCP
(potencial de membrana dissipado) dividido por todos os valores de fluorescéncia bruta de

TMRM, originando o grafico Fluorescéncia FCCP sobre Fluorescéncia (Figura 5)

Potencial de membrana mitocondrial no estado de respiracdo basal: Foi criado um
indice para visualizacdo dos valores de fluorescéncia referente ai estado basal (antes da adicéo de
oligomicina) de todos os tracados. O valor de fluorescéncia do plat6 com FCCP ¢é subtraido do
valor basal, sobre o valor de fluorescéncia FCCP. A¥m basal = (F. FCCP — F. Basal) / F. FCCP.
Ver figura 4. Esta equacdo demonstra a amplitude da diferenca entre o valor do potencial de
membrana com o estado respiratorio celular basal e valor o minimo induzido pela despolarizacao
com FCCP. Entende-se que, quanto menor for este valor, menor sera o potencial de membrana

mitocondrial neste estado.

Potencial de membrana mitocondrial no estado de respiracdo com oligomicina: Foi
criado um indice para visualizacdo dos valores de fluorescéncia referente ai estado respiratdrio na
presenca de oligomicina, de todos os tracados. O valor de fluorescéncia do plat6 com FCCP é
subtraido do valor basal, sobre o valor de fluorescéncia FCCP. A¥m com oligomicina = (F.
FCCP — F. Oligomicina) / F. FCCP. Ver figura 4. Esta equacdo demonstra a amplitude da
diferenga entre o valor do potencial de membrana maximo induzido por adi¢cdo de oligomicina e
valor o minimo induzido pela despolarizacdo com FCCP. Entende-se que, quanto menor for este

valor, menor sera o potencial de membrana mitocondrial neste estado.
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Figura 5 — Potencial de membrana mitocondrial, regides de referéncia para plato.
Apos adicdo das celulas controle o valor de platd foi adquirido nos pontos indicados para: Basal (F.),
Oligomicina (F. Oligomicina) e FCCP (F. FCCP).

4.15 Viabilidade celular.

As células foram removidas da placa de cultura com auxilio da tripsina (0,25 %),
seguido de centrifugacdo 700 rcf a temperatura ambiente (25 °C), células foram homogeneizadas
em Krebs Ringer Ringer (NaCl 119 mM, KCI 4,8 mM, KH2POg4, 1,25 mM, MgSO47H20 1,2
mM, NaHCOz 50 mM) contendo glicose 25 mM e HEPES 10 mM, pH 7,4 (5 mL) e uma aliquota
(10 pL) foi retirada para contagem de células totais e viaveis com o tratamento prévio com

Trypan blue (0,4 %) (1:4) em cdmara de Neubauer (BARBOSA et. al., 2013).
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4.16 Microscopia eletrénica de mitocéndria

Foi realizado aquisi¢fes de imagens de mitocondrias da célula do mdsculo esquelético

(cultura primaria) em microscopio eletrénico.

4.17 Analise Estatistica

Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) e foram
analisados pelo teste one-way/two-way ANOVA, seguida pelo pos-teste de Kruskal-Wallis
(KRUSKAL & WALLIS, 1952). O teste t de student foi utilizado para comparacdo de duas

médias, usando o programa Prisma 6.0. P < 0.05 foi considerado significante.

4.18 Determinacéo da captacao de glicose

Apds periodo overnight em meio livre de soro, as células de cultura primaria de musculo
esquelético foram incubadas a 37 °C em tampdo HBS contendo 2-deoxi-glicose (10 uM) e 2-
deoxi-[2,6°H]-glicose (0,05 uCi/mL) na presenca ou auséncia de insulina (30 mU/mL). Ap6s 60
minutos as células foram lavadas com solucdo salina (0,9 %) gelada e lisadas com NaOH (0,05
N). A anélise foi realizada em analizador de liquido de scintilagdo Tri-Carb 2100TR (Packad)

(BARBOSA, et al. 2013; TEODORO, et al. 2014)
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5 RESULTADOS

5.1 Medida do potencial de membrana mitocondrial: Cultura priméria de

células musculares.

O potencial de membrana mitocondrial foi medido com a interagcdo entre safranina e
potencial eletroquimico existe na mitocondria. Ao adicionar as células a fluorescéncia € reduzida
préximo a estabilidade, posteriormente ADP e oligomicina foram adicionados como moduladores
da respiracdo e potencial de membrana mitocondrial (Figura 6). Apos adicionar KCI foram
realizados célculos (Figura 7) para calibrar a fluorescéncia e equivaléncia em Aym (-mV),
demonstrado na figura 8.

