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RESUMO

FELITTI, V. DHEA reduz a apoptose e modula a resposta do reticulo
sarcoplasmatico ao estresse celular induzidos por palmitato em miotubos.
2017. 61f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2007.

A desidroepierosterona (DHEA) é um hormdnio esteroide produzido pelas glandula
adrenal e gbnadas em humanos e pelas gbnadas em roedores. Ha evidéncias
demonstrando efeitos anti-obesidade, antiinflamatorios e antioxidativos, bem como
uma relagdo com a resisténcia a insulina em condicdo como a sindrome dos ovarios
policisticos, além de ser precursor dos esteroides sexuais. No presente trabalho foi
avaliando o efeito do DHEA sobre a citotoxicidade induzida 0,5 mM de palmitato em
miotubos L6, usando 2 concentracfes distintas para o esteroide, uma proxima a
fisiolégica (10 nM) e outra supra-fisiolégica (100 nM) por 12h. Foram avaliados
parametros: viabilidade celular, apoptose, vias intracelulares envolvidas na
apoptose, no estresse de reticulo endoplasmatico e estado de estresse oxidativo. Os
resultados obtidos foram: viabilidade celular, indice apoptético, expressao proteica
por immunoblotting e slot blot. A incubacdo com 10 nM e 100 nM de DHEA
apresentou o aumento da viabilidade celular, reducéo indice de apoptose avaliado
pela relacdo da expressdo de caspase-3 e sua forma clivada, induzida pelo
palmitato;. Ademais, ambas as concentracbes de DHEA reduziram o estresse de
reticulo induzido por palmitato via Perk/eif2a/CHOP. Além disso o DHEA impediu o
aumento da expressdo de INOS, assim como impediu o aumento de proteina
nitrosiladas induzidas por palmitato. Os resultados obtidos nos permitem concluir
que o DHEA em concentracdes fisiologicas 10 nM e em concentracbes supra-
fisiolégicas 100 nM, simulando o excesso desse esteroide em condicdo como a SOP
tem efeitos anti-apoptotico, regulador da resposta do reticulo sarcoplasmatico ao
estresse celular. Ademais, DHEA se mostrou eficaz na reducdo do estresse
oxidativo. Assim, consideramos ser provavel que os resultados obtidos ampliarao a
compreensao dos efeitos fisiolégicos do DHEA para além de um simples precursor
dos esteroides sexuais.

Palavras-chave: Desidroepiandrosterona - Musculo esquelético - Acido graxo —
Apoptose - Estresse de Reticulo.



ABSTRACT

FELITTI V. DHEA reduces apoptosis and modulates the response of palmitate-
induced cellular stress in the sarcoplasmic reticulum of L6 myotubes. [thesis
(Doctorate in Human Physiology)] Institute of Biomedical Sciences, University of Sao
Paulo, Sdo Paulo; 2017.

Dehydroepierosterone (DHEA) is a steroid hormone produced by the adrenal gland,
in humans, and by the gonads, in rodents. Besides being a sexual steroid precursor,
there is evidence indicating that DHEA possesses anti-obesity, anti-inflammatory and
antioxidative properties. DHEA may also play a role in insulin resistance in polycystic
ovarian syndrome. In this study, the effect of DHEA on palmitate-induced cytotoxicity
in L6 myotubes was evaluated using two concentrations of DHEA: (1) physiological
(10nM) and (2) supra-physiological (100nM) for 12 hours. The L6 myotubes were
then evaluated for: cell viability, apoptosis, intracellular apoptotic pathways,
endoplasmic reticulum (ER) stress, and oxidative stress. Incubation with either 10nM
or 100nM DHEA protected the L6 myotubes from palmitate-induced cytotoxicity by as
evidenced by increased cell viability, and a reduced apoptosis index (assessed by
the ratio of expression of caspase-3 and its cleaved form). In addition, both
concentrations of DHEA reduced palmitate-induced ER stress through the
Perk/eif20/CHOP pathway. Furthermore, DHEA prevented the increase of INOS
expression, and also prevented the increase in nitrated protein induced by palmitate.
These data indicate that DHEA—at physiological and supra-physiological
concentration has anti-apoptotic effects and can modulate the response of
sarcoplasmic reticulum to cellular stress, in L6 myotubes. In addition, DHEA proved
to be effective in reducing oxidative stress. Together, these results demonstrate that
in addition to DHEA being a sexual steroid precursor, it is also capable of increasing
cell viability, through the reduction of apoptosis, ER stress, cellular stress, and
oxidative stress

Keywords: Dehydroepiandrosterone. Skeletal muscle. Fatty acid. Apoptosis. Reticle
Stress
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1 INTRODUCAO

1.1 Dehidroepiandrosterona

Dehidroepiandrosterona (DHEA) e sua forma sulfatada, DHEAS, sao os
esteroides mais abundantes circulantes tanto em homens quanto em mulheres. A
ordem de grandeza da concentracdo sanguinea de DHEAS esta na faixa de
microgramas (ou nmol/L), enquanto para o DHEA, nanogramas (ou nmol/L). O
DHEAS é a forma mais estavel e corresponde a um reservatorio circulante de DHEA.
Cerca de 90 a 95% do DHEAS ¢é produzido pela zona reticular do cértex adrenal, e 0
restante é sintetizado principalmente pelas gdnadas. Tanto o cortex adrenal quanto
o figado sédo os principais sitios de sulfatacdo do DHEA, através da atividade da
enzima sulfotransferase, SULT2A1. Uma vez sulfatado o DHEA nao é alvo da acéo
de enzimas da esteroidogénese, e, portanto, ndo € convertido a androstenediona e
testosterona. Por outro lado, o DHEAS pode ser desulfatado por acdo de enzimas
sulfatases de esteroides (JONATHAN et al.,2015). Esses esteroides apresentam
baixa acdo androgénica e atuam principalmente como precursores dos hormonios

sexuais, testosterona e estrogénios (LABRIE et al., 2005).

O DHEAS apresenta um perfil oscilatorio nos niveis plasméaticos ao longo da
vida sendo as maiores concentragdes na vida intrauterina, periodo neonatal e na
fase de adulto jovem (Figura 1), A partir do inicio da idade adulta ha um gradativo e
continuo declinio desses esteroides até atingirem valores proximos a 20 % do
maximo, ao redor da sétima década de vida (ORENTREICH et al.,1984; PARKER
JR. 1999;).

10000, Birth

5000 1 / \,

DHEAS (nmol I'1)
\-

0

Fetalk 10 20 30 40 50 60 70
eriod
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TRENDS in Endocnnology & Metabolism

Figural - Concentracao de DHEAS em humanos ao longo da vida (Willian et al., 2002)
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A administragdo de DHEA a modelos animais apresenta, entre outros, efeito
antiobesidade induzida por dieta hiperlipidica (HANSEN et al., 1997), efeito
antidiabetogénico induzido por aumento da sensibilidade a insulina em ratos adultos
normais ou obesos (CAMPBELL et al., 2004; RICHARDS; PORTER; SVEC, 2000),
induz modificagdes morfologicas importantes nas células das ilhotas pancreatica
secretoras de insulina, exibindo aumento da massa das células-B pancreaticas e
uma melhora na capacidade em secretar insulina (MEDINA et al., 2006) e aumento
do gasto energético acompanhado de aumento da expressdo génica do fator

transcricional PGC-1 em tecido adiposo marrom (RYU et al., 2003).

Este fator transcricional esta relacionado a biogénese mitocondrial, sendo
encontrado principalmente em tecidos com alta demanda energética como musculos
estriados, cardiaco e esquelético, rins, figado e cérebro, além do tecido adiposo
marrom (KNUTTI; KRESSLER; KRALLI, 2001).

Diferente de outros hormdénios esteroides néo foi identificado um receptor
especifico para DHEA. Evidencias experimentais recentes demonstraram sua
interacao no tecido hepético e in vitro com receptores intracelulares de estrégenos
(ERa e ERp) e de androgeno (AR) (TENG et al.,2014), bem como com o receptor de
membrana para estraidol GPR30 (G protein-coupled estrogen receptor 1)
(KLINGE, et al.,, 2014). Além disso, ha dados demonstrando que varias das
atividades biolégicas do DHEA requerem da presenga do PPAR a (peroxisome
proliferator activated receptor a). Contudo, nenhuma das isoformas do PPAR parece
funcionar como receptor para este hormonio (DILLON et al., 2000; PETERS et al.,
1996).

Ademais, tanto o DHEA quanto o DHEAS sé&o potentes inibidores né&o
competitivos da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) em células de mamiferos
in vitro (SHANTZ, et al., 1989) e in vivo (SCHUWARTZ; PASHKO, 1993).

A G6PD é a primeira enzima que regula a via das pentoses. Essa via € a
principal fonte de ribose 5-fosfato e fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina
na forma reduzida (NADPH) extra mitocondrial (GORDON, et al., 1995). Por sua
vez, A NADPH é um modulador critico redutor de diversas enzimas envolvidas na
geracao de radicais livres de oxigénio, tais como, oxido nitrico sintase (MARLETTA,

1994) e catalases da formacdo de radicais hidroxilas a partir do peroxido de
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hidrogénio - H202, entre outras. Como consequéncia, a diminuicdo dos niveis de

NADPH pode ter profundo impacto na producéo dos radicais livres.

