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RESUMO




A obesidade é caracterizada pela deposicao ectépica de gordura no figado. Este
acumulo de gordura hepética (NAFLD) pode gerar consequéncias graves, como a
hepatite nao alcodlica (NASH), fator de ricos para carcino hepatocelular (HCC). A
morte de hepatécitos, evento chave na evolucdo da NAFLD para NASH, é
causada pelo excesso de nutrientes e é dependente do estresse de reticulo
endoplasmatico (RE). O estresse no RE resulta no acumulo de proteinas nao
processadas desencadeia a “unfolded protein response” (UPR), podendo gerar
apoptose. A mTOR é formada basicamente por dois complexos: mTOR1 e
mTOR2; ambos sao sensiveis a nutrientes, a insulina e a rapamicina. O complexo
mTOR2/Rictor catalisa a fosforilagdo da AKT, aumentando a sinalizacdo da
insulina. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a relagcao entre ativacao
da mTOR, do estresse de RE e da apoptose em hepatdcito expostos a acidos
graxos livres. Observamos que a apoptose causada pelo palmitato ativa o
estresse de RE de maneira tempo dependente. Nao observamos alteragdes na
fosforilacdo de proteinas alvo especificas para o complexo mTOR1. No entanto, a
fosforilagdo geral da mTOR foi estimulada pelo palmitato. Altas doses de
rapamicina inibiram a apoptose e do estresse de RE causado pelo palmitato,
sugerindo a participacdo do complexo mTOR2. Estes resultados ainda foram
confirmados pelo silenciamento génico da Rictor. A fosforilacdo em serina 473 da
AKT apresenta um carater transitorio, elevando-se em tempos que precedem
morte e o estresse de RE, e diminuindo em tempos prolongados
concomitantemente a apoptose. A inibicdo da AKT pelo “AKT inhibitor” gerou
diminuicdo da apoptose, do estresse de RE e da incorporacao lipidica na linhagem
de hepatoma. Estes dados sugerem que a AKT, como alvo preferencial da
mTOR2 é necessaria para geracao de morte e da UPR. A glicose (33.3mM) gera
morte as células HepG2 e esta € inibida com baixas doses de rapamicina,
mostrando possivel atividade via mTOR1 nesta resposta. De outro modo, a frutose
(4.5mM) que também desencadeia apoptose das células de hepatoma, tem seu
efeito inibido por doses maiores de rapamicina, indicando atividade mTOR2 neste
processo. No entanto, a possibilidade de diferentes monossacarideos recrutarem
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complexos diferentes de mTOR para desencadear apoptose ainda precisa ser
melhor explorada.
Palavras-chave: excesso de nutrientes, estresse de RE, apoptose, mTOR.
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ABSTRACT




Obesity is characterized by fat ectopic deposition in liver. This hepatic fat
accumulation our non-alcoholic fat liver disease (NAFLD) can have serious
consequences such as non-alcoholic hepatitis (NASH), that is a factor to liver
cancer. The cell death of hepatocytes is an important event in the development to
NAFLD to NASH, all that are caused by excess nutrients and dependent of
endoplasmic reticulum (ER) stress. The ER stress is caused by accumulation of
unfolded proteins triggers the unfolded protein response (UPR), which mau cause
apoptosis. mMTOR is basically formed by two complexes: mMTOR1 and mTOR2, both
are sensitive to nutrients, insulin and rapamycin. The mTOR2/Rictor complex
catalyzes AKT phosphorylation increasing the insulin pathway. All together, the aim
of this study was evaluate the relationship between mTOR, ER stress and
apoptosis in liver cells exposed to free fatty acids. We observed that apoptosis
caused by palmitate activates ER stress in a manner dependent on time. We din’t
observed changes in phosphorylation of specific target proteins to mTOR1
complex. However, a general phosphorylation of mTOR was stimulated by
palmitate. High doses of rapamycin inhibited apoptosis and ER stress caused by
palmitate, suggesting the participation of the mTOR2 complex. These results were
further confirmed by gene silencing of Rictor. The AKT phospholylation in serine
473 has a transitional character, rising in times that preceding cell death and ER
stress, and decreasing concomitantly apoptosis in prolonged times. Inhibition of
AKT by AKT inhibitor caused a decrease in apoptosis, ER stress and lipid
incorporation in hepatoma cell line. These data suggest that AKT, preferential
targets of mTOR2 is required for generation death and UPR. Glucose (33.3mM)
generates HepG2 cell death and this is inhibited by low doses on rapamycin,
showing possible mTOR1 activity. Otherwise, fructose (4.5mM) also triggers
apoptosis of hepatoma cells; its effect is inhibited by higher doses of rapamycin,
indicating mTOR2 activity in this process. However, the possibility of different
monosaccharide recruit different complexes of mTOR to trigger apoptosis should
be further explored.

Keywords: nutrients excess, ER stress, apoptosis, mTOR.
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1- INTRODUCAO




1.1Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica correlacionando-se com a
obesidade e ao diabetes tipo 2

Dentre as patologias hepaticas a mais comum é a doenca hepatica gordurosa
ndo alcodlica, do inglés “non-alcoholic fat liver disesase” (NAFLD). E estimado que
cerca de 20 a 30% da populacado dos paises ocidentais tem acumulo em algum
grau de triglicerideos no figado. Por volta de 25% da populagdo norte-americana
enquadra-se nas categorias de exacerbacao de gordura no figado, e 6 a 8% desta
populagcdo desenvolveram esteatose hepatica ndo alcodlica, do inglés
“nonalcoholic steatohepatitis” (NASH) (Michelotti et al., 2013). Por volta de 25%
dos pacientes que sao diagnosticados com NAFLD desenvolvem cirrose (Yao et
al., 2011). Esta doenca costuma apresentar um diversificado espectro histoldgico,
que inclui subtipos de esteatoses simples a NASH, que representa uma forma
inflamatéria podendo levar a quadros de fibrose avangada, cirrose e até em alguns
casos consequéncias mais danosas, como hepatocarcionomas. Atualmente a
NAFLD é dada como uma doenca de manifestacoes metabdlicas, pois sua
prevaléncia eleva-se substancialmente com o aumento do indice de massa
corporal (IMC) e a presenca do diabetes mellitus tipo 2, portanto pacientes com
diabetes mellitus e IMC maior que 35 sdo considerados em risco para evolugcao de
uma simples esteatose hepatica a casos de cirrose. Estudos epidemiolégicos
mostram que o aumento do grau de comprometimento hepatico esta ligado
diretamente ao aumento de casos de céanceres de figado, no entanto os
mecanismos fisiopatolégicos ainda ndo foram totalmente elucidados (Michelotti et
al., 2013; Younossi et al., 2013).

O parénquima hepéatico desempenha um papel fundamental para os
mecanismos fisiopatdlicos do diabetes mellitus e também sofre pelas alteracoes
pertinentes ao metabolismo glicidico. A producdo hepatica de glicose (PHG) é
determinada pela taxa de glicogendlise e gliconeogénese. As evidéncias
acumuladas nos ultimos 60 anos demonstram que a PHG pode ser inibida
diretamente pela insulina e estimulada por horménios conhecidos como contra-

reguladores, cujas concentracdes, ao contrario da insulina, estdo aumentadas
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durante o jejum (i.e.: catecolaminas e glicocorticoides). A acao destes horménios
faz do figado um érgao singular em sua capacidade de controlar o metabolismo de
carboidratos, na medida em que apresenta uma capacidade tanto de captar
quanto de liberar glicose para a circulacdo, de acordo com a demanda nutricional
do organismo (Moore et al., 1998).

Um distarbio nos mecanismos enddcrinos e neuronais que governam a
capacidade do figado de produzir glicose em situagdes de escassez alimentar
parece estar intimamente relacionado a fisiopatologia de desordens metabdlicas
tais como o diabetes mellitus tipo 2. Assim, 0 aumento da producao hepatica de
glicose € o principal componente que contribui para os elevados valores da
glicemia de jejum em individuos obesos com diabetes mellitus tipo 2, em

decorréncia da resisténcia hepatica a acao da insulina (Taylor, 1999)

O diabetes mellitus tipo 2, assim como a obesidade, correlaciona-se
diretamente com a NAFLD, e até com lesdes histol6gicas mais graves. O aumento
de citocinas circulantes, de estresse oxidativo e a propria resisténcia periférica a
insulina, sdo mecanismos fisiopatoldégicos comuns aos diabéticos e aos pacientes
com graus diferentes de esteatose hepatica. De outro modo, as consequéncias do
diabetes mellitus preexistente ao hepatocarcinoma celular ndo estao totalmente
esclarecidas, porém a resisténcia a insulina desencadeia uma maior acao deste
hormonio nos receptores IGF1, proporcionando proliferacdo celular inclusive a
células neoplésicas pré-existentes e inibicdo de mecanismos apoptdticos
(Michelotti et al., 2013).

As estimativas para prevaléncia de esteatose hepatica elevam-se quando a
populacao é restringida, pois em obesos os acometidos chegam de 69 a 100%
(Monsour et al., 2012), e como atualmente em todo mundo pelo menos 2,8
milhdes de pessoas morrem a cada ano como resultado do excesso de peso ou
da obesidade (OMS, 2012), é deveras preocupante o aumento progressivo de
portadores de NASH. A obesidade hoje € um dos mais importantes fenébmenos
clinico-epidemiolégicos da atualidade, e a elevacdo do IMC correlaciona-se

diretamente com o aumento das taxas de mortalidade, sendo considerados
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obesos os individuos com IMC igual ou acima que 30 (OMS, 2012). De acordo
com dados de 2012 do Ministério da Saude, no Brasil o percentual de individuos
com excesso de peso supera mais da metade da populacéo brasileira, sendo 51%
de individuos com peso acima do ideal; em 2006 o indice era de 43%. A
obesidade também obteve indices elevados, cerca de 10% em 2006, para 17%
em 2012. Apesar de a obesidade estar relacionada a fatores genéticos, ha
influéncia significativa do sedentarismo e de padrées alimentares inadequados. O
consumo exacerbado de gordura saturada € preocupante, visto que atualmente
31,5% da populacao brasileira ndo dispensam uma fonte proteica gordurosa, e
mais da metade (53,8%) consome leite integral regularmente. Além destes fatores,
nossa populagéo também é fiel ao consumo de refrigerantes utilizando ao menos
cinco vezes por semana (26%) (Ministério da Saude do Brasil, 2012).

