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RESUMO

Silva PE. Reducao da expressdo do GLUT4 induzida por palmitato ndo envolve
estresse de reticulo endoplasmatico em células musculares L6. [tese (Doutorado em
Fisiologia Humana)]. Sado Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo; 2013.

Altas concentracdes de Aacidos graxos saturados desencadeiam resisténcia a
insulina no masculo esquelético por mecanismos ainda nao completamente
elucidados. Investigacbes recentes sugerem que 0 estresse de reticulo
endoplasmatico (RE) possa estar envolvido neste processo. Estresse do RE resulta
na ativacdo de vias celulares que compreendem uma resposta conhecida como
Unfolded Protein Response (UPR), e diferentes estudos tém demonstrado a ativacao
do fator de transcricdo NF-kB por meio destas vias. Dentro deste contexto, o objetivo
do presente estudo foi investigar, em células musculares L6, os efeitos do
tratamento com o acido graxo palmitato sobre o estresse de RE e a ativagdo do NF-
KB, relacionando-os com o prejuizo na expressdo do GLUT4. Pelos resultados
obtidos observou-se que o tratamento com palmitato na concentracdo de 0,75mM
induziu reducado importante no conteddo da proteina GLUT4 e do RNAm Slc2a4, em
diferentes tempos de incubacdo. Os marcadores de estresse como a chaperona
GRP78, a via PERK/EIF2a e a via IRE1a/XBP-1/TRAF2 apresentaram pouca
ativacdo sugerindo que o estresse de RE nao participa da resisténcia a insulina
palmitato-mediada. Foi verificado também que os fatores transcricionais C/EBPa e
SREBP1 nado parecem regular o Slc2a4 mediante o tratamento com palmitato. Ja o
fator transcricional NF-kB apresentou-se aumentado em seu conteddo proteico e em
seu RNAm. A atividade de ligacdo do NF-kB a regido promotora do gene Slc2a4
mostrou aumento significativo pelo tratamento com palmitato independente do grau
de fosforilacdo de IKK. Em suma, observou-se que o palmitato reprime a expressao
do Slc2a4 e que este acido graxo induz pouca ativacdo das vias de estresse de
reticulo em células musculares L6. Por outro lado, sem excluir outros mecanismos
regulatérios, a participacdo do NF-kB parece ser importante no controle deste
fendmeno bioldgico reduzindo drasticamente a expressao do Slc2a4 e prejudicando
a homeostasia da glicose nas células musculares da linhagem L6.

Palavras-chave: Palmitato. Estresse de Reticulo Endoplasmatico. GLUT4. NF-kB.



ABSTRACT

Silva PE. Decreased expression of GLUT4 palmitate-induced does not involve
endoplasmic reticulum stress in L6 muscle cells. [Ph. D. thesis (Human Phisiology)].
Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2013.

High concentrations of saturated fatty acids trigger insulin resistance in skeletal
muscle by mechanisms not yet fully elucidated. Recent research suggests that the
endoplasmic reticulum (ER) stress may be involved in this process. ER stress results
in the activation of cellular pathways that comprise a response known as unfolded
protein response (UPR), and different studies have demonstrated the activation of
the transcription factor NF-kB through these pathways. Within this context, the aim
of this study was to investigate the effects of palmitate treatment on ER stress
pathways and activation of NF-kB, relating them to the GLUT4 expression in L6
muscle cells. The results indicated that the treatment with 0.75 mM of palmitate
resulted in a significant reduction in protein content and mRNA of Slc2a4 at different
incubation times. Stress markers such as GRP78 chaperone, the PERK/EIF2a
pathway and IRE1a/XBP-1/TRAF2 pathway showed little activation suggesting that
ER stress does not participate in insulin resistance palmitate-mediated. It was also
verified that the transcription factors C/EBPa and SREBP1 are not regulating Slc2a4
by treatment with palmitate. The transcriptional factor NF-kB were increased in
protein content and mRNA. The binding activity of NF-kB to the promoter region of
the gene Slc2a4 showed significant increase by treatment with palmitate
independent from the phosphorylation of IKK. Finally, it was observed that palmitate
represses the expression of Slc2a4 and that this fatty acid induces little activation of
reticulum stress pathways in L6 muscle cells. On the other hand, without excluding
other regulatory mechanisms, the involvement of NF-kB appears to be important to
control this biological phenomenon, reducing the expression of Slc2a4 and impairing
glucose homeostasis in L6 muscle cell.

Keywords: Palmitate. Endoplasmic Reticulum Stress. GLUT4. NF-kB.
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1 INTRODUCAO

1.1 Acéao e sinalizacao da insulina

Para realizar suas funcdes, as células precisam de um suprimento continuo
de glicose. Sua obtencdo pode se dar pela dieta a partir dos polissacarideos, bem
como pela sintese endogena por meio da gliconeogénese no figado e no rim
(Kettelhut et al., 2012).

Em tecidos como o musculo, figado e adiposo, a captacdo da glicose é
estimulada pela insulina, um horménio polipeptidico, composto por duas cadeias de
aminoacidos, que através de complexos mecanismos € produzido pelas células B
pancreaticas. A liberagdo do horménio, que tem meia vida de seis minutos, é
estimulada em resposta ao aumento dos niveis circulantes de glicose, acidos graxos
e aminoacidos, entre outros reguladores (Youngren, 2007).

A insulina regula a homeostase da glicose em varios niveis, reduzindo a
producdo hepética de glicose (diminuicdo da gliconeogénese e glicogendlise),
blogueando a lipdlise e protedlise, aumentando a captagdo periférica de glicose
(principalmente no musculo e tecido adiposo) e aumentando a sintese de proteinas,
acidos graxos e glicogénio. Além disso, a insulina tem efeitos tardios na expresséo
de genes e sintese proteica, assim como na proliferacédo e na diferenciacéo celulares
(Saltiel et al., 2001).

A via de sinalizacdo da insulina envolve sua ligacdo ao receptor especifico de
membrana, denominado receptor de insulina (IR). Trata-se de, uma proteina
tetramérica com atividade quinase, composta por duas subunidades alfa (a) e duas
subunidades beta (B), ligadas por pontes dissulfeto. As subunidades a encontram-
se extracelularmente, enquanto as subunidades B sdo proteinas transmembranas. A
insulina liga-se a porcédo a, levando a uma alteracdo conformacional que retira a
acao inibitoria da subunidade a sobre a subunidade [, que se autofosforila em
residuos de tirosina. Uma vez ativa, a porgéo B fosforila substratos do receptor de
insulina (IRS), que contém mudltiplos sitios de fosforilacdo em tirosina. Pelo menos 12
substratos para o IR ja foram identificados (IRS1 a 6, Gab-1, Shc 1 a 3, p62, APS),
sendo IRS-1 e IRS-2 os mais diretamente relacionados a resisténcia a insulina
(Pessin et al., 2000; Saltiel et al., 2001).
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A fosforilacdo das proteinas IRS leva a criagdo de sitios de ligacdo para
outras proteinas como a fosfatidilinositol 3-cinase (PI13K), promovendo sua ativacao.
A PI3K €& um dimero composto de uma subunidade catalitica (p110) e uma
subunidade regulatoria (p85). A fosforilacdo dos sitios de tirosina das proteinas IRS
leva a ativagdo da subunidade p85 da PI3K. A enzima catalisa a fosforilagdo dos
fosfoinositideos na posicdo 3 do anel de inositol produzindo fosfatidilinositol-3
fosfato, fosfatidilinositol-3,4 difosfato e fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfato. A ativacéo da
PI3K aumenta a fosforilacdo em serina da proteina serina/treonina cinase B (Akt). A
Akt/PKB por sua vez estimulara a translocacao do transportador de glicose GLUT4
para a membrana plasmatica o que resulta em aumento da captacdo celular de
glicose por difuséo facilitada (Taniguchi et al., 2006; White et al., 1994; Zaid et al.,
2008).

1.2 Transportadores de glicose

A glicose é uma molécula polar, insolivel na membrana plasmatica, e o seu
transporte é realizado através de difuséo facilitada, portanto a favor de seu gradiente
de concentracdo, e dependente da presenca de proteinas transportadoras (GLUTS)
na superficie de todas as células. Além disso, em células epiteliais como as do
intestino delgado e do tubulo renal, os processos de absor¢cdo e reabsorcao
respectivamente, ocorrem através de um processo de transporte acoplado ao ion
sbdio, o qual promove um transporte contra gradiente de concentracdo de glicose e
a favor do gradiente de concentracdo de Na+, através de proteinas transportadoras
(SGLTSs) presentes no bordo em escova da célula epitelial (Machado, 1998).

Em meados dos anos oitenta, foi clonada a primeira proteina transportadora
de glicose. Desde entdo, varias isoformas foram caracterizadas em diferentes
tecidos e, atualmente, segundo as Ultimas revisées sobre a nomenclatura dos
GLUTs, sao conhecidas 12 diferentes isoformas destes transportadores,
denominadas de GLUT1 a GLUT12, e mais um transportador de préton mioinositol
(HMIT), que séo codificadas por uma mesma familia de genes de proteinas
facilitadoras do transporte de solutos, SLC2A (Solute Carriers 2A) (Huang et al.,
2007; Joost et al., 2001)

A isoforma GLUT4, cujo gene é denominado Slc2a4, é considerado

transportador de glicose insulino-sensivel, cujo principal papel é proporcionar a
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captacdo de glicose insulino-mediada em tecidos adiposo e muscular. Nestas
células, no estado basal, isto € sem estimulo com insulina, boa parte do GLUT4
localiza-se no compartimento intracelular. O estimulo insulinico determina a
movimentacdo do GLUT4 deste compartimento em direcdo a membrana plasmatica,
e agudamente aumenta a captacdo de glicose, participando de forma importante no
controle da homeostasia glicémica, especialmente no estado pos-prandial (Joost et
al., 2001; Machado et al., 2006).

1.3 Resisténcia periférica a insulina

A resisténcia a insulina € um estado metabdlico no qual concentracdes
fisiologicas de insulina produzem menor reposta bioldgica, reduzindo drasticamente
a captacao de glicose em tecidos periféricos e resultando em aumento de producdo
de glicose hepatica. Cronicamente, a combinacdo de resisténcia a insulina e
hiperinsulinemia reflete em alteragdes metabdlicas e cardiovasculares que resultam
em diabetes do tipo 2, dislipidemia, doenca coronariana e hipertensédo (Defronzo,
2004; Kashyap et al., 2007).

Estudos apontam a relacdo da resisténcia a insulina a diversos fatores, como:
horménios derivados dos adipécitos, aumento da concetracdo circulante de acidos
graxos, atividade inflamatéria e, mais recentemente, estresse de reticulo
endoplasmatico (Bastard et al., 2006; Hotamisligil, 2010; Ozcan et al., 2004; Ron et
al., 2007).

Sabe-se que no nivel celular, a resisténcia a insulina esta associada a uma
piora na via de sinalizacdo insulinica com ou sem alteracdo na translocag¢do do
GLUT4 para a membrana plasmatica (Shulman, 2000), associada invariavelmente a
uma reducdo na expressdo do GLUT4 (Corréa-Giannella; Machado, 2013). Estes
eventos, em Ultima instancia, provocam menor utilizacdo de glicose pelo tecido, e
alteracdo da homeostasia glicémica.

Contudo, a relagdo entre acidos graxos, resisténcia a insulina e GLUT4 é
complexa, e o preciso mecanismo ainda nao foi completamente elucidado, sobre
tudo no que se refere a provavel participacdo do estresse de reticulo

endoplasmatico.
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1.4 Sinalizagdo em reposta ao acumulo de proteinas ndo-enoveladas no

reticulo endoplasmatico — UPR (“unfolded protein re sponse”)

O reticulo endoplasméatico (RE) € uma organela importante, composta por
uma membrana continua onde ocorrem a sintese, o enovelamento e a maturacéo de
proteinas destinadas as vias secretdrias. Também esta relacionado com
translocacdo de proteinas atravées da membrana do RE, integracdo de proteinas
transmembranas, sintese de fosfolipidios e esterois e estocagem de ions célcio que
serdo liberados para o citosol e exercerdo controle em diversos processos
intracelulares (Voeltz et al., 2002).

Agentes estressores que alterem a homeostase dos processos ocorridos no
RE podem resultar no aumento da sintese de proteinas imaturas, também
conhecidas como proteinas unfolded (ndo enoveladas) e misfolded (mal
enoveladas), que podem levar a célula a disfuncdo e morte (Araki et al., 2003;
Kaufman, 2002).

Varias condi¢cbes podem perturbar as fungbes do RE, tais como, inibicdo da
glicosilacdo de proteinas, reducdo da formacdo de pontes dissulfeto, deplecdo de
calcio no lumen do RE, prejuizo no transporte de proteinas do RE para o Golgi,
acumulo de proteinas mal enoveladas, hipdxia, toxinas, excesso de acidos graxos
livres, infeccdes virais, etc. Tais disfungcdes no RE causam proteotoxicidade, e geram
um estresse conhecido como estresse de RE (Malhotra et al., 2007; Scheuner et al.,
2008).

O estresse do RE resulta na ativacdo de vias adaptativas conhecidas
coletivamente como resposta a proteinas nao-enoveladas (UPR, unfolded protein
response). Esta € uma via de transducédo de sinal que permite a comunicagcao entre
o RE e o nlcleo, ativando a expressdao de diversos genes-alvos, envolvidos na
manutencdo da homeostase celular, por meio dos processos de translocacao,
glicosilacdo, degradacdo e transporte protéico (Ron et al.,, 2007; Schroder et al.,
2005).

As células utilizam basicamente quatro respostas protetoras para
sobreviverem em condi¢gbes de estresse. A primeira resposta envolve a regulagéo
positiva de genes codificando chaperonas incluindo Bip/GRP78 e GRP94, as quais
aumentam a atividade de dobramento de proteinas. A segunda resposta consiste na

atenuacdo da traducdo para reduzir a sintese de novas proteinas e prevenir o
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acumulo de proteinas desdobradas. A terceira resposta, denominada sistema de
degradacdo associado ao RE (ERAD), consiste na detec¢do das proteinas mal-
dobradas, retro-transporte do RE para o citosol e degradacao destas proteinas pelo
sistema proteossoma 26S. A quarta e ultima resposta é a apoptose, que ocorre
guando o grave e prolongado estresse de RE prejudica extensivamente o
funcionamento do RE (Araki et al.,2003; Scheuner et al., 2008; Xu et al., 2005).

Figura 1 — Esquema representativo das quatro respostas frente ao acumulo de

proteinas ndo enoveladas (Adaptado de Araki et al., 2003).
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A proteina GRP78 (proteina regulada por glicose 78) também conhecida
como Bip (proteina de ligagdo de imunoglobulinas) apresenta em sua por¢do C-
terminal a sequéncia KDEL (Lisina — Acido aspartico — Acido glutamico — Leucina), a
qual opera como sinal de retencdo no RE. Quando polipeptideos mal enovelados
se acumulam abundantemente no RE ocorre a ligacdo das chaperonas a estes
polipeptideos. A funcdo de GRP78 nao é, entretanto, realizar o enovelamento das
proteinas, mas manté-las no RE num estado favoravel ao enovelamento (Lee, 2005).