Por outro lado, a producéo elevada de radicais livres provoca um desequilibrio
pré-oxidante ocasionando um quadro de estresse oxidativo, contribuindo para
instalacdo de um processo inflamatorio e para apoptose (COUSSENS; WERB, 2002;
ISCHIROPOULOS; BECKMAN, 2003). Ha evidéncias obtidas a partir de estudos in
vitro e in vivo indicando efeito inibitério do DHEA sobre processos inflamatorios
através de seu efeito sobre a G6PDH e formacéo de radicais livres (SCHWARTZ,;
PASHKO, 2004). Além disso, ha dados demonstrando papel antioxidante do DHEA
em situagdes de hiperglicemia aguda ou cronica (ARAGNO et al., 2002), em tecido
muscular de ratos com DM induzido por estreptozotocina (ARAGNO et al., 2004) e
em tecido nervoso central (BROWN et al., 2003; MORIN et al., 2002).

Mais recentemente, sugiram as primeiras evidéncias de que o mausculo
esquelético, juntamente com as gbnadas, adrenais, mucosa gastrica, placa de
crescimento tibial e o cérebro também expressam enzimas esteroidogénicas. Dessa
forma, o musculo esquelético se constitui numa importante fonte extragonadal de
esterdides sexuais por ser capaz de sintetizar localmente testosterona e estradiol a
partir do DHEA de maneira dose-dependente (AIZAWA et al., 2007).

Foi demonstrado que o DHEA e DHEA-S desempenham um papel importante
em relacdo a longevidade em humanos (ROTH et al.,, 2002), uma vez que atua
inibindo a apoptose através da via da PI-3 cinase\AKT (ZANGH et al.,2002).
Campbell et al. (2004) demonstraram que o tratamento com DHEA causa um
aumento do grau de fosforilacdo de proteinas envolvidas no sinal intracelular da

insulina tanto no figado quanto no musculo esquelético.

Estudos in vitro demonstraram um efeito eficaz do DHEA-S sobre a
manutencdo da massa muscular esquelética, uma vez que miotubos de linhagem
C2C12 tratados com DHEA-S apresentaram reducdo da expressao de marcadores
de degradacgdo proteica ubiquitina ligase (E3 ligase) MuRF-1 e aumento da

expressao de miosina de cadeia pesada (CECI et al., 2011).

1.2 Tecido muscular esquelético
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Em individuos eutroéficos, o tecido muscular esquelético representa 40 a 50%
da massa corporal total e aproximadamente 75% da massa corporal magra. A
manutencdo adequada dessa massa muscular depende do constante balanco entre
sintese e degradacao proteica, portanto, 0 aumento da massa muscular esquelética
pode ocorrer devido a elevacdo da taxa de sintese proteica ou pela queda da
degradagédo, enquanto que a diminuicdo dessa massa tecidual pode ser influenciada
pela inversao desses fatores (GUMUCIO et al., 2012).

O tecido muscular esquelético € responsavel pelo consumo de 20 a 30 % do
oXxigénio em repouso e contribui com a homeostase glicémica, uma vez que capta
aproximadamente 75 % de toda glicose sanguinea induzida pela insulina (STUMP et
al., 2006), sendo, portanto, considerado um tecido importante na homeostasia
organica (SMITH; MUSCAT, 2005).

Disturbios metabdlicos relacionados a resisténcia a acdo da insulina no tecido
muscular apresentam como mecanismos celulares comprometimento dos
componentes iniciais da cascata de sinalizacdo da insulina (PETERSEN;
SHULMAN, 2006), aumento do conteudo de triglicerideos intramusculares (KELLEY
et al., 2002; LEVIN et al., 2001), queda na habilidade da insulina em regular a
utilizacdo de combustiveis celulares (BREHM et al., 2006; KELLEY; MADARINO,
2000; STUMP et al., 2003;) e presenca de estresse oxidativo (EVANS et al., 2003;
HOUSTIS et al.,2006).

O acumulo de &cidos graxos livres intramuscular (AGL) apresenta efeitos
sobre a resisténcia a insulina (RI) e apoptose. Os potenciais candidatos que
medeiam os efeitos dos AGL de cadeia saturada no musculo esquelético incluem:
aumento do estresse oxidativo (HOEHN et al.,2008; LAMBERTUCCI et al., 2008)
ativacdo de fatores pro-inflamatorio (WEIGERT et al., 2004), disfun¢cdo mitocondrial,
aumento no indice de apoptose, a inibicdo da sinalizacao de insulina e reducéao na
captacao de glicose (RACHEK et al.,2007).

Evidéncias in vitro indicam que niveis elevados de acido graxo livre
apresentam diversos efeitos deletérios sobre a mitocondria, além do aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) tal como o anion superoxido
(BAKKER et al., 2000), o comprometimento das defesas antioxidantes enddgenas
pela diminuicdo intracelular de glutationa (HENNIG et al., 2000; TOBOREK et
al.,1994).
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Em humanos, as concentragBes séricas de &cidos graxos nao esterificados
podem variar consideravelmente, dependendo da idade, estado de jejum e estado
de saude. Em diversos estudos clinicos, a média diaria de acidos graxos no soro
varia de 0,4 a 0,6 mM para individuos eutréficos. Em pessoas com obesidade e DM
ndo dependentes de insulina apresentam concentracdes de acido graxos de
aproximadamente 1 mM durante o jejum. Por outro lado, pessoas com DM e
cetondria tém concentracfes de acidos graxos ainda maiores, atingindo valores
iguais ou superiores a 1,5 mM. Quando os valores de acidos graxos no soro humano
atingem 1 mM, a concentracdo de palmitato atinge valores de 0,25 mM
(HUNNICUTT J.W,, et al 1994).

O tecido muscular esquelético € particularmente vulneravel a producédo
excessiva de ROS, tanto por apresentar grande consumo de oxigénio na producao
de ATP por vias oxidativas (ciclo do &cido citrico e cadeia respiratdria) quanto como
resultado da atividade contratil (RACHEK et al., 2007).

O excesso de ROS e de espécies reativas de nitrogénio (RNS) podem induzir
oxidacdo de proteinas, lipideos e DNA, danificando-os (RACHEK et al., 2007;
VAZEILLE et al., 2008). No entanto, h& evidéncias demonstrando que para uma
otima funcdo contratii da musculatura esquelética € fundamental a presenca de
concentracdes baixas de intermediarios de ROS, que atuariam para a manutencdo
da homeostase redox desse tecido (REID; KHAWLI; MOODY,1993).

Estudos in vitro demonstraram que miotubos L6 tratados com &cido palmitico
em diferentes concentragcbes apresentaram elevada producdo de ROS e
concomitante degeneracdo do DNA mitocondrial e redugdo na producdo de ATP.
Estes fatores desencadearam o aumento da apoptose nesses miotubos (RACHEK et
al., 2007).

Ainda, no estudo de Rachek et al. (2007), foi demonstrado aumento na
expressdo proteica da sintase induzivel de oOxido nitrico (INOS) e aumento da

producdo de RNS.

1.3 Estresse de Reticulo Endoplasmaético
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O reticulo endoplasmatico (RE) é uma organela muito complexa que
apresenta um papel fundamental em diversos processos celulares. Dentre eles,
biossintese de quase um terco das proteinas intracelulares em eucariotos,
modificacdo conformacional de proteinas através do dobramento das moléculas

recém-sintetizadas e armazenagem de ions célcio (REID et al., 2015).

O RE é formado por um sistema de membranas continuas ao qual fazem
parte o RE periférico, definido por regides planas e ramificacbes tubulares e o
envoltorio nuclear. As distribuicbes dessas regides do RE sao reguladas por uma
variedade de proteinas integradas da membrana e interacdes com outras organelas
e 0 citoesqueleto. Essas interacfes apresentam origem dinamica ocasionam
mudancas dentro da célula, tanto através do ciclo celular quanto do estado do
desenvolvimento, diferenciacéo celular, sinais (SCHWARS; BLOWER, 2015).

No processo de dobramento das proteinas recém-sintetizadas ha participacao
de proteinas residentes ou que migram para o RER pertencentes a familia
denominada proteinas chaperonas. Estas atuam como mediadores do processo e
estdo envolvidas na glicosilacdo e na catélise das reacdes que criam as pontes de
disulfeto (BRAAKMAN; HEBERT, 2013). O resultado adequado dessa atividade
permitird que apenas as proteinas com conformacao ideal sigam ao estagio seguinte
e sejam destinadas as organelas intracelulares, membrana plasméatica ou ao meio

extracelular.

Esse processo de dobramento é bastante suscetivel a fatores como infec¢des
virais, estado inflamat6rio, homeostase redox, homeostase de calcio, estado
metabdlico e até mesmo pelo aumento da sintese proteica estimulados por
nutrientes. Qualquer um desses fatores isoladamente ou em conjunto pode

desencadear uma resposta de estresse dessa organela.