As células do musculo esquelético expostas ao acido palmitico (600 puM) exibiram um
menor potencial de membrana no estado respiratério IV (adicdo de oligomicina) quando
comparado ao grupo controle (p < 0,05), indicando um possivel vazamento de prétons pela
membrana interna mitocondrial (proton leak). Porém, ndo houve alteracdo no potencial de
membrana mitocondrial no estado respiratério Il (adicdo de ADP), conforme observado na

figura 9.
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Figura 6 — Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial de células de musculo esquelético
permeabilizadas (cultura primaria). Tracado experimental representativo da fluorescéncia de Safraina.
Apos adicdo da Safranina (5 uM), células de masculo esquelético controle e/ou tratadas durante 24 horas
com é&cido palmitico (600 uM) conjugado com BSA (1%) foram adicionadas, seguido de ADP (400 uM) e
carboxi atractilosideo (10 uM), o potencial de membrana foi titulado com KCI (0,375 mM) na presenca de
Valinomicina (40 ng/mL), e ao final da titulagdo o CCCP (2 uM) foi adicionado. n=5 experimentos.
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Figura 7 — Curva de calibracdo para aquisicdo do potencial de membrana mitocondrial (Aym).
Equacdo representativa para aplicacdo da equacdo polinomial de segundo grau nos dados de potencial de
membrana mitocondrial derivados da equacao de Nerst sobre os valores de fluorescéncia relativo a adicdo

de KCI (0,375 mM).
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Figura 8 — Quantificacdo do potencial de membrana mitocondrial de células musculares
permeabilizadas (cultura primaria): O painel (a), mostra o tracado representativo da quantificacdo do
potencial de membrana mitocondrial de células controles e tratadas durante 24 horas com palmitato (600
uM) conjutado com albumina de soro bovino (1%). O painel inferior (B), mostra a aproximagdo ou Zoom
do tracado no painel, evidenciando o efeito das adi¢des de ADP (400 uM) e carboxi atractilosideo (CAT)
(10 pM), e inicio das adi¢des de KCI (0,375 mM) na presenga de valinomicina (40 ng/mL). As células
musculares tratadas com palmitato (linha vermelha) na presenga de oligomicina apresentaram menor valor

de potencial de membrana mitocondrial quando comparado ao controle (linha preta). N=5 experimentos
independentes.
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Figura 9 — Quantificacdo do potencial de membrana mitocondrial. Os valores sdo média e desvio
padréo dos valores de potencial de membrana adquiridos no estado respiratério 111 (ADP 400 uM) e IV
(carboxi atractilosideo 2 uM). N= 5 experimentos.



49

5. 2 Potencial de membrana mitocondrial: Cultura C2C12.

O potencial de membrana mitocondrial de celulas C2C12 foi mensurado com TMRM
com ceélulas intactas. Apds adicdo das células em meio Krebs contendo TMRM e subsequente
decaimento do sinal ao nivel estavel, foi adicionado oligomincina e FCCP, conhecidos
moduladores da respiracdo e potencial de membrana mitocondrial. Deste modo, podemos
observar o potencial de membrana basal, na presenca de oligomicina (induz aumento de pontecial
de membrana) e FCCP (reduz o potencial de membrana). Embora exista uma aparente diferenca
do potencial de membrana mitocondrial no estado basal, ndo houve diferenca estatistica (B).
Entretanto, na presenca de oligomicina o potencial de membrana do grupo palmitato foi

significantemente menor (C), corroborando com dados em cultura primaria.
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Figura 10 — Potencial de membrana mitocondrial em células C2C12. Células C2C12 controles e
expostas ao palmitato durante 2, 24 e 48 horas foram retiradas de cultura com tripsina (0,25 %) e
homogeneizadas em Krebs-Ringer pH 7,4 com glicose (25 mM) na presenga de TMRM (50nM),
Oligomicina (2 pg/mL) e FCCP (2 pM 2 e FCCP) foram utilizados como moduladores da respiragéo
mitocondrial. (A): Tracado de fluorescéncia bruta normalizada por fluorescéncia platdé de FCCP,
representativo experimental (48 horas). (B): representa grafico normalizado do valor bruto de
fluorescéncia obtido e aplicado a equacdo para obtencdo do potencial de membrana mitocondrial no
estado basal: AYm basal = (Ffluorescéncia com FCCP — Fluorescéncia Basal) / Fluorescéncia FCCP. (C)
representa grafico normalizado do valor bruto de fluorescéncia obtido e aplicado a equacéo para obtencéo
do potencial de membrana mitocondrial na presenca de oligomicina: A¥m na presenca de oligomicina =
(Fluorescéncia FCCP — Fluorescéncia Oligomicina) / Fluorescéncia FCCP.
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5. 3 Conteuido e viabilidade celular: C2C12.