A resposta ao estresse do RE é principalmente regulada por trés proteinas

transmembranas: cinase do reticulo endoplasmatico PKR-like (PERK), fator de
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ativacdo transcricional 6 (ATF6) e enzima dependente de inositol-1 (IRE1). No
estado basal, a chaperona GRP78, se liga ao dominio amino-terminal da PERK e
IRE1, e ao dominio carboxi-terminal da proteina ATF6 mantendo-as inativas. O
acumulo de proteinas mal formadas no limen do RE leva ao recrutamento da
GRP78 que se desconecta e libera as proteinas transmembranas que sdo sensores
de UPR, e desta forma, tornam-se ativas (Scheuner et al., 2008; Schroder et al.,
2005).

A ativacdo da PERK é a resposta mais imediata disparada pela UPR. A
PERK é uma cinase serina-treonina que, quando liberada da GRP78, oligomeriza-se
e induz, por autofosforilacdo, ativacdo de seu dominio cinase. A cinase PERK
fosforila a EIF2a (fator de iniciagdo da traducéo subunidade alfa), causando inibicéo
da sintese de proteinas, reduzindo a taxa de traducdo de mRNA e consequente
reducdo do aporte de proteinas no RE (Wali et al., 2009).

Em mamiferos sdo quatro as proteinas cinases que fosforilam EIF2a: a
proteina PKR-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), a proteina cinase R (PKR),
Heme-regulated EIF2a kinase (HRI) e a proteina cinase general control
nonrepressed-2 (GCN2). Entretanto, a via PERK/EIF2a é a que possui maior
significancia bioldgica (Kaufman et al., 2002).

Algumas fosfatases que desfosforilam o fator EIF2a e reconstituem a sintese
global proteica foram caracterizadas: GADD34 (growth arrest and DNA damage-
inducible protein-34) e CreP (constitutive repressor of EIF2a phosphorylation). Estas
fosfatases regulam a atividade da proteina fosfatase 1 (PP1), por meio de seus
dominios C-terminais homologos, e defosforilam EIF2a. CreP é um regulador
constitutivo de PP1, enquanto GADD34 ¢ induzido por ATF4 a jusante da via da
PERK (Schroder et al., 2005).

O fator de iniciagdo eucariotico 2 (EIF2) desempenha um papel central na
traducdo do RNAmM e em sua regulacdo. Neste processo, o iniciador-metionil tRNA
(Met-tRNAM®"Y) é transferido para a subunidade 40S ribosomal num complexo
ternério consistindo de Met-tRNAM®, EIF2 e GTP. Na sequéncia, o GTP ligado a
EIF2 é hidrolisado a GDP e o complexo EIF2-GDP ¢é liberado do ribossomo. O
complexo EIF2-GDP é inativo e deve ser convertido em EIF2-GTP para regenerar o
complexo ternario. Esta reacdo de reciclagem é estimulada pelo fator de troca do
nucleotideo guanina (GEF) EIF2B que € o alvo principal do controle traducional por

um mecanismo conservado envolvendo fosforilagdo de EIF2. A fosforilagdo em
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serina 51 da subunidade alpha de EIF2 (p-EIF2a) é um inibidor competitivo de EIF2B
impedindo a reacao de troca GDP-GTP. Assim, a fosforilagdo de EIF2a efetivamente
evita a formacado do complexo EIF2-GTP-Met-tRNAI e inibe a sintese proteica global.
(Kimball, 1999).

Embora a fosforilagcdo de EIF2a iniba a iniciagdo da traducéo, paradoxalmente
ela é requerida para a traducdo seletiva de alguns mRNAs, como o do fator de
transcricdo ATF4 (fator de ativacdo transcricional 4). O ATF4 € um fator de
transcricdo que modula a expressao de diversos genes envolvidos em apoptose
como o CHOP10/GADD153 (C/EBP-homologous protein / growth arrest and DNA
damage-inducible protein-153), respostas anti-estresse oxidativo como o EROL1
(endoplasmic reticulum oxidoreductin), e ainda € responsavel pela liberagcdo do
feedback negativo de elF2a por meio de GADD34 (growth arrest and DNA damage
34) (Kaufman, 2002; Malhotra et al., 2007). Ainda que a maior via de sinalizagcéo da
PERK seja a fosforilacdo de EIF2a, estudos sugerem que o fator NRF2 (Nuclear
factor erythroid 2-related factor 2) pode também ser um substrato para a atividade da
PERK. Este fator participa do mecanismo de defesa anti estresse oxidativo, ativando
a transcricdo de genes que codificam enzimas desintoxicantes como as subunidade
Al e A2 da glutationa S-transferase, NAD(P)H:quinona oxidoredutase, Y-
glutamilcisteina sintetase, Heme oxigenase-1 (HO-1) e UDP-glucoronosyl
transferase (Malhotra et al., 2007).

Num segundo momento, a liberacdo da GRP78 do ATF6 dispara um
mecanismo de ativacdo distinto do anteriormente descrito. O ATF6 desligado da
GRP78 transloca-se para o aparato de Golgi, onde proteases residentes (S1P E
S2P) o clivam e liberam o fator de transcricdo ativo no citosol. ATF6 atua
aumentando inducdo dos genes que codificam processos proteoliticos. ATF6 é um
co-ativador da UPR que interage com o fator nuclear Y (NF-Y) e com a proteina 1
ligante do dominio X-box (XBP-1) e é capaz de ligar os elementos responsivos do
estresse de RE (ERSE) para ativar genes alvo (Scheuner et al., 2008).
Interessantemente, este braco da UPR tem ganhado mais complexidade desde que
estudos recentes identificaram uma série de homédlogos ao ATF6 que sé&o
modulados pelo estresse de RE. Até a presente data, cinco proteinas foram
descritas por apresentar uma regido de grande similaridade com ATF6: Luman
(CREB3), Oasis (CREB3L1), BBF2H7 (CREB3L2), CREBH (CREB3L3), e Tisp40
(CREB4, CREB3L4). Todos estes fatores bZip ATF6- relacionados séo processados
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no Golgi, de maneira semelhante ao proprio ATF6, mas sua fun¢des na UPR néo
sdo completamente compreendidas (Hotamisligil, 2010).

Por fim, ocorre a participacdo da IRE1l, que reside em sua atividade
endoribonuclease (RNAse) e, a exemplo da via da PERK, tem um resultado final
reparador que visa adaptar a célula ao acumulo de proteinas mal-enoveladas. IREla
€ a via mais conservada da UPR, entretanto pouco ainda é conhecido sobre sua
regulacdo. A IREla € uma serina/treorina proteina cinase e endoribonuclease que,
sob ativacao, inicia o splicing do mRNA codificando o fator transcricional X-Box-
binding protein 1 (XBP-1). Em células de mamiferos, um intron de 26 nucleotideos é
removido do XBP-1 mRNA, levando a um desvio no cédon de leitura. A traducao
deste novo quadro de leitura resulta na conversao do XBP-1 da forma “nao-spliced”
de 267 aminoacidos para a forma “spliced” com 371 aminoacidos que compreende 0
dominio de ligagdo ao DNA N-terminal original e adicionalmente um potente dominio
C-terminal de trans-ativagcao (Malhotra et al., 2007). O XBP-1s (spliced) controla a
regulacéo positiva de chaperonas, metabolismo redox e ERAD (Hetz et al., 2009).

Em adicdo ao splicing do RNAm de XBP-1, a ativagao de IRE1 resulta no
recrutamento da proteina TRAF2 (fator associado ao receptor do fator de necrose
tumoral do tipo 2). A formacdo deste complexo resulta na ativagcdo da proteina
cinase c-jun N terminal (JNK) (Schroder et al., 2005; Urano et al., 2000) e também

participa na ativacdo de NF-kB (Hu et al., 2006; Zangh et al., 2011).
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Fig. 2 — Esquema representativo das trés vias de sinalizacdo da UPR: PERK, ATF6
e IREla (Adaptado de Hetz et al., 2009).
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1.5 Acidos graxos, estresse de RE e resisténciaa  insulina

Acidos graxos livres (AGLs) sdo &cidos carboxilicos compostos por uma
cadeia hidrocarbonica longa, ndo ramificada e com numero par de atomos de
carbono. Os AGLs podem ser saturados ou conter uma ou mais insaturacoes
(duplas ligacdes) e sao classificados como AGLs de cadeia curta (2 a 4 carbonos),
meédia (6 a 10 carbonos) e longa (acima de doze carbonos) (Curi et al., 2002).

Os AGLs sao nutrientes essenciais para o crescimento e o desenvolvimento
do organismo. Além de importante substrato energético para o trabalho celular, estas

biomoléculas atuam na composicéo estrutural da membrana plasmatica, na acilacdo
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de proteinas e no fornecimento de sinalizadores intracelulares, como eicosandides,
diacilglicerol, ceramidas e acido fosfatidico que regulam a atividade de proteinas,
como as pertencentes a via de sinalizacado da insulina (Savage et al., 2007) e a
expressdo de genes envolvidos no controle do metabolismo, crescimento e
diferenciacao celular (Jump, 2004).

J& foi demonstrado que a alteragdo nos niveis de alguns acidos graxos livres
circulantes, provenientes da ingestdo excessiva de gordura e/ou dos estoques de
gordura corporal, pode estar relacionada com o surgimento de desordens
metabdlicas como reducdo na sensibilidade a acdo da insulina em adipdcitos,
muasculo esquelético e hepatdcitos assim como afeta a capacidade secretora de
ilhotas pancreéticas (Kennedy et al., 2009; Ragheb et al., 2009; Wan et al., 2009).

Randle e colaboradores foram os primeiros a propor a existéncia de
competicdo entre os substratos lipideo e carboidrato, onde o aumento da
concentracdo plasmatica de AGLs reduz a captacdo e metabolismo da glicose
estimulada pela insulina. Ele sugeriu que o aumento da oxidacdo de AGLs seria
responsavel pela elevacédo de acetil CoA mitocondrial com consequente inativacao
da piruvato desidrogenase. Isto causaria um aumento de citrato, levando a inibicdo
da fosfofrutoquinase e o acumulo de glicose-6-fosfato. Esta elevacdo de glicose-6-
fosfato inibe a hexocinase o que resultaria na diminuicdo da captacdao de glicose
(Boden et al., 2002).

Porém, estudos posteriores mostraram que a exposi¢cado crénica aos AGLS
livres prejudicava a via de sinalizacdo da insulina, reduzindo a fosforilagdo em
tirosina do substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) e a atividade da fosfatidil-
inositol-3-cinase (PI3K) e com provavel reducao da sintese e da translocacéo do
transportador de glicose GLUT4 para a membrana plasméatica (Boden et al., 2002;
Lorenzo et al., 2008)

O palmitato (C16:0) € um dos acidos graxos saturados mais abundantes no
plasma de humanos e roedores (Lambertucci et al., 2008). Este tem sido relatado
como importante causa de resisténcia insulinica periférica caracterizada por
prejudicada captacao/disponibilidade de glicose no musculo esquelético (Tsuchiya et
al., 2010).

A exposicdo aos AGLs leva a ativacdo de mecanismos inflamatérios via
cinases estresse-relacionadas, tais como, a IkB cinase (IKK), c-Jun N

terminal cinase (JNK) e proteina cinase C (PKC), que provocam a fosforilagdo em
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serina e degradagédo do IRS-1 (De Luca et al., 2008). Os AGLs aumentam a
producdo de citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), ativacdo de fatores de transcricdo como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e
ativacdo dos receptores Toll-like (TLRs) (Bloch-Damti et al., 2005; Senn, 2006;
Wellen et al., 2005).

Os AGLs aumentam a producao celular de ceramidas e/ou diacilglicerois
(DAG), e estes segundos mensageiros lipidicos, por sua vez, reduzem a
sensibilidade a insulina através da fosforilagcdo do IRS-1 em serina/treonina (Peng et
al., 2011).

Os AGLs também afetam as respostas celular ao estresse causando elevagéo
das espécies reativas de oxigénio (EROS), disfuncédo mitocondrial e, provavelmente,
estresse de reticulo endoplasmatico. Tem sido proposto que os AGLs saturados
induzem estresse de RE alterando os estoques de calcio luminal e pela alteragdo da
morfologia da membrana do RE devido a uma maior incorporacdo de fosfolipides
nesta membrana (Peng et al., 2011). A literatura aponta também que o acumulo de
AGLs de cadeia longa, como o palmitato, esta associado com disfuncdo e morte
celular (Listenberger et al., 2001), provavelmente em resposta ao estresse de RE,
em varios tipos de célula e no tecido muscular (Bachar et al., 2009; Hommelberg et
al., 2009; Liu et al., 2009).

Tem sido verificado que o palmitato pode causar estresse de RE em células
B-pancreaticas (Green et al., 2011), hepatocitos (Achard et al., 2010), adipoécitos
(Guo et al., 2007), células-tronco mesenquimais (Lu et al., 2012), células neuronais
(Mayer et al., 2010) e em células musculares C2C12 (Deldicque et al., 2010; Peng et
al., 2011; Rieusset et al., 2012; Salvado et al., 3013).

No entanto, o exato mecanismo molecular relacionando acidos graxos,
resisténcia a insulina e estresse de reticulo endoplasmatico no masculo esquelético
ainda ndo estad completamente elucidado.

O musculo esquelético é o principal sitio de captacdo de glicose sob estimulo
insulinico (Zorzano et al., 2005). Mioblastos da linhagem L6, obtidos a partir de
células musculares glicoliticas de ratos (rattus norvegicus), sdo capazes de se
diferenciarem em miotubos que expressam o GLUT4 (Mitsumoto et al.,, 1992),
semelhantes a célula muscular madura, e por isto sdo utilizados para investigar

mecanismos relacionados a musculatura esquelética.
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Desta forma, credita-se que o estudo dos efeitos do palmitato na regulacéo da
expressdo do GLUT4 pode ajudar na prevencédo e/ou tratamento de doencas
relacionadas com o quadro de estresse de reticulo endoplasmatico e resisténcia a

insulina no musculo esquelético.

1.6 As vias do estresse de RE relacionadas a resist éncia a insulina

Ozcan e colaboradores (2004) propuseram que o estresse de RE era uma
ligacdo molecular entre a obesidade, a acdo da insulina e o diabetes. A obesidade
esta associada com inflamacdo crénica, acumulo excessivo de lipides e
disponibilidade excessiva de nutrientes que impdem sinais de estresse ao RE, que
por sua ligacdo com as vias metabdlicas, pode prejudicar a sinalizacdo da insulina e,
assim, promover a resisténcia ao hormoénio e eventual desenvolvimento de diabetes
do tipo 2. Os mesmos autores mostraram que ratos deficientes em XBP-1, um fator
transcricional que modula a resposta ao estresse do RE, desenvolviam resisténcia a
insulina por mecanismos que envolvem a ativacdo de JNK e fosforilacdo em serina
do IRS1 (Ozcan et al., 2004).