A resposta de estresse do RE constitui um mecanismo adaptativo, cujo
resultado é manter um equilibrio entre sintese de proteinas e a capacidade de
manter a configuracdo tridimensional correta das proteinas (do inglés, folding)
presentes no RE. Nesse sentido, um desequilibrio entre a capacidade e a
necessidade de folding de proteinas no RE levaria a ativacdo da resposta do
estresse do reticulo endoplasmatico, causado pelo acumulo de proteinas mal
dobradas (unfolded protein response, UPR) (EIZIRIK et al., 2008).
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Em principio, a UPR tem por objetivo reestabelecer o funcionamento normal
do RE, dispondo de mudltiplas estratégias que agem simultaneamente, ora
sequencialmente variando de acordo com a intensidade de estresse causado
(ABDULKARIM et al., 2008)

No entanto, se a resposta adaptativa ao excesso de proteinas mal dobradas
ndo for ativada, a consequéncia podera ser ativagdo de vias intracelulares que
resultam em apoptose celular (EIZIRIK et al., 2008). Assim, o0 mecanismo de
adaptacdo a URP envolve a ativacdo de um sistema de degradacdo de proteinas
associado ao RE (ERAD). Uma vez ativada a ERAD haveréa redugéo das proteinas
mal dobradas, reestabelecendo-se a homeostase (RUGGIANO et al., 2014).

Dois outros eventos estdo associados a UPR: (1) o aumento da expressao de

proteinas chaperonas e (2) ativacao de proteinas localizadas na membrana do RE.

Algumas chaperonas utilizam ATP para promover o dobramento adequado e
evitar a agregacao de proteinas no lumem do RE. Dessa maneira, tais chaperonas
atuardo como sinalizadoras da funcao reticular (BERTOLOTTI et al., 2013; BRAVO
et al., 2011;).

As 3 proteinas da membrana do RE ativadas como parte da URP sdo: PERK
(protein kinase eukaryotic R-like initiation factor 2a kinase), IRE1 (inositol-requiring
enzymel), ATF6 (activating transcription factor). Essas proteinas culminam com a

super-regulacao de genes codificadores das proteinas chaperonas do ER (Figura 2).

Entretanto, dentre as trés provaveis vias iniciadoras da resposta ao estresse
no RE foi estabelecido anteriormente que a via da PERK é a induzida por altas
concentracbes de acido graxo de cadeia saturada e esta relacionada a este efeito
citotoxico (CUNHA et al, 2008).
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ER stress

ER membrane e em)

Apoptosis

Figura 2 - Esquema da ativacdo das proteinas localizadas na membrana do RER ativadas em
resposta ao estresse de reticulo. ATF6 — fator ativador de transcricdo 6; PERK - protein kinase RNA-
like endoplasmic reticulum kinase); elF2a - Eukaryotic Initiation Factor; ATF4 - fator ativador de
transcricdo 4; CHOP - CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein; IRE 1 - Inositol-
requiring enzyme 1; TRAF2 - TNF receptor associated factor; JNK - c-Jun N-terminal kinases; sXBP-
1 - spliced X-box-binding protein-1 (Velasco 2010).

A via da PERK ¢ iniciada pela dissociacdo entre essa proteina e a chaperona
BiP (immunoglobulin heavy-chain binding protein), também conhecida por GPR78
(glucose-regulated protein (GRP)78). Essa dissociacdo permite a dimerizacdo da

PERK, que se autofosforila e amplia sua atividade quinase (HARDING et al, 2000).

A PERK ativada induz a fosforilacdo do fator de iniciacao de tradugao elF2a
(factor of initiation of translate eucariotic 2a). O elF2a fosforilado induzira o aumento
na expressao de genes codificadores de proteinas envolvidas no dobramento
proteico como o fator de transcricdo ATF4 (fator ativador de transcricdo 4) e ao
mesmo tempo interferirA no processo de traducional desencadeando reducdo ou
inibicdo da sintese de novas proteinas (; HARDING et al 2001; SONENBERG,
2005).

A proteina a jusante do ATF4, GADD34 (growth arrest and DNA damage
inducicle gene), medeia a defosforilacdo de elf2a, atenuando assim a repressao da
sintese proteica (HARDING et al, 2003). Por outro lado, se o estresse for
exacerbado ou prolongado e a homeostase do RE néo for restaurada, havera
aumento da expressdo de outra proteina denominada CHOP (C\EBP homologus

protein) responsavel por deflagrar o processo apoptotico (MARCINIAK; RON, 2006)
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CHOP foi a primeira proteina identificada como componente central da via de
apoptose mediada pelo estresse ER. Assim, a partir do exposto anteriormente pode-
se considerar que a via PERK/elF2a desempenha um papel essencial na inducéo da
proteina CHOP no estresse ER, que por sua vez desencadeara o aumento da

apoptose.

A apoptose apresenta um papel na manutencdo da homeostase tecidual. A
desregulacédo de processos apoptoticos esta envolvida na patogénese de diversas

de doencas tais como DM e doencas neuro-degenerativas (KAUFMAN, 2002).

Estudo com pacientes diabéticos identificou marcadores de UPR aumentados
em células isoladas a partir de biopsias musculares e cultivadas na presenca de
palmitato (PETER et al., 2009). Aqueles dados indicaram que o estresse de RE pode
ser induzido em musculo esquelético de humanos in vivo. Em 2010, Deldicque et al.
confirmaram a presenca de estresse de RE em células musculares humanas
acompanhada de reducdo na expressdo da proteina mTOR, elemento central na

sintese proteica e manutencdo da massa muscular esquelética.

Outro importante estudo demonstrou que camundongos alimentados apés 18
semanas com dieta hiperlipidica apresentam aumento significativo da expresséo
génica de marcadores de estresse de RE tais como CHOP e XBP1 ndo somente no
musculo esquelético, mas também em figado e tecido adiposo subcutaneo (PIERRE
et al.,2013).

Assim, tem sido proposto que o estresse de reticulo apresenta uma rapida
resposta a estimulos externos e tem papel importante na modulacdo direta da
sintese proteica e sobre a apoptose, consequentemente, na manutencdo do tecido
muscular esquelético (MADARO, 2013) (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema representativo dos fatores indutores do estresse do reticulo endoplasmatico (ER)
e as vias centrais ativadas a partir dessa resposta. mTORCL1: complexo proteico 1 alvo da rapamicina
em mamiferos (mammalian target of rapamycin complex 1) (Adaptado Deldicque et al., 2013)
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2 OBJETIVO

Avaliar o efeito do DHEA sobre a citotoxicidade induzida por palmitato em

células musculares de linhagem L6.

Para tanto foram utilizadas as seguintes estratégias experimentais em

miotubos L6 in vivo:

° Medida da viabilidade celular:

o Apos incubacdo com doses diferentes de palmitato pelo método

de exclusédo corado com Trypan blue;

o Apobs incubacdes com DHEA e ou palmitato analisada por

citometria de fluxo;

o Avaliagdo morfolégica nuclear para identificagdo de apoptose e
necrose por microscopia de fluorescéncia com corantes especificos
(Hoechst 33342 e lodeto de Propideo) apés incubagdes com DHEA

e ou palmitato;
o Avaliacao da expresséo proteica por Western blot:

o Das proteinas caspase-3 e AKT e a relagdo com caspase-3-
clivada e intensidade da fosforilacdo no residuo serina 473 da AKT,
respectivamente, consequente as incubacées com DHEA e ou

palmitato;

o Expressdo proteica e fosforilagdo para posterior relacéo
estequiométrica dos componentes de via especifica de estresse de
reticulo endoplasmaético: BiP, p-PERK, PERK, p-elF2q, elF2a, ATF4,
CHOP, GADD-34;

o Avaliacdo do estado oxidativo pela quantificacdo de proteinas nitradas

por Slot blot devido a incubacdo com DHEA e ou palmitato.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais

Os reagentes e os aparelhos para eletroforese em gel de sédio dodecil
sulfato de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram da Bio-Rad (Richmond, CA). Metano
hidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfonilfluoreto (PSMF), aprotinina, ditiotreitol
(DTT), DHEA, acido palmitico, albumina, dimetilsulfoxido (DMSO), penicilina,
estreptomicina, Hoechst 33342 e lodeto de Propideo (IP) foram fornecidos pela
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). O kit comercial para viabilidade celular
ViaCount® foi fornecido pela Merck Millipore, (Billerica, Massachusetts, USA). A
membrana de nitrocelulose e o kit comercial com reagentes e anticorpos marcados
com peroxidase para deteccdo de proteinas por quimiluminescéncia, ECL, foram

fornecidos pela Amersham (UK).

O palmitato e o DHEA utilizados foram preparados da seguinte maneira: (a)
uma solucdo estoque de 0,1 M de palmitato em etanol 100% foi utilizada para
diluicdes seriadas em Meio Dulbecco MEM isento de SFB, que foi submetida a
incubacdo com 2% de BSA para conjugar o acido graxo a proteina e, posteriormente
ser utilizado nas incubac¢des com os miotubos L6; (b) solucéo estoque de 0,1 M de
DHEA diluido em 4% de DMSO; (c) os controles foram incubados por igual tempo
com diluente e BSA (2% de BSA, etanol e DMSO em meio isento de soro) como
descrito por Rachek et al. (2007).