As células musculares foram previamente tratadas com meio controle e palmitato nos
tempos 2, 24 e 48 horas. Em seguida a contagem de células totais e viaveis foi realizado em
camara de Neubauer na presenca de Trypan blue. Os dados indicam que embora ndo houve
diferenca no namero de células viaveis, o conteudo de células totais foi reduzido com o
tratamento de palmitato durante exposicdo de 48 horas. Deste modo, sugerindo que células
mortas podem ter desprendido da placa de cultura para 0 meio, durante o processo de extracao

celular as células aderidas foram analisadas, indicando que o tratamento no tempo de 48 horas

pode levar a morte celular.

@l Controle
@ Palmitato

Células (10%/mL)

2 horas 24 horas 48 horas

Figura 11 — Contetido de celulas totais em cultura. Células C2C12 controles e expostas ao palmitato
durante 2, 24 e 48 horas foram retiradas de cultura com tripsina (0,25 %) e homogeneizadas em Krebs-
Ringer pH 7,4 com glicose (25 mM) na presenca de Trypan blue (0,4 %) 1:4, em seguida a contagem foi
realizada em camara de Neubauer. * denota diferenca entre controle e palmitato (48 horas) p< 0,05.
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Figura 12 — Viabilidade celular. Células C2C12 controles e expostas ao palmitato (0,5 mM) conjutado
com albumina (1 %) durante 2, 24 e 48 horas foram retiradas de cultura com tripsina (0,25 %) e
homogeneizadas em Krebs-Ringer pH 7,4 com glicose (25 mM) na presencga de Trypan blue (0,4 %) 1:4,
em seguida a contagem foi realizada em camara de Neubauer.
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5. 4 Determinacdo do consumo de oxigénio de células do musculo esquelético

(C2C12).

Consumo de oxigénio das células foi determinado em Oroboros. Apos estabilizacdo do
sinal e fechamento da cdmara contendo tampéo Krebs e células C2C12 e obtencdo dos valores
para trabalho no estado basal e com a presenca de oligomicina e CCCP, conhecidos moduladores
da respiracdo mitocondrial. Podemos observar que ndo houve diferenca de consumo de oxigénio
no estado basal para ambos os tempos. Entretanto, as células tratadas com palmitato apresentaram
maiores valores na presenca de oligomicina em todos os tempos, interessantemente células
tratadas com palmitato apresentaram menores valores de consumo de oxigénio induzido por

CCCP nos tempos 24 e 48 horas (Figura 13-14).
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Figura 13 — Consumo de oxigénio em células musculares C2C12. O consumo de oxigénio foi realizado
em meio Krebs Ringer contendo glicose (25 mM) e HEPES (10 mM), a 37°C sob agitacdo constante. As
células foram adicionadas e ap0s estabilizacdo do sinal o consumo de oxigénio basal foi monitorado.
Oligomicina (1 pg/mL) e CCCP (500 nM) foram utilizados como moduladores da respiragdo. Linhas
pontilhadas: concentracdo de oxigénio e linhas cheias: fluxo de oxigénio.
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Figura 14 - Consumo de oxigénio em células C2C12 controles e tratadas com palmitato durante 2,
24 e 48 horas. O consumo de oxigénio foi realizado em meio Krebs Ringer com glicose (25 mM) e
HEPES (10 mM), a 37°C sob agitacdo constante. As células foram adicionadas e ap6s estabilizacdo do
sinal o consumo de oxigénio basal foi adquirido. Em seguida, oligomicina (1 pg/ mL) e CCCP (500 nM)
foram utilizados como moduladores da respira¢do. * p<0,05 comparado com grupo controle dentro do
grupo oligomicina (n= 4).
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5. 5 Acoplamento termodinamico: C2C12.

O acoplamento termodinadmico mitocondrial de células musculares C2C12 foi realizado
através dos valores de consumo de oxigénio mitocondrial de células intactas realizado no
Oroboros, em Krebs Ringer pH 7,4 contendo glicose 25 mM. Adic¢des de oligomicina e CCCP
foram utilizadas para modular a respiragdo mitocondrial. Aplicando a equacdo onde leva-se em
consideracdo o estado respiratério IV e estado respiratério na presenca de desesacoplador
quimico (valor-g) demonstramos que célula expostas ao palmitato (2, 24 e 48 horas) apresentam
um menor acoplamento termodindmico mitocondrial comparado aos respectivos controles.
Interessantemente o grupo 48 horas de tratamento apresentou um menor acoplamento
termodinamico comparado ou grupo palmitato 2 horas, indicando reducdo da eficiéncia

mitocondrial ao passo do tempo de tratamento.
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Figura 15 — Acoplamento termodindmico mitocondrial em células C2C12. Células C2C12 controle e
expostas ao palmitato (0,5 mM) conjugado com albumina (1 %) durante 2, 24 e 48 horas. Valor-q foi
calculado com raiz de 1 menos o resultado da respiracdo na presenca de oligomicina sobre respiracdo com
CCCP (péagina 36). * denota diferenca quando comparado com o controle p< 0,05. # denota diferenga
guando comparado com grupo palmitato 2 horas p<0,05.
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5.6 Avaliacéo da resposta a insulina:

A sensibilidade a insulina foi avaliada através da fosforilagdo de Akt (proteina quinase
B). Podemos observar na Figura 9 que o tratamento com palmitato reduziu a fosforilacdo da
proteina Akt em células primérias de ratos (24 horas) e em células da linhagem C2C12 de

camundongos (2, 24 e 48 horas) (Figura 10).
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Figura 16 - Contetdo de Akt fosforilada em cultura de células primarias de musculo esquelético.
Foram avaliados os grupos: controle e células tratadas com palmitato (600 uM) conjugado com albumina
do soro bovino (1%) durante 24 horas. Insulina foi adicionada (20.000 pU/ mL) durante o periodo de 10
min. Como controle interno avaliamos o contetdo de Akt total e B-actina, n=3 experimentos.
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Figura 17 — Fosforilagdo de Akt em cultura de células C2C12. Foram avaliados os grupos: controle e
células tratadas com palmitato (500 puM) conjugado com albumina do soro bovino (1%) durante 2, 24 e 48
horas. Insulina foi adicionada (20.000 pU/mL) durante 10 min. N=4 experimentos.

5.7 Conteudo de glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG).

A figura 18, apresenta a razdo do substrato e produto da enzima antioxidante glutationa
peroxidase, que foi normalizado pela concentragdo de proteinas totais das amostras de células
musculares. Os resultados demonstram que células de mdsculo esquelético tratadas com
palmitato possuem um menor conteldo de GSH/GSSG indicando um possivel aumento de
espécies reativas de oxigénio (EROSs) intracelular, deste modo, reduzindo o substrato GSH para

conversdo de perédxido de hidrogénio a dgua, sugerindo existéncia de aumento de EROs.
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Figura 18 - Conteudo de glutationa reduzida e oxidada em cultura primaria (A) e linhagem C2C12
(B). As células foram tratadas com DMEM contendo glicose (25 mM) na presenca ou auséncia de
palmitato (600 uM) conjugado a albumina de soro bovino (1%) durante 2 e 24 horas (A). Como controle
experimental, foi utilizado células controles expostas ao peréxido de hidrogénio (100 uM) durante 60
minutos. Em células C2C12 foi utilizado palmitato (500 uM) nos tempos 2, 24 e 48 horas. *p< 0,05
comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao grupo palmitato. N=6.
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5.8 Determinacéo da emissao de espécies reativas de oxigénio (H20>).

As figuras 19 e 21, demonstram em dois experimentos independentes e diferentes
tempos de leitura que as células C2C12 expostas ao palmitato (500 uM) conjugado com albumina

(1%), apresentaram maior emissdo de perdxido de hidrogénio comparado ao controle nos tempos 24 e 48

horas.
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Figura 19 — Curva temporal de fluorescéncia de Amplex ultra-red em células C2C12. Experimento
foi realizado com a incubacédo de células musculares em cultura com meio Krebs Ringer contendo glicose
(25mM), HEPES (10mM) e pH 7,4, na presenca de Amplex Ultra-red (2 uM) e horseradish peroxidase
(0,3 U/mL), os valores de fluorescéncia foram monitorados a cada 5 minutos, para cada leitura foi
descontado do branco (sem célula). Células controle representadas em linha preta e células tratadas com
palmitato em linha vermelha.
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Figura 20 — Curva padrdo de peréxido de hidrogénio. Perdxido de hidrogénio diluido em
concentragdes conhecidas, foi adicionado em meio Krebs Ringer contendo glicose (25mM), HEPES
(10mM) e pH 7,4, na presenca de Amplex Ultra-red (2 puM) e horseradish peroxidase (0,3 U/mL).
Gluotationa peroxidase (5 U/mL) e glutationa reduzida (0,5 mM) foram utilizadas como controle interno
experimental.
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Figura 21 — Emissdo de peroxido de hidrogénio em células musculares. Células de musculo
esquelético C2C12 foram plaqueadas (2x10°) e apds diferenciacéo, divididas entre: Controle e tratada com
palmitato (500 pM) conjugado com albumina (1%) foram incubadas com Krebs Ringer contendo glicose
(25mM), HEPES (10 mM) e pH 7,4, na presenca de Amplex Ultra-red (2 pM) e horseradish peroxidase
(0,3 U/mL), durante 90 minutos em incubadora de CO; & 37 °C. Tempo inicial foi coletado para exclusdo
do branco experimental (sem células) e tempo final para realizar a taxa de emissdo. *p< 0,05 comparado
ao controle (n=3).
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5.9 Determinacéo da captacgdo de glicose em celulas de musculo esquelético.