Nakatani e colaboradores (2005) mostraram que pelo aumento da expressao
de ORP150, uma chaperona que protege as células do estresse RE, houve melhora
da resisténcia a insulina e melhora da tolerancia a glicose em figado de
camundongos diabéticos. Por outro lado, ja foi evidenciado (Araki et al., 2003) o
envolvimento do estresse de RE na apoptose de células B pancreaticas via CHOP
em camundongos do tipo Akita.

As duas principais vias inflamatorias que interferem na acdo da insulina, IKK e
JNK, séo ativadas em resposta ao estresse de RE (Zhang et al., 2008). A via
IKK/NFkB pode ser ativada tanto por IREla, que interage com o IKK através da
molécula adaptadora TRAF2, quanto pela ativacdo da PERK e ATF6, que leva a
degradacéo do kB, deixando livre a migracdo do fator de transcricdo NFkB para o
nacleo (Hotamisligil, 2010). A ativacdo de JNK pode se dar pela sinalizacdo de
IREla que se liga & TRAF2 (TNF-receptor-associated factor 2) e ativa ASK1
(apoptosis signal-regulating kinase 1). A JNK ativada induz a expressédo de genes
inflamatorios pelo acionamento do fator transcricional AP1 (activator protein 1) e

participa de processos de morte celular (Lin, et al., 2008).
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1.7 Elementos reguladores do gene Slc2a4 modulados por acidos graxos e

estresse de RE

Acidos graxos e/ou seus metabolitos bioativos podem controlar a transcrico
génica de maneira positiva ou negativamente, regulando a estabilidade de mRNAs e
a ativacao de fatores transcricionais (Duplus et al., 2000). Esta regulacao € atingida
pela ligacdo direta do acido graxo ao fator transcricional ou por mecanismos
indiretos nos quais os acidos graxos regulam a via de sinalizacao, a fosforilacao, a
ubiquitinizacé@o ou a clivagem proteolitica do fator transcricional (Jump et al., 2013).

Em resposta ao estresse de RE, as vias PERK, IRE1 e ATF6 também sao
capazes de ativar a transcricdo génica, regulando positivamente chaperonas,
componentes do sistema proteosoma e apoptético. A UPR é orquestrada pela
coordenada ativag&o transcricional de multiplos genes e uma concomitante mudanca
conformacional de mRNAs que sé&o traduzidos (Kaufman, et al., 2002).

Ha relatos na literatura que alguns fatores de transcricdo descritos como
reguladores do gene Slc2a4 sejam modulados por &cidos graxos e também pelas
vias da UPR. Dentre estes podemos citar o sterol regulatory element-binding protein
(SREBP), o nuclear factor kappa B (NF-kB) e o CCAAT/enhancer-binding protein-a
(C/EBPQ).

Diversos estudos apontam SREBP-1 (gene Srebfl) como um regulador
positivo do Slc2a4 (Im et al., 2006; Furuya et al., 2012). A familia de fatores de
transcricdo SREBPs possui 3 isoformas: SREBP-la e SREBP-1c que s&o
provenientes de um unico gene o Srebfl, e SREBP-2 derivado do gene Srebf2.
SREBP-1c esta envolvido na sintese de acidos graxos e lipogénese, o0 SREBP-2 na
sintese de colesterol e a isoforma SREBP-1a em ambos os mecanismos. O SREBP-
la e SREBP-1c séo produzidos por meio de um sitio alternativo de inicio de
transcricdo onde diferem em seu primeiro exon (exon la e 1c), ja 0S outros exons
sdo comuns para ambas as isoformas. Os SREBPs ficam retidos no RE por meio de
sua interacdo com SCAP (proteina ativadora de clivagem) e INSIG (gene induzido
pela insulina). Em resposta a baixas concentra¢gfes de esterois ou insulina a ligagéo
entre INSIG-SCAP/SREBP ¢é rompida e desta forma o complexo SCAP/SREBP é
transportado ao complexo de golgi. Neste local por acdo das proteases S1P
(protease serina-1) e S2P (Metaloprotease-2) ha a liberacdo do dominio amino-

terminal de SREBP, responsavel pela sua atividade transcricional, levando a ligacéo,
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na forma de dimero, ao seu elemento responsivo localizado em genes envolvidos no
controle do metabolismo lipidico, de colesterol e glicidico (Colgan et al., 2007).

O efeito dos AGs insaturados, reduzindo a degradacao da proteina INSIG, e
consequentemente diminuindo a geracéo da forma ativa de SREBP-1, ja foi descrito
na literatura (Lee et al., 2008), mas a participacdo dos AGs saturados ainda é pouco
estudada.

Estudos tém demonstrado que a ativacdo de SREBP também ocorre durante
0 estresse de reticulo. As trés grandes vias da UPR tém sido implicadas na
regulacdo da lipogénese celular, e 0 RE desempenha papel importante na sintese
de acidos graxos e metabolismo do colesterol (Hotamisligil, 2010). E presumivel
também que a UPR resulte no aumento da expressdo de enzimas relacionadas a
sintese lipidica de modo a aumentar a area de superficie do reticulo endoplasmatico
no estresse (Tsai et al. 2011).

Condicdes que causam estresse de RE ou apoptose induzem a ativacao de
SREBP independentemente do conteudo intracelular de colesterol (Colgan et al.,
2007). Como pode ser evidenciado por alguns trabalhos, o estresse de RE induz a
clivagem de ATF6 pelas mesmas proteases (S1P e S2P) que processam o SREBP e
h& evidéncias que o processamento de SREBP é também regulado por PERK/EIF2a
(Zha et al., 2012).

Estudos tém demonstrado que acidos graxos saturados como o palmitato
induzem resisténcia a insulina em células musculares, e isto envolveria a ativacao de
NF-kB (Hommelberg et al., 2009; Sinha, et al., 2004; Zhang et al., 2010). Varios
trabalhos tém demonstrado também que ocorre ativagdo do NF-kB em resposta ao
estresse de reticulo via IRE1/ TRAF2 e via PERK/ EIF2a (Hu et al., 2006; Jiang et
al., 2003; Kaneko et al., 2003; Kitamura, 2009; Pahl et al., 1997).

O NF-kB é um complexo homo ou heterodimérico formado pelas proteinas
contendo o dominio Rel, as quais sdao denominadas como Rela (p65), Nfkbl
(p50/p105), Nfkb2 (p52/p100), c-Rel e Relb (Ghosh et al., 2002).

Ambas as subunidades p50 e p52 sdo sintetizadas como proteinas
precursoras longas, p105 e p100, as quais agem no citosol similarmente a proteina
inibidora IkB, inibindo a atividade de NF-kB. A forma ativada do NF-kB €, em geral,
um heterodimero composto pela subunidade p65 associada a outra subunidade, p50
ou p52, sendo o heterodimero p65-p50 o complexo mais comum e abundante. Na
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maioria das células, NF-kB reside no citosol na forma de heterodimero ligado ao
inibidor proteico, IkB. Em mamiferos, ha trés principais IkBs: IkBa, IKBB, IkBe. A
ativacdo de NF-kB tipicamente envolve a fosforilagdo de IkB pelo complexo 1kB
cinase, composto por IKK[1]-a, IKK[2]-B e IKK[3]-y, sendo esta Ultima conhecida por
regulador essencial de NF-kB (NEMO). IkB ao ser fosforilado fica susceptivel a acao
da ubiquitina ligase, sendo a seguir degradado e por fim, dissocia-se das
subunidades heterodiméricas de NF-kB. O NF-kB migra para o nucleo, liga-se a
sequéncias de DNA, conhecidas como sitios KB, em regides promotoras de genes
alvos de seu controle (Hayden et al., 2008).

E sabido que o NF-kB regula genes relacionados & apoptose, adesio celular,
resposta imune inata e adaptativa, inflamacédo, estresse celular, remodelamento
tecidual e resisténcia a insulina (Perkins, 2007).

O NF-kB atua na transcricdo de citocinas pré inflamatorias como o TNF-a
(Glezer et al., 2000), que por sua vez, estdo relacionadas a prejuizos na via de
sinalizagdo insulinica e diminui¢cdo da translocacdo dos transportadores de glicose
GLUT4 (Hotamisligil et al., 1993). Além disso, o préprio NF-kB tem efeito negativo
sobre a expresséao do transportador de glicose GLUT4, diminuindo a transcricdo do
gene Slc2a4 (Furuya et al., 2013; Silva et al., 2005).

Os CCAAT/enhancer-binding proteins (C/EBPs) compreendem uma familia de
fatores de transcricdo b-zip (dominio basico de ligagdo do DNA), que contém um
dominio zipper de leucina necessario para a sua dimerizacdo. Sua expressao é
regulada em muitos niveis durante condicdes fisioldgicas e/ou patoldgicas pela acao
de fatores que incluem horménios, citocinas, nutrientes, toxinas e agentes que
causam estresse celular (Ranji et al., 2002).

Estes fatores transcricionais regulam uma variedade de genes envolvidos em
uma ampla gama de processos fisiologicos, incluindo as funcdes imunoldgicas bem
como a diferenciacéo e proliferacéao celular.

Atualmente, existem 6 diferentes isoformas descritas: C/EBPa (alpha), B
(beta), y (gama), 6 (delta), € (épsilon) e { (zeta) (White et al., 2010).

O fator de transcricdo C/EBPa (gene Cebpa) € expresso predominantemente
no figado, tecido adiposo e musculo esquelético e € um fator importante para a
diferenciacdo dos adipdcitos. E sabido que o Slc2a4 tem sitios de ligacdo para

C/EBPa em seu promotor e que este ultimo o regula positivamente (Im et al., 2007).
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O C/EBPC € mais conhecido como proteina homologa ao C/EBP (CHOP10) e
também chamado por muitos autores de growth arrest and DNA damage-inducible
gene 153 (GADD153). O gene que codifica esta proteina é denominado Ddit3 (DNA-
damage-inducible transcript 3). Este € outro membro da familia C/EBP caracterizado
por fazer parte das vias de apoptose mediada pelo estresse de RE.
GADD153/CHOP10 n&o apresenta um dominio de transativacdo amino-terminal e
contém duas prolinas no dominio de ligacdo ao DNA, e em virtude disso, o
heterodimero de CHOP10/GADD153 com outras isoformas da familia C/EBP age
como um inibidor enddgeno. A ligacdo de GADD153/CHOP10 a outros C/EBPs, atua
como um inibidor endégeno de sua ativagdo, mas também tem importante papel na
ativacdo de certos genes envolvidos nas respostas de estresse de RE (Miller et al.,
2007).

Ha indicios de que GADD153/CHOP10 poderia proporcionar a diminuigdo do
GLUT4 pela formacédo de heterodimeros com C/EBPa, diminuindo a sua fungéo e
sua disponibilidade para ativar o gene Slc2a4 (Miller et al., 2007).

1.8 Justificativa

Diante dos fatos apresentados, torna-se relevante investigar a participagéo do
estresse de reticulo na génese da resisténcia a insulina, com foco na regulacdo da
expressdo de Slc2a4/GLUT4, uma vez que este transportador € etapa chave final
para a disponibilizacdo de glicose a célula muscular. Assim, investigar a
contribuicdo das vias PERK/EIF2a e IRE1/XBP-1/TRAF2 na ativacdo do NF-kB e
também de outros fatores transcricionais que atuam sobre a expressdo do
Slc2a4/GLUT4 seria uma ferramenta de grande utilidade clinica, uma vez que,
conhecendo 0os mecanismos moleculares que envolvem a expressdo da proteina
transportadora de glicose podemos planejar o desenvolvimento de novas medidas
terapéuticas para as doencas metabodlicas como o diabetes tipo 2 e obesidade.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral:

O presente trabalho teve em vista a investigacdo da ativacdo de vias de
estresse de RE, e a possivel ativacdo de fatores transcricionais reguladores da
expressao de Slc2a4, em resposta ao tratamento de células musculares L6 com

acido palmitico.

Estratégias experimentais:

Investigar em células L6 tratadas com acido palmitico:

» O conteudo proteico de GLUT4 e a expressao do gene Slc2a4;

e O conteudo do mRNA do NF-kB e sua atividade de ligacdo na regido
promotora do gene Slc2a4;

* O conteudo proteico das subunidades p50 e p65 de NF-kB no nucleo e
citoplasma celular.

* A ativacao das vias PERK/EIF2a e IRE1a/TRAF2,;

e A expressao de C/EBPa e de SREBP1,

» O grau de ativacao/fosforilagcdo da proteina cinase IKKa/p;

» OQutras possiveis vias envolvidas na redugdo da proteina transportadora de
glicose GLUT4 e relacionadas a resisténcia a insulina palmitato-mediada.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagem Celular

Foram utilizadas células musculares da linhagem L6, provenientes do banco

mundial de células ATCC (American Type Culture Collection).

Fig. 3 — Imagem obtida por microscopio invertido dos mioblastos em (A) e da

confluéncia desejada dos miotubos em (B) apés 6 dias de diferenciacéo

A) B)

3.2 Propagacao e diferenciacao das células

Aliquotas de células foram descongeladas e cultivadas em garrafas de 25 cm?
utilizando-se o meio de propagacdo Dulbecco MEM (DMEM) (25 mM de glicose,
Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, BR) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) (Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, BR), 1% de
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (Mitsumoto; Klip,
1992). Permaneceram em incubadora Nuaire a 5% de CO,, 37 °C até atingirem
confluéncia de cerca de 70%. Neste ponto, 0 meio de propagacao foi substituido por
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meio de diferenciacdo contendo, DMEM (25 mM de glicose) suplementado com 2%
de SFB e 1% de antibiético (penicilina/ estreptomicina).

ApoOs seis dias de diferenciacdo (Yonemitsu et al., 2001) as células foram
restringidas de soro usando DMEM (5,5 mM de glicose) suplementado com 1% de
albumina bovina sérica (BSA) e de antibiotico (Karaskov et al., 2006; Hommelberg et
al., 2009) por 12 horas. Posteriormente, os tratamentos com palmitato foram

iniciados (Figura 4).

3.3 Tratamentos

O palmitato (Sigma-Aldrich, P5585, St. Louis, MO, USA) foi dissolvido em
etanol numa solucao estoque de 150 mM antes da adicdo ao meio. Dessa solucéo
estoque foi pipetado 25 uL em cada garrafa contendo 5 mL de meio DMEM (5,5 mM
de glicose) suplementado com 1% de BSA, de forma que a concentracdo final de
palmitato foi de 0,75 mM. Os tempos de incubacédo seguiram conforme o esquema

apresentado abaixo:

Fig. 4 — Esquema das incubagdes realizadas com o palmitato ao longo de 12 horas.