3.2 Linhagem Celular

Foram utilizadas células musculares da linhagem L6, provenientes do banco
mundial de células ATCC (American Type Culture Collection) e adquiridas do Banco

de Células do Rio de Janeiro.

3.2.1 Propagacéo e Diferenciacdo das Células

Aliguotas de células foram descongeladas e cultivadas em meio Dulbecco
MEM (Cultilab, Campinas, Brasil 25 mM de glicose) suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino-SFB (Gibco®-Invitrogen Life Technology) e penicilina/estreptomicina
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(10.000 Ul/mL e 10 mg/mL, respectivamente) para propagacao (Mitsumoto e Kilip,
1992). As células permaneceram em incubadora (NuAire, Minnesota USA) com 5 %
de CO2 e a 37 °C, até atingirem confluéncia de cerca de 70 — 90 %. Nesse ponto,
foram transferidas para placas de 6 poc¢os, na quantidade de 5 x 10° células e o meio
de propagacao foi modificado para meio Dulbecco MEM suplementado com 2 %
SFB, a fim de induzir a diferenciacdo a miotubos (CASTRO BARBOSA et al, 2013;
RACHEK et al, 2007;).

3.2.2 Microscopia optica

Foi utilizado microscopio optico invertido, sob aumento de 40 vezes, acoplado
a uma camera fotografica, para capturar as imagens dos miotubos L6 em presenca

ou ndo das diferentes concentra¢gfes de acido palmitico e DHEA.

Através da morfologia celular foi possivel analisar caracteristicas como o
alongamento celular devido a fusdo de células embrionarias (mioblastos), a
guantidade de células ndo aderentes e a concentracdo de detritos celulares. Tais
caracteristicas definiram o0 estagio de diferenciacdo das células musculo

esqueléticas.

3.2.3 Variacao intra e inter-observador na contagem de células L6

Foi realizada a avaliacdo da variagao intra e inter-observador das leituras para
contagem de células L6 totais como forma de tornar o experimento o mais fidedigno

em todo seu processo.

A figura 4 ilustra a ocorréncia de uma forte associacdo quando duas leituras
de um mesmo experimento foram efetuadas por observadores diferentes (r = 0,996;
P < 0,001, correlacdo de Spearman), indicando que nao ocorreu diferenca
significativa entre as leituras. A figura 5 apresenta a correlagcdo entre as duas
leituras, de modo semelhante a figura 4 indicando a semelhanca entre as leituras (r

=0,997, correlagcéo de Spearmann; P < 0,001).
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Figura 4 - Leituras referentes a contagem de células L6 (ndo diferenciadas) realizadas em camara de
Neubauer de um mesmo ensaio por observadores distintos (r = 0,996; P < 0,001, correlacdo de
Spearman).

o~
© 1.0
E]
e 0.8-
4
£ 0.64
©
o
—
> 0.4+
(2]
s
= 0.2+
(8]
S 0.0
<

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

nede células x10%/mL - leitura 1

Figura 5 - Leituras referentes a contagem de células L6 (ndo diferenciadas) realizadas em camara de
Neubauer de um mesmo ensaio por um Unico observador (r = 0,997; P < 0,001, correlagdo de
Spearman).

3.3 Protocolo experimental

Para definicdo da concentracdo de acido palmitico em etapas anteriores, foi
necessario o desenvolvimento de uma curva dose dependente de viabilidade celular
na qual péde-se observar o percentual de células viaveis em fungcao de diferentes

concentragdes de &cido palmitico.

Além disso, foram realizados experimentos para determinacdo da

concentracdo e tempo de incubacdo com o esteroide DHEA, apds avaliados os
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resultados a concentragéo foi fixada em 10 nM e 100 nM pelo periodo de 12h
concomitantemente ao estresse originado pelo 4cido graxo na concentracao de 0,5
mM. A partir de entdo ficaram definidos os parametros para o desenho experimental

(figura 6).

Diferenciagao
6 dias

Incubagao
12h

A 4

Controle Veiculo

DHEA low DHEA10nM

DHEA high DHEA100nM

Palmitato Palmitato 0,5mM

DHEA10nM
+
Palmitato 0,5mM

Grupos Experimentais
Coleta de amostras

| DHEA Iow+PaIm|

DHEA100nM
+
Palmitato 0,5mM

DHEA high+Palm

Figura 6 - Esquema do protocolo experimental utilizado para avaliar o efeito do DHEA e do palmitato
em miotubos diferenciados de mioblastos L6.

3.4 Viabilidade Celular

3.4.1 Método de exclusao por Trypan Blue

A avaliacao da atividade citotéxica foi realizada apés 12 h de incubacéo, com
diferentes concentragbes de &cido palmitico, através da contagem de células em
suspensdo na presenca de corante Trypan Blue 0,4 % Gibco® na camara de
Neubauer. A relacdo entre a quantidade de células mortas e quantidade do total de
células presentes nos quatro campos mais externos da camara, fornece o dado
qualitativo de viabilidade celular. As células foram consideradas néo viaveis quando,
ao se analisar por microscopia Optica, estavam incluidas com o Trypan Blue ou

apresentavam degeneracdo em seu formato arredondado.

Para a andlise de viabilidade, as solu¢cdes foram aspiradas das placas de

cultura de seis pocos e foram acrescentados 250 uL de tripsina por cinco minutos a
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37 °C. Em seguida, foi acrescido 1 mL de DMEM suplementado com 10 % de soro
fetal bovino as células em suspenséo, estas foram transferidas para microtubos de 2
mL e centrifugadas por cinco minutos (800 g), a 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e 0 precipitado ressuspenso em 1 mL de DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino. Aliquotas de 1 mL desta solucdo foram transferidas para novos
microtubos de 2 mL, aos quais se adicionou 500 pL de solugdo de azul de Trypan

(0,4%) por cinco minutos.

A contagem na camara de Neubauer de células marcadas ou ndo com o

corante foi realizada em triplicata aplicando-se 20 uL da suspenséo celular.

3.4.2 Citometria de Fluxo

Foram semeadas 5 x 10° células por placas de cultivo para avaliar a
viabilidade celular ap6s o protocolo experimental ja descrito. Apds serem
tripsinizadas foram aliquotados 20 uL da suspenséao celular e adicionado 380 uL de
Kit Guava Via Count® (Merck Millipore) e armazenados em temperatura ambiente
por cinco minutos, seguido pela leitura em citbmetro. Este Kit além da contagem de
células detecta a viabilidade celular possibilitando a estimativa de células

apoptoticas e mortas por necrose.

As amostras foram analisadas utilizando o citbmetro Guava easyCyte 8 -
10HT (Merck Millipore) e o Software Guava Cytosoft® (Merck Millipore), onde pelo
menos 1000 eventos foram avaliados para cada amostra.

3.4.3 Andlise Morfoldgica de morte celular

Para marcacdo por fluorescéncia, as células L6 foram incubadas com (a)
iodeto de propidio (IP), numa diluicdo de 1:200 do estoque 5 mg/mL e incubadas
durante 20 min a temperatura ambiente, e (b) Hoechst 33342, na mesma diluigdo do

estoque de 10 mg/ml e por 10 min a temperatura ambiente.

As imagens foram adquiridas com uma maquina fotografica acoplada ao
microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse E 400, equipado com o software de
aquisicdo de ACT-1, utilizando uma objetiva de 40 X Nikon Plano Fluor®. As
imagens foram visualizadas utilizando um filtro de rodamina (exitagédo a 530 - 560
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nm / emissao a 580 nm) e um filtro de DAPI (exitacdo a 340-380 nm / emisséo a 430
nm), respectivamente. As técnicas de coloracdo Hoechst e IP sdo empregadas para
distinguir a morte celular apoptotica ou necrética. Os nucleos em situacdes normais
guando corados com Hoechst exibem tonalidade azul com estrutura organizada. Os
nucleos apoptoéticos apresentam tonalidade fluorescente azul brilhante em virtude
da condensacao ou fragmentacao da cromatina. Entretanto, quando coradas com IP,
composto fluorescente altamente hidrossolivel e que, portanto, ndo ultrapassa
membranas intactas, ndo se incorporando a células viaveis. Ele se liga a acidos
nucleicos intercalando-se entre as bases nitrogenadas permeando apenas células
gue ndo apresentam membrana integra (ENGELBRECHT et al.,2007).

Para avaliar necrose, seis campos escolhidos aleatoriamente, por placa,
foram analisados. Dados expressos em valores de fluorescéncia média pela area. O
indice de apoptose, ou porcentagem de células apoptéticas, foi calculado como
namero de células total dividido pelo nimero de células em apoptose, contadas em

aumento de 100 X. A contagem foi feita as cegas.

35 Western Blot

Para a extracdo de proteinas celulares foi usada uma solugédo tampao de lise
constituida por 20 mM Tris-acetato (pH 7,0), 0,27 M sacarose, 1 mM EDTA, 1mM
EGTA, 50 mM NaF, 1% vol/vol Triton X-100, 5 mM pirofosfato de sédio, 10 mM
glicerofosfato de so6dio, 1 mM benzamidina, 1 mM ditiotreitol, 1mM NasVOa, e 4

ug/ml de leupeptina, conforme descrito por Tonnesen et al. (2009).

