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A prevaléncia de esteato hepatite ndo alcolica (NASH) aumenta de 20% em individuos
magros para 80% em pacientes obesos com inflamagao hepatica caracterizada por elevados
niveis de TNF-o. Um dos eventos que caracteriza a evolu¢do para NASH é a marcante
morte de hepatdciotos resultante da acao do excesso de acidos graxos livres circulantes. O
mecanismo pelo qual o palmitato induz a apoptose € dependente, entre outros parametros,
do aumento dos niveis de espécies reativas de oxigenio (EROS). O objetivo do presente
trabalho foi avaliar se a apoptose de hepatdcitos induzida pelo palmitato é dependente do
aumento da producdo de TNF-a. Para testar tal hipdtese, utilizamos o Infliximabe, um
anticorpo monoclonal especifico anti-TNF-o0, como ferramenta farmacoldgica para reverter
as injdrias provocadas pelo palmitato. Foi observado que apds 6 horas de tratamento com o
palmitato houve um aumento de expressdo de mRNA de TNF-a levando a um aumento de
apoptose 24 horas apds a exposi¢cdo com o dcido graxo. Este fendmeno concordou
temporalmente com um aumento na fosforilacdo das proteinas IkK, Ixf e JNK, indicativo
de ativacdo da via de sinalizagdo do TNF-a. A apoptose induzida pelo palmitato foi
revertida pela adi¢do de um inibidor geral de sintese proteica (Ciclohexamida) ou de um
anticorpo neutralizante para o TNF-a circulante. Além disso, a producdo de EROs e a
disfun¢do mitocondrial induzidas pelo palmitato também foram revertidos por estas
estratégias farmacoldgicas. Com base em tais resultados, concluimos que a apoptose, o
acumulo de EROs e da disfuncdo mitocondrial induzidas pelo palmitato em células HepG2

sdo dependentes da produgdo de TNF-a.
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Abstract



In the last three decades, the prevalence of overweight and obesity has been continuously
increasing. Obesity is a risk factor for developing a series of diseases such as whole-body
insulin resistance and type 2 diabetes mellitus. Adipose tissue, originally considered merely
energy storage, today is recognized as an endocrine organ able of secreting a variety of
cytokines, hormones and other substances with specific biological activities, such as
saturated fatty acids. Both long chain saturated fatty acids, like palmitate, and the pro-
inflammatory cytokines, as TNF-a, are known to activate signaling pathways that promote
apoptosis. The mechanism by which the palmitate induces apoptosis is dependent on cell
type, for example, human hepatocellular carcinoma line (HepG2) treated with palmitate led
lipotoxicity and to increased levels of reactive oxygen species (ROS). Thus, the objective
of this study was to evaluate whether apoptosis in HepG2 cells is dependent on increased
production of TNF-a induced by treatment with palmitate. To test this hypothesis, we used
the Infliximab, a monoclonal antibody anti-TNF-a, as a pharmacological tool to reverse
injuries caused by palmitate. We observed that palmitate increased the mRNA for TNF-a
and phosphorylation of IkK, Ik and JNK, all indicative of activation of inflammatory
signaling pathways. Apoptosis induced by palmitate was suppressed by simultaneous
treatment with cycloheximide or infliximab. Furthermore, the production of ROS and
mitochondrial dysfunction induced by palmitate were also suppressed by these two
pharmacological strategies. Based on these results, we conclude that apoptosis and related
events such as increased ROS production and mitochondrial dysfunction induced by
palmitate in HepG2 cells are dependent on autocrine action of TNF-a.
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Desde o século XIX a obesidade € foco de estudo de diversos pesquisadores. Como
o pesquisador Perry que em 1903 publicou um estudo que buscava entender a origem, o
desenvolvimento e um possivel tratamento desta doencga tdo complexa.

Ja recentemente, a Organizacdo Mundial da Saide publicou em 2011, que a
obesidade e o sobrepeso vém se tornando um problema de saide publica mundial e esta
prevaléncia estd associada ao estilo de vida sedentdrio e a dieta rica em gorduras e
acucares. Estima-se que 1,46 milhdes de adultos sdo obesos e apresentam uma reducdo da
expectativa de vida de até sete anos quando comparados com individuos com peso normal
(Swinburn et al., 2011; Peeters et al., 2003).

A obesidade é considerada uma pandemia, de modo que assumiu grande relevancia
cientifica e social trazendo desafios relacionados a sua complexidade e suas comorbidades
associadas como hipertensdo, dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), esteatose
hepdtica ndo alcodlica (NAFLD) entre outras. Somado a isto, os elevados niveis de 4cidos
graxos saturados livres e adipocinas em individuos obesos desempenham um papel
importante nestas alteragdes fisiopatoldgicas (Bastard ef al., 2006; Glandt & Raz 2011).

Individuos obesos apresentam aumento da massa adiposa que excede a capacidade
maxima de estocagem de gordura pelo adipdcito, este tecido entdo adota uma caracteristica
lipolitica, desencadeando um aumento de secrecdo de dcidos graxos livres, que por sua vez
exercem agdes toxicas em outros tecidos (fendmeno conhecido como lipotoxicidade)
(Queiroz et al., 2009).