Caomeco das incubacdes . . Extracao
¢ ¢ *Troca dc mceio ¢

| |

| | | Z ' | | | |
12 11 10 S 8 7 6 5 4 3 2 1 0

CTL

12h

. . . . . . 6h

2h

f I

BSA + ctanol BSA + palmitato
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As amostras controle (CTL), também foram incubadas na presenca do veiculo
etanol na concentracdo de 0,5% e experimentos prévios demonstraram que essa

dose ndo é toxica para as células (Haber et al., 2003; Lambertucci et al., 2008).

3.4 Avaliacdo da viabilidade celular pela técnicad o MTT

A citotoxicidade foi avaliada através do método que se baseia na medida da
atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, a qual quando ativa, é capaz de
metabolizar o reagente MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) em um composto colorido denominado formazan (Mosmann, 1983).

Neste ensaio, 0 MTT € acumulado pelas células por endocitose e a reducgao
do anel tetrazolico deste sal resulta na formacao de cristais de formazan de cor azul
purpura que se acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais, sendo
depois transportados para fora das células por exocitose. Sendo a endocitose um
mecanismo fundamental das células vivas, o ensaio do MTT tem sido usado
frequentemente como ensaio de viabilidade celular.

Para o ensaio de viabilidade as células L6 foram cultivadas em placas de 12
pocos e o0s tratamentos com palmitato foram realizados conforme descrito
anteriormente. Na sequéncia, o meio de tratamento foi removido e substituido por
meio sem soro e sem anti-biotico acrescido de 10% de solugdo de MTT (5 mg/ml)
em PBS, durante 4 horas, a 37 °C e na auséncia de luz. Apos esta incubacéo, os
cristais de formazan, resultantes da reducdo do MTT, foram dissolvidos numa
solucdo de HCL 0,04 N em isopropanol e para isso as placas ficaram em agitacéo
vigorosa em shaker durante 15 minutos ao abrigo da luz. Por fim a absorbancia foi
medida em espectrofotometro (uQuant — Biotek Instruments) a um comprimento de
onda de 570 nm, com um filtro de referéncia de 690 nm. Os valores da viabilidade
celular foram expressos em porcentagem relativamente a absorbancia determinada

nas células sem tratamento.
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3.5 Preparacdo das amostras para a quantificacédo da proteina de membrana
GLUT4 por Western Blotting

Para a quantificacdo da proteina GLUT4 as células L6 foram extraidas das
placas de 25 cm? com tampdo de homogeneizacdo TRIS 10 mM; EDTA 1 mM,
sacarose 250 mM, pH 7,4, para obtencao de um conjunto de membranas totais (MT),
qgue envolve, resumidamente, uma centrifugacdo a 2350 rpm durante 10 minutos, 4
°C. O sobrenadante foi guardado e o precipitado ressuspenso em mesmo tampéo
(1/3 do volume inicial) e submetido novamente a centrifugacdo (2350 rpm) por 10
minutos, a 4 °C. Os dois sobrenadantes foram somados e entdo submetidos & uma
ultra-centrifugacdo a 41000 rpm durante 75 minutos, a 4 °C. O sedimento
correspondendo a fracdo de membranas totais (MT) foi ressuspenso com 0 mesmo

tampado de homogeneizacgéo e estocado a —20 °C até a utilizacéo.

3.6 Preparacédo das amostras para a quantificacdo de  proteinas citosdlicas e/ou

fosforiladas por Western Blotting

Para a extragdo de proteinas citosolicas as células L6 foram removidas das
placas com PBS 1X (NaCl 0,8%, Na;HPO412H,0] 0,115%, KCI 0,02%, KH,PO,
0,02%) e submetidas a uma centrifugacdo de 1500 g. Em seguida, o pellet foi
ressuspenso em de tampéao de extracdo SDS 1%, Tris (pH 7,4) 100 mM, pirofosfato
de sodio 100 mM, fluoreto de sd6dio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sodio
100 mM e as amostras foram sonicadas, submetidas a uma banho de 96 °C por 10
minutos e na centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos. Apés a centrifugacao, parte
do sobrenadante das amostras foi utilizado para determinac¢éo do conteudo protéico
pelo método de Bradford e outra parte foi solubilizada em tampao Laemmli para a
Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

3.7 Método Bradford para dosagem de proteina

A concentracdo de proteinas totais na amostra foi determinada pelo emprego
de reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate - Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A ligacéo a proteina ocorre quando absor¢ao

méaxima da solucdo acida Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 para 595 nm.
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Foram pipetados 6 pL de amostra e 294 pL de solucdo de Bradford nas
placas e a leitura foi feita por espectrofotbmetro (595 nm), utilizando-se uma curva
de calibracéo de albumina bovina sérica (BSA) de 0,05 a 1,0 mg/ mL.

3.8 Ensaio de Western Blotting

Conhecidas as concentracfes protéicas das diferentes amostras de tecido,
estas foram submetidas ao método de “Western Blotting”. O método envolve os

seguintes passos:

3.8.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PA  GE)

Amostras de fracdes de membrana (30 pg de proteina / lane) foram
solubilizadas em tampao de Laemmli (glicerol 15%, Tris 0,05 M, Bromophenol Blue
0,05%, SDS 9%, 2-Mercaptoetanol 6%) e, entdo, submetidas a fervura durante 5
minutos. ApOs fervura as amostras foram resfriadas e aplicadas no sistema de
corrida (gel). Para a proteina GLUT4 (55 kDa), TRAF2 (50 kDa), XBP-1 (56 kDa),
NFkB p50 e NFkB p65 foi utilizado gel de poliacrilamida com malha de 10%T e
2,7%C, para p-PERK (125 kDa), PERK (125 kDa) e IRE1la (120 kDa) gel de 6,5%T e
2,7%C, para GADD153 (31 kDa), p-elF2a (36 kDa) e elF2a (36 kDa) gel com
malha de 12%T e 2,7%C, para p-IKKa/f (85-87 kDa), GRP78 (78 kDa) e GADD34
(73 kDa) gel com malha de 8%T e 2,7%C.

A eletroforese vertical foi iniciada sob voltagem constante em 40 mV até que
ocorresse 0 empacotamento das amostras, 0 que podia ser observado na transicéo
dos dois géis (aproximadamente 1 hora e 30 minutos). Posteriormente, foi aplicada
uma corrente constante de 40 mA para a corrida no gel de separacao
(aproximadamente 4 horas e 30 minutos), utilizando-se como tampé&o de corrida Tris
25 mM, Glicina 190 mM, SDS 0,1%, EDTA 2 mM, pH 8,3. Juntamente com as
amostras sempre foi colocado um padrdo de proteinas de conhecidos pesos
moleculares (marcadores), o que facilitava a localizacao da proteina desejada para o
estudo.
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3.8.2 Transferéncia eletroforética

ApOs a separacdo das fracdes protéicas em gel de poliacrilamida, foi
realizada a transferéncia eletroforética para uma membrana de nitrocelulose
Hybond-C Super (GE healthcare, AMERSHAM Biosciences, UK).

A transferéncia das proteinas GLUT4, elF2a, TRAF2, GADD153, XBP-1,
NF-kB p50 e 65 foi realizada sob corrente constate de 40 mA, em temperatura de 4
°C por 16 horas, utilizando-se como tampé&o de transferéncia Tris 12,5 mM, Glicina
95 mM, metanol 20%, pH 8,3. Para p-PERK, IREla, GADD34, IKKa/f e GRP78 a
transferéncia foi feita em corrente de 250 mA, a 4 °C por 1 hora. A qualidade da
transferéncia foi verificada corando-se o gel pds-transferéncia com azul brilhante de

Comassie.

3.8.3 Imunodeteccao (Immunoblotting) - ECL (Enha nced Chemiluminescence)

ApoOs a transferéncia eletroforética, iniciou-se 0 processo de imunodeteccao.
Primeiramente, realizou-se um bloqueio inespecifico com leite durante 12 horas a
4°C e, em seguida, as membranas foram incubadas com os anticorpos a seguir
descritos:

« GLUT4 (anticorpo comercial de coelho — Millipore — cat#07-1404) com

diluicdo de 1:3000 em PBS 1X + BSA 8%), durante 12 h a 4 °C.

* Phospho-PERK (Thr 981) (anticorpo comercial de coelho policlonal e
fosforilado em tirosina — Santa Cruz Biotechnology, Incorporation — sc-
32577) com diluicdo de 1:1000 em TBS 1X + BSA 3%), durante 12 h a 4
°C.

* PERK (H-300) (anticorpo comercial de coelho policlonal — Santa Cruz
Biotechnology, Incorporation — sc13073) com diluicdo de 1:1000 em TBS
1X + BSA 3%), durante 12 ha 4 °C.

* Phospho-elF2a (Ser 51) (anticorpo comercial de coelho policlonal e
fosforilado em serina 51 — Abcam — ab 32157) com diluicdo de 1:2000 em
TBS 1X + BSA 3%), durante 12 ha 4 °C.
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e elF2a (FL-315) (anticorpo comercial de coelho policlonal — Santa Cruz
Biotechnology, Incorporation — sc11386) com diluicdo de 1:500 em TBS 1X,
durante 12 ha 4 °C.

 [IREla (H-190) (anticorpo comercial de coelho polyclonal - Santa Cruz
Biotechnology, Incorporation — SC-20790) com diluicdo de 1:1000 em TBS
1X + BSA 3%), durante 12 ha 4 °C.

« GADD34 (C-19) (anticorpo comercial de coelho polyclonal - Santa Cruz
Biotechnology, Incorporation — sc-825) com diluicdo de 1:1000 em TBS 1X
+ BSA 3%), durante 12 ha 4 °C.

« GADD 153 (F-168) - (anticorpo comercial de coelho polyclonal - Santa Cruz
Biotechnology, Incorporation — sc-575) com diluicdo de 1:500 em TBS 1X,
durante 12 ha 4 °C.

« TRAF2 (C-20) (anticorpo comercial de coelho policlonal — Santa Cruz
Biotechnology, Incorporation — sc-876) com diluicdo de 1:1000 em TBS 1X
+ BSA 3%), durante 12 ha 4 °C.

* Phospho-IKKa/B (Ser 180/181) (anticorpo comercial de coelho policlonal —
Cell Signaling Technology - #2681) com diluicdo de 1:500 em TBS 1X +
BSA 5%), durante 12 h a4 °C.

* XBP-1 (anticorpo comercial de coelho policlonal — Abcam — ab37152) com
diluicdo de 1:1000 em TBS 1X + BSA 3%), durante 12 h a 4 °C.

* NFkB p50 (C-19) (anticorpo comercial de cabra policlonal — Santa Cruz
Biotechnology, Incorporation — sc-1190) com diluicdo de 1:500 em TBS 1X
+ BSA 1%), durante 12 ha 4 °C.

* NFkB p65 (anticorpo comercial de coelho policlonal — Abcam — ab7970)
com diluicdo de 1:500 em TBS 1X + BSA 1%), durante 12 h a 4 °C.

« GRP78 BIiP (anticorpo comercial de coelho monoclonal — Abcam -
ab108615) com diluicdo de 1:500 em TBS 1X + BSA 3%), durante 12 h a 4
°C.

Posteriormente as membranas receberam uma série de lavagens com 10 ml
de solugdo de lavagem (TBS 1X + 0,05% Tween 20). Em seguida, foi feita uma
incubacdo com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho (GE Healthcare, USA),

marcado com peroxidase (HRP), diluido 1:10000, em solucdo bloqueadora (1% de
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leite em pé em TBS-Tween 0,05%) durante 1 hora. A membrana foi lavada
vigorosamente com solugdo de lavagem e colocada em contato com solugcédo de
deteccdo (H,O destilada + Luminol + Ac. P-Cumarico + Tris 1M [pH 8,5] + Peroxido
de Hidrogénio) por 1 minuto.

Por fim, a membrana foi exposta a Hyperfilm® (Amersham, Buckinghamshire,
Reino Unido) por periodos de 1,5 a 3 minutos para detec¢do das bandas resultantes.
Apos este periodo o filme foi revelado com solugcdo reveladora e reforcadora
(KODAK), sendo evidenciados os “blots” correspondentes a proteina transportadora
GLUTA4.

3.8.4 Expressao dos resultados

O Filme foi escaneado e as imagens foram analisadas por densitometria
utilizando-se o software Image MasterlD® (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, Reino Unido).

A intensidade dos “blots” e os resultados em cada membrana foram
normalizados considerando-se 100% o valor obtido pelo controle (CTL).

Os resultados obtidos a partir desta analise densitométrica foram entao
expressos em unidades arbitrarias por micrograma de proteina (UA/ug), calculado a
partir da divisdo entre area estimada do blot (calculo do numero de pixels da
imagem) pela quantidade de proteina aplicada na eletroforese.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e
analisados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA com pés-teste de
Bonferroni quando apropriado). Em todos os resultados foram adotados 5% como

limite de significancia estatistica (p < 0,05).
3.9 Ensaio de RT-gPCR
3.9.1 Extracdo de RNA total
Amostras de células musculares L6 cultivadas em garrafas de 25 cm? foram

inicialmente lavadas com PBS, para retirar o excesso de meio de cultura e,

posteriormente, destinadas a extracdo de RNA total, com reagente Trizol[
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(Invitrogen Life Technologies, USA), conforme instruc6es do fabricante. Apds esta
etapa, a concentragdo de RNA total das amostras e o grau de pureza destas,
determinado pela razdo Azsonm/A2sonm, fOi avaliado por espectrofotometria (Gene
Quant Il, Pharmacia Biotech, UK). A integridade do RNA extraido foi avaliada pela
visualizacdo das bandas 28 e 18 S, sob luz ultravioleta apos corrida em gel de

agarose (1%).
3.9.2 Transcri¢ao reversa

Apés etapa sobredita foi realizada a reacdo de transcricdo reversa para a
sintese de cDNA. Brevemente, foi adicionado a 1 pg de RNA total: 1 uL de ImProm-
II™ Reverse Transcriptase (Promega, USA), 1 pL primers Oligo dT (0,5 pg) (Life
Technologies, USA), 1 pL nucleotideos dNTP mix (0,5 mM) (Invitrogen Life
Technologies, USA), 2,4 uL MgCl, (3 mM) (Promega, USA), 4 uL de Improm-I1 5X™
reaction buffer (1X) (Promega, USA) e agua deionizada 0,01%, para volume final de

20 pL. Os cDNAs foram armazenados a -20°C.
3.9.3 PCR em tempo real

Apés transcricdo reversa 0s cDNAs sintetizados foram utilizados a
realizacdo da PCR em tempo real.