Cultura de primaria de células musculares foi incubada com tampédo HBS contendo 2-
deoxi-glicose (10 pM) e 2-deoxi-[2,6%H]-glicose (0,05 pCi/mL) na presenca ou auséncia de
insulina (30 mU/mL) durante 60 min. Apds extracdo em Liquido de cintilacdo e contagem da
radioatividade (Tri-Carb 2100TR), observamos que as células tratadas com palmitato (600 uM)

foram menos responsivas a insulina.
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Figura 22 — Captacao de glicose em cultura priméria de células musculares. As células do masculo
esquelético foram plaqueadas (2,5x10°) e apds diferenciacdo celular divididas entre: Controle e tratadas
com palmitato (0,7mM) conjugado com albumina (1%) durante 24 horas. Em seguida, células foram
incubadas com tampdo HBS contendo 2-deoxi-glicose (10 uM) e 2-deoxi-[2,6°H]-glicose (0,05 uCi/ mL)
na presenca ou auséncia de insulina (30 mU/ mL) a 37 °C durante 60 minutos. Em seguida, células
musculares foram lizadas em NaOH (0,05 N) e as analises foram realizadas em no contador (Tri-Carb
2100TR). *p< 0,05 comparado ao controle, #p< 0,05 comparado ao palmitato. (N= 3).
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5.10 Microscopia eletrénica de cultura primaria.

A anélise de microscopia eletrénica ndo mostrou a existéncia de diferencas no numero
de mitocdndrias entre o grupo controle e tratado com palmitato. Como controle interno, AICAR

foi utilizado para inducdo de biogénese mitocondrial.

Controle 24 horas Palmitato 24 horas AICAR 24 horas

Figura 23 — Microscopia eletrénica de mitocondrias. Células musculares em cultura foram levadas para
andlise de microscopia eletrénica. Como controle interno, AICAR (250 uM) foi utilizado como indutor de
biogénese mitocondrial.
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5.11 Transcrigdo génica:

A figura 24 (A), mostra que em cultura primaria muscular a expresséo do gene PGC1-a
no grupo tratado com palmitato ndo apresentou diferenca comparado ao grupo controle. Porém,
observamos aumento da expressdo do PGC1-a apos o tratamento com AICAR (p<0,05). Além
disso, a figura 24 (B) mostra que as células tratadas com palmitato apresentaram maior nivel de
expressdo de RNAm de UCP-3, conhecida proteina desacopladora mitocondrial atuando na
reducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio mitocondriais e no aumento da utilizacdo

de coenzimas reduzidas pelo aumento do fluxo de oxigénio.

Em células C2C12 a expressdo de PGC1-a foi reduzido nos tempos 24 e 48 horas de
tratamento com palmitato, em contra partida o gene TFAM mostra tendéncia em sua reducéo nos
tempos 2 e 24 horas enquanto houve um aumento no tempo 48 horas. Em adicao, o gene UCP-3
apresentou maior nivel de expressdo nos tempos 2 e 48 horas, juntamente a este dado, a

expressao de NNT foi reduzida no tempo 48 horas (figura 25).
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Figura 24 — Expressao relativa de RNAm. Células musculares foram tratadas com palmtiato (600 uM)
ou AICAR (250 uM) durante 24 horas. (A) expressdo relativa de RNAmM de PGC1-a. p<0,05 comparado
ao controle N=5. (B) Expressao relativa de UCP-3. p<0,05 comparado ao controle. N= 4.
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Figura 25 — Expressdo relativa de RNAm em C2C12. Células musculares foram tratadas com
palmtiato (500 pM) na presenga de albumina (1 %) durante 2, 24 e 48 horas. p<0,05 comparado ao

controle N= 6.
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6 DISCUSSAO

Embora o acimulo de lipideos intracelular e 0 aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) tenham sido considerados ao longo de mais de duas decadas como
importantes determinantes da instalacdo da resisténcia a insulina no tecido muscular, o
mecanismo responsavel pela etiologia do diabetes tipo Il ainda ndo é totalmente conhecido.
Evidéncias recentes tém demonstrado a existéncia de uma forte correlacdo entre resisténcia a
insulina, inatividade e elevado conteddo de lipidios intracelulares (SAVAGE et al, 2007;
SILVEIRA et al, 2008). Esse quadro tem sido mimetizado experimentalmente em animais
submetidos a uma dieta rica em lipidios (HFD) (BREHM et al, 2006) ou em células isoladas
expostas a altas concentracdes de 4&cidos graxos (HIRABARA et al, 2007). Porém, foi
demostrado que atletas com elevada capacidade mitocondrial, igualmente aos individuos obesos
e/ou diabéticos também apresentam elevado conteddo intracelular de lipidios indicando que a
atividade mitocondrial parece exercer um importante papel regulador nesse processo de
instalacdo ou protecdo do tecido muscular contra a instalacdo do quadro de resisténcia a insulina.