O acido graxo € um componente essencial na dieta humana, mas um consumo
exacerbado ou um desbalanco na qualidade destes acidos graxos podem levar a
efeitos deletérios a saude. O excesso do consumo de acido graxo saturado, como
0 acido palmitico, promove inflamacgao e estoque lipidico, em contra partida dietas
ricas em acido graxo poli-insaturado, como o Omega 3, promove uma protecao
por controlar a sintese e oxidacdo dos acidos graxos saturados e
monoinsaturados, também diminuem o estoque hepatico lipidico e os niveis de
lipideos circulantes, o que tem relagcdo direta com o risco de doencas
cardiovasculares. Atualmente o consumo excessivo de calorias junto a inatividade
fisica promove o desenvolvimento de quadros de obesidade, diabetes e sindrome
metabdlica. A obesidade esta associada a uma deposicao ectépica de gordura em
tecidos, como coracgao, células B pancreaticas, figado e tecido adiposo; levando a
lipotoxicidade e inflamacéao (Jump, 2011).

Estudos indicam que a patogénese do acumulo de gordura hepatica é
resultado do aumento do aporte de acidos graxos livres ao érgao, aumentando a
sintese, diminuindo a exportagcdo de triglicerideos pelas lipoproteinas de
baixissimo peso molecular (VLDL) e redugédo da beta oxidacdo. De modo geral,
pacientes com NASH tem resisténcia periférica a insulina, que aumenta a lipélise

do tecido adiposo. A elevacao de acidos graxos livres leva a um retorno destes
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acidos graxos ao figado, podendo causar peroxidagao lipidica, e este fenbmeno
aumenta a producao de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-6). Este aumento
de acidos graxos livres também podem exceder os limites de beta oxidacao
mitocondrial, aumentando o estresse oxidativo e a inflamacdo. A de novo
lipogénese também contribui para a esteatose. Ela estd relacionada a
hiperinsulinemia associada a resisténcia a insulina, que estimula as enzimas da
via da de novo lipogénese, aumentando a producao e estoque de triglicérides. Na
NASH a de novo lipogénese representa 26% do acumulo de triglicérides hepatico,
ja a hiperinsulinemia reduz a secrecao de VLDL, causando também acumulo de
gordura no figado. A adiponectina é produzida pelo tecido adiposo, e € um fator
anti-inflamatério que melhora a sensibilidade a insulina. Ela estd diminuida em
portadores de NASH, levando a redugcdo da oxidacdo dos acidos graxos e da
gliconeogénese. Visfatina, leptina e resistina, que participam da mesma via, tem
ainda papel controverso nos mecanismos da patogénese da NASH (Schwenger &
Allard, 2014).

De outro modo a instalacdo da obesidade, do diabetes tipo 2 e de todas as
outras complicacbes associadas como a esteatose hepatica nao alcodlica, vem
sendo associada ao aumento do consumo de outros componentes nutricionais,
como carboidratos. A glicose em altas concentracbes é classicamente descrita
como um fator importante no desenvolvimento destas patologias, mas atualmente
a frutose vem ganhando um papel importante (Feinman & Fine, 2013). A
hiperglicemia eleva a atividade das células B pancreaticas, ativando multiplas
redes de sinalizagdo, levando ao estresse celular. Este fenbmeno é conhecido
como glicotoxicidade, e tem relagdo direta com a fisiopatologia do diabetes tipo 2.
A glicotoxicidade desregula o metabolismo lipidico e eleva os acidos graxos livres,
contribuindo para a disfungao da célula 8 (Leibowitz et al., 2010).

O consumo excessivo de frutose é relacionado diretamente ao aumento de
pessoas obesas e diabéticas no mundo. Este carboidrato quando consumido em
excesso tem associacdo direta com a de novo lipogénese, ocasionando uma
elevacao na circulacao de lipides. Este fator parece ser a relagao direta entre o

aumento da prevaléncia e da severidade nos casos de NASH, porque o figado é o
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primeiro sitio da de novo lipogénese e é responsavel por cerca de 70% da
metabolizacdo da frutose, no entanto os mecanismos moleculares da relacdo
entre o consumo exacerbado de frutose e a disfuncdo hepatica ndo sdo bem
elucidados ainda (Hirahatake et al., 2011; Musso et al., 2013). A utilizacdo da
frutose vem aumentando na dieta ocidental pelo seu alto poder adocante, sendo o
mais doces dos agucares. Deste modo a industria vem utilizando-a para compor
alimentos como bebidas diatéticas, refrigerantes, sucos e frutas industrializadas
(Feimen & Fine, 2013).

1.2Reticulo endoplasmatico: aspectos estruturais e funcionais

O reticulo endoplasmatico (RE) é constituido por um sistema de membranas
conectadas formando tubos ramificados, as vezes em forma de cisternas,
delimitando uma cavidade conhecida como luz. Ha duas formas de RE, o rugoso
ou granular que apresenta ribossomos associados € uma estrutura na forma de
cisternas; e o liso ou agranular que forma estrutura predominantemente tubulares.
O RE rugoso é geralmente encontrado em células com intensa taxa de sintese
protéica, como as células acinares do pancreas. Ja o RE liso esté relacionado a
células que tém intensa sintese de horménios esterdides, como as células de
Leydig nos testiculos. Apesar desta distincdo, o RE liso e rugoso pode estar
presentes na mesma célula, constituindo estruturas continuas. A depender do
estado fisiologico celular essas estruturas podem assumir postos diferentes, isso
ocorre quando os ribossomos se associam temporariamente a membrana do RE
liso e a célula necessita de intensa atividade de sintese protéica, por exemplo.
Essa capacidade de conversao faz do RE, portanto, uma estrutura de funcao
dindmica (Novikoff 1976; Ellgaard & Helenius, 2003).

O RE esta diretamente ligado a sintese, reestruturacdo e transporte de
proteinas de membrana e proteinas secretadas, sintese de lipideos e esteroides e
estocagem de caélcio (Lee et al., 2012). Estas macromoléculas podem permanecer
no proprio RE, seguir para outras organelas citoplasmaticas, ou serem secretados

para o exterior celular. O conjunto estrutural do RE delimita uma regidao do citosol,
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e na sua luz acontecem reacdes bioquimicas especificas, como a formacao de
pontes dissulfeto, glicosilagcbes e algumas outras modificagdes estruturais que
compreendem a complexa etapa de processamento ou de dobramento de
proteinas imaturas. Dependendo do tipo celular e do estado fisiol6gico celular, o
RE assume fungdes especificas. Em hepatécitos, por exemplo, a presenca da
enzima Glicose-6-fosfatase (G-6-Pase) na membrana do RE confere a esta célula
a capacidade de converter Glicose-6-fosfato (oriunda da glicogenédlise ou da
gliconeogénese) em glicose, favorecendo, portanto, o débito hepatico de glicose
(Carneiro & Junqueira, 2012)

1.3 Estresse de reticulo endoplasmatico

Foi demonstrada em 2012 que a utilizagcdo de um classico indutor quimico de
estresse de RE, a tunicamicina, causou elevagdo das proteinas sinalizadoras do
estresse desta organela, e por consequéncia instalou-se um quadro de esteatose
nos modelos animais induzidos a terapéutica. A tunicamicina é um antibiético
nucleosidico de origem microbiana, que pode bloquear a porcdao N ligada as
glicoproteinas, causando acumulo de proteinas ndo processadas, ou mal
dobradas (Lee et al., 2012).

As proteinas geralmente entram no RE, como polipeptideos imaturos, sob uma
taxa que varia conforme mudancgas no programa de diferenciacao celular, fatores
ambientais e o estado fisioldégico da célula. O desequilibrio entre a oferta de
proteinas ndo dobradas que entram no RE para serem processadas e a
capacidade de processamento desta organela, dda o nome a uma situacao
genérica conhecida como estresse do RE, passivel de véarias causas.
Invariavelmente, a “unfolded protein response” (UPR) se nao reestabelecer a
homeostase resulta no acumulo de proteinas ndo processadas que desencadeia o
estresse no RE. O propésito inicial da UPR é adaptar o RE as alteracdes celulares
e restabelecer sua funcdo normal. Quando os esforgcos em favor da manutencao
da funcdo normal da célula entram em exaustdo, o estresse do RE dispara o

suicidio da célula tipicamente por apoptose, a fim de descartar as células com
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disfungao irreversivel. Os mecanismos gerais conhecidos até o momento deste
complexo mecanismo serdo resumidamente descritos a seguir (ver também a
figura 1) (Shen et al., 2004; Hollin, 2013).

Quando proteinas desdobradas se acumulam no RE, a resposta imediata é o
recrutamento de chaperonas residentes de seus sitios de ligacdo na membrana do
RE. Os ancoradouros das chaperonas sao diferentes proteinas transmembréanicas
com dominios voltados tanto para o limen do RE como para o citosol, e que por
isto funcionam como sinalizadores da funcao reticular para toda a célula. As
principais proteinas da membrana do RE envolvidas na indugao da UPR sé&o
PERK (“PKR-like eukaryotic initiation factor 2 kinase”), ATF6 (“activating
transcription factor-6”) e Ire1 (“inositol-requiring enzime-1”) (Shen et al., 2004). No
estado basal, estas trés proteinas sdo inibidas pela ligacao da chaperona Grp78
(BIP) (Bertolotti et al., 2000). O recrutamento da Grp78 pelas proteinas
desdobradas libera a atividade da PERK, ATF6 e Ire1, que desencadeia eventos
distintos que se relacionam inicialmente a adaptacdo da célula a situacao que
gerou o disturbio no funcionamento do RE, mas que também podem desencadear
a execugcao da apoptose, sendo esta a principal forma de morte das células
acometidas pelo evento (Hotamisligil, 2010; Hollin, 2013).
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Figura 1: Representacdo esquematica simplificada da rede de sinalizagdo do estresse de reticulo
endoplasmatica e suas possiveis consequéncias na adaptagdo, advinda da exacerbacdo de
proteinas no limen desta organela. Adaptado de Zhang et al. 2006, Minamino & Kitakaze 2010,
Hotamisligil, 2010.