Apoés cada protocolo de incubacgdes as células foram lavadas com PBS frio,
transferidas para tubos eppendorf, lisadas em sonicador sob tamp&o de lise (100 pL)
e mantidas durante 30 min no mesmo tampéao. O material insoltvel em detergente foi

separado por centrifugacao a 12.000 rpm por 15 min, a 4 °C.

Apés a centrifugacdo, o contetdo proteico total foi quantificado, utilizando-se
o método de Bradford (BioRad). As amostras foram tratadas com tampado de
Laemmli (azul de bromofenol 0,1%, fosfato de sédio 1 M pH7,0, glicerol 50 %, SDS
20 %) contendo DTT 200 mM. Foram utilizados 20 a 50 ug de proteina total para
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eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, 6,5 a 15 % Tris acrilamida) com
tampao de corrida constituido por Trisma base 0,2 M, glicina 0,152 M, EDTA 7,18 M,
SDS 0,4 % e agua deionizada).

Apoés a eletroforese, as proteinas foram transferidas eletricamente para uma
membrana de nitrocelulose, por 2 h a 120 V. Ao tampéo contendo trisma base 25
mM, glicina 129 mM, metanol 20% foi acrescido SDS 0,1% para otimizar a elui¢cao
de proteinas de alto peso molecular. Imediatamente apds a transferéncia as
membranas de nitrocelulose foram coradas com Ponceau e escaneadas para uso
posterior como normalizador dos immunoblottings. Em seguida, as membranas de
nitrocelulose foram incubadas com solucdo para reduzir a ligacdo inespecifica de
anticorpos & membrana, por 2 h, a 4 °C, que continha caseina (leite desnatado
Molico® 5%), Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,02. Em seguida, as
membranas foram incubadas com diferentes anticorpos, diluidos conforme
orientacéo do fornecedor (1:200 a 1:1000) com solugéo contendo BSA 0,3 %, Tris 10
mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,02 %, por 12 h a 4 °C. Os anticorpos usados
foram: anti-caspase 3, anti-caspase 3-clivada, anti-pSer473 AKT, anti-BiP, anti-
pPERK, anti-p-eiF2a, anti-INOS (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA,
USA), anti-AKT, anti-PERK, anti-eiF2a, anti-ATF4, anti-CHOP, anti-GADD34 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA).

Apbés o periodo da incubacdo com os anticorpos, as membranas foram
lavadas com a mesma solucdo sem leite ou BSA por 30 min e incubadas com um
anticorpo secundario, conjugado com peroxidase, por 1 h em temperatura ambiente
e, em seguida foi utilizada solucdo para deteccéo por quimiluminescéncia as bandas
correspondentes as proteinas de interesse, como descrito no protocolo do kit
comercial (ECLPlus, Amersham). A emisséo de luz foi detectada e visualizada no
sistema de captacédo de imagens MF-Chemibis —Bio-Imaging System (BioAmerica,
EUA).

A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria Optica
através da utilizacdo de programa de andlise de intensidade de bandas (Scion
Image Software MD, USA). As bandas correspondentes as proteinas foram
normalizadas pela densitometria das membranas coradas com vermelho de

Ponceau, conforme proposto por Romero-Calvo et al. (2010).
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3.6 Slot Blot

As células foram removidas da placa de cultivo e colocadas em microtubos de
500uL e posteriormente foram submetidas a homogeneizacdo ultrassonica em
tampéo Tris-HCL 50 mM (Tris-HCL 50 mM, pH 7,4 contendo 1 mM de PMSF) e
centrifugadas a 12000 rpm por 15 min. Apos a centrifugacdo, o contetdo proteico
total foi quantificado, utilizando-se o método de Bradford (BioRad), posteriormente as
amostras foram devidamente diluidas. As amostras foram entdo transferidas (0,5 ug)
para membrana de nitrocelulose através do sistema slot blot Bio-Rad (Richmond,
CA) utilizando vacuo. As membranas foram coradas com solu¢do de vermelho de

ponceau e suas imagens scaneadas para verificar eficiéncia da transferéncia

O bloqueio de sitios inespecificos presentes nas membranas de nitrocelulose
foi realizado através da incubacdo das membranas com solucao de caseina [0,2%
em TBS-t (20 mM TRIS, 385 mM NaCl, 0.05% Tween 20)] por uma hora, sob

agitacao continua.

ApoOs este periodo as membranas foram incubadas com anticorpo primario
anti nitro-tirosina (1:1000) em TBS-t durante 16 h sob agita¢do continua a 18 °C. As
membranas foram lavadas com TBS-t e incubadas com anticorpo secundario
conjugado a fosfatase alcalina na diluicdo de 1:3000 em TBS-t por duas horas e
posteriormente a quimiluminescéncia foi detectada como descrito no protocolo do kit
comercial na se¢ao anterior (ECLPIlus, Amersham).

A emissao de luz foi detectada e visualizada no sistema de captacao

de imagens MF-Chemibis —Bio-Imaging System (BioAmerica, EUA).

A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria Optica
através da utilizacdo de programa de andlise de intensidade de bandas (Scion
Image Software MD, USA). As bandas representativas das proteinas foram
normalizadas pela densitometria das membranas coradas com vermelho de
Ponceau (SULTANA,R.; BUTTERFIELD D.A, 2008).

3.7 Andlise estatistica
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Para analise estatistica dos resultados foi utilizado o teste de uma via
(ANOVA) com pos-teste de multiplas comparacdes de Tukey-Kramer para (ANOVA),
onde foram considerados valores siginificativos para p<0,05. Os resultados estéo
expressos como médiat erro padrdo da média (M *EPM), sistematizados no

programa Graph Pad Prism 6.0.
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4 Resultados

4.1 Efeito citotdxico de Palmitato e DHEA sobre miotubos diferenciados

4.1.1 Determinacado das concentracdes a serem utilizadas de Palmitato e DHEA

Ao atingir 90% de confluéncia os mioblastos L6 mantidos em meio DMEM
suplementado com 10% de SFB foram tripsinizados e distribuidos em novas placas,
no entanto, o meio de cultura foi restrito a 2 % de SFB. As células foram utilizadas
apos a diferenciacdo, a miotubos, durante 6 dias para as avaliacdes dos efeitos do
acido graxo e DHEA com meio isento de SBF e acrescido de 2 % de albumina, como
descrito por Spector (1975).

Os miotubos diferenciados foram incubados com 3 diferentes concentracfes
de palmitato por 12 h consecutivas, 0,5 mM, 1 mM e 2 mMM, e subsequentemente
foi realizada analise da viabilidade celular usando o corante azul de Trypan (figura
7).

A inspecdo inicial de cada placa foi observado aumento de células ndo
aderidas e formacao de debris, induzindo aumento de turbidez no meio de cultura
proporcional as doses de palmitato utilizada, indicando maior efeito toxico quanto
maior a concentragdo do acido graxo.

A figura 7 representa a viabilidade celular em relacdo ao grupo controle. Foi
detectado efeito dose dependente, com reducéo da viabilidade celular para 80 % + 4
% do controle nas amostras incubadas com 0,5 mM de palmitato, para 50 % = 11 %
com 1 mM e para 15 % + 7 % com 2 mM. Foi escolhida a concentragéo de 0,5 mM
de acido palmitico para ser utilizada nos experimentos subsequentes como a dose

capaz de induzir efeito citotoxico leve em comparacéo as demais.
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Figura 7 - Efeito do palmitato na viabilidade celular dos miotubos L6 incubados com 0,5 mM, 1 mM e
2 mM por 12 h consecutivas. * Indica diferengca em comparacdo ao grupo controle, ° indica diferenca
em comparacao ao grupo 0,5 mM e # indica diferenca em comparacdo ao grupo 1 mM, p<0,05. O
gréfico representa as médias * o erro padrdo, (n=4 experimentos independentes).

Em seguida, foi avaliada viabilidade celular dos miotubos incubadas em 3 trés
concentracfes distintas de DHEA (10 nM, 100 nM e 10 uM) e por 2 periodos
temporais diferentes (12 e 36h).

A figura 8 ilustra os dados obtidos com o método do Trypan. As
concentragbes de 10 nM e 100 mM nao induziram qualquer modificagdo na
viabilidade celular, por outro lado, a concentracdo farmacoldgica de DHEA 10 uM,
em ambos os periodos de incubacéo, induziu reducao de 10% da viabilidade celular.
Diante disso, o0s experimentos subsequentes foram realizados utilizando a
concentracdo de 10 nM, denominada a partir desse ponto como DHEA low, e a de
100mM como DHEA high.



37

120
CJ DHEA 12h
*
o 100 = o P EZE DHEA 36h
(]
- 80
Qo <
T O
@ O
S o 60
= o
g >
i 40
> (@)
o
o
- 20
X
0 ] 1 L
Qﬂ\® QOQ Q\\’®
N ,»0 N
*vs con

Figura 8 - Efeito da incuba¢do com 10 nM, 100 nM e 10 uM de DHEA por 12 h e 36 h consecutivas
sobre a viabilidade celular dos miotubos L6 (n=4). * Indica diferenca em comparacdo ao grupo

controle, p<0,05. O gréfico representa as médias + o erro padrao.