Boveris et al (1976) mostraram que a producdo de ERO é regulada pelo potencial de
membrana mitochondrial (Ay), como demonstrado pela inibig¢do da produgdo de H202 em
mitocondria isolada oxidando malato e sucinato na presenca de CCCP. De acordo com esses
resultados, Liu (1997) mostrou que a adicdo de malonato, o qual leva a uma reducdo da taxa
respiratoria no estado 4, diminuiu a geragdo de ERO indicando que o Ay esta fortemente
associado a producdo de ERO mitocondrial.

De fato, a exposicdo de celulas musculares resistentes a insulina ao indutor de AMPK,
AICAR, ou ao desacoplador mitocondrial (CCCP), compostos conhecidos por induzir aumento

no consumo de oxigénio mitocondrial ou programa génico mitocondrial, restaurou a captacédo de
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glicose sugerindo que o aumento no potencial de membrana mitocondrial possa ser um
importante mecanismo de inducdo da resisténcia a insulina no tecido muscular. Mais
interessante, o exercicio fisico agudo em ratos obesos foi capaz de reverter o quadro de
resisténcia a insulina (THYFAULT et al., 2007).

As observacdes acima, portanto, fortalecem nossa hipOtese de que o aumento da
disponibilidade de substratos para a mitocéndria resulta na elevacdo do potencial de membrana
mitocondrial e favorecimento na producao de ERO. Estes resultados tém sido apoiados por outros
estudos, nos quais, antioxidantes especificos protegem animais obesos da resisténcia a insulina
induzida por dieta lipidica (ANDERSON et al., 2009).

Supreendentemente, nossos resultados de deteccdo do potencial de membrana
mitocondrial mostram que células exposta a elevada disponibilidade de acido palmitico
apresentaram menores valores de potencial de membrana mitocondrial comparado ao controle.
Visto isoladamente, porém, o valor de potencial de membrana pode ter um vago significado
indicando apoptose e morte celular. Ao passo que, associado ao consumo de oxigénio o potencial
de membrana pode ser um importante determinante do estado redox mitocondrial. Desse modo,
avaliamos posteriormente a respiracéo celular e curiosamente observamos que as células expostas
ao acido palmitico apresentaram um maior respiracdo no estado respiratorio IV induzido com
oligomicina sugerindo um maior desacoplamento mitocondrial. Mais interessante, foram as
observacdes de que a respiracdo basal foi idéntica quando comparamos células controles com as
células tratadas com o &cido palmitico. Em outras palavras, nossos resultados indicam fortemente
que pelo menos no tecido muscular, a exposicéo a elevada disponibilidade de nutrientes, favorece
a ativacdo do desacoplamento mitocondrial. Talvez, como um mecanismo intrinseco de protegéo
dessas celulas contra o aumento na producdo de EROs e consequentemente danos celulares.

Huppertz et al (2001) observaram que a super expressdo da proteina mitocondrial desacopladora
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UCP-3, esperada para aumentar o consumo de oxigénio, aumentou o transporte de glicose em
células musculares. Esse efeito foi associado a maior atividade da proteina da via de sinalizagéo
da insulina, PI3K, evidenciando melhora na resposta a insulina. Similarmente, Choi et. al (2007)
mostram que animais superexpressando UCP-3 no tecido muscular foram protegidos da
resisténcia a insulina induzida por dieta hiper-lipidica sugerindo que o aumento do
desacoplamento mitocondrial no tecido muscular possa mesmo ser um importante alvo
terapéutico contra o diabetes tipo I1.

E importante ressaltarmos ainda que, valores de consumo de oxigénio na presenca de
oligomicina foi reduzido ao longo de um periodo de 48h (valores de respiracdo entre 2 e 48
horas) como indicado na figura 14. Podemos observar ainda que, esse efeito, foi refletido numa
menor taxa de respiracdo maxima induzido por CCCP nos tempos de 24 e 48h indicando reducao
da capacidade oxidativa mitocondrial. Embora, as razdes para esse fato ser desconhecido, o
aumento na geracdo de H>O. pode ter um importante papel nesse contexto. Nossos achados
mostraram um aumento substancial na taxa de produgdo do H2>0O2 em células expostas ao &cido
palmitico no periodo de 24 e 48h. Quando associado as analises do conteudo intracelular de
GSH/GSSG, nossos resultados foram sugestivos de uma real ocorréncia de estresse oxidativo
tipicamente caracterizado pelo desequilibrio entre 0 aumento na producdo do H-O; e reducdo da
razdo GSH/GSSG (ANDERSON et al. 2009).

Em um elegante estudo, ST-PIERRE et al. (1997) demonstraram consistentemente em
células neuronais uma forte relacdo entre contetdo de PGC-la e sistema antioxidante. Apos
inibicdo da transcricdo do PGC-1a usando SiRNA foi observado uma dréastica redugdo na
transcricdo das proteinas SOD, catalase, glutationa peroxidade e UCP. Ao contrério, sob elevada
expressao de PGC-1a, foi observado aumento da expresséo de proteinas do sistema antioxidante.