O ramo da sinalizagdo que se inicia com a ativacdo da PERK é o primeiro
temporalmente disparado pela UPR. A PERK é uma cinase seril-treonil que,
quando liberada da Grp78, oligomeriza-se e induz, por autofosforilagéo, ativagéao
de seu dominio cinase. A proteina-alvo da PERK ¢é o fator de iniciagdo elF2a, que
se inativa por fosforilacdo. Assim, o resultado da ativagcdo da PERK na UPR é a
inibicdo generalizada da taxa de traducdo de mRNA e consequente redugdo do
aporte de proteinas no RE. Entretanto, certos mRNAs ganham uma vantagem
seletiva para a tradugao nestas condicoes, como o do fator de transcricdo ATF4. O
ATF4 é um fator de transcricdo que modula a expressao de diversos genes
relacionados & UPR, dentre eles CHOP e XBP-1 (“X Box Protein 1”). E importante
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ressaltar que neste ponto da UPR nao ha aumento do conteudo protéico de
CHOP, pois a taxa de transcrigao celular esta inibida (Harding et al., 2001).

Em um segundo momento, a liberacdo da Grp78 do ATF6 dispara um
mecanismo de ativacao distinto do anteriormente descrito. O ATF6 desligado da
Grp78 transloca-se para o aparato de Golgi, onde proteases residentes o clivam e
liberam o fator de transcricdo ativo no citossol. Um dos alvos do ATF6 ativo é o
gene da XBP-1 (Ye et al., 2000).

A participagdo imediata da Irel na UPR reside em sua atividade
endonucleésica e, a exemplo da via da PERK, tem um resultado final reparador
que visa adaptar a célula ao acumulo de proteinas mal-dobradas. Apds sua
ativacao, esta enzima processa uma regiao do mRNA do fator de transcricdo XBP-
1 que fora previamente transcrito pela acdo do ATF4 e ATF6. Este mRNA
processado origina uma proteina com maior atividade transcricional. O XBP-1,
num primeiro momento, induz a expressao de genes relacionados ao aumento do
processamento de proteinas acumuladas no RE e a ERAD (fator associado ao
reticulo endoplasmatico para degradacdo de proteinas). A ERAD é um
componente celular importante que marca proteinas mal-formadas, este processo
ocorre por ubiquitinacdo, com subsequente degradacdo da proteina por um
complexo conhecido como proteossoma (Rao et al., 2004; Hollin, 2013).

Esta acdo do XBP-1 é, em ultima analise, a derradeira tentativa corretiva da
UPR. Se estas agdes nao garantirem a retomada da homeostasia no RE e se a
ativacdo da Ire1 persistir, o0 XBP-1 oriundo de seu processamento alternativo
induz, tardiamente, a transcricdo do gene da proteina p58kip. Esta ultima exibe
notavel atividade inibidora sobre a PERK, liberando, desta forma, a traducao de
diversos mRNAs que se acumularam na célula durante a UPR, inclusive o da
CHOP. Como sera descrito no decorrer deste projeto, CHOP vai desempenhar um
papel determinante na apoptose desencadeada pela UPR (Rao et al., 2004).

Outro evento da UPR que resulta na morte celular também decorre da ativacao
persistente da IRE, mas que é independente de sua atividade endoribonucleasica.
A permanéncia da IRE-1 em sua forma fosforilada resulta no recrutamento da

proteina TRAF2 (“tumor necrosis factor receptor-associated factor 2”) e ASK1
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(“apoptosis signal regulating kinase 1”). A formagdo deste complexo resulta na
ativagdo da proteina JNK (Urano et al., 2000). Nos ultimos anos, demonstrou-se
um papel fundamental da JNK na morte celular, inclusive na que ocorre na célula
B pancreatica durante a histéria natural do Diabetes Mellitus tipos 1 e 2
(Ammendrup et al., 2000; Tuncman et al., 2006).

1.4 Apoptose de hepatdcitos no portador de diabetes e obesidade

Durante periodos de exacerbagao energética, com fontes nutricionais como
glicose, acidos graxos livres ou dietas ricas em gorduras, os hepatécitos estocam
estas fontes nutricionais na forma de glicogénio, ou seguem a de novo lipogénese.
A de novo lipogénese € um processo metabdlico hepatico, cujos hepatdcitos criam
novos acidos graxos e por fim sdo estocados na forma de triglicérides, proteinas
de baixissima densidade (VLDL), ou também podem ser utilizadas na producao de
componentes celulares como fosfolipideos. A esteatose hepatica ocorre
basicamente quando ha um excesso de disponibilidade de acidos graxos ao
figado, em combinacdo com resisténcia periférica a insulina (Matherly & Puri,
2012).

Os acidos graxos sao disponibilizados ao figado pela ndo esterificacdo dos
acidos graxos, pela de novo lipogénese ou por fontes dietéticas ricas em gordura.
Ao serem absorvidos pelos enterécitos, os acidos graxos, sao esterificados em
triglicerideos, empacotados em quilomicrons e posteriormente liberados a
circulacao linfatica. Cerca de 80% dos triglicerideos na forma de quilomicrom sao
hidrolizados pela lipoproteina lipase, permitindo que estes sejam acumulados no
tecido adiposo, ja os triglicérides remanescentes sao transportados na forma de
quilomicrons remanescentes, e sdo levados para o figado apds ligacdo com o
receptor da apolipoproteina E. Em pacientes com esteatose hepatica foi
demonstrado que 59% de gordura hepatica é derivada da nao esterificacdo dos
acidos graxos, 26% da de novo lipogénese e 15% da prépria dieta (Kusminski et
al., 2009; Matherly & Puri, 2012).
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Os carboidratos também podem influenciar no metabolismo hepatico dos
acidos graxos, visto que quando em excesso eles sao estocados também na
forma de glicogénio, sob influéncia da insulina, e quando estes estoques séo
exacerbados ha producao de acidos graxos (Matherly & Puri, 2012).

O tecido adiposo € um tecido metabolicamente ativo que tem efeito profundo
sob a resisténcia periférica a insulina e a esteatose hepatica. Foi demonstrado que
no tecido adiposo de obesos ha um infiltrado de macréfagos, que secretam
citocinas inflamatérias como a interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral
(TNF-a). Esta situagao leva a um estado inflamatério crénico, levando a efeitos
danosos a tecido periféricos, como o figado; proporcionando a este danos
celulares muitas vezes irreversiveis (Kusminski et al., 2009; Matherly & Puri,
2012).

De uma maneira geral, 0 acumulo de gordura hepatica presente no paciente
diabético e obeso (esteatose hepatica ndo alcodlica) é um evento patolégico que
resulta em morte celular e injuria hepatica, agravado a resisténcia a insulina neste
orgao (Kusminski et al., 2009). Recentemente, foi demonstrado que a morte de
hepatécitos causada por excesso de acidos graxos é dependente do estresse de
RE. Neste sentido, a expressdo de CHOP parece ser um evento chave no
desencadeamento da apoptose pela UPR (Pfaffenbach et al., 2010).

1.5Alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) na morte celular

A descoberta do alvo da rapamicina (TOR) esta intimamente ligada a
descoberta da rapamicina, também conhecida como sirolimo. A partir de uma
amostra de solo coletada na llha de Pascoa (Rapa Nui), em 1965, foi observada a
presenca de uma bactéria (Streptomyces hygroscopicus). O metabdlito secundario
produzido pelas bactérias foi identificado pela primeira vez em 1970, a rapamicina.
A rapamicina é uma gama-lactona macrociclica de 31 membros, insolivel em
agua, altamente lipossoluvel, tendo férmula quimica CsiH7;9NOq3 € possui peso
molecular de 914,2 g/mol. Esta droga possui potente atividade antifungica, e em
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culturas celulares humanas mostrou potente acdo antitumoral, mas também
atividade imunossupressora (Katzung, 2012; Benjamin et al., 2011).

A rapamicina foi primeiramente utilizada na clinica pelo seu poder antifungico,
no entanto foi observado que ela realizava uma imunossupressao, como efeito
adverso, sendo a utilizacdo antifingica abolida. Anos depois este farmaco foi
utilizado como inibidor da rejeicdo de enxertos, mas também se mostrou um
potente inibidor do crescimento de células tumorais. Este droga recebeu
aprovacao da “food and grug administration” FDA em 1999, para utilizacao na
rejeicdo renal de pacientes transplantados, ja em 2007 e 2009 outras duas
industrias farmacéuticas conseguiram também aprovacado para utilizagdo no
tratamento de cancer renal avancado. A eficacia da rapamicina contra tumores é
dada pelo seu efeito indireto de prevenir o crescimento de novos vasos
sanguineos (angiogénese), que fornece oxigénio e nutrientes as células tumorais
(Loewith & Hall, 2011).
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No inicio da década de 90 a exploracdao das atividades antifungicas da
rapamicina, trouxe a tona uma gama de mutantes resistentes a agao dela, isto
conduziu a identificagdo de dois complexos formados a partir da ativagcdao da TOR,
os complexos TORC1 e TORC2. Em mamiferos o complexo é conhecido como
MTOR, e foi descrito apenas em 1994. A descoberta dos mecanismos de acao da
rapamicina também foi descrita na década de 90 (Katzung, 2012; Benjamin et al.,
2011).

A via de sinalizagdo mTOR/S6K1 transmite a informagéo da disponibilidade de
nutrientes e de insulina para o ambiente intracelular e simultaneamente regula a
sinalizagdo da insulina através de um feedback negativo. A ativacdo da mTOR
pela insulina ocorre apo6s a ligacao da insulina a porcao extracelular do IR, o que
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acarreta autofosforilagdo em residuos de tirosina desta proteina e consequente
fosforilacdo de residuos de tirosina da proteina ancoradoura IRS1. O IRS1
fosforilado liga-se a proteina PI3K, resultando em aumento da producéo de PIP3.
O acumulo deste fosfolipideo resulta na ativagdo indireta da AKT que, dentre
varios substratos, fosforila e inativa a proteina TSC2, uma proteina ativadora de
GTPase, o que resulta no aumento de Rheb ligado a GTP. O complexo Rheb-GTP
aumenta a atividade do complexo TORC1 que, entre outras proteinas, é formado
pela mTOR e pela Raptor. A Ativagdo do TORC1 fosforila a proteina S6K1 e o
fator de elongacéao 4E-BP1, resultando assim no aumento generalizado da sintese
protéica celular. O complexo TORC1 é conhecido como o complexo da mTOR
sensivel a rapamicina, pois a atividade cinase deste complexo protéico é reduzida
na presenca desta droga (Taniguchi et al., 2006).