A figura 9 confirma a auséncia de efeito toxico do DHEA nas concentracfes
10 nM (DHEA low) e 100 nM (DHEA high) através tanto da citometria de fluxo (Fig
3%) quanto pela avaliacdo morfolégica nuclear como por microscopia de
fluorescéncia (Fig 3B). De fato, foi detectado reducdo de nucleos apoptoéticos
corados com o fluoréforo Hoescht nas células incubadas com DHEA low para 40 % +
4 % comparado aos controles e a DHEA high (Fig 9C).

O iodeto de propidio cora somente os nucleos de células necréticas (Figura
9B) e a quantificacdo desse efeito foi feito através da medida da intensidade de
fluorescéncia nos campos analisados.

A figura 9D mostra graficamente a intensidade de células necréticas induzidas
pela incubagdo com o esteroide. O DHEA, nas duas doses utilizadas, manteve a

mesma proporcao de células necroticas que o controle.
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Figura 9 - Efeito do DHEA sobre a viabilidade celular, apoptose e necrose de miotubos L6. (A) Efeito
da incubacéo com DHEA 10 nM (low) e DHEA 100 mM (high) por 12 h sobre a viabilidade celular dos
miotubos L6 por citometria de fluxo (n=5). (B) Imagens representativas de microscopia de
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fluorescéncia, em azul com o corante Hoescht e em vermelho o marcador lodeto de propideo. (IP) (C)
e (D) Representacao grafica dos dados da microscopia de fluorescéncia marcados com Hoechst a

esquerda e PI a direita (n=4). * Indica diferenca em comparagdo ao grupo controle, p<0,05. Os
graficos representam as médias +* o erro padréo.

4.1.2 Efeito do DHEA sobre a toxicidade induzida pelo palmitato

A incubacdo simultanea do DHEA e palmitato revelou efeito protetor do
esteroide sobre o efeito pro-apoptotico do palmitato (Figura 10A) em qualquer uma
das 2 doses utilizadas. DHEA low reduziu em 11 % *= 3 %, p<0,05, e a DHEA high
induziu reducgédo de 7 % + 2 % no efeito do palmitato.

Ademais, utilizando a morfologia nuclear com o fluor6foro Hoechst foi
possivel determinar o aumento da presenca de células apoptoticas para
aproximadamente 130 % = 10 % no grupo palmitato em comparacdo as células
controles, p<0,05. O esteroide em baixa concentragdo incubado simultaneamente
com o palmitato, DHEA low+Palm, impediu o efeito do palmitato. Por outro lado, e
de modo inesperado, a concentracdo maior de DHEA incubada simultaneamente
com o palmitato ndo interferiu com o efeito pr6-apoptético do palmitato (Figura
10C).

O iodeto de propideo mostra que o palmitato induziu cerca de 9 vezes mais
necrose celular em relacdo aos controles, de aproximadamente 0,2 a 1,7 unidades
de fluorescéncia, p<0,05 (Figura 10D). Por outro lado, o DHEA incubado em
gualquer uma das doses simultaneamente ao palmitato ndo foram capazes de

modificar o efeito indutor de necrose do acido graxo (Figura 10D).
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Figura 10 - Efeito do DHEA sobre a toxicidade induzida pelo palmitato nos miotubos L6. (A) Efeito da
incubacdo com palmitato, DHEA low+Palm e DHEA high+palm por 12 h sobre a viabilidade celular
dos miotubos L6 por citometria de fluxo (n=5). (B) Imagens representativas da microscopia de
fluorescéncia, em azul com o corante Hoescht e em vermelho com iodeto de propideo (IP). (C) e (D)
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Representagdo grafica para microscopia de fluorescéncia marcados com Hoechst a esquerda e IP a
direita (n=4). * Indica diferenca em comparacao ao grupo controle, # Indica diferenca em comparagéo
ao grupo palmitato, p<0,05. Os graficos representam as médias + o erro padréo.

4.2 Expressao e Nitracao Proteica

4.2.1 Efeito do DHEA e Palmitato sobre a expressdo protéica de caspase-3,

caspase-3 clivada, AKT total e sobre o grau de fosforilagdo da AKT

A figura 11 apresenta imagens representativas dos immunoblottings com os
anticorpos especificos para avaliacdo da expressao proteica da caspase-3, sua
forma clivada, a AKT e a AKT fosforilada no residuo serina 473 (Figura 11A).

O palmitato, como esperado, apresentou menor expressao da caspase-3 em
relacdo aos controles e simultaneo aumento da forma clivada da caspase-3 de 17
kDa nos miotubos L6 (Figura 11A, painéis superiores). A razdo caspase clivada pela
caspase total foi 10 vezes maior nas ceélulas incubadas com o palmitato do que as
controles (p<0,05) (Figura 11B).

Por outro lado, a menor dose de DHEA (low) induziu um aparente discreto
aumento da expressdo da caspase-3 total em comparacdo ao controle, sem
correspondente modificacdo na sua forma clivada (Figura 11A). A razdo caspase
clivada pelo total foi semelhante entre os grupos DHEA e controle (Figura 11B).

A incubagédo simultdnea de palmitato e DHEA resultou em interferéncia
negativa sobre o efeito do palmitato, ou seja, induziu reducdo na expressao de
caspase-3 clivada (Figura 11A). A razdo caspase clivada pelo total foi de
aproximadamente 40% do detectado com palmitato isoladamente. Esse efeito
protetor do DHEA aconteceu independente da dose utilizada (Figura 11B).

Os tratamentos com palmitato ou DHEA isoladamente nao interferiram com a
expressdo da AKT nos miotubos L6 (Figura 11A). No entanto, a incubagcdo com
anticorpo anti-fosfoserina 473 do AKT permitiu a deteccdo de aumento no grau de
fosforilacdo dessa proteina com o DHEA low e a sua redugdo quando as células
foram incubadas com palmitato, isolado ou associado ao DHEA (Figura 11A, painel
inferior). A relagdo estequiométrica entre pSerAKT e AKT demonstra que o palmitato
induziu reducdo para aproximadamente 60% do observado no controle (p<0,05) e

gque o DHEA em dose baixa (low) realmente induziu aumento da fosforilagcdo para
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140%+6%, p<0,05, em relacdo ao grupo controle. Por outro lado, a associagao
palmitato e DHEA nao apresentou diferenga na intensidade da fosforilagéo induzida

pelo palmitato isolado. (Figura 11C).
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Figura 11 - Efeito do DHEA e palmitato na expresséo proteica de caspase-3 e AKT de miotubos L6.
(A) Imagem representativa dos immunoblotting tipicos para caspase-3, caspase-3-clivada, AKT total e
p-AKT (fosfoserina 473, ser473). (B), Efeito do DHEA e palmitato na razdo caspase-3
clivada/caspase-3 (C) e (D) Efeito da administracdo de DHEA e palmitato sobre a expressao proteica
de caspase-3 e caspase-3 clivada e relagédo entre p-AKT e AKT total em miotubos L6 (n=4). * Indica
diferenca em comparac¢&o ao grupo controle, # Indica diferenca em comparagéo ao grupo palmitato, a
significancia considerada para p<0,05. Os gréficos representam as médias * o erro padrao.

4.2.2 Efeito do DHEA e Palmiato sobre a expressao protéica e grau de fosforilacéo
de proteinas relacionadas a resposta do reticulo endoplasmatico ao estresse
celular (ERE): BiP, p-PERK, PERK, p-eiF2a, eiF2a, ATF4, CHOP, GADD34.

A figura 12A exibe imagens dos immunoblottings com cada um dos anticorpos
contra as proteinas Bip, PERK, eiF2a, ATF4, CHOP e GADD34 e contra as formas
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fosforiladas p-PERK e p-eiF2q, a direita estda uma membrana corada com Ponceau
que foi utilizada para padronizar as leituras das intensidades de cada banda.

O tratamento com palmitato induziu aumento da expressao da proteina Bip
para cerca do dobro do detectado no controle, p<0,05 (Figura 12B), confirmando o
efeito modulador desse &cido graxo sobre a via do ERE. O DHEA isoladamente nao
diferiu dos controles, por outro lado a incubagdo com o esteroide simultanea ao
palmitato foi capaz de interferir no efeito do acido graxo, nas duas doses utilizadas
(Fig 12B).

A expressédo das proteinas PERK e eiF2a ndo apresentaram diferencas nas
distintas condi¢cdes experimentais, por outro lado a intensidade da fosforilagdo de
cada uma dessas proteinas foi modificada pelo palmitato e pela associacdo com o
DHEA. A Figura 12C mostra que o palmitato induziu aumento da fosforilacdo da
PERK (p-PERK) para 151 % * 4% do controle (p<0,05) e o uso do DHEA simultaneo
interferiu no aumento, resultando em valor aproximado de 120 % do controle
(p<0,05) e aproximadamente 80 % do detectado com o palmitato (p<0,05),
independentemente da dose utilizada.