Para tanto foi usado o sistema TagMan Two Step RT-PCR (Applied
Biosystems, CA, USA) com Inventoried TagMan gene expression assays para
analise do mRNA do gene Slc2a4, Srebfl, Cebpa (Tabela 1). Diferentemente a
verificacdo da expressdo de Rela (NF-kB), (Tabela 2) foi realizada com Platinum"
SYBR"” Green qPCR SuperMix UDG (Invitrogen Life Technologies, USA), cujos
iniciadores foram selecionados de acordo com sequencias disponiveis no Banco
de genes (GenBank) do National |Institute of Health (NIH)

(www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Tabela 1. Iniciadores para PCR em tempo real - sistema de amplificacdo TagMan
Two Step RT-PCR

GENES INICIADORES FRAGMENTO
Slc2a4 Sense 5" GGCTGTGCCATCTTGATGAC 3 75 bp
Anti-sense 5'CACGATGGACACATAACTCATGGATZ
Sonda FAM AACCCGCTCCAGCAGC MGB3’
87 pb
Gapdh Sequéncia nao fornecida pela Applied

Biosystems (cédigo Rn99999916_s1)

Srebfl Sequéncia ndo fornecida pela Applied 79 pb
Biosystems (codigo Rn01495769 m1)

Cebpa Sequéncia néo fornecida pela Applied 79pb
Biosystems (codigo Rn00560963_s1)

Tabela 2. Iniciadores para PCR em tempo real - sistema de amplificacéo Platinum"

SYBR" Green

GENES INICIADORES FRAGMENTO
Rela(NFkB) Sense 5" CCATGGACGATCTGTTTCC3Z 116 bp
Anti-sense 5" CGCACTTGTAACGGAAACGT
Gapdh Sense 5'GAACATCATCCCTGCATCC 3 97bp
Anti-sense 5'CCTGCTTCACCACCTTCTT3

A quantidade de cDNA para cada gene foi otimizada a partir de curva-
padrao que permite avaliar a linearidade e a eficiéncia da amplificacdo. Para
essa finalidade, foram utilizadas as diluicbes (1:2, 1:4, 1:8 e 1:16) de cDNA de
amostras usadas apenas para teste nos ensaios de PCR em tempo real. As
diluicbes de cDNA e os respectivos valores de Ct foram colocados em gréafico que
permite verificar a relacéo entre essas duas variaveis (Ct x log da diluicdo de cDNA).

O ajuste na concentracao dos primers utilizados nas reacdes, também foi realizado.
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A eficiéncia da reacao foi calculada de acordo com a inclinacdo da curva
gerada pela seguinte formula: E = 10Y® -1 x 100, onde a é a inclinacdo da curva
(Pfaffl, 2001). Segundo Livak e Schmittgen, 2001, para um ensaio de PCR em
tempo real ter alta eficiéncia (90% a 110%), a inclinacédo (slope) da curva-
padrao deve ser proximo de -3,3. Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados de

inclinacdes (slopes) das curvas e as respectivas eficiéncias dos ensaios.

Tabela 3. Valores de inclinagéo da curva e eficiéncia das RT-PCR em tempo real.

GENE INCLINACAO EFICIENCIA
DA CURVA

Slc2a4 (TagMan) - 3,18 103 %
Gapdh (TagMan) - 3,43 96 %
Cepba (TagMan) -3,72 85%
Srebfl (TagMan) -3,95 82%
Rela (SYBR" Green) -3,28 101%
Gapdh (SYBR" Green) -3,22 103%

Brevemente, o programa da PCR em tempo real foi constituido:

Para SYBR" Green: (1) um ciclo 2 minutos a 50°C (ativacdo de UDG); (2) um
ciclo de 2 minutos a 95°C (inativacdo de UDG); (3) 30 ciclos de 20 segundos a 95°C
(desnaturacéo), 60 segundos a 60°C (hibridizacdo) e 15 segundos a 72°C
(extenséo).

Para TagMan® Probes: (1) um ciclo 2 minutos a 50°C (ativacdo de UNG); (2)
um ciclo de 10 minutos a 95°C (inativacdo de UNG); (3) 40 ciclos de 15 segundos a
95°C (desnaturagao) e 1 minuto a 60°C (hibridizacdo e extensao).

Os sinais de fluorescéncia emitidos pelos fluoroforos foram detectados pelo
equipamento Step One Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e os dados

foram analisados pelo proprio software do equipamento. A partir do sinal de
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fluorescéncia detectado, fase exponencial de amplificacdo, foi gerado um valor
numerico que é denominado ciclo threshold (C;) (WONG & MEDRANO, 2005).
Para cada amostra de cDNA, o Ct de cada gene alvo é registrado e comparado
com o Ct do controle endégeno Gapdh (glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase).

Os valores de Ct obtidos nesses ensaios foram utilizados para calcular a
expressao relativa de mRNA de cada gene alvo em relacédo a do controle enddgeno.

Essa relacéo é denominada Delta Ct (ACt):

IACt = (Ct gene alvo — Ct controle endéqeno)|

Com objetivo de avaliar a variacdo de expressao entre os grupos foi utilizado
o parametro Delta Delta Ct (AACt) que é calculado utilizando o Delta Ct da média

dos controles, usando a seguinte formula:

IAACt = (ACt amostra — ACt controle)|

Os dados de AACt foram transformados em escala logaritmica (224

) para
comparar dados entre 0s grupos. A expressado é interpretada pelo aumento ou

diminuicdo apos o tratamento.

A andlise estatistica foi feita por meio da analise de variancia ANOVA one-
way, utilizando-se Student-Newman-Keuls como pés-teste. Valores de P menores

que 0,05 foram considerados significativos.

3.10 Ensaio de mobilidade eletroforética (Gel shift -EMSA)

3.10.1 Extracdo de proteinas nucleares

A extracdo de proteinas nucleares foi realizada baseada em Kawamoto et al.
(2008), e Sinh& et al. (2004). Todavia, pequenas modificagbes foram realizadas.
Brevemente, amostras de células foram homogeneizadas em 1 mL PBS gelado
(0,8% (140 mM) NaCl; 0,115% (8 mM) Na,HPO,.(12H,0); 0,02% (3 mM) KCI; 0,02%



2,5 mM) KH,PO4 pH 7,2), com inibidores de proteases (aprotinina (15
png/mL)/leupeptina (4 pug/mL)), seguindo-se de uma centrifugacédo a 2.000 x g, 10
minutos, 4°C. O sobrenadante foi descartado e a etapa supracitada foi repetida.
Posteriormente, o “pellet” foi ressuspenso em 400 pL de tampao de lise gelado
(10mM HEPES-KOH pH: 7,9, 1,5mM MgCl, 10mM KC, 0,5mM PMSF, 0,5mM DTT,
0,1mM EDTA, com inibidores de proteases (aprotinina (15 pg/mL)/leupeptina (5
png/mL)), homogeneizado, mantido em repouso no gelo por 15 minutos e adicionado
de 2,5% NONIDET-40 a 10%. A seguir as amostras foram centrifugadas a 11.000 x
g por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet resultante ressuspenso
em 60 pL de tampé&o de extracdo gelado (20mM HEPES pH: 7,9, 25% Glicerol,
300mM NacCl, 1,5mM MgCl,, 0,25mM EDTA, 0,5mM DTT e 0,5mM PMSF e
inibidores de proteases (aprotinina (12 pg/mL)/leupeptina (4 pg/mL)), seguindo-se
incubacédo no gelo por 20 minutos e centrifugacédo a 11.000 x g, 20 minutos, 4°C. O
sobrenadante, contendo as proteinas nucleares, foi aliquotado e armazenado a -
70° C. A concentragdo de proteinas das amostras foi determinada pelo método de
Bradford utilizando o reagente Bio-Rad protein Assay (Bio-Rad Laboratories, CA)

como descrito anteriormente no item 4.6.

3.10.2 Marcacédo da sonda

De acordo com Lima et al. (2009), e Silva et al. (2005), oligonucleotideos
pareados (Tabela 4) foram marcados com (y*?P) ATP (PerkinElmer Life and
Analytical Sciences, USA), na presenca da enzima T4 poliquinase (Invitrogen Life
Technologies, USA), e incubados a 37° C por 1 h 30 minutos. Posteriormente, foram
acrescidos de agua MiliQ autoclavada e purificados em coluna Sephadex. Uma
aliquota do produto (1 pl) foi utilizada para contagem em contador 3 (PerkinElmer
Life and Analytical Sciences, USA)
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Tabela 4. Iniciadores utilizados para EMSA.

OLIGO SEQUENCIA ESPECIE REFERENCIA
NF-kB (-134) 5’ GGGTGGGGGCGTGGCCTTTTGGS Rato Furuya et al.
(2008)

3.10.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida ndo de  snaturante

De acordo Lima et al. (2009) e Silva et al. (2005) aliguotas contendo 5 pg de
proteinas nucleares, foram preparadas e mantidas em temperatura ambiente por 20
minutos (para permitir a ligagdo das proteinas nucleares as sondas). Em seguida as
amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida de 4% e submetidas a
eletroforese em tamp&do TBE 0,5X (44,5 mM TRIS, 44,5mM Acido bérico e 1mM
EDTA). Foi utilizada corrente de 100 V a 4°C por 2 horas.

Ao final da eletroforese o gel foi transferido cuidadosamente para uma folha
de papel Whatman (Whatman, BR), seco a vacuo por 60 minutos, a 70°C e exposto
a um filme IBF RX-A (IBF Industria de filmes brasileiros, BR) em cassete a —70°C
por 2 dias.

A atividade de ligacao foi calculada utilizando os resultados numéricos obtidos
com a realizacdo da densitometria dos “blots” de NF-kB. O grupo controle foi
considerado como 100%.

A andlise estatistica foi feita por meio da analise de variancia ANOVA one-
way, utilizando-se Bonferroni como pos-teste. Valores de P menores que 0,05 foram

considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacédo da viabilidade celular por MTT

Para avaliar os possiveis efeitos citotdéxicos do palmitato e do etanol usados
nos meios de incubacdo, os ensaios de viabilidade celular pela técnica do MTT
foram realizados. O ensaio colorimétrico foi realizado em pocos cujas células nao
foram submetidas a nenhum tratamento (apenas com meio de cultura), pogos cujo
meio de cultura havia 0,5% etanol e pocos cujas células foram incubadas com
0,75mM de palmitato nos periodo de 2, 6 e 12 horas. Pela analise dos dados,
verificou-se que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos analisados e que
as placas tratadas com palmitato apresentaram 92% de viabilidade celular.

Figura 5 — Analise da viabilidade celular em células tratadas e nao tratadas com o
palmitato e etanol.
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(Sem tratamento: 99,99+2,71, Controle Etanol: 98,43+2,88, 2H: 92,85+2,05, 6H:
92,95+1,94, 12H: 92,43+2,02). Resultados expressos em unidades arbitrarias (UA),
apresentados como média e erro padrdao da média (EPM), n=12 a 20 amostras
diferentes (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como pos-teste).
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4.2 Quantificacdo da proteina GLUTA4.

Os resultados obtidos com a dose de 0,75mM mostraram uma significante
reducdo do conteudo proteico de GLUT4 desde a segunda hora de tratamento com

palmitato.

Figura 6 — Conteudo de proteina GLUT4 na fracdo de membrana total (MT)

ao longo de 24 horas de tratamento com 0,75mM de palmitato.
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(CTL: 99.99+3,39, 2H: 66.37+7.20**, 6H: 67,73 + 6,52*, 12H: 58.8815.56**).
Resultados expressos em unidades arbitrarias por micrograma de proteina (UA/ug),
apresentados como média e erro padrdao da média (EPM), n=6 a 10 amostras,
sendo **P<0,001 vs. CTL (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como pos-

teste).
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4.3 Expressao do gene Slc2a4.

Pela andlise do RNAmM do Slic2a4 o tratamento com palmitato reduziu a

expressdo do gene em todos os periodos estudados.

Figura 7 - Conteado de RNAm do gene Slc2a4 normalizado por glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (Gapdh).
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(CTL: 1,00+0,04; 2H: 0,86+0,03*; 6H: 0,78+0,02**; 12H: 0,84+0,05*). Resultados
obtidos pelo ensaio de PCR em tempo real, expressos em Slc2a4/Gapdh (224,
apresentados como média e erro padrdao da média (EPM), n=5 a 8 amostras, sendo
*P<0,05, **P<0,05 vs. controle (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como

pos-teste).
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4.4 Estimulagdo transitoria da chaperona GRP78 (BiP ) pelo tratamento com
palmitato.

A principal chaperona do RE é a GRP78 (BiP) e muitos trabalhos consideram
esta proteina como um importante marcador de estresse. Pelo tratamento com
palmitato, observa-se que GRP78 apresentou aumento transitério no periodo de 2

horas de incubacdo com o acido graxo.

Figura 8 — Contetudo de GRP78 (BiP) ao longo de 12 horas de tratamento com
0,75mM de Palmitato

GRP78
78 kDa

e

B-Actina

PR QS
43 kDa

180+

=
N
?
_|

#&

(e}
o
1

GRP78-BiP (UA/ug)

0 .
CTL 2H 6H 12H

(CTL: 100,0045,58, 2H: 128,23+7,76*, 6H: 117,63+6,26, 12H: 89,16+10,19%%).
Resultados expressos em UA/ug, ja corrigidos pela proteina constitutiva B-Actina,
apresentados como média e EPM, n= 7 a 8, sendo *P<0,05 vs. CTL, *P<0,05 vs.

2H, P<0,05 vs. 6H (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como pds-teste)
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4.5 A via PERK/EIF2 a ndo esta relacionada com a diminuicdo traducional de
GLUT4

A resposta mais imediata ao estresse de RE, no geral, € a diminuicao
traducional sinalizada pela proteina cinase PERK que fosforila o fator de iniciacao
EIF2a. Como pode ser verificado na figura 9, a proteina PERK em seu estado
fosforilado (p-PERK), apresentou aumento significativo somente no periodo de duas

horas de tratamento com Palmitato.

Figura 9 — Conteldo de PERK fosforilada ao longo de 12 horas de

tratamento com 0,75mM de Palmitato.
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(CTL: 94,8748,59, 2H: 200,75+23,08**, 6H: 134,41+20,55", 12H: 130,67+19,87").
Resultados expressos em UA/ug, ja corrigidos pela proteina constitutiva B-Actina,
apresentados como média e EPM, n= 8 a 12, sendo, *P<0,001 vs. CTL, *P<0,05

vs. 2H (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como pés-teste)
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Ensaios para a quantificacdo do conteudo total de PERK foram realizados.
Como pode ser visto na figura 10, também houve aumento do conteudo total de
PERK na segunda hora de tratamento com palmitato, justificando seu aumento de

fosforilacdo no mesmo periodo analisado.