Porém, em experimentos realizados em nosso laboratorio, esse sincronismo aparente entre PGC-1
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e capacidade oxidativa/sistema antioxidante foi substancialmente reduzido sob cronica e elevada
disponibilidade de EROs, indicando que nessas condi¢cdes o conteido de PGC1l-o pode ser
reduzido (BARBOSA et al 2013). Com base nos achados acima descrito, fica claro a importancia
da funcionalidade mitocondrial/ PGCla sobre a regulacdo do sistema antioxidante indicando
fortemente que uma ativacdo cronica dos mecanismos fisioldgicos de desacoplamento
mitocondrial pode nédo ser suficiente para contrabalancear os efeitos induzidos pelo aumento da
geracdo de ERO, favorecendo uma reducéo da capacidade mitocondrial e consequentemente, uma
menor producdo de antioxidantes intracelulares.

Numa visdo mais ampla, o controle do estado redox em sistemas biol6gicos mostra que a
manutencdo do estado redox intracelular funciona abaixo do “limiar de estresse oxidativo”
sugerindo que este controle é crucial para a manutencdo da homeostase intracelular
(ANDERSON et al. 2009). Recentemente, observamos que a infusdo de uma solucéo glicosilada
via intraperitoneal em ratos Wistar reduziu substancialmente a razdo GSH/GSSG no tecido
muscular 2h ap6s a infusdo. Em adicdo, observamos ainda que, musculos séleos de camundongos
incubados na presenca de insulina com glicose 5, 10 e 25 mM de glicose apresentaram menor
razdo GSH/GSSG comparado ao controle sem insulina (dados ndo mostrados). Esses resultados
sugerem que a sobrecarga nutricional é sempre acompanhada de aumento na producdo de ERO e
que a manutencao do equilibrio redox pelo sistema antioxidante é de fundamental importancia
para homeostase intracelular. Portanto, a falha na manutencdo dos niveis de antioxidantes
intracelulares e/ou 0 excesso cronico de nutrientes podem ser decisivos no comprometimento da
fung&o mitocondrial e na instalacdo da resisténcia a insulina no tecido muscular.

Finalmente, nossos achados mostram claramente que o aumento da producdo de ERO
associado a reducéo na capacidade mitocondrial, foram decisivos para a diminuigdo nos niveis de

fosforilacdo da proteina Akt, um importante regulador da sinalizagdo na insulina no processo de
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captacdo de glicose. Esse efeito, foi posteriormente refletido numa menor captacdo de glicose
evidenciando que uma reducdo da capacidade de desacoplamento mitocondrial pode ser um
importante indutor do desequilibrio redox intracelular favorecendo o consumo de GSH e a
instalacio do quadro de resistétncia a insulina no tecido muscular esquelético.
Surpreendentemente, embora observarmos reducdo na respiracdo celular maxima, o efeito da
manifestacdo da resisténcia a insulina foi evidenciado sem nenhuma observacdo de reducdo da
capacidade mitocondrial basal. Porém, a reducdo da capacidade intrinseca de desacoplamento
indicado pela respiracdo no estado IV induzido por oligomicina associado ao aumento na geragdo
de H20> sugere que cronicamente a manutencdo do estado redox intracelular fica comprometida

favorecendo uma menor acdo da insulina.



71

7 CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que a exposicdo de ceélulas musculares a elevada
disponibilidade de substratos incluindo o acido palmitico e glicose, resultou em diminuicdo do
potencial de membrana mitocondrial, em aumento da respiracdo na presenca do inibidor da
ATPsintase (Oligomicina) e da expressdo do RNAm da proteina desacopladora mitocondrial
UCP-3. Esses alteracdes, portanto, demostram claramente a existéncia de um mecanismo de
desacoplamento mitocondrial intrinseco em células do musculo esquelético ativado em situagdes
de elevada oferta de nutrientes. Muito provavelmente, esse mecanismo pode estar associado ao
controle da producdo de ERO mitocondrial favorecendo o equilibrio redox intracelular e a
atividade da via da insulina mediada pela proteina Akt. Porém, nessas condi¢Ges observamos
reducdo do acoplamento e da eficiéncia termodindmica mitocondrial. Interessantemente, essa
capacidade intrinseca de desacoplamento foi perdida cronicamente como indicado pelos nossos
resultados no periodo de 48h favorecendo uma menor atividade mitocondrial, aumento na
producao de ERO e reducao da razéo GSH/GSSG.
Entretanto, imagens de microscopia eletrénica e expressdo génica do PGC-1o, um reconhecido
gene regulador da biogénese mitocondrial, ndo demonstraram diferenca entre controle e
tratamento com palmitato. Concomitante a esses achados, exposicdo ao palmitato resultou na
reducdo da fosforilacdo da proteina Akt, bem como, na captacdo de glicose estimulada por
insulina. Nossos achados, portanto, sugerem que uma redu¢do do acoplamento termodindmico
mitocondrial e do sistema antioxidante, juntamente com aumento da emissdo do peroxido de
hidrogénio, estdo fortemente relacionados a reducéo da resposta a insulina em células do musculo
esquelético. Deste modo, nosso estudo sugere um papel importante da mitocondria na resposta a

insulina.
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Melatonin prevents mitochondrial dysfunction and insulin resistance in

rat skeletal muscle.