A figura 12D mostra o aumento da intensidade da fosforilagdo da eiF2a (p-
eiF2a) induzida pelo palmitato cerca de 60 % acima do observado na condi¢ao
controle (p<0,05) e a incubacdo com DHEA, em ambas concentragdes, reduziu o
efeito isolado do palmitato em 26 % + 6 % (p<0,05).

A proteina ATF4, um fator de transcricdo que intermedeia a resposta do ER
ao estresse, sofreu efeito negativo da incubacdo com o palmitato. Foi detectado
reducdo para aproximadamente 50% do controle (p<0,05). O uso simultaneo de
DHEA néo interferiu nesse efeito, mantendo aproximadamente 50 % de reducao da
expressdo da ATF4 nas células incubadas com palmitato e DHEA em ambas
concentragdes (Figura 12E).

A jusante ao ATF-4 esta a proteina CHOP e sua expressao esta representada
graficamente na figura 12F. O palmitato induziu o aumento para 243 % + 5 %,
p<0,05, quando comparado ao controle. A incubacdo simultdnea com DHEA em
dose baixa (low) reduziu o aumento para 135 % + 3 % do controle (p<0,05) e a dose

alta (DHEA high) foi capaz de manter a mesma proporgéao que o controle.
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A proteina GADD34 apresentou-se aumentada pelo DHEA em dose alta para
cerca de 40 % a mais do que o controle (p<0,05). Além disso, o palmitato foi capaz
de reduzir sua expressdo para 34 % + 5 % em relacdo ao controle (p<0,05). A
associacdo do acido graxo e DHEA resultou em efeitos diferentes: DHEA baixa
concentracdo (low) néo interferiu com o efeito do palmitato, porém o uso da dose

alta (DHEA high) impediu o efeito do palmitato isoladamente (Figura 12G).
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Figura 12 - Efeito do DHEA e palmitato sobre a expressdo protéica e grau de fosforilagdo de
proteinas relacionadas a resposta do reticulo endoplasmatico ao estresse celular (ERE. (A) Imagem
representativa dos immunoblotting tipicos para Bip, p-PERK, PERK, p-eiFaa, eiF2a, ATF4, CHOP,
GADD34. Representacdo gréfica do efeito do DHEA e palmitato sobre a expresséo proteica de Bip
(B), da razao p-PERK e PERK (C), da razdo p-eiFaa e eiF2a (D), da expressédo do ATF4 (E), da
expressdo proteica de CHOP (F) e da expressao de GADD34 (G) em miotubos L6 (n=4). * Indica
diferenca em comparagdo ao grupo controle, # Indica diferenga em comparacédo ao grupo palmitato, a
significancia considerada para p<0,05. Os graficos representam as médias * o erro padréo.

4.2.3 Efeito do palmitato e do DHEA sobre a nitracao de proteinas celulares e sobre
a expressao proteica de INOS

A nitracdo de proteinas foi mensurada através da presenca de proteinas
contendo residuos de 3-nitrotirosina pelo método de slot blot, apds incubag¢do com
palmitato e ou DHEA nas duas concentracdes por 1, 3, 6 e 12 h (Figura 13). A
analise de imagens semelhantes a apresentada com Figura 6A permitiu construcdo
de um grafico do decurso temporal da indugéo de nitracéo (Figura 13B).

As células expostas ao meio de cultura pelo periodo de 12 h ndo apresentam
modificacdo de seu conteudo de proteinas nitradas ao longo do tempo. Por outro
lado, o palmitato induziu aumento da nitracdo proteica a partir de 6 h de incubacéo e
se manteve mais elevado que os demais grupos até o final do protocolo (Figura
13B). A andlise da area sob a curva mostra que o palmitato induz aumento de 2
vezes do conteudo de proteinas nitradas em relacdo ao controle. O DHEA
isoladamente apresentou um padrdo semelhante ao controle, ou seja, ndo induziu
modificacdo na nitracdo das proteinas celulares e, de modo, claro o uso
concomitante de DHEA e palmitato, em qualquer uma das doses usadas, impediu o

efeito indutor da nitracdo das proteinas celulares (Figura 13C).
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A expressao proteica da NOS induzivel, INOS, foi avaliada por immunoblotting
(Figura 13D, painel superior). A analise da densitometria éptica confirmou que o
palmitato induziu aumento da expressédo da iNOS para 214 % = 5 %, p<0,05, em
comparacao ao controle. Além disso, a incubacéo simultanea com DHEA, nas duas
doses, foi capaz de impedir o efeito do palmitato, mantendo a expressédo da iNOS na
mesma magnitude das células controle Fig 13D).
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Figura 13 - Efeito do palmitato e do DHEA sobre a nitracdo de proteinas celulares e sobre a
expressao proteica de iINOS. (A) Imagem representativa do slot blot para proteinas nitradas. (B)
Decurso temporal da nitracéo de proteinas celulares apds 1, 3, 6 e 12 h de incubagdo com DHEA e
palmitato em miotubos L6 (n=3). (C) Area total sob a curva do decurso temporal de nitracdo de
proteinas. (D) Efeito da administracdo de DHEA e palmitato sobre a expressdo proteica de
iINOS,(n=4).* Indica diferenga em comparag&o ao grupo controle, p<0,05. Os gréficos representam as
médias * o erro padrao.
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5 Discussao

Neste estudo foi utilizado um modelo celular de citotoxicidade induzida pelo
palmitato a 0,5 mM para avaliar os possiveis efeitos do esteroide DHEA em duas
diferentes concentracdes, a menor (10 nM) que se aproxima ao detectado na
situacao fisiolégica e a maior que representa condicdo supra-fisioldgica ou mesmo
patolégica em excesso de androgénios como observado na sindrome de ovarios

policisticos (100 nM).

Nos ultimos anos diversos efeitos benéficos desse esteroide foram verificados
em modelos animais e cultivo celular como, antiobesidade (HANSEN et al., 1997),
efeito antidiabetogénico devido ao aumento da sensibilidade a insulina (CAMPBELL
et al.,, 2004; RICHARDS, PORTER; SVEC, 2000), prevencdo na disfuncdo
endotelial, reducéo na presséao arteial (CAMPOREZ et al., 2011) além de estudos in
vitro demonstrarem reducdo do numero de células apoptética e aumento da

proliferacdo em células endoteliais (LIU et al., 2007).

Os resultados obtidos indicaram que concentracdo fisiolégica do esteroide
(DHEA low, 10 nM) induz maior percentual de miotubos viaveis em relacdo aos
tratados apenas com veiculo (Controle). Além disso, em ambas as concentracdes
(10 nM e 100 nM) o DHEA foi capaz de reduzir o dano causado pela citotoxicidade

do &cido graxo.

Ademais, quando avaliamos a morfologia dos ndcleos apoptéticos marcados
com Hoechst, surpreendentemente, apenas a dose baixa de DHEA foi capaz de
reduzir a apoptose e também impedir a fracdo induzida pelo palmitato. Isso
demonstrou que o efeito do aumento da viabilidade é reflexo da acéo especifica do
esteroide sobre a apoptose.

Esse efeito protetor do DHEA contra a apoptose foi demonstrado em outro
tipo celular, cultura primaria de células de Leydig, com estimulo pré-apoptético de
H202. O mecanismo envolvido nesse efeito foi reducdo da expressédo génica de
caspase-3 e atenuacao do dano causado ao DNA induzido por H202 (XIAO et al.,
2017). Da mesma maneira a incubacdo de ovécitos de humanos inaptos a

fertilizagdo apods incubacdo com DHEA apresentaram a redugcdo de apoptose,
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reducdo da expressao génica de caspase-3, além da melhora da fungao mitocondrial
(LIN et al., 2017).

De modo semelhante aos estudos recentemente publicados, os dados obtidos
de reducao da apoptose nos miotubos pela incubac&o simultdnea com o estressor e
0 esteroide, palmitato e DHEA respectivamente, envolveu a diminuicdo da razéo

entre as formas da caspase-3, total e clivada.

Outra proteina com funcéo critica na regulacdo da sobrevivéncia celular e
proliferacdo € a AKT/PKB. Essa proteina apresenta atividade serina/treonina
quinase e, semelhante a outras proteinas com atividade quinase, possui 3 dominios
principais: dominio plecstrin, o dominio central quinase e um terminal carboxila que
permite interacdo com outras moléculas de sinalizacdo. A AKT/PKB desempenha
papel importante em varias vias intracelulares ligando estimulos extracelulares a
regulacéo de funcdes que incluem metabolismo de nutrientes, crescimento celular,
apoptose e sobrevivéncia, inclusive no tecido muscular esquelético (HIRSCH et
al.,2007).

A relacdo estequiométrica entre grau de fosforilacdo e conteudo proteico da
AKT, razdo p-AKTSe73 e AKT total, permitiu detectar aumento da intensidade de
fosforilagdo da AKT induzida pelo DHEA em concentracgéo fisiologica (10nM). Além
disso, confirmou reducdo dessa fosforilacdo devido a exposicdo ao palmitato. No
entanto, a auséncia de efeito do DHEA quanto incubado simultaneamente com o
agente estressor, parece indicar que o efeito anti-apoptético do DHEA tenha sido

devido a modifica¢do na via da caspase-3 e ndo pela mediada pela AKT/PKB.