Figura 10 — Conteudo total da proteina PERK ao longo de 12 horas de tratamento

com 0,75mM de Palmitato.
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(CTL: 97,47+12,34, 2H: 182,41+15,59**, 6H: 127,76+16,19", 12H: 137,31+£17,73).
Resultados expressos em UA/ug, ja corrigidos pela proteina constitutiva B-Actina,
apresentados como média e EPM, n= 6 a 7 amostras, sendo **P<0,01 vs. CTL,

*P<0,05 vs. 2H (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como pds-teste).
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J& os resultados obtidos com o fator de iniciagdo EIF2a fosforilado (p-EIF2a)

mostraram reduc&o importante pelo tratamento com &cido graxo.

Figura 11 — Conteudo de EIF2a fosforilado ao longo de 12 horas de

tratamento com 0,75mM de Palmitato.
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(CTL: 100,0044,22, 2H: 59,7546,27**, 6H: 60,11+7,25** 12H: 66,78+10,70**).
Resultados expressos em UA/ug, ja corrigidos pela proteina constitutiva B-Actina,
apresentados como média e erro padrdo da média (EPM), n= 7 a 8 amostras, sendo

**P<0,01 vs. CTL (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como pdés-teste).
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Ensaios para a quantificacdo do conteudo total de EIF2a foram realizados e
0s resultados mostraram que houve aumento significativo desta proteina

contrariando os achados da mesma em seu estado fosforilado.

Figura 12 — Conteudo total do fator de iniciacdo EIF2a ao longo de 12 horas de

tratamento com 0,75mM de Palmitato.
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(CTL: 100,24%4,45, 2H: 135,65+9,77**, 6H. 125,22+8,12* 12H: 139,97+10,58**).
Resultados expressos em UA/ug, ja corrigidos pela proteina constitutiva B-Actina,
apresentados como média e EPM, n= 10 a 11 amostras, sendo *P<0,05, **P<0,01

vs. CTL (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como pos-teste).
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Devido a discrepancia entre contetdo total e grau de fosforilagdo do fator de
iniciacdo e EIF2a, foram realizados ensaios com a proteina GADD34 (growth arrest
and DNA damage-inducible protein-34), que é uma importante fosfatase que
defosforila o fator de iniciacdo EIF2a e reconstitui a sintese global proteica. Pela
analise desta proteina, verifica-se que a mesma ndo sofreu alteracdo pelo

tratamento com palmitato.

Figura 13 — Conteudo de GADD34 ao longo de 12 horas de tratamento com
0,75mM de Palmitato.
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(CTL: 100,00+4,29, 2H: 109,01+9,79, 6H: 106,45+11,97, 12H: 112,83+13,72).
Resultados expressos em UA/ug, ja corrigidos pela proteina constitutiva B-Actina,
apresentados como meédia e EPM, n= 4-6 amostras (ANOVA one-way e Student-

Newman-Keuls como pos-teste).
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Um dos componentes marcadores de apoptose mediada pelo estresse de
reticulo € o fator C/EBP homologous protein (CHOP), também conhecido como
GADD153 (growth arrest and DNA damage-inducible gene-153), que é induzido
pela via da PERK. Pela analise desta proteina, verifica-se que a mesma apresentou

diminuicao pelo tratamento com palmitato no nucleo celular.

Figura 14 — Contetdo de GADD153/CHOP no nucleo ao longo de 12 horas de
tratamento com 0,75mM de Palmitato.
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(CTL: 102,1548,28, 2H: 36,14+5,04**, 6H: 42,9248,22* 12H: 62,87+6,38*%).
Resultados expressos em UA/ug, ja corrigidos pela proteina constitutiva B-Actina,
apresentados como média e EPM, n=8 a 12, sendo **P<0,01 vs. CTL, *P<0,05 vs.

2H (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como pos-teste).
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4.6 A via IRE1 a/XBP-1/TRAF2 parece nao se relacionar com a ativagd o0 de IKK

e consequente ativagcédo de NF-kB

Os resultados da proteina IRE1a mostraram que houve aumento significativo

pelo tratamento com Palmitato no periodo de 2 horas de incubacéo.

Figura 15 — Conteudo de IREla ao longo de 12 horas de tratamento com 0,75mM

de Palmitato.
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(CTL: 100,0048,33, 2H: 160,00+18,87*, 6H: 133,96+20,12, 12H: 80,18+17,007).
Resultados expressos em UA/ug, apresentados como média e EPM, n=6 a 9, sendo
*P<0,05 vs. CTL, *P<0,05 vs 2H (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como

pos-teste).



57

A IRE1 é uma serina/treonina proteina cinase que ativa o fator de transcrigdo
XBP-1 ( X-box binding protein 1). A forma spliced de XBP-1 controla a regulacao
positiva de genes relacionados ao sistema de degradacdo no RE (ERAD).

Pelos dados obtidos, verifica-se que nao houve diferenca no contetudo

proteico de XBP-1 no nucleo.

Figura 16 — Conteudo nuclear de XBP-1 ao longo de 12 horas de tratamento com

0,75mM de Palmitato.
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(CTL: 99,9945,07, 2H: 110,2046,30, 6H: 92,61+4,47, 12H: 91,2646,01). Resultados
expressos em UA/ug, apresentados como média e EPM, n=9 a 10 (ANOVA one-way

e Student-Newman-Keuls como pos-teste).
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No estresse persistente, IRE1la pode interagir com as proteinas TRAF2 (fator
associado ao receptor de TNF) e a literatura indica que IRE1a forma um complexo
com as IkB cinases por meio de TRAF2, evidenciando a participacdo desta proteina

na ativacédo de NF-kB (Hu et al., 2006).
Pelos resultados obtidos verifica-se que TRAF2 apresenta aumento de 23%

pelo tratamento com o acido graxo no periodo de 2 horas

Figura 17 — Contetudo de TRAF2 ao longo de 12 horas de tratamento com 0,75mM

de Palmitato.
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(CTL: 100,28+4,37, 2H: 123,46+8,92* 6H: 90,91+3,89", 12H: 103,63+7,93%).
Resultados expressos em UA/ug, apresentados como média e EPM, n=5 a 7
amostras, sendo *P<0,05 vs. CTL e *P<0,05 vs. 2H (ANOVA one-way e Student-

Newman-Keuls como poés-teste).
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4.7 Grau de fosforilacdo da proteina IKK  a/f3

A ativacdo de NF-kB tipicamente envolve a fosforilacdo, em residuos de
serina, de IkB pelo complexo IKK, composto por IKKa, IKKB e IKKy (NEMO). Pelos
resultados obtidos com as proteinas p-IKKa/f fosforiladas observa-se que o
palmitato induz uma tendéncia de aumento de 19% no periodo de 2 horas de

incubacédo e de 25% em 12 horas de tratamento.

Figura 18 — Conteudo de pIKKa/p ao longo de 12 horas de tratamento com 0,75mM
de Palmitato.
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(Controle: 100,00+6,02, 2H: 119,58+12,71, 6H: 101,97+10,05, 12H: 125+8,87).
Resultados expressos em UA/ug, apresentados como média e EPM, n=8 a 9
(ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como pos-teste).
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4.8 Expressao do RNAm de Cebpa

O Cebpa € o gene que codifica a proteina C/EBPa, e constitui um importante
regulador positivo do Slc2a4. Pela analise da expressao deste gene, verifica-se que

0 mesmo apresentou aumento nos tempos de 2 e 12 horas de tratamento com o

palmitato.

Figura 19 - Conteudo de RNAmM do fator transicional Cebpa normalizado por

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh).
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(CTL: 1,03+0,06, 2H: 1,38+0,08*% 6H: 0,94+0,07, 12H: 1,39+0,1*%). Resultados
obtidos pelo ensaio de PCR em tempo real, expressos em Delta Delta Ct (2"22°Y). Os
valores s&o média + EPM, n=8-10 amostras, sendo *P<0,05 vs. CTL, ¥P<0,05 vs.6H

(ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como pos-teste).
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4.9 Expressao do RNAmM de Srebfl

Srebfl é o gene que codifica a proteina SREBP-1. Pela analise da expressao
deste gene, verifica-se que o mesmo apresentou reducéo no periodo de 6 horas e
aumento no periodo de 12 horas de tratamento com o palmitato.

Figura 20 - Conteaddo de RNAm do fator transicional Srebfl normalizado por

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh).
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(CTL: 1,0040,02, 2H: 1,00+0,04% 6H: 0,82+0,05*, 12H: 1,15+0,03**"). Resultados
obtidos pelo ensaio de PCR em tempo real, expressos em Delta Delta Ct (2"24°Y). Os
valores sdo média + EPM, n=8-10 amostras, sendo *P<0,05 vs. CTL, *P<0,05 vs

2H, %P<0,05 vs. 6H. (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como pés-teste).
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4.10 Expressao do RNAmM de Rela (NF-kB)

Pela andlise do RNAm de Rela, que codifica a subunidade p65 do NF-kB,
verifica-se aumento significativo da expressado deste fator transcricional nos

periodos de 6 e 12 horas de incubacdo com acido graxo

Figura 21 - Conteudo de RNAm do fator transcricional Rela normalizado por
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh).
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(CTL: 1,02+0,03, 2H: 1,05+0,04, 6H: 1,18+0,3*" 12H: 1,45+0,05**"%). Resultados
obtidos pelo ensaio de PCR em tempo real, expressos em Delta Delta Ct (224<"). Os
valores sdo media + EPM, n=5-10 amostras, sendo *P<0,05, **P<0,01 vs. CTL,
*P<0,05 vs. 2H, P<0,05 vs. 6H. (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como
pos-teste).
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4.11 Conteudo proteico de NFKB p65 no nucleo e cito  plasma das células L6

Como pode ser observado na figura 22 parte A, houve aumento no conteudo
proteico de NF-kB subunidade p65 no citoplasma em 12 horas de incubacdo com
palmitato (CTL: 99,99+10,15, 2H: 89,60+10,49, 6H: 111,64+9,08, 12H:
142,77+17,25*, unidades arbitrarias por micrograma de proteina (UA/ug), n=5-6,
*P<0.05).

Ja no nucleo celular (Figura 22-B) houve aumento significativo em todos os
periodos analisados (CTL: 100,00+6,02, 2H: 130,59+6,96*, 6H: 123,13+3,85*, 12H:
132,10+8,17*, UA/ug, n=5).

4.12 Conteudo proteico de NF-kB p50 no nucleo e cit  oplasma das células L6

Os resultados obtidos por meio dos ensaios com NF-kB p50 no citoplasma
celular (Figura 23-A) mostraram que houve aumento significativo na sexta hora de
incubagcdo com o &cido graxo (CTL: 100,00+10,16, 2H: 116,54+10,81, 6H:
155,85+9,63*" 12H: 138,98+10,40*, resultados expressos em UA/ug, n=7,
*P<0.05).

No nucleo (Figura 23-B) houve aumento também no mesmo periodo de 6
horas (CTL: 100,00+14,40, 2H: 101,67+12,33, 6H: 135,31+12,61*" 12H:
105,55+8,22, UA/ug, n=8).
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Figura 22 — Conteudo proteico de NF-kB p65 ao longo de 12 horas de tratamento

com 0,75mM de Palmitato.
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Em A: grafico de NF-kB p65 no citoplasma celular; em B: valores de NF-kB no
nacleo e em C, soma dos valores do citoplasma e nucleo. Resultados expressos em
UA/ug, apresentados como média + EPM, sendo *P<0,05 vs. CTL, **P<0,01 vs.
CTL, *P<0,05 vs. 2H, *P<0,05 vs. 6H (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls

como pos-teste).
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Figura 23 — Conteudo proteico de NF-kB p50 ao longo de 12 horas de tratamento

com 0,75mM de Palmitato.
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Em A: grafico de NF-kB p50 no citoplasma celular; em B: valores de NF-kB no

nacleo e em C, soma dos valores do citoplasma e nudcleo. Resultados expressos em
UA/ug, apresentados como média + EPM, sendo *P<0,05 vs. CTL, **P<0,01 vs.
CTL, *P<0,05 vs. 2H, #P<0,05 vs. 6H (ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls

como pos-teste).
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4.13 Ensaio de competicao para determinacao da iden tidade das bandas para
NF-kB

Para verificar se o palmitato altera a atividade de ligagdo do fator
transcricional NF-kB a regido promotora do Slic2a4 foi realizado o ensaio de
mobilidade eletroforética (EMSA). Inicialmente para determinar a especificidade das
bandas foi efetuado um ensaio de competicdo. Conforme apresentado na figura 17,
a adicdo de sonda ndo marcada a reagdo (oligonucleotideo especifico para NF-kB
pareado e ndo marcado com (y*’P) ATP) em relacdo a sonda marcada
(oligonucleotideo especifico para NF-kB pareado e marcado com (y32P) ATP) foi
suficiente para deslocar a ligacdo da sonda marcada, e assim determinar a

especificidade de duas bandas, denominadas A e B, para NF-kB.
Figura 24 - Ensaio de mobilidade eletroforética revelando a atividade de ligacdo de

proteinas nucleares, pertencentes a amostras de células musculares L6, ao dominio

de ligagdo do NF-kB na regido promotora do gene Slc2a4.

SQ 5X 10X 20X 50X 100X 150X

Complexo A —» ' -

ComplexoB —»
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Na lane 1 indicada sonda quente (SQ) identificam-se duas bandas, designadas como A e B,
para NF-kB. Nas lanes de 2 a 7, curva de deslocamento da ligacdo com com adicdo de
oligonucleotideo ndo marcado em excesso nas concentracdes de 5X (lane 2), 10X (lane 3),
20X (lane 4), 50X (lane 5), 100X (lane 6) e 150X (lane 7).
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4.14 Palmitato aumenta a atividade de ligacdo do fa tor transcricional NF- kB a
regido promotora do gene Slc2a4

Ao avaliar os resultados da atividade de ligagao do fator transcricional NF-kB
a regido promotora do gene Slc2a4, no complexo A foi observado um aumento de
ligacdo no periodo de 2 horas e 12 horas de tratamento em relagdo ao controle. Na
analise do complexo B, observou-se aumento significativo no periodo de 2 horas e

no periodo de 12 horas de tratamento.

Complexo A (Controle: 101,69+2,91, 2H: 116,72+4,54*, 6H: 91,07+4,64",
12H: 142,61+6,78*" resultados expressos em unidades arbitrarias, n=10
amostras, sendo *P<0,05 vs. CTL, **P<0,01 vs. CTL, *P<0,05 vs. 2H, P<0,05 vs.

6H. ANOVA one-way e Student-Newman-Keuls como pés-teste.

Complexo B (Controle: 100,00+7,85, 2H: 168,26+18,95**, 6H: 120,45+15,21,
12H: 153,47+20,59* resultados expressos em unidades arbitrarias, n=9 a 10
amostras, sendo *P<0,05 e **P<0,01 vs. CTL. ANOVA one-way e Student-Newman-
Keuls como pés-teste.