A mTOR forma ainda um complexo protéico cuja atividade também € inibida
pela rapamicina denominado TORC2. Canonicamente, acredita-se que o TORC2,
formado pela Rictor, mTOR e outras proteinas, catalisa a fosforilacdo em serina e
consequente ativagdo completa da AKT, aumentado desta maneira a sinalizacao
da insulina (Hresko & Mueckler, 2005). Ao contrario desta regulacéo positiva da
sinalizagédo da insulina pelo complexo TORC2, a ativagdo exacerbada do TORC1
resulta em uma regulagdo negativa da sinalizacdo da insulina (Tremblay et al.,
2005). Outros trabalhos ainda mostram que a expressao de Raptor sem funcao
causa o aumento da sensibilidade a insulina no figado (Koketsu et al., 2008).

1.6mTOR, estresse de RE e a morte de hepatoécitos

A similaridade entre a ativacdo do complexo mTORC1 e da UPR ¢é dada pelo
fato de ambas serem sensiveis a variagées nutricionais, fatores de crescimento e
hipdxia. Em especial o status nutricional elevado, observado na obesidade, é
provavelmente dado por mudancas na composicado da membrana do RE, fluidez e
concomitantemente a inibicdo da SERCA2b observado principalmente em células
B pancreaticas e em figado de camundongos. Indica-se até o presente que

possivelmente o complexo mTORC1/Raptor induz a inicializacdo da UPR, mas
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nao se sabe se este fendmeno é dependente de classes diferentes de nutrientes.
(Appenzeller-Herzog & Hall, 2012).

Além de seu papel essencial na resisténcia a insulina hepdtica, a via
mTOR/S6K1 também parece estar relacionada a morte de hepatécitos por
mecanismos ainda desconhecidos. Neste sentido, a delecdo do gene que codifica
para a S6K1 diminui a apoptose em hepatécitos (Gonzalez-Rodriguez et al.,
2009).

Estudos ainda sugerem um papel importante na ativacdo da AKT, no entanto
esta ativacdo ou inibicdo da AKT parece ser bifasica. Inicialmente o estimulo do
estresse de RE leva a estimulacdo da AKT, proporcionando a ela um papel de
“‘quinase salvadora”. Este evento levaria a ativacdo do complexo mTORC1, que
em longo tempo de injdria inibiria a AKT, ativando a via RE — JNK “morte quinase”.
Esta relacdo bifasica entre a AKT causada pelo estresse de RE parece ser um
determinante crucial para a apoptose determinada pela UPR, porque o complexo
mTORCZ2/Rictor participa da ativacdo da AKT. Diferente das evidéncias ainda nao
totalmente elucidadas quanto a importancia do complexo mTOR1, o complexo
mTOR2 ainda € muito menos explorado. No entanto, a inducao farmacoldgica do
estresse de RE leva a catalizagdo da fosforilacdo da GSK3B, aumentando a
atividade do mTOR2, que por consequéncia suprime a ativacdo da AKT
(Appenzeller-Herzog & Hall, 2012).

Deste modo, a nossa hipotese foi avaliar se a mTOR, que é comprovadamente
sensivel a nutrientes, teria correlagdo com este desbalanco gerado pelo excesso
de nutrientes, de modo a gerar a UPR e consequentemente a apoptose.
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2- OBJETIVOS




Geral

Avaliar a relacao entre ativacdo da mTOR e inducao de UPR e apoptose

por elevadas concentragdes de acidos graxos, glicose ou frutose em hepatécitos.

Especificos

% Investigar a relacdo temporal entre apoptose e ativagdo da via da mTOR e
da UPR em hepatécitos expostos a altas concentracdes de acido palmitico.

% Investigar a relacdo entre apoptose e ativacdo da via da mTOR e da UPR
em hepatdcitos expostos a altas concentragdes de glicose.

% Investigar a relacdo entre apoptose e ativacao da via da mTOR e da UPR
em hepatdcitos expostos a altas concentragdes de frutose.

% Avaliar a repercussdao do bloqueio da mTOR com rapamicina para o0s
complexos mTOR1/Raptor ou mTORC2/Rictor na ativagdo da apoptose em
hepatécitos expostos a altas concentracées de acido palmitico, glicose ou

frutose.
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3- MATERIAIS E METODOS
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Cultivo e tratamento de células HepG2

Linhagem de células HepG2 (derivadas de hepatoma humano) foram
adquiridas no Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ) (CR 0294), esta linhagem foi mantida em meio de cultura (DMEM,
acrescido de 5,6 mM de glicose, 10% de soro fetal bovino, 100 U/ml de penicilina
e 0,1 mg/ml de estreptomicina) em atmosfera com 5% CO, a 37°C. As células
HepG2 foram mantidas em garrafas de plastico de 25 cm? (Sarstedt) até atingirem
confluéncia proxima a 90%, com isso elas foram repicadas ou tratadas para
posteriores experimentos.

Para o tratamento com o palmitato foi utilizada uma solucao de albumina
livre de acidos graxos (BSA) (A6003-Sigma) 12% (0,49 de 3,33 ml de DMEM) e
uma solucdo de acido palmitico 20 mM (0,01g de acido palmitico para 2 ml de
alcool absoluto 99%) ou alcool absoluto 99% (controle). Para pré-conjugarmos
utilizamos 211,25 pl de DMEM, 133,3 ul de BSA com DMEM e palmitato ou alcool
(controle). Esperamos 10 minutos a temperatura ambiente e aplicamos o volume
total de 393 ul da mistura nas células que ja continham 1,6 ml de DMEM sem soro.
Ja para o tratamento com glicose ou frutose foi utilizado meio DMEM contendo 5.6
mM de glicose em sua composicao, e foi incluido a este meio albumina numa
concentracao final de 2%. A glicose ou a frutose foram também inseridas em
tratamentos com concentracdes de 33.3 mM ou 4.5 mM, respectivamente; E
importante salientar que neste meio, que ja continha os 5.6 mM de glicose que € a
composicao basica deste meio de cultura utilizado em nossos experimentos.

Utilizamos ainda ferramentas farmacolégicas que interagem diretamente
com nossas vias. A rapamicina (Cs1H7gNO13. 1292 - TOCRIS) foi diluida em etanol
100% e utilizada nas concentragdes de 10, 100 e 500 nM, esta foi incorporada ao
tratamento com palmitato e permaneceu no meio de cultura até a finalizagdo da
incubagado. AKT inhibitor 124005 (C3oHs8010 - 1701-1 - BioVision) foi utilizado na
concentragao de 100 nM, este farmaco foi incubado em DMEM de albumina (BSA)
1% por 15 minutos e removidos posteriormente. Ainda utilizamos o LY 294004

(C19H17NO3 - 1130 - TOCRIS) e a wortimanina (Cz3H2405 - W1628 - Sigma) nas
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concentracdes de 100 uM e 1 nM, respectivamente, também num protocolo de
pré-tratamento de 15 minutos ao tratamento do palmitato em DMEM com 1% de
BSA.

Imunoblotting

As células HepG2 foram processadas em tampéao de extracdo (SDS 1%,
Tris (pH 7,4) 100 mM, pirofosfato de s6dio 10mM, fluoreto de sédio 100 mM,
EDTA 10mM, ortovanalato de sédio 100mM) incubadas a 96°C por 10 min. Em
seguida as amostras foram centrifugadas para remocdo do material insoluvel.
Posteriormente parte do sobrenadante do homogeneizado foi utilizado para
determinacao do conteldo protéico por espectrofotometria com reagente Bradford
(Biorad, CA, USA), e o restante foi acrescido de tampao Laemmli e fracionado em
SDS-PAGE (2,6%C e 8-12%T) em aparelho para minigel (Mini-Protein, Bio-Rad).
Ap6s separacdo eletroforética, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, CA, USA). As membranas foram bloqueadas
com uma solucéao contendo BSA 5%, Tris-Base, NaCl e Tween-20 por duas horas
a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, as membranas foram incubadas com
anticorpos especificos da empresa Santa Cruz contra GAPDH (SC-25778), p-
AKT1/2/3 (SC-7985-R) (Ser-473), AKT (SC-8312), GADD34 (SC-825), p-PERK
(SC-32577) (Thr-981), ATF4 (SC-200), CHOP (SC-575), TRB3 (SC-34215), EIF2a
(SC-133132), p-EIF2a (SC-293100) (Ser-49), p-p70S6K (SC-11759) (Thr-389), p-
4E-BP1 (SC-12884) (Ser 65/Thr70); da Cell Signaling contra BiP (#3183-Cell
Signaling), p-mTOR (#2971) (Ser-2448), Raptor (#2280), Rictor (#9476); da
BioLegend contra anti-Xbp-1 (619502-BioLegend) e por fim contra ATF6 (IMG-
273-IMGENEX) da IMGENEX, por quatro horas a temperatura ambiente. Apds
marcagao com anticorpo primario, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario conjugado a peroxidase por uma hora a temperatura ambiente (GE
Healthcare, USA). Antes da deteccdao, as membranas foram incubadas por um
minuto com uma solucdo contendo luminol, acido p-cumarico e H.O. e, entéao,

expostas durante tempos variados a filmes de raio-X. Depois de revelados, esses
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filmes foram submetidos a andlise de densitometria Optica pelo software Scion
Image (Scioncorp, NIH, USA).

Analise de fragmentacao de DNA

Células HepG2 foram semeadas em placas de 6 pocos (1x10° células /
poco) e submetidas ao tratamento com acido graxo como descrito anteriormente.
Ap0s estes procedimentos, as células foram removidas dos pogos. Em seguida, as
células foram transferidas para tubos contendo 1,0 mL de PBS a 4° C e
centrifugadas a 1.000xg por 10 min. Apds centrifugacéo, o pellet de células foi
diluido em 1 mL de PBS e colocadas em tubos de polietileno. A fragmentacao de
DNA foi avaliada utilizando citometria de fluxo de acordo com o método
previamente descrito (Nicoletti-Carvalho, 2007). As células contidas em 1 mL de
suspensao em PBS foram centrifugadas e o precipitado suspendido em 300 pl de
uma solucao isotonica de iodeto de propideo (0,008 mg/mL de iodeto de propidio,
10 mg/mL de citrato de s6dio, 10 uL/mL de Triton X-100 a 0,1%). Em seguida, as
amostras foram incubadas “over-night” a 4°C por 12 horas e analisadas no
citbmetro do fluxo Facs Scalibur. Os histogramas resultantes das analises das
amostras foram analisados através do software Cell Quest Pro.