Desregulacdo do processo apoptético esta envolvido na fisiopatologia de
diversas enfermidades, como doencas degenerativas, autoimunes e tumorais
(FALAVORO et al, 2012; FULDA et al, 2012). Contudo uma resposta celular que tem
sido implicada com o processo de apoptose é a do reticulo endoplasmatico (RE) ao
estresse celular induzido por situacbes como excessiva sintese de proteinas e
consequente acumulo de proteinas mal dobradas no Iiumen dessa organela,

hiperglicemia ou excesso de acidos graxos.

O presente estudo avaliou a resposta do RE ao estresse induzido pelo
palmitato e o efeito do DHEA. Em linhas gerais, a resposta de estresse do RE

envolve a ativagdo de 3 proteinas localizadas na membrana dessa organela
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Inimeras evidencias demonstram que acidos graxos especificos sdo capazes
de desencadear apoptose em células B-pancreédticas através da resposta ao
estresse de RE (CUNHA et al., 2008). De fato, Cunha e colaboradores, identificaram
ativacdo da via PERK/elF2a naquele tipo celular e aumento da expressdo da
proteina CHOP.

Resultado semelhante foi observado com o0s miotubos incubados com
palmitato, indicando que esse acido graxo, na concentracao aqui usada foi capaz de

induzir estresse do RE.

Alias, esta bem estabelecido que quando a proteina PERK ¢é ativada, além de
se autofosforilar, ela implementa sua capacidade quinase em direcdo a proteina
elF2a, uma proteina que tem papel central na iniciacdo da traducdo a partir de
RNAm.

Assim, a fosforilagdo dessa molécula iniciadora da traducdo resulta em
modulacdo do processo de traducdo: alguns RNAmM sédo inibidos, e
consequentemente ha inibicdo da producdo de novas proteinas, outros RNAmM séo
preferencialmente induzidos a traducdo, como o fator de transcricdo ATF4. O ATF4,
por sua vez, regula a expressdao de genes envolvidos com transporte de
aminoacidos, sintese de glutationa, resisténcia ao estresse oxidativo e a proteina
CHORP.

Desta maneira, esse fator de transcricdo tem um papel importante na
protecdo das células dos efeitos deletérios de oxidantes. Por outro lado, um recente
estudo demonstrou que a incubacdo de fibroblastos embrionarios de rato na
presenca de tapsigargina ou ciclo-hexamida promoveu o aumento do estresse de RE
mediado pela ativagcdo da via PERK/eiF2a consequentemente aumentando a
expressdo de RNAm de CHOP, independentemente da ativacdo de ATF4 (CHAN et
al., 2017). Em adicdo a supressdo de ATF4 utlizando siATF4 em células
condrogénicas resultou reducéo do crescimento de condroécitos, além de aumentar a
apoptose induzida por estresse de RE durante a condrogenese (WU et al., 2017).
Tais dados sugerem gue os mecanismos pelo qual o estresse de reticulo regula a
expressdo de ATF4 ainda sdo desconhecidos. Por outro lado, a CHOP promove
apoptose quando ha resposta de estresse do RE sustentada. O efeito sustentado da
CHOP envolve upregulation da subunidade reguladora 15A da proteina fosfatase 1,

conhecida como GADD34. A GADD34 atua reduzindo o efeito inibitério sobre a



50

sintese proteica iniciada com a via PERK/elF2a. Embora esse efeito permissivo para
reiniciar sintese proteinas novas, também promove aumento celular de produtos

oxidantes devido a sintese proteica e apoptose (revisado NAVID; COLBERT, 2012).

O DHEA isoladamente na maior concentracao usada foi capaz de aumentar a
expressédo da GADD34, mas sem ter induzido aumento nos demais elementos dessa
via PER/elF2a/ATF4. Por outro lado, o uso simultineo desse esteroide com

palmitato, foi capaz de impedir ativacdo da via PERK/elF2a nos miotubos.

Um dos principais componentes da via de apoptose mediada pelo estresse
ER é proteina CHOP, que uma vez aumentada desencadeia mecanismos de morte
celular (RON 2002). O DHEA foi capaz de impedir o0 aumento da expresséo de
CHOP induzido por palmitato, portanto, interferindo diretamente na via de apoptose

mediada pelo estresse de RE.

Ainda sdo desconhecidos os mecanismos que desencadeiam o estresse ER
nas células musculares. No entanto, h& estudos que mostraram interagdes fisicas e
bioquimicas entre RE e mitocbndrias. Ha ligacdo fisica através de regides
membranares do ER associadas a mitocondria (MAM) (CSORDAS; HAJNOCZKY,
2009). Além disso, ions célcio e ROS sdo moléculas chaves envolvidas na
comunicacdo entre essas duas organelas, além de ter sido identificada uma
correlacao entre o acimulo de ROS e estresse de RE (HARDING et al., 2003). Mais
especificamente, Xue et al.(2005), demonstraram que o acumulo de ROS induzido
por TNF-a promove o acréscimo da produgdo de UPR (unfolded protein response)

em células de fibrosarcoma.

Evidencias anteriores demonstraram que palmitato induz ROS em miotubos
L6 e aumento da expressdo da sintase induzivel de éxido nitrico (INOS), além de
degeneracdo do DNA mitocondrial (RACHEK et al., 2007), bem como em células
musculares esqueléticas (LAMBERTUCCI et al., 2012).

No presente estudo, o palmitato induziu aumento precoce da nitracdo de
proteinas celulares, e o uso do DHEA, em ambas as concentracdes, impediu esse
efeito. Essa resposta foi acompanhada por aumento da INOS induzida pelo palmitato
e impedimento desse aumento com o esteroide associado ao acido graxo. Alias,
reducdo de iINOS por suplementacdo com DHEA foi também detectado em coracdes
de ratos envelhecidos (YIN et al, 2015).
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6 Conclusao

O DHEA em concentracdo fisiologica, 10nmM, apresenta efeito protetor
contra a apoptose e modula a expressao de proteinas envolvidas no processo de
apoptose em miotubos L6, caspase 3 e AKT. Além disso, esse esteroide impede os
efeitos pro-apoptéticos do palmitato tanto em concentracdo fisiologica (10 nM)

guanto em suprafisioldgica (100 mM).

O DHEA, em ambas as concentracdes, reduz o estresse de RE induzido por

acido palmitico através de modulacao da via PERK/elF2a/CHOP.

O DHEA tem efeito antioxidante mediado por regulacdo da expressao da

INOS em miotubos L6 incubados com palmitato.

Em conclusdo, os dados obtidos nos permitem concluir que o DHEA

apresenta efeitos protetores contra a citotoxicidade induzida por palmitato.
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A - Efeito do DHEA sobre a apoptose e necrose nos miotubos L6. As células foram submetidas a
incubagcdo com DHEA low DHEA high e DHEA 10 uM por 36 h e12 h. (A) Imagens representativas da
microscopia de fluorescéncia, em azul com o corante Hoescht e em vermelho com iodeto de propideo
(IP). (B) e (C) Representagdo grafica dos dados da microscopia de fluorescéncia marcados com
Hoechst a esquerda e PI a direita (n=4). * Indica diferenca em comparacao ao grupo controle, p<0,05.
Os graficos representam as médias + o erro padréo
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B - Efeito do DHEA sobre a apoptose e necrose induzida pelo palmitato nos miotubos L6. As células,
foram submetidos a incubag&o com palmitato 12 h, de DHEA low + Palm , DHEA high + Palm e DHEA
10 uM + Palm por 36 h e12 h. (A) Imagens representativas da microscopia de fluorescéncia, em azul
com o corante Hoescht e em vermelho com iodeto de propideo (IP). (B) e (C) Representagéo gréafica
dos dados da microscopia de fluorescéncia marcados com Hoechst a esquerda e Pl a direita (n=4). *

Indica diferenca em comparagéo ao grupo controle, p<0,05. Os gréaficos representam as médias + o

erro padréo
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C - Efeito do DHEA e palmitato sobre a expressao protéica de proteinas relacionadas a via de sintese
Proteica. Representacdo grafica do efeito da incubacdo por 36h de DHEA nas concentracées 10 nM
e 100 nM e palmitato 0,5 mM por 12 h sobre a expressao proteica de Akt , mTor ,p70s6k (A) , (B)
Imagem representativa dos immunoblotting tipicos para Akt, mTORC1, p70s6k (C), Representacéo
gréfica do efeito da incubacdo por 12 h de DHEA nas concentracbes 10 nM (DHEA low) e 100nM
(DHEA high) e palmitato sobre a expressdo proteica de Akt , mTor ,p70s6k (D), Imagem
representativa dos immunoblotting tipicos para Akt, mTORC1, p70s6k em miotubos L6 (n=4). * Indica
diferenca em comparac¢&o ao grupo controle, # Indica diferengca em comparacdo ao grupo palmitato, a
significancia considerada para p<0,05. Os graficos representam as médias + o erro padréo.