Teodoro BG', Baraldi FG, Sampaio IH. Bomfim LH, Queiroz AL, Passos MA, Cameiro EM, AlbericiL.C,

Gomis R, A | FG. Cinolla-Neto J. Aratlio MB. Lima T. Akia U S. Siveira LR, Vielra E
Author information

Abstract

Melatonin has a number of beneficial metabolic actions and reduced levels of melatonin may
contribute to type 2 diabetes. The present study investigated the metabolic pathways involved in
the effects of melatonin on mitochondrial function and insulin resistance in rat skeletal muscle.
The effect of melatonin was tested both in vitro in isolated rats skeletal muscle cells and in vivo
using pinealeciomized rats (PMX). Insulin resistance was induced in vitno by freating primary rat
skeletal muscle cells with palmitic acid for 24 hr. Insulin-stimulated glucose uptake was reduced
by palmitic acid followed by decreased phosphorylation of AKT which was prevented my
melatonin. Palmitic acid reduced mitochondrial respiration, genes involved in mitochondrial
biogenesis and the levels of tricarboxylic acid cycle intermediates whereas melatonin
counteracted all these parameters in insulin-resistant cells. Melatonin treatment increases
CAMEKI and p-CREB but had no effect on p-AMPE. Silencing of CREB protein by siRNA reduced
mitochondrial respirafion mimicking the effect of palmitic acid and prevented melatonin-induced
increase in p-AKT in palmitic acid-treated cells. PNX rats exhibited mild glucose infolerance,
decreased energy expenditure and decreased p-AKT, mitochondrial respiration, and p-CREB
and PGC-1 alpha levels in skeletal muscle which were restored by melatonin freatment in PNX
rats. In summary, we showed that melatonin could prevent mitochondrial dysfunction and insulin
resistance via activation of CREB-PGC-1 alpha pathway. Thus, the present work shows that
melatonin play an important role in skeletal muscle mitochondrial function which could explain
some of the beneficial efiects of melatonin in insulin resistance states.

@& 2014 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Lid.
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Biochim Biggtws Acta, 7013 Oct-1832(10)-1531-604. doi: 10,1016/ bbadis.2013.04.029. Epub « o sy —

Hydrogen peroxide production regulates the mitochondrial function in
insulin resistant muscle cells: effect of catalase overexpression.
Barbosa MR', Sampaio IH Teodoro BG, Sousa TA, Zoopi CC. Queiroz AL, Passos MA, Alberici I C,

Author information

Abstract

The mitochondrial redox state plays a central role in the link between mitochondrial overioading
and insulin resistance. However, the mechanism by which the ROS induce insulin resistance in
skeletal muscle cells is not completely understood. We examined the association between
mitochondrial function and H202 production in insulin resistant cells. Our hypothesis is that the
low mitochondrial oxygen consumption leads to elevated ROS production by a mechanism
associated with reduced PGC1a transcription and low conient of phosphorylated CREB. The
cells were transfected with either the encoded sequence for catalase overexpression or the
specific sikMNA for catalase inhibition. After transfection, myotubes were incubated with palmitic
acid (500puM) and the insulin response, as well as mitochondrial function and fatty acid
metabolism, was determined. The low mitochondrial oxygen consumption led to elevated ROS
production by a mechanism associated with B-oxidation of fatty acids. Rotenone was observed to
reduce the ratio of ROS production. The elevated H202 production markedly decreased the
PGC1a transcription, an effect that was accompanied by a reduced phosphorylation of Akt and
CREB. The catalase fransfection prevented the reducfion in the phosphorylated level of Akt and
upregulated the levels of phosphorylated CREB. The mitochondral function was elevated and
H202 production reduced, thus increasing the insulin sensitivity. The catalase overexpression
improved mitochondrial respiration protecting the cells from fatty acid-induced, insulin resistance.
This effect indicates that control of hydrogen peroxide production regulates the mitochondrial
respiration preventing the insulin resistance in skeletal muscle cells by a mechanism associated
with CREB phosphorylation and B-oxidation of fatty acids.

Copyright ® 2013 Elsevier B.Y. All nights reserved.
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ETF-QOR; FCCP; GAPDH; GPX; HCI; HRP; ICAT; Insulin resistance; KCI; KH{2)PO{4); MgCI{2);
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