Coloracao de Oil Red O

Células HepG2 foram semeadas em placas de 6 pocos (4x10 ° células /
poco) e submetidas a diversos tratamentos: controle, palmitato (0,2 mM), palmitato
(0,2 mM) com rapamicina (500 nM) ou palmitato (0,2 mM) com “AKT inhibitor” (100
nM). Apés o tratamento o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas
por 3 vezes com Krebs gelado, apds este procedimento as células foram fixadas
por uma solucdo de paraformoldeido 4% por 30 minutos. Apds a fixacao, estas
células foram lavadas mais 3 vezes com Krebs gelado e incubadas com o corante
“Oil Red O” (solucao de trabalho: 3 mg/mL de “Oil Red O” dissolvido em 60% de

isopropanol) por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida as células foram
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lavadas por 3 vezes novamente com Krebs gelado. As imagens foram realizadas
no aumento de 200 vezes.

Para quantificacao do conteudo lipidico utilizamos 1 mL de isopropanol em
cada pocgo e apds 5 minutos de agitacdo a temperatura ambiente, este contetdo
foi lido na absorbancia de 510 nm no espectrofotobmetro (Yao et al., 2011; Lee et
al., 2012).

Silenciamento génico (RNA de interferéncia)

A tecnologia do RNA de interferéncia (siRNA) consiste na utilizagdo de
moléculas de RNA exdgenas complementares ao mRNA alvo, cuja interacao inibe
a traducado completa deste ultimo, alterando o fenétipo celular. Esta interacao é
dada através da interacdo deste RNA exdégeno com um complexo protéico
denominado RISC, do inglés RNA induced silencing complex. Este complexo
servira como guia para que o RISC encontre fitas complementares de RNA
mensageiros especificos, as quais serdo alvo da acdo do silenciamento génico.
Para estes experimentos utilizamos RNA de interferéncia para os mRNAs que
codificam as proteinas Raptor (sc-44069) e Rictor (sc-61478) (Santa Cruz
Biotechnology). Os siRNAs foram previamente misturados ao reagente lipidico
lipofectamina 2000 (Life Technologies - 11668-027) que forma lipossomas que
penetram na células, perfazendo a transfeccdo. O “scrambled” (sc-37007), uma
sequéncia de RNA que sabidamente nao se liga a nenhuma sequéncia de RNA,
foi utilizada como controle da transfeccao. A concentragao final dos siRNA foi de
80 nM, e a de lipofectamina foi de 2,5ul/ml. A transfeccao foi realizada em meio
sem soro e sem antibiético (OPTI-MEM, Life Technologies - 31985088), por 7
horas a 37°C.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrao da média (EPM)

e analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA de uma via com
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pds-teste de Tukey, ou duas vias com péds-teste de Student, quando apropriado).
Também foi realizado, quando adequado, o teste de Student. Para os resultados
foram adotados 5% como limite de significancia estatistica (p<0,05).

43



4- RESULTADOS




Avaliacao dos efeitos do palmitato nas células de hepatoma

Iniciamos nossa investigacdo com um experimento curso temporal, que
englobou todos os tempos de tratamento com &cido palmitico. Observarmos por
citometria de fluxo a fragmentacao de DNA, de células HepG2 tratadas com 200
UM de palmitato marcadas com iodeto de propideo, e concluimos que a apoptose
€ iniciada em 6 horas de exposicdo ao palmitato tendo seu pico maximo em 12
horas (figura 3). Estes dados nos mostraram que a morte celular € dependente do
tempo de tratamento, e que em 6 e 12 horas a apoptose elava-se gradativamente
(figura 2).
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Figura 3: Experimento curso temporal de células HepG2 tratadas com 200 uM de palmitato em
0,5, 1, 2, 3, 6 e 12 horas. Estas células foram tratadas e posteriormente incubadas com solugao
contendo iodeto de propideo “over night”, para posterior averiguacao da fragmentacdo de DNA por
citometria de fluxo (n=6) (P<0,05).

A avaliacdo de proteinas envolvidas com a via de sinalizagdo do estresse
de RE e também da mTOR em resposta ao palmitato foi dividida em duas etapa:

experimento curso temporal “curto” e “longo”.
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Ao avaliarmos a apoptose num curto espaco de tempo, observamos que
proteinas caracteristicas da ativacdo do estresse de RE ndo tem sua expressao
modulada. Estes resultados podem ser observados pela expressdao de ATF4
(figura 4 A), CHOP (figura 4 B), ATF6 (figura 4 D) e na fosforilagdo da PERK
(figura 4 D).

A B
CTL 0,5h 1h 2h CTL 0,5h 1h 2h
[ ————— -0 e ] o0
2.0 2.01
o 157 159
e <
§ 1.0 %‘0'
w
< 05 5 o4
0.0 0.0-
o 05 ; o 05 2
c CTlL  0,5h 1h 2h D

CTL 0,5h 1h 2h

[N

o )
. . I I

ATF6/GAPDH
5
pPERK/GAPDH
5

o
3

n
=}

o
|

f

o
o
o
o

0,5 1 2

o
e
&)
-
o

Figura 4: Experimento curso temporal curto (0,5, 1 e 2 horas) de proteinas chave nas vias de
sinalizacao do estresse de RE, analisadas por “Western blot”, apds tratamento com palmitato na
concentracdo de 200 puM. (A) ATF4 (n=9), (B) CHOP (n=5), (C) ATF6 (n=6-7) e (D) pPERK (n=5).

As investigacdes seguiram para avaliacdo do efeito do tratamento com o
acido palmitico em tempos longos. Checamos varias proteinas envolvidas com o

estresse de RE, e concluimos que assim como a apoptose, observada na figura 3,
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a ativacao do estresse de RE é dependente do tempo de exposi¢cdo ao acido
graxo. Desde modo nao s6 a expressao de ATF4 (figura 5 A) e ATF6 (figura 5 C)
aumentam em tempos tardios de experimentacdo, mas também a de CHOP
(figura 5 B). Esta proteina merece uma atengdo em especial por ser extremamente
conhecida como a proteina “efetora da morte celular’ quando esta é deflagrada via
estresse de RE (Hotamisligil, 2010). A elevacdao na expressdao da CHOP
gradativamente junto a apoptose, da figura 2, nos mostrou que o acido graxo
saturado de cadeia longa proporciona morte a linhagem de hepatoma, e esta
morte & possivelmente dada por ativagdo do estresse de RE. A fosforilagdo da
PERK também é observada em tempos tardios do tratamento (figura 5 D).

O TBR3 também aumenta em expressdao de modo gradual, principalmente
em 12 horas de tratamento (figura 5 E). Este evento fortalece nossa hipétese, visto
que esta proteina esta relacionada a uma regulacdo negativa da AKT,
correlacionando-se diretamente a resisténcia periférica a insulina e aos eventos

correlacionados, como a esteatose hepatica ndo alcodlica, por exemplo.
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Figura 5: Experimento curso temporal longo (3, 6 e 12 horas) de proteinas chave nas vias de
sinalizacao do estresse de RE analisadas por “Western blot”, apds tratamento com palmitato na
concentracédo de 200 pM. (A) ATF4 (n=5), (B) CHOP (n=5), (C) ATF6 (n=6-7), (D) pPERK (Thr-981)
(n=8) e (E) TRB3 (n=5) *(P<0.05).

Experimentalmente da mesma forma, prosseguimos avaliando proteinas
reguladas pela ativacdo da mTOR, neste caso proteinas relacionadas a sinais
pds-transducionais do complexo mTOR1/Raptor. No experimento com tempo
curto, avaliamos a fosforilagdo das proteinas P70 e 4EBP1, mas nao observamos
nenhuma alteragéo (figura 6 A e B). Estas proteinas também foram avaliadas nos
tempos longos, e a fosforilagdo destas proteinas manteve-se inalterada (figura 7 A
e B).
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Figura 6: Analise de proteinas envolvidas com a atividade pés-traducional do complexo
mTOR1/Raptor num experimento curso temporal curto (0,5, 1 e 2 horas), tratadas com palmitato
(200 pM) e analisadas por “Western blot”. (A) p4EBP1 (Ser 65/Thr70) (n=5) e (B) pP70 (Thr-389)
(n=5).

Em seguida, decidimos observar se a fosforilagdo do complexo mTOR total
estava alterada no tempo longo, visto que a apoptose e o estresse de RE estavam
alterados neste instante. Como visto na figura 7 C, a fosforilagdo da mTOR esta
aumentada em 6 e 12 horas de tratamento com o acido palmitico, mostrando-nos
que ha alguma atividade possivelmente correlata com os outros eventos

observados.

Investindo na possivel correlacao entre a apoptose causada pelo palmitato
e a ativacdo da mTOR, decidimos utilizar a rapamicina, que € um farmaco
classicamente descrito por inibir o complexo mTOR1/Raptor, no entanto a
especificidade deste farmaco é dependente da dose e do tempo de tratamento.
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Figura 7: Experimento curso temporal longo (3, 6 e 12 horas) de proteinas chave envolvidas com a
atividade com o complexo mTOR1/Raptor (A) (B), e da prépria mTOR total (C). Tratamento
realizado com 200 pM de acido palmitico, com analise realizada através de “Western blot”. (A)
p4EBP1 (Ser 65/Thr70) (n=5), (B) pP70 (Thr-389) (n=5) e (C) pmTOR (Ser-2448) (n=5) *(P<0.05).

Utilizamos trés doses crescentes de rapamicina: 10, 100 e 500 nM, esta foi
incorporada ao tratamento com o palmitato pelo periodo de 12 horas, e por fim
avaliamos a morte celular (fragmentacéo de DNA).