68

Figura 25 — Analise da atividade de ligacédo de proteinas nucleares provenientes de

amostras de células musculares L6 tratadas com 0,75mM de palmitato.
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Em A, gréficos representando a quantificacao relativa dos complexos proteina/DNA
(bandas a e b). Os valores sdo média + EPM de 9 a 10 diferentes amostras, sendo
*P<0,05 vs. CTL, *P<0,01 vs. CTL, *P<0,05 vs. 2H, *P<0,05 vs. 6H. ANOVA one-
way e Student-Newman-Keuls como pos-teste. Em B, autoradiografia mostrando a
ligacdo de proteinas nucleares ao dominio de ligacdo do NF-kB a regido promotora

do Slc2a4.
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Tabela 5. Sintese do efeito do palmitato sobre as proteinas e genes estudados.

2h 6h 12h
GRP78 1 - -
P-PERK 1 - -
P-EIF2a ! ! !
GADD34 - - -
GADD153 ! ! !
IREla 1 - -
XBP-1 - - -
TRAF2 1 - ]
MRNA Cebpa 1 - 1
MRNA Srebfl - ! 1
Tabela 6. Regulagéo da expressao do Slc2a4 e da via/atividade do NF-kB
2 horas 6 horas 12 horas

GLUT4
mMRNA Slc2a4

p-IKK a/f3

MRNA Rela
p65 total
p65 nuclear
p50 total
p50 nuclear

Ligacdo dominio kB do Slc2a4
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Elevacdo crbnica na concentracdo plasmatica de acidos graxos livres (AGLS)
€ comumente associada a uma prejudicada captacdo de glicose mediada por
insulina, e esta relacionada com obesidade e diabetes do tipo 2 (DM2) (Armoni et
al., 2005).

A lipotoxicidade pode prejudicar a sinalizacdo insulinica através de
numerosos mecanismos incluindo o estresse de reticulo endoplasmatico (RE),
estresse oxidativo e mudancas na transdugdo dos sinais e/ou segundos
mensageiros, tais como a proteina cinase C (PKC) ou fosforilagdo em serina do
substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1). Recentemente o estresse de RE tem
estado em destaque ndo somente por seu papel na inducdo de resisténcia a
insulina, mas também por causa de seu envolvimento na apoptose de células B
pancreaticas, uma caracteristica do diabetes do tipo 2 (Mayer, 2010; Scheuner et
al., 2008).

Estudos recentes tém descrito que os AGLs induzem um desbalanco entre a
demanda e a capacidade de atuacdo do reticulo endoplasmatico (RE) causando o
estresse de RE. A consequéncia celular deste estresse € chamada de resposta a
proteinas ndo-enoveladas (UPR, unfolded protein response) (Scheuner et al., 2008).

Enquanto as consequéncias do estresse de RE tém sido amplamente
estudadas em tecido adiposo e figado, percebe-se que o estresse de RE no musculo
esquelético, maior sitio de captacao de glicose, ndo tem recebido igual atencéo.

A captacdo de glicose no mauasculo, principal evento relacionado a
homeostasia glicEmica no periodo pés-prandial, € mediada pela proteina GLUT4; e
estd bem documentado na literatura que a resisténcia a insulina associa-se
principalmente a uma marcada reducdo na expressao desta proteina (Corréa-
Giannella; Machado, 2013). Além disso, licbes obtidas a partir de animais
transgénicos, também destacam a importancia da expressao de Slc2a4/GLUT4
como o principal fator determinante da capacidade de transportar glicose. De fato,
camundongos modificados que ndo expressam GLUT4 em musculo desenvolvem
resisténcia a insulina e diabetes (Stembit et al., 1997), enquanto a super-expressao
do GLUT4 em camundongos db/db melhora o diabetes (Brozinick et al., 2001).

Acidos graxos saturados, como o palmitico (C16:0), sdo importante causa de

resisténcia insulinica periférica caracterizada por prejudicada
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captacdo/disponibilidade de glicose no musculo esquelético (Tsuchiya et al., 2010), e
estudos tem demonstrado que o palmitato pode reprimir a expressao do GLUT4
(Jové et al., 2006). Entretanto, os mecanismos envolvidos ainda sdo completamente
desconhecidos. A reducao da expressdo do GLUT4 em células C2C12 tratadas com
palmitato foi sugerida como relacionada a atividade da citocina pré-inflamatoéria IL-6
(Jové et al., 2005), mas os resultados deste estudo, de fato, ndo comprovavam a
participacéo da IL-6.

Nas nossas condicoes experimentais, o palmitato foi capaz de induzir
importante reducdo no contetudo de proteina GLUT4 e de RNAm do Slc2a4, o que
também ja havia sido observado em células da linhagem L6 (Anhé et al., 2012).
Entretanto, no periodo 2 a 12 horas, observou-se que as reducdes de conteddo da
proteina e do RNAmM induzidas pelo palmitato n&o variaram de forma
estequiométrica. Enquanto o RNAm Slc2a4 reduziu no maximo em 20%, a proteina
reduziu em até 50%. Nos diferentes tempos, o efeito repressor do palmitato foi
sempre maior na proteina do que no RNAm, sugerindo que estivessem ocorrendo
tanto regulacdes transcricionais como pés-transcricionais.

Discrepancias entre a regulacdo do RNAmM Sic2a2 e da proteina GLUT4 ja
foram descritas em outras condi¢cdes experimentais (Alves-Wagner et al., 2009),
sempre indicando a ocorréncia de regulagbes pos-transcricionais. Assim, no
presente estudo, surgiu o pressuposto de que o estresse de reticulo induzido pelo
palmitato poderia ser a causa da exacerbacéo da reducdo da expressédo do GLUT4,
e partiu-se para a investigacao das vias de estresse de reticulo.

A proteina GRP78/BiP é uma chaperona do reticulo endoplasmatico ja bem
caracterizada, e que pertence a familia de proteinas HSP70 (heat shock proteins).
Ela é expressa constitutivamente em todas as células e desempenha importante
papel na homeostasia celular, uma vez que sua transcri¢cao € induzida em resposta a
uma série de estimulos que perturbam a funcdo do RE (Kaufman, 2002), sendo por
isto considerada um marcador de estresse de reticulo.

Grande numero de estudos estabelece que o aumento de GRP78 é uma
medida protetora contra o estresse de RE (Gonzalez—Gronow et al., 2009; Lee et al.,
2005;). Por outro lado, j& foi demonstrado também que a expressao reduzida desta
chaperona pode contribuir com o0 quadro de resisténcia a insulina pela inibicdo da
ativacdo de AKT desempenhando papel importante no desenvolvimento do diabetes
do tipo 2 (Yamagishi et al., 2012).
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No presente trabalho, GRP78 apresentou aumento transitorio, somente no
periodo de 2 horas de incubacdo com o acido graxo, sugerindo que talvez nos
outros periodos 0os mecanismos de atenuacdo da traducdo, mecanismos de
degradacéo associada ao RE (ERAD) e/ou apoptose celular estivessem ativados,
pois quando a reparacdo de proteinas mal-enoveladas pelas chaperonas nao
obtém sucesso as proteinas aberrantes sdo encaminhadas para os sistemas de
degradacao, e os sensores de estresse (ATF6, IRE1 e PERK) sdo devidamente
acionados.

GRP78 funciona como uma reguladora da UPR pela inativacdo dos sensores
de estresse em condi¢cdes normais. Quando proteinas mal enoveladas se acumulam
na célula, a interacdo com os sensores de estresse é rompida e ATF6, IRE1 e PERK
ficam livres para realizar suas funcdes (Rao et al.,2004).

Nas células de mamiferos, a primeira reposta ao estresse de RE €, em geral,
a atenuacédo da taxa de traducdo de mRNA, fato mediado pela via de sinalizagao da
proteina PERK, que fosforila o fator de iniciacdo EIF2a em serina 51, e assim causa
inibicdo da sintese de proteinas e consequente reducéo do aporte de proteinas ao
RE (Schrdder et al., 2005).

Embora a fosforilacdo de EIF2a iniba a iniciagdo da tradugcdo de uma forma
geral, paradoxalmente ela é requerida para a traducdo seletiva de alguns mRNAs,
gue assistem na regulacédo de genes envolvidos no metabolismo, no estado redox
da célula e nos mecanismos apoptéticos, como por exemplo, o fator ATF4 (Muaddi
et al, 2010). E proposto que ATF4 promove a sobrevivéncia celular por induzir a
expressao de genes para a biossintese e transporte de aminoacidos, respostas anti-
estresse oxidativo, dobramento e secrec¢éo de proteinas (Back et al., 2009).

Como pode ser observado nos resultados obtidos em resposta ao palmitato, a
proteina PERK apresentou aumento apenas transitorio (periodo de 2 horas) tanto
em seu conteudo total quanto em seu estado fosforilado. Porém, isto foi
acompanhado de uma significativa e persistente reducao de fosforilagdo de EIF2a
(2, 6 e 12 horas), apesar de aumento importante em seu conteudo total (2, 6 e 12
horas) pelo tratamento. Esses achados sugerem que apesar do aumento transitorio
da ativagcao/expressdo da PERK, o sinal desta via da UPR ndo se propagou em
resposta ao tratamento com palmitato.
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Ha relatos na literatura de que a resposta da PERK, sob diferentes condicdes,
seja complexa, sugerindo que as consequéncias a jusante da ativacdo desta
proteina possam diferir substancialmente, dependendo do nivel e duracdo de sua
ativacdo, assim como da expressado de outros fatores regulatorios que atuem
sinergisticamente na adaptacdo metabdlica. Isto é, genes podem mostrar uma
resposta bifasica dependendo dos niveis de ativacdo da PERK. Esta complexidade
nao é surpreendente dado o fato de que a fosforilacdo de EIF2a pode ter dois efeitos
opostos: repressao da sintese global de proteinas e ativacdo da traducdo de mRNAs
especificos (Cavener, 2010).

A complexidade da relacdo entre a sobrevivéncia e a morte celular na UPR
pode ser relacionada ao grau de fosforilacdo de EIF2a. Estudos demonstram que a
reducdo na fosforilacdo de EIF2a possa contribuir para a morte celular (Ron, 2007),
uma vez que a defosforilagdo deste fator leva ao aumento traducional e o aumento
da carga de sintese proteica pode exacerbar o estresse de RE (Lai et al., 2007).
Contudo, ainda existem duvidas a cerca da regulacao do nivel de EIF2a fosforilado
para a sobrevivéncia celular visto que a ativacdo da PERK € efémera e sua inibicao
traducional é transitoria justamente para permitir uma eficiente resposta frente ao
estresse (Ron, 2007; Schroder et al., 2005).

A Proteina GADD34 ¢é importante no feedback negativo na via da
PERK/EIF2a atenuando a sinalizacdo ao estresse, e reconstituindo a sintese
proteica (Brush et al., 2002). Como foi verificado nos resultados deste estudo,
GADD34 nao sofreu alteracdo significativa pelo tratamento com palmitato, e por isso,
podemos propor que talvez outros fatores estejam atuando na intensa reducéo de
EIF2a observada.

Como a via PERK/EIF2a ndo apresentou resultados conclusivos, a proxima
via investigada neste trabalho foi IRE1a/XBP-1/TRAF2.

IRE1a converte o prée-mRNA de XBP-1 (X-box binding protein 1) num RNA
maduro (splicing) e a proteina traduzida deste mRNA leva a ativacdo de
componentes relacionados ao sistema de degradacao de proteinas no RE (Malhotra
et al., 2007). Pela andlise do conteudo proteico de XBP-1 nuclear, verifica-se que o
mesmo nao apresentou alteracdo pelo tratamento com palmitato. ISso nos revela
que a via IRE1a/XBP-1 também nao foi ativada nesta condicdo experimental, e na
sequéncia a proteina TRAF2 (fator associado ao receptor do fator de necrose

tumoral) foi investigada.
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Como é sabido, em adicdo ao splicing do RNAm de XBP-1, a ativacdo de
IRE1 resulta no recrutamento de proteinas TRAF2 e a literatura indica que IREla
forma um complexo com as IkB cinases por meio de TRAF2, evidenciando a
participacdo desta proteina na ativagdo de NF-kB (Dutta et al. 2006; Hu et al., 2006).
As TRAFs (TNF receptor-associated factors) sdo proteinas intermediarias tanto nas
vias canbnicas como ndo-canodnicas de sinalizacdo de NF-kB, contudo sua atuacéo
ainda nao esta totalmente elucidada (Sun, 2011).

As TRAFs séo descritas como proteinas adaptadoras, que possuem um
dominio N-terminal do tipo “RING finger”, o qual funciona como uma E3 ubiquitina
ligase catalisando a transferéncia da ubiquitina as proteinas alvo de degradacao
(Hayden et al., 2008). E descrito que esta regido N-terminal da TRAF2 é requerida
na ativacdo de NF-kB (Sughra et al., 2010). Uma explicacdo plausivel seria que esta
regido “RING finger” de TRAF2 catalisa a poliubiquitinacdo da RIP1 (proteina de
interacdo com o receptor de TNF do tipo 1) em resposta a estimulacdo de TNFa.
RIP1 ubiquitinizada recruta o complexo TAK1 (TGF(3- activated kinase 1), e entédo
TAK1, por sua vez, fosforila e ativa IKK( (Perkins, 2007).

Em adicdo a esta atividade ubiquitina ligase, TRAF2 parece interagir com
receptores que integram a via ndao canénica de NF-kB, especialmente NIK (NF-kB—
inducing kinase) (Zhang et al., 2011). NIK foi a primeira proteina identificada da via
de ativagdo de NF-kB chamada de n&o-candnica. A NIK estimula a fosforilacdo de
IKKa e o processamento ubiquitino-dependente do precursor pl00, gerando a
proteina p52 e induzindo a migracdo do heterodimero RelB/p52 para o nucleo
celular (Nomura et al., 2000; Perkins, 2007).

Como pode ser observado no presente estudo, a proteina IREla apresentou
aumento significativo na segunda hora de tratamento com palmitato evidenciando
uma possivel correlagcdo da mesma com a ativacdo de TRAF2 que também mostrou
aumento neste periodo. No entanto em resposta ao palmitato, a TRAF2 parece néo
estimular a fosforilagdo de IKKa/B, visto que estas proteinas ndo se ativaram com o
tratamento.

A ativacdo de PERK, ATF6 e possivelmente de IRE1l leva a inducgéo
transcricional de CHOP10/GADD153, um fator de transcricdo bZIP, que induz
apoptose através de regulacéo positiva de genes como GADD34, ERO1, DR5 (death
receptor 5), TRB3 (Tribbles homolog 3), anidrase carbonica VI ou ainda pela

inibicdo da expressdo do gene anti-apoptotico BcL2 (Malhotra et al., 2007).
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Como ultima forma de analise das vias de estrese de reticulo, a proteina
CHOP10/GAD153 foi investigada no nucleo celular, e ndo se observou aumento de
seu conteudo nuclear, evidenciando que provavelmente ndo houve ativacdo de
processo apoptoético nas células L6 em razédo do tratamento com palmitato.