Observamos que o palmitato causou morte celular, no entanto ela foi
apenas inibida ao utilizarmos a dose de 500 nM de rapamicina (figura 8). Como
dito anteriormente a rapamicina € classicamente descrita como droga inibidora do
complexo mTOR1/Raptor, mas esta especificidade € dada apenas com doses de
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até 10 nM. Estes resultados nos mostraram que o complexo mTOR2/Rictor deve
estar envolvido com a apoptose causada pelo palmitato, porque apenas com 500
nM esta morte foi inibida.
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Figura 8: Linhagem celular de hepatoma humano (HepG2) tratadas com 200 puM de palmitato e/ou
rapamicina em diferentes doses (10, 100 ou 500 nM) por 12 horas (n=6), com posterior incubacao
com iodeto de propideo e andlise por citometria de fluxo da fragmentacdo de DNA *Controle VS.
Palmitato, & Palmitato VS. Palmitato com Rapamicina (P<0,05).

Ao observarmos que a apoptose foi inibida com 500 nM de rapamicina,
decidimos avaliar se as proteinas envolvidas com o estresse de RE retomariam
aos seus valores basais. Tratamos as células HepG2 com o palmitato ou com
palmitato e rapamicina, e verificamos se o uso de rapamicina reduz o aumento
induzido por palmitato de ATF4 (figura 9 A), CHOP (figura 9 B), ATF6 (figura 9 C)
e pPERK (figura 9 D). Estes resultados mostram que a rapamicina foi capaz de
reverter o estresse de RE gerado pelo palmitato. A GADD34 é uma proteina
contra-regulatoria do estresse de RE, e o tratamento com palmitato tende a

diminuir sua expressao, enquanto que a rapamicina reverte este efeito (figura 9 E).
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Mesmo sem nenhuma alteracdo estatisticamente detectavel na fosforilagao
da proteina P70, avaliamos se a rapamicina exerce algum efeito nela. A
fosforilacdo da P70 é diminuida ao incorporarmos a rapamicina no tratamento
(figura 9 F), mostrando-nos que esta droga provavelmente exerce um papel
inibidor também no complexo mTOR1/Raptor. Frente a tendéncia de elevagao da
TRB3 ao tratamento com palmitato, a rapamicina foi capaz de reduzir esta
tendéncia (figura 9 G).
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Figura 9: Experimento curso temporal longo (3, 6 e 12 horas) com células HepG2 tratadas com
200 pM de palmitato e/ou rapamicina (500 nM). Avaliacdo de proteinas envolvidas com sinalizacao
do estresse de RE e da mTOR, normalizadas pelo “pounceau”. (A) ATF4 (n=7), (B) CHOP (n=11-
16), (C) ATF6 (n=6-10), (D) pPERK (Thr-981) (n=6-10), (E) GADD34 (n=4-6), pP70 (Thr-389) (n=4)
e TRB3 (n=4) (linhas continuas para amostras tratadas com palmitato, e linha pontilhadas foram
tratadas com palmitato e rapamicina) *(ANOVA com pés teste de Tukey para amostras
comparadas entre o controle e as amostras tratadas com palmitato) e & (“Test T student” quando
comparou-se amostras do mesmo tempo tratadas com palmitato e palmitato com rapamicina)
(P<0.05).

Buscamos ainda avaliar por microscopia o conteudo lipidico pds-tratamento
com palmitato, ou palmitato com rapamicina em 12 horas de experimento.
Utilizamos o “oil red O”, um corante soluvel em agua utilizado para coloragdo de
lipideos, e observamos que o conteudo lipidico das células tratadas com palmitato

€ visualmente maior que o controle (figura 10 A e B), no entanto, ao incorporarmos
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ao tratamento a rapamicina (500 nM) este conteldo mantém-se tal qual o
tratamento apenas com palmitato (figura 10 B e C). Apds a microscopia
quantificamos o conteudo lipidico utilizando 1 mL de isopropanol em cada pogo.
Este resultado nos confirmou que independente do tratamento com rapamicina, o
palmitato exerce um aumento do conteudo lipidico, e ndo é pela diminuicao deste
conteudo que os efeitos da apoptose e do estresse de RE sao inibidos (figura 10
D).
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Figura 10: Coloragdo de “Oil Red O” em células de hepatoma tratados com palmitato e/ou
rapamicina. (A) Controle experimental, (B) células HepG2 tratadas com 200uM de palmitato por 12
horas e (C) células HepG2 tratadas com palmitato e rapamicina (500 nM) por 12 horas. (D)
Quantificagdo do conteldo lipidico pds-microscopia das células (n=6) foi realizada por
espectofometria em 510 nm *(P<0,05).

Como os resultados anteriores de que a apoptose e o estresse de RE foram
inibidos apenas com uma dose de rapamicina, sugerindo participacdo da TORC2
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buscamos avaliar a fosforilacdo da AKT, visto que esta proteina € um alvo do
TORC2.

Observamos que o tratamento com o palmitato gera uma elevacao na
fosforilacdo da AKT em 1 hora e 2 horas de exposicao (figura 11 A), momento que
antecede os efeitos danosos de apoptose e estresse de RE. Ja& em tempos
experimentais maiores a fosforilagdo da AKT é diminuida quando comparada ao
controle (6 e 12 horas), este fato coincide com momentos de maior atividade do
estresse de RE e da morte celular (figura 11 B).
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Figura 11: Experimento curso temporal curto (0,5, 1 e 2 horas) (A) e longo (3, 6 e 12 horas) (B),
para AKT fosforilada no residuo serina 473, normalizada pela AKT total. As células de hepatoma
humano (HepG2) foram tratadas com 200uM de palmitato durante todo o tempo de
experimentagdo, e a andlise de fosforilagdo da AKT foi dada por “Western blot”. pAKT (Ser-473)
(n=6-10) *(P<0.05).

Ao observarmos os dados da figura anterior, buscamos drogas que
conhecidamente exercessem inibicdo na AKT. Utilizamos a wortimanina, um
metabolito esteroide do fungo Penicillium funiculosum que é um inibidor covalente
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da PI3 quinase; o LY, um inibidor reversivel também da PI3 quinase; e o “AKT
inhibitor”, um inibidor seletivo da AKT. Tratamos as células com doses e
protocolos ja descritos na literatura que se assemelham em um aspecto: a pré-

incubacgao das células por 15 minutos prévios a qualquer outro tratamento.

A inibicao irreversivel ou reversivel da PI3 quinase com wortimanina e LY,
respectivamente, ndo diminuiu a apoptose causada pelo palmitato (figura 12 A e
B). O efeito inibitério da apoptose s6 foi observado com a utilizacdo do “AKT
inhibitor” (figura 12 C), nos mostrando que existe um efeito ligado diretamente a

atividade da AKT, e n&o a PI3 quinase.
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Figura 12: Células HepG2 tratadas com 200 uM de palmitato por 12 horas e/ou wortimanina
(1nM), LY (100uM), “AKT inhibitor” (100 nM) em DMEM com 1% de albumina (n=6). Estas drogas
foram incubadas por 15 minutos e removidas do meio para posterior incubagédo com palmitato. A
analise de fragmentacdo de DNA foi dada com incubacdo “over night”, numa solugcao contendo

iodeto de propideo. *Controle VS. Palmitato, & Palmitato VS. Palmitato com “AKT inhibitor”
(P<0,05).

A averiguacdo da fosforilacgdo da AKT por “Western blot” quanto ao
tratamento com ou sem “AKT inhibitor” data que em 1 hora de tratamento, o

aumento é inibido (figura 13 A), e em 12 horas nao ha alteragcao da fosforilagcdo
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quando comparamos as células tratadas com palmitato ou palmitato e “AKT
inhibitor” (figura 13 B).
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Figura 13: Andlise por “Western blot” da AKT fosforilada em serina 473 em 1 hora (A) ou 12 horas
(B), tratadas com palmitato numa concentracdo de 200 uM e/ou pré-tratamento com “AKT inhibitor”
(100 nM) por 15 minutos (Ser-473) (n=3-5) (P<0,05).

O estresse de RE decresce ao incorporarmos o “AKT inhibitor” previamente
ao tratamento com palmitato, dados que podem ser observados pela diminuigéo
da expressao de ATF4 (figura 14 A), CHOP (figura 14 B) e a reversao tendéncia
de aumento da ATF6 (figura 14 C).
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Figura 14: Células de hepatoma (HepG2) tratadas com 200 uM de palmitato por 12 horas e/ou
pré-tratamento por 15 minutos com “AKT inhibitor” (100 nM). Analise por “Western blot” de
proteinas envolvidas com estresse de reticulo endolpasmatico: ATF4 (A), CHOP (B) e ATF6 (C)
(n=6) *Controle VS. Palmitato, & ou # Palmitato VS. Palmitato com “AKT inhibitor (P<0,05).

A microscopia também foi utilizada para verificarmos se havia algum efeito
de diminuicdo da incorporacao lipidica nas células HepG2, e isto foi o que
realmente observamos quando realizado a quantificagdo (figura 15 D). Estes
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dados nos mostram que possivelmente que a AKT pode estar ligado a
incorporacao do lipideo a célula hepatica.
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Figura 15: Coloracédo de “Oil Red O” em células de hepatoma tratados com palmitato e/ou “AKT
inhibitor”. (A) Controle experimental, (B) células HepG2 tratadas com 200uM de palmitato por 12
horas e (C) células HepG2 tratadas com palmitato por 12 horas, com pré-incubacdo de “AKT
inhibitor” (100 nM) por 15 minutos. (D) Quantificagdo do conteldo lipidico p6s-microscopia das
células (n=6) foi realizada por espectofometria em 510 nm *(P<0,05).
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Havia a necessidade de confirmar que todos estes eventos até entédo
observados estavam realmente acontecendo via TORC2. Para isso, realizamos o
experimento de transfeccdo celular para inibirmos especificamente as proteinas
Raptor e Rictor, que fazem parte dos complexos proteicos da mTOR1 e da
mTOR2, respectivamente. Através da expressdao da Rictor (figura 16 A),
confirmamos a inibicdo parcial da proteina ao compararmos com as células

controle (“scrambled”), mas também com as células silenciadas para Raptor.

Ao analisarmos a fragmentacdao de DNA, no grafico da figura 16 B, nds
confirmamos que a apoptose gerada pelo palmitato foi realmente gerada via
Rictor, proteinas esta inserida no complexo TORC2. Todos estes dados vieram
contribuir com a nossa hipétese inicial, de que a apoptose e o estresse de RE
correlaciona-se finamente com a via da mTOR, e em especial com o complexo
mTOR2/Rictor.
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Figura 16: Silenciamento génico para as proteinas Raptor, Rictor e Scrambled (controle). (A)
Comprovacao da eficiéncia da transfecgdo para o si RNA Rictor. (B) Apoptose de células de
hepatoma humano (HepG2) tratadas com 200uM de palmitato por 12 horas, com silenciamento
génico preliminar para as proteinas Raptor, Rictor e Scrambled (controle) (n=5-6) (P<0,05).
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Avaliacao dos efeitos da glicose e da frutose em células de hepatoma

As investigagbes com glicose iniciaram-se com a determinagdo da agéo
apoptética desta. Definimos, através de um experimento de avaliacdo de
fragmentacao de DNA, que a glicose (33.3 mM) gera apoptose em células de
hepatoma a partir das 24 horas de tratamento, perdurando-se até as 48 horas
(figura 17 A). A rapamicina em duas concentragdes crescentes (10 a 100 nM) inibe
a apoptose progressivamente em ambas doses, mostrando que possivelmente
este evento € dado por inibicdo do complexo mTOR1/Raptor, visto que 10 nM de

rapamicina € uma dose especifica para inibicao especifica deste complexo.
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Figura 17: Células HepG2 tratadas com 33.3 mM de glicose em meio de cultura contendo 2% de
albumina. (A) Células tratadas por 24 ou 48 horas com glicose, e em (B) as células receberam o
tratamento com glicose por 48 horas com ou sem rapamicina em duas concentragdes: 10 ou 100
nM (n=6). Avaliagdo da fragmentagdo de DNA por citometria de fluxo, com células tratadas e

incubadas com iodeto de propideo. *Controle VS. Glicose, & Glicose VS. Glicose com Rapamicina
(P<0,05).

A avaliacdo da acado apoptética da frutose nesta linhagem de hepatoma

humano, mostrou-nos que este carboidrato gera apoptose nesta linhagem apenas
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em 48 horas numa concentracdo de 4.5 mM (figura 18 A). No entanto, esta
apoptose é inibida apenas com 100 nM de rapamicina (figura 18 B), dando a
sugestdo que a via mTOR2/Rictor pode estar envolvida neste evento.
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Figura 18: Células HepG2 tratadas com 4.5 mM de frutose em meio de cultura contendo 2% de
albumina. (A) Células tratadas por 24 ou 48 horas com frutose, e em (B) as células receberam o
tratamento com frutose por 48 horas com ou sem rapamicina em duas concentragdes: 10 ou 100
nM (n=6). Avaliacdo da fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo, com células tratadas e

incubadas com iodeto de propideo. *Controle VS. Glicose, & Glicose VS. Glicose com Rapamicina
(P<0,05).
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5- DISCUSSAO




O acumulo de gordura no parénquima hepatica e suas consequéncias, como a
esteatose e o hepatocarcinoma emergiram como um problema de saude publica
assim como 0s seus principais fatores de risco, a obesidade e a resisténcia a
insulina, que por sua vez assumem papel epidémico amedrontador em todo
mundo. O consumo exacerbado e crénico de acidos graxos saturados de cadeia
longa, como o palmitato, pode levar a quadros de fibrose hepatica e cirrose; os
acidos graxos livres aparecem como o maior mediador de acumulo de lipideos no
figado. Quando instalado o quadro cirrético, eleva-se o risco de morte do portador
por elevar as chances do desenvolvimento de hepatocarcinoma e

descompensacao funcional do figado (Wobser, 2009).

De acordo com os estudos de Kim e colaboradores, a diminui¢do da viabilidade
celular determinada por azul de Tripan na linhagem celular de hepatoma (HepG2)
€ obtida com doses de palmitato entre 100 e 1.000 uM (cerca de 20% a 80% de
diminuicdo da viabilidade). A avaliagdo da morte celular causada pelo tratamento
com 500 uM de palmitato mostrou cerca de 40% de apoptose, quando comparada
ao controle, acompanhado de aumento da clivagem caspase 3. A atividade
elevada da caspase 3 esta ligada diretamente a morte celular programada. No
entanto, estes experimentos foram realizados com o acido graxo nao conjugado a
albumina (Kim et al., 2010).

Em nossos experimentos as células HepG2 foram tratadas com 200 uM de
palmitato num curso temporal, no qual determinamos a apoptose através da
fragmentacdo de DNA. O tratamento destas células com o &cido graxo de cadeia
longa desencadeou a morte celular a partir das 6 horas de tratamento, chegando
ao seu apice em 12 horas. Estes resultados mostram que o efeito apoptético do
palmitato é gerado do modo crescente e dependente do tempo de exposicao.

Observou-se em células B, tanto em experimentos com cultura de ilhotas de
ratos Wistar como em linhagem celular (INS-1), que em tratamento com palmitato
pré-conjugado a albumina numa proporcado de 1:3, e também quando tratadas
com citocinas, ha aumento do estresse de RE pela expressao e fosforilagdo de
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proteinas como: PERK, EiF2a, ATF4 e CHOP. Portanto, tanto as citocinas quanto
a lipotoxicidade causam estresse de RE. A inducdo de estresse de reticulo por
palmitato ou por citocinas sdo eventos independentes que culminam em apoptose.
Estes resultados mostraram que diferentes mecanismos sao responsaveis pela
apoptose de células B no diabetes tipo 1 e 2 (Akerfeldt et al., 2008). A morte das
células B pancreaticas € a disfungdo central no processo da patogénese do
diabetes, e a perda da massa funcional das células 3 é um processo que leva a
apoptose dessas células. Acidos graxos saturados, como o palmitato, diminuem o
aporte de fons Ca®* que, por sua vez, libera o sinal para as proteinas envolvidas
no estresse de RE. A ativacdo de proteinas como a PERK, culmina na ativacao da
CHOP que inibe a Bcl-2, um fator anti-apoptético, causando ativagdo da cascata
apoptoética chegando a clivagem da caspase 3. Outra proteina transmembrana do
estresse de reticulo, a Ire1 também esta envolvida na apoptose pela ativacao da
TRAF2, mas também ativacao da caspase 12, que causa ativagdo da caspase 3.
Em principio, o ATF6 nao esta envolvido em mecanismos pro-apoptéticas, mas
sim na tentativa da homeostase celular (Cnop et al., 2010).

Outros pesquisadores ainda descrevem que a UPR, quando gerada pela
utilizacdo de acidos graxos de cadeia longa, € dada pela ativacdo da IRE1, que
promove o “splicing” do XBP1 e subsequente transcricdo de chaperonas e genes
associados ao RE envolvidos com degradacao. A atividade da PERK é dada pela
sua autofosforilacdo, e subsequente fosforilacdo da subunidade alfa do fator
iniciador de transcricdo elF2, e posterior atenuacdo de traducdo, bem como
aumento da expressdo seletiva do fator ativador de transcricdo 4 (ATF4). O
fracasso da UPR em restabelecer a homeostase do reticulo endoplasmético leva a
célula a apoptose (Wei et al., 2006). De acordo com Ron & Tabas, as facetas do
estresse de reticulo que culminam em apoptose sao integradas, e dependem
principalmente da exposi¢do cronica ao agente indutor. Nesse contexto ainda, a
CHOP é citada como uma das principais proteinas relacionadas a apoptose (Ron
& Tabas, 2011).

A avaliagao curso temporal das proteinas envolvidas com ativacdo da UPR e

do estresse de RE, realizadas neste trabalho, nos mostrou a dependéncia do fator
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tempo para aumento da expressao ou fosforilacao delas. Observamos claramente
que a expressao de ATF4, ATF6 e CHOP nao se elevam, nem mesmo a PERK,
eleva sua fosforilagdo num curto espago de tempo do tratamento com o acido
palmitico. No entanto, estas proteinas anteriormente citadas, num tratamento com
tempos maiores, sofrem um aumento de expressao ou fosforilagdo. E importante
citar que o estresse de RE gerado num experimento curso temporal longo, tem
efeito similar em relacdo ao tempo da apoptose, ja discutida anteriormente.

O TBR3 é uma pseudoquinase que modula varias cascatas associadas ao
estresse de RE, como deficiéncia nutricional, resisténcia a insulina, hipbxia e
regulacao de diferenciacdo e crescimento celular. Esta proteina é expressa em
células de hepatoma humano HepG2, e é modulada positivamente com a
utilizacdo de drogas indutoras de estresse de RE, como a tunicamicina, mas
também em poddcitos foi observado que o palmitato eleva sua expressao.
Atualmente o TRB3 é visto como uma proteina indutora da apoptose em células
hepaticas (Yan et al., 2014). N6s observamos que a expressdo da TRB3 também
se eleva no tempo maximo de tratamento (12 horas), e seu efeito se sobrepde
com a apoptose e o estresse de RE.

A etapa experimental subsequente avaliou a fosforilagdo de proteinas
envolvidas com a atividade da mTOR. Em tempos curtos, proteinas pos-
traducionais relacionadas ao complexo mTORC1/Raptor, P70 e 4EBP1, nao
tiveram sua fosforilacdo modificada. Este resultado perdura-se também pelos
tempos maiores de exposicao ao palmitato, no entanto, a fosforilagdo da mTOR
eleva-se em 6 e 12 horas de experimento coincidindo com o estresse de RE e a
apoptose.

Cerasi e colaboradores observaram que uma linhagem de insulinoma (INS-1E)
tratadas com palmitato, o0 aumento do estresse de RE era dependente da ativacao
da mTOR (Leibowitz et al., 2009). As vias de sinalizacao pertencente a mTOR sao
sensiveis a nutrientes, e transmitem sinais destes nutrientes e da insulina para o
ambiente intracelular. Quando ativado o complexo TORC1 fosforila a proteina P70
(S6K1) e o fator de elongacao 4E-BP1, resultando assim no aumento generalizado

da sintese protéica celular. O complexo TORC1 é conhecido como o complexo da
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mMTOR sensivel a rapamicina, pois a atividade cinase deste complexo protéico é
reduzida na presenca desta droga (Taniguchi et al., 2006).