A capacidade de CHOP10/GADD153 induzir apoptose associada ao estresse
de RE foi recentemente demonstrada como dependente da duragédo do estado de
estresse, ou seja, a exposicao cronica a um estresse leve pode levar a adaptacéo
por atenuacdo seletiva da expressdao de CHOP mediada pela degradacéo de seu
RNAm e proteina (Malhotra et al., 2007). Assim acredita-se que CHOP10/GADD153
nao tenha sido ativada porque o estimulo causado pelo palmitato ndo foi forte o
suficiente para induzir o estresse de RE e tdo pouco causar apoptose celular.

Como pode ser observado neste estudo, o palmitato parece nao causar
estresse de reticulo nas células musculares L6, apesar de varios relatos na literatura
demonstrarem gque este acido graxo ativa a UPR em outros tipos celulares, como
hepatocitos (Achard et al., 2010), células B pancreaticas (Green et al., 2011) e
células musculares de camundongos C2C12 (Peng et al.,, 2011). Observamos
apenas um indicio transitorio (em duas horas) o qual ndo se consolidou as 6 e 12
horas, quando a reducdo da expressdo do Slc2a4 estd bastante evidente,
contribuindo para a resisténcia a insulina induzida pelo palmitato.

A literatura ainda € bem controversa ao relacionar o palmitato, estresse de
reticulo e resisténcia a insulina no musculo esquelético.

Peng e seus colaboradores (2011) evidenciaram que o palmitato na dose de
500 pM causava a diminuicdo da fosforilagdo de AKT, aumento de fosforilagcdo de
PERK, elevacdo de XBP-1 na forma “spliced” e alteragdes significantes na
morfologia do reticulo endopasmatico de células C2C12. Alem disso, neste mesmo
estudo foi verificado que o palmitato prejudicava a captacdo de glicose insulino-
estimulada em mioblastos L6 que super expressavam GLUT4 (L6-GLUT4myc).
Deldicque et al. (2010) também verificaram que 1000 uM durante 17 horas
aumentava dramaticamente o conteudo proteico de BiP, IREla e p-PERK e 0 mRNA
de CHOP, ATF4 e XBP-1 em células C2C12.

Por outro lado, Hassan e colaboradores (2012) demonstraram que o estresse
de reticulo endoplasmatico ndo medeia a resisténcia a insulina palmitado-induzida
em miotubos C2C12 e em células musculares de bidpsia humana. Eles verificaram

que a incubagdo com 750 pM de palmitato ativava apenas de forma moderada as
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vias do estresse de RE e prejudicava a fosforilacdo de AKT/PKB pelo aumento da
sintese de ceramidas, enquanto a tunicamicina (potente indutor de estresse de
reticulo) gerava uma ativacdo muito maior das vias da UPR e proporcionava forte
ativacdo de IRE1/INK, prejudicando a fosforilacéo de IRS-1 e causando um prejuizo
mais precoce na via de sinalizag&o da insulina. Neste mesmo estudo os tratamentos
com chaperonas quimicas inibidoras de estresse ndo melhoraram a sinalizacdo da
insulina quando as células foram incubadas com o palmitato, contrastando com o
que foi observado no estresse induzido por tunicamicina, onde as chaperonas
qguimicas inibiram IRE1/JNK e melhorando a sensibilidade a insulina.

Estes dados revelam o quanto os mecanismos envolvidos no estresse de
reticulo séo variaveis, de acordo com o fator indutor aplicado. Contudo, nenhum dos
estudos prévios verificaram a expressao do GLUTA4.

Como é sabido, os acidos graxos e/ou produtos derivados do seu
metabolismo celular podem modular a atividade de fatores transcricionais (Duplus et
al., 2000). Concomitantemente a isto, o estresse de reticulo também é relatado
como capaz de modular a expressao de varios genes (Hotamisligil, 2010). Assim,
avaliou-se o conteudo do RNAmM de Srebfl, Cebpa e Rela, todos reguladores do
gene Slc2a4, e sugeridos como sendo modulados por acidos graxos e também
ativados no estresse de RE.

Como ja mencionado anteriormente o SREBP1 é um fator de transcricao
envolvido na sintese de colesterol e acido graxo e no metabolismo de glicose e é
reconhecido como estimulador do Slc2a4. Os SREBPs séo fatores de transcricao
residentes no reticulo endoplasmético e estudos evidenciam aumento da expressao
destes no estresse de RE (Colgan et al., 2007; Wang et al., 2005). De fato, No
estresse de RE ocorre inducdo de SREBPs pela degradacdo de INSIG via
diminuicdo traducional por PERK/elF2a (Colgan et al., 2007) e pela ativacdo de
ATF6, cujas proteinas que o clivam (S1P e S2P), clivam e ativam também os
SREBPs (Ye et al., 2000).

No presente estudo o mMRNA de Srebfl apresentou pequeno aumento
significativo (15%) em 12 horas de tratamento com o palmitato, 0 que estd em
desacordo com a regulacdo negativa do gene Slc2a4, observada ja a partir de 2
horas de tratamento. Por outro lado, na sexta hora de tratamento com o palmitato

houve uma reducédo na expresséao do Srebfl.
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Ja foi descrito que os acidos graxos insaturados como oleico e linoleico séo
capazes de reprimir a expressdo do mRNA do Srebfl (Hannah et al.,, 2001).
Também, que o palmitato (saturado) prejudica enquanto o eicosapentaenoato (poli-
insaturado) melhora a secrecdo e a via de sinalizacdo da insulina por meio da
regulacdo do SREBP1 em ilhotas pancreéticas (Kato et al., 2008). No caso do
palmitato (400uM), observou-se aumento do RNAm do Srebplc, com aumento
também no contetdo nuclear de SREBP-1c (Kato et al., 2008).

Assim, acredita-se que o0 palmitato seja capaz de modular a
expressao/atividade do Srebfl, mas de maneira tecido, dose e tempo dependentes,
de forma que no presente estudo, parece nao ter participado da regulacéo
observada na expressédo do Slc2a4 (GLUT4).

Os C/EBPs sdo membros da familia b-zip (dominio basico de ligacdo do
DNA), que contém um dominio zipper de leucina necessério para a sua dimerizagao.
Desempenham papel importante na diferenciacdo de adipdécitos, onde o C/EBPa
estimula, entre outros genes, o0 Slc2a4 (Pessler-Cohen et al., 2006). Entretanto, no
musculo a funcéo deste fator ainda ndo esté esclarecida.

Como foi observado neste trabalho, o gene Cebpa (C/EBPa) apresentou
aumento significativo nos periodos de 2 e 12 horas de tratamento com o palmitato, o
que € impossivel de coadunar com a reducdo da expressdo de Slc2a4/GLUT4
observada em células musculares L6.

Modificagdes pos-traducionais sdo mecanismos comuns para a regulacao da
estrutura das proteinas, e modificagbes na regido N-terminal do C/EBPa por
sumoilacdo e fosforilagdo ja foram descritas (Cha et al., 2008). Hemati e
colaboradores (1997) demonstraram que tratando adipdcitos 3T3-L1 com insulina
ocorria uma supressao de Slc2a4/GLUT4, que nédo se relacionava com o declinio do
MRNA e/ou da proteina do C/EBPa, mas que dependia do grau de sua fosforilacao
em serina-21. Cha e seus colegas (2008) buscaram compreender o papel da
fosforilagdo do C/EBPa em serina-21 e verificaram que nem a sinalizacdo da insulina
e nem a translocacdo do GLUT4 estavam alterados, mas que existia uma
significante reducédo na expressao do GLUT4 e uma reduzida habilidade de trans-
ativacéo do promotor do GLUTA4.

Assim, é possivel articular que, apesar do aumento da expressdo do C/EBPa
pelo tratamento com palmitato, o grau de fosforilagcdo da proteina esteja reduzido de

modo a participar da repressao do GLUT4 observada no presente estudo.
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O NF-kB é um fator de transcricdo pleiotropico presente em quase todos 0s
tipos celulares, atuando como um finalizador de uma série de vias de transducao de
sinais que sao iniciadas por estimulos como inflamacgéo, estresse, imunidade,
diferenciacéo, crescimento celular, tumorigénese e apoptose celular (Hayden et al.,
2008). O NF-kB tem sido indicado como um fator transcricional repressor do gene
Slc2a4 ha muito tempo (Silva et al. 2005), especialmente como mediador da
atividade do TNF-a (Furuya et al., 2010), um classico repressor do Slc2a4. Apenas
recentemente nosso grupo demonstrou (Furuya et al., 2013) que a regiao promotora
do gene Slc2a4 apresenta sequéncias (-134/-112 e -82/-60 no gene do
camundongo) as quais tanto NF-kB p50 como NF-kB p65 sdo capazes de se ligar e
agir como repressor direto da atividade transcricional do Slc2a4.

No presente estudo, um aumento no conteldo do mRNA do Rela (isoforma
que codifica a subunidade p65 do NF-kB) foi detectado na presenca do palmitato
nos periodos de 6 e 12 horas de incubacdo. Desta forma, optou-se por investigar
nao so a expressao deste fator transcricional, como também o conteudo proteico nas
subunidades p65 e p50 e sua atividade de ligagdo no gene Slc2a4 por meio de
EMSA.

Observou-se aumento no contetdo proteico total da subunidade p65 nos
periodos de 6 e 12hs, sendo que no nucleo este aumento foi significativo desde a
segunda hora de tratamento. O conteddo total da subunidade p50 também
apresentou aumento significativo nos periodo de 6 e 12 horas, sendo que no nucleo
0 maior acréscimo foi evidenciado em 6 horas de tratamento com o palmitato. Em
conjunto, estes resultados indicam que um aumento na atividade reguladora do NF-
kB inicia-se jA na segunda hora por meio da p65 (provavelmente como
homodimero), exacerbando-se em 6 e 12 horas (como heterodimero p50/p65) em
resposta ao palmitato. Ainda, avaliando a somatdria dos conteddos nuclear e
citoplasmatico da p65, observa-se um aumento significativo no conteudo total da
proteina em 6 e 12 horas, o qual coaduna perfeitamente com o0 aumento na
expressdo do RNAm do Rela também observado em 6 e 12 horas.

Apesar de termos observado claramente a translocacao nuclear de p50 e p65,
alguns estudos contestam que o principal passo envolvido na atividade transcricional
do NF-kB seja a translocacéo dos dimeros para o nucleo, visto que alguns deles, em

certos tipos celulares e/ou condi¢cdes experimentais, podem ser constitutivamente
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nucleares (Ghosh et al., 2002), de maneira que confirmar maior atividade de ligacao
do NF-kB a regido promotora do Slc2a4 seria fundamental.

Ao avaliar a atividade de ligacdo do NF-kB a regido promotora do gene
Slc2a4, foi observado um aumento na atividade de ligacdo ja no periodo de 2 horas
de tratamento com o palmitato, 0 que apesar de esvanecer em tempos
intermediarios, voltou a se manifestar fortemente (12 horas de tratamento). Este
aumento de atividade transcricional do NF-kB pode explicar a reducao na expressao
de Slc2a4/GLUT4 observada em resposta ao palmitato. Neste sentido, também ja
foi evidenciada maior atividade de ligacdo de proteinas nucleares ao dominio de
ligacdo do NF-kB no promotor do Slc2a4 em resposta ao tratamento, in vivo, com
acidos graxos insaturados oleico e o linoleico (Poletto, 2011), sugerindo que este
mecanismo de regulacdo do gene Slc2a4 (via NF-kB) seja comum a varios acidos
graxos. Contudo, no presente estudo, ndo ficou claro o mecanismo pelo qual o
palmitato regulou a expresséao e/ou atividade do NF-kB.

Como pode ser visto nos resultados do presente trabalho, houve discrepancia
entre o grau de fosforilacdo de IKKa/p e a ativacdo de NF-kB. A ativacdo de NF-kB
foi dectada ja no periodo de 2 horas de tratamento (translocag¢édo nuclear e aumento
da ligacéo), entretanto nenhum aumento importante e significativo foi observado na
fosforilacdo de IKKa/B. Porém, j& foi relatado que a ativacdo de IKK pode ser um
evento transitorio, pois o IKK sofre regulacdo negativa intrinseca muito rapidamente,
podendo ser alvo de componentes como deubiquitinases A20 e CYLD (Hayden et
al., 2008); e assim a participacdo de IKKa/p talvez ndo possa ser descartada. Ainda,
h& relatos de que a regulagédo da atividade do NF-kB ndo depende unicamente de
IKK (Ghosh et al., 2002); e assim, o fato de nao ter sido observado aumento na
fosforilacdo do complexo IKK, ndo inviabiliza o aumento da atividade do NF-kB
observada em resposta ao palmitato.

E possivel cogitar que, no presente estudo, uma via “ndo-canonica” possa
estar ativada, visto que o complexo IKK ndo apresentou alteracéo.

Tem sido descrito algumas cinases podem fosforilar IKB em residuos de
tirosina, em lugar da classica fosforilagdo em serina, também conduzindo a ativagédo
de NF-kB (Imbert, 1996). Contudo o papel da fosforilagdo em tirosina na ativagao do
NF-kB ainda ndo estd bem esclarecido. Além deste aspecto, embora a atencéo
primaria sempre esteja direcionada a acdo de cinases envolvidas na fosforilacdo de

IkB, a subunidade P65 de NF-kB também pode ser diretamente fosforilada por
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outras proteinas cinases como a PKC e PKA (Ghosh et al., 2002; Mut et al., 2010;
Zhong et al., 1997), independentemente das IKKs. Além disso, ja foi demonstrado
gue mesmo em células depletadas de IkB (subunidades a/B/€), o NF-kB é capaz de
se ligar ao DNA e ativar a transcricdo, evidenciando que a ativacdo do NF-kB nédo
depende apenas das vias classicas (Tergaonkar, 2005).

Assim, parece que a repressdo da expressdo do Slc2a4 induzida pelo
palmitato envolve o NF-kB, evidenciando uma importante ligacdo palmitato-

inflamacao-reducéo de Slc2a4/GLUT4 e resisténcia a insulina.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam que o palmitato induz diminuicdo da
expressdo do RNAm do Slc2a4 e da proteina GLUT4 em células musculares L6.

Neste efeito do palmitato observa-se:

e gue o estresse de reticulo endoplasmatico ndo estd envolvido de maneira
importante;

e gue a via apoptética CHOP10/GADD153 néo é ativada;

* que os fatores transcricionais C/EBPa e SREBP1 n&o participam da

repressédo do Slc2a4;

e e que ativacao de NF-kB, por uma via alternativa, € um importante mecanismo

envolvido na represséo do gene Slc2a4.
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