A mTOR forma ainda um complexo protéico cuja atividade também é inibida
pela rapamicina denominado TORC2. Canonicamente, acredita-se que o TORC2,
formado pela Rictor, mTOR e outras proteinas, catalisa a fosforilacdo em serina e
consequente ativacdo da AKT, aumentando desta maneira a sinalizacdo da
insulina (Hresko & Mueckler, 2005). Ao contrario desta regulacdo positiva da
sinalizacao da insulina pelo complexo TORC2, a ativacdo exacerbada do TORC1
resulta em uma regulacdo negativa da sinalizacdo da insulina (Tremblay et al.,
2005). Outros trabalhos ainda mostram que a expressao de Raptor sem funcao
causa o aumento da sensibilidade a insulina no figado (Koketsu et al., 2008).

Ao utilizarmos a rapamicina decidimos realizar um experimento dose-resposta
para avaliar inicialmente se ela inibiria a morte celular causada pelo palmitato em
12 horas, e consequentemente descobrir qual dose seria necessaria para
realizacdo deste feito. Observamos que com 500 nM de rapamicina, o efeito
apoptotico do palmitato foi inibido, retomando aos valores de controle. Do mesmo
modo avaliamos durante os tempos longos (3, 6 e 12 horas), se o tratamento
concomitante entre o palmitato e a rapamicina seria capaz de reduzir os efeitos de
estressantes ao RE, evidenciado pela utilizacdo &cido graxo de cadeia longa.
Observamos que este efeito foi bloqueado principalmente em relacdao as
proteinas, ATF4, CHOP, ATF6 e PERK; existindo ainda a tendéncia de diminui¢do
do TRB3. Apesar de ndo observarmos modificacdo na fosforilagdo da proteina
P70, observamos que o tratamento com palmitato e rapamicina, reduz além dos
niveis basais a sua fosforilagcao.

Chen e colaboradores mostraram que os mecanismos de inibicdo de mTOR
1/Raptor e mTOR 2/Rictor com rapamicina sdo dose dependentes. Nos
experimentos destes pesquisadores foi realizado uma dose-resposta para avaliar
a correlacao entre o mTOR 1 e 2, com a via da AKT e da ERK. Observaram que
10 nM de rapamicina inibe o complexo mTORC 1/Raptor, culminando em aumento
da fosforilacdo de AKT e ERK. Ao passo que doses entre 100 e 1000 nM de

rapamicina inibiram a fosforilacao de AKT, ERK mas também o complexo mTOR
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2/Rictor; o mesmo foi visto ao utilizarem um silenciador génico especifico para
Rictor. Foi observado também que a Rictor tem um papel fundamental no
desenvolvimento celular, e seu papel esta ligado diretamente a ativacdao AKT
(Chen et al., 2010). Yung e colaboradores mostraram que existe interacao entre o
estresse de RE e a AKT através do substrato serina 473. Ao utilizarem
tunicamicina, foi observado que ela eleva consideravelmente a fosforilagdo do
residuo serina 473, e ndo do residuo treonina 308 (Yung et al., 2011). Tem sido
demonstrada também que a mTOR 2 controla a sobrevida celular e a sua
proliferacdo, pelo menos parcialmente, devido a sua regulacdo da atividade de
AKT em serina 473 (Chen et al., 2010; Monteito et al., 2012).

Estes estudos citados no paragrafo anterior corroboram o0s nossos
resultados, visto que observamos que AKT fosforilada em serina 473, aumenta em
tempos anteriores a instalagcdo do estresse do estresse de RE e da apoptose, e
diminui drasticamente sua fosforilagdo ao passo que o efeitos estressores sao
observados. Entdo este parece ser um efeito bifasico, que por sua vez esta
relacionado a flutuacao fosforilativa desta proteina.

Vale a pena destacar que diferente do nosso trabalho, Yung e colaboradores
utilizaram um indutor quimico de estresse de RE, e ndo observaram curso
temporalmente as alteragées na fosforilagdo da AKT (Yung et al., 2011).

Estudos mostram que a utilizacdo de &acido palmitico em diversas
concentracdes, eleva a toxicidade em células HepG2. Estes achados foram
observados por varios aspectos, dentre eles a marcacdo e a quantificagcdo do
conteudo lipidico (Yao et al., 2011; Lee et al., 2012). N6és observamos que o
palmitato aumentou consideravelmente o acumulo lipidico nestas células, no
entanto, o tratamento com rapamicina integrado ao tratamento com o acido graxo
nao foi capaz de reduzir este conteudo. Ao realizarmos o tratamento utilizando
agora um inibidor especifico para AKT (“AKT inhibitor”), o conteudo lipidico
decresceu quando comparado as células tratadas apenas com o palmitato.

Kubrusly e seus colegas demonstraram que em bidpsia hepatica humana de
pacientes obesos com esteato hepatica, havia elevacao na fosforilacdo da mTOR,

mas também uma diminuicdo na fosforilacdo do 4EBP1. Estas amostras foram
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comparadas com pacientes saudaveis, e também a pacientes com outras
desordens hepaticas, como a hepatite C (Kubrusly et al., 2010).

As inibigdes farmacolédgicas da PI3 quinase com LY ou Wortimanina nao
desencadearam efeitos anti-apoptéticos nas células tratadas ao mesmo tempo
com palmitato. Buscamos uma droga que bloqueasse apenas a AKT, o “AKT
inibitor” (100 nM) causou a inibicdo da apoptose gerada pelo palmitato, assim
como inibiu 0 aumento da expressao de proteinas envolvidas com o estresse de
RE como, ATF4 e CHOP. Todos os nossos resultados em conjunto nos levam a
crer que o tratamento com o palmitato eleva de modo transitério a fosforilacdo da
AKT, levando ao estresse de RE e consequentemente morte celular em longo
prazo, e a ativacao inicial da AKT se deve a TORC2.

A relacdo da glicotoxicidade e o desenvolvimento do diebetes ja € bem
estudada, principalmente com altas concentracdes de glicose causando anomalias
funcionais as células B. Atualmente a frutose ganhou uma forca por apresentar
interacdo com o desenvolvimento da estatose hepatica nao alcodlica, por isto
decidimos inclui-la em nossas investigacoes (Feinman & Fine, 2013). Observamos
que a glicose em altas concentracdes (33.3mM) foi capaz de gerar apoptose nas
células HepG2 em 24 horas de tratamento, exacerbando este resultado ainda
mais em 48 horas de exposicao. Acreditamos neste caso que a apoptose gerada
pela utilizacao da glicose depende do complexo mTOR1/Raptor, visto que numa
dose de 10 nM de rapamicina a apoptose retomou aos valores de controle.

Como ja citado anteriormente, Chen e colaboradores mostraram que a doses
baixas de rapamicina (cerca de 10 nM) sao especificas para inibicao do complexo
mTOR1/Raptor, e a partir disso, 100 nM por exemplo, ha uma perda da
especificidade da droga agindo também no complexo mTOR2/Rictor (Chen et al.,
2010).

Decidimos ainda avaliar o papel da frutose, numa concentracdo de 4.5 mM
baseado no trabalho de Hirahatake e colaboradores, que utilizaram este modelo
para avaliacdo da lipogénese (Hirahatake et al., 2011). Nossos dados mostram
que a frutose apenas em 48 horas de tratamento elevou a apoptose

consideravelmente, e ao utilizarmos a rapamicina observamos a inibicdo da morte
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celular apenas com a dose de 100 nM. Possivelmente, a agao da frutose depende
do complexo mTOR2/Rictor, no entanto, maiores investigacdes necessitam ser
realizadas.

Em achados observados em células HepG2, Hirahatake e colaboradores
demonstraram que diferentemente da glicose, a frutose ndo ativa a biossintese da
hexosamina, que por sua vez esta relacionada ao aumento da expressdo de
enzimas relacionadas a sintese de acidos graxos no figado humano; mas também
h& elevacao na expressao de genes relacionados a lipogénese. (Hirahatake et al.,
2011).
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6- CONCLUSOES




O acido palmitico gera lipotoxicidade nas células de hepatoma humano
(HepG2), que por sua vez desencadeia estresse de RE e morte celular. Este
evento é dependente do tempo de exposicdo ao acido graxo de cadeia longa.
Anterior a deflagracdo da morte e o estresse de RE foi observada um aumento na
aumento na fosforilagdo no residuo serina 473 da AKT, e ao ponto que os efeitos
deletérios acontecem nas células HepG2 a fosforilacdo desta proteina decresce. A
utilizagdo de drogas inibitdrias da mTOR e da AKT confirmaram que estes eventos
estavam de fato acontecendo via TORC2, e o silenciamento génico da Rictor, veio

corroborar com todos os resultados observados (figura 19).
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Figura 19: Representacdo esquemética da importancia do complexo mTOR2/Rictor e da AKT na
geracao da apoptose e do estresse de RE em células de hepatoma humano (HepG2), eventos
estes gerados pela utilizacao do acido graxo de cadeia longa (palmitato). si Rictor = silenciamento
génico especifico para Rictor, mTOR = alvo da rapamicina em mamiferos, UPR = “unfolded protein
response”, RE = reticulo endoplasmatico, AKT = proteina quinase B, PDK = fosfoinositol
dependente de quinase 1, PI3K = fosfoinositidil quinase 3.
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A glicotoxicidade dada pela glicose nesta linhagem de hepatoma humana
(HepG2) foi dada pelo aumento da apoptose (fragmentacédo de DNA), e a inibicdo
deste efeito péde ser observado com uma dose de 10 nM de rapamicina,
sugerindo que este efeito ocorre via complexo mTOR 1/Raptor. Ja o efeito pro-
apoptoético observado pela frutose, foi inibido apenas com a dose de 100 nM de
rapamicina, dando a entender que o efeito gerado ocorre via complexo
mTOR2/Rictor (figura 20).
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Figura 20: Representacdo esquematica da importancia dos complexos mTOR1/Raptor e do
mTOR2/Rictor na geracao da apoptose em células de hepatoma humano (HepG2), eventos estes
gerados pela utilizacdo de altas concentrag6es de carboidratos (glicose e frutose).

O entendimento dos efeitos lipotdxicos e glicotéxicos frente a ativacao
destas vias de sinalizacdo gera informacbes preciosas, para o0 surgimento de
futuras linhas terapéuticas diferenciadas para os doentes acometidos com

esteatose, além da tradicional dietoterapia.
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