O tecido adiposo € o principal reservatdrio para o excesso de calorias ingeridas,
podendo sofrer indmeras alteracdes funcionais bem caracterizadas em individuos obesos
(Ahima & Flier, 2000). Os adipdcitos possuem uma capacidade adaptativa frente ao

excesso de nutrientes podendo sofrer hipertrofia (aumento tamanho) e hiperplasia (aumento
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replicacdo celular) estes mecanismos sdo gerados no sentido de minimizar ou até mesmo
evitar a lipotoxicidade sistémica induzida pela obesidade (Lefterova & Lazar, 2009).

Os adipdcitos hipertrofiados apresentam caracteristicas que se assemelham as células
do sistema imune, tais como a producdo de alguns tipos de citocinas (Cinti et al.,2005). O
tecido adiposo também tem a capacidade de interagir e recrutar outras células do sistema
imune, tais como os macrofagos (Hotamisligi, 2006; Deiuliis et al.,2011). Harford e
colaboradores (2011) sugerem que a infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo contribui
para a manuten¢do da resposta inflamatéria da obesidade, pois estes liberam citocinas tais
como IL-1B, IL-6 e TNF-0 aumentando o estimulo inflamatério.

O Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)) € uma citocina pleiotrépica que induz respostas
celulares tais como a proliferagdo celular, a produ¢do de mediadores inflamatérios, a morte
celular e resisténcia a insulina (Schwabe & Brenner, 2006; Hotamisligil, 2005). Esta
citocina é produzida por células do sistema imunolégico, pelos adipdcitos e também por
hepatdcitos (Choi et al., 2011; Ajuwon & Spurlock, 2005).

Uma vez secretado, o TNF-a atua preferencialmente por meio de dois receptores, o
TNF-R1 e o TNF-R2. A ligacdo do TNF-a a estes receptores induz a transmicio do sinal
intracelular que pode resultar na ativacdo de diferentes eventos como regulagdo de
apoptose e ativacdo da transcricdo de genes de resposta inflamatéria, inclusive genes
codificadores de outras citocinas como IL-1f, IL-6 IL-10 e o préprio TNF-a (Hotamisligil,
2003).

Um dos mais importantes alvos da sinaliza¢do do TNF- a € o fator de transcri¢do NF-
kB, que tem sido identificado como um dos principais mediadores da resposta inflamatdria
(Aggarwal, 2004). Em um trabalho de Ichikawa (2004), a inibicio de NF-«xB promoveu
uma diminuicdo da expressdo génica de diversas proteinas pré-inflamatdrias tais como

TNF-a e IL-6.
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Virios estudos tém sido realizados para explorar detalhadamente o mecanismo pelo
qual o NF-«B ¢ ativado ap6s o estimulo com TNF-a (Schwabe e Brenner, 2006) (Figura 1).
De maneira geral acredita-se que o estimulo de células com TNF-a desencadeia a ativagéo

de NF-kB através de varias proteinas incluindo TRAF2, RIP e a do complexo IxK.

cytoplasm

Caspasa-8

Apoptosis
—— |NK activation

IxB
; MNFER

MF- ivation

— NERE

Figura 1. Via transmissao de sinal do TNF-a. Adaptado de Chen & Goeddel. Science 2002.

A ligagdo do TNF-a com o seu receptor TNF-R1 resulta na formacdo de um
complexo receptor-proximal contendo proteinas adaptadoras importantes tais como
TRADD, TRAF2, RIP e FADD. Estas proteinas adaptadoras, por sua vez, recrutam
proteinas especificas (por exemplo, caspase-8 e IkKp) formando um complexo ativo.

O aumento da expressio de TNF-a desempenha um papel importante para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina associada a obesidade (Nieto-Vazquez et
al.,2008). Camundongos modificados geneticamente com deficiéncia da citocina pro-

inflamatéria TNF-a apresentam maior sensibilidade a insulina protegendo da RI induzida
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por uma dieta rica em gordura, confirmando que esta resposta inflamatdria tem um papel
critico no desenvolvimento do DM2 (Uysal, et al., 1998).

A prevaléncia de DM2 vem aumentando em escala mundial, assim como a
obesidade, ja que estdo intimamente associadas. A causa da DM2 € uma ineficiéncia da
acdo da insulina, ou resisténcia a esse hormonio (RI), em tecidos metabolicamentes
importantes como: adiposo, hepético e muscular (Boden, 2008).

Ja é sabido que os acidos graxos saturados, em especial aqueles de cadeia longa,
desempenham um importante papel no estabelecimento do DM2, contribuindo para a morte
das células beta-pancredticas e para a resisténcia a acdo da insulina no tecido muscular e
adiposo (Alkhateeb et al., 2007; Laybutt et al., 2007).

A inflamagdo presente individuos obesos causa um bloqueio na a¢@o da insulina em
adipdcitos contribuindo para o desenvolvimento de IR e DM2, podendo promover também
lip6lise gerando um aumento dos dcidos graxos livres (Xu et al., 2003).

O plasma contém uma variedade de acidos graxos de cadeia longa, sendo 35%
saturados e 65% insaturados. Muitos trabalhos mostram que acidos graxos podem causar
acdes adversas nas fungdes celulares (Watt et al., 2012). O Palmitato é um termo usado
para sais e ésteres de 4dcido palmitico. Ele € um dcido graxo saturado com 16 atomos de
carbono encontrado em animais e vegetais sendo o principal componente do 6leo de palma.
Existem diversas vias de sinalizac¢@o intracelular descritas como alvos dos dcidos graxos e
de seus metabdlitos, de modo que os mecanismos pelos quais estes efeitos se estabelecem
sao relativamente bem conhecidos (Hirabara et al., 2007; Cnop et al., 2008).

Em um estudo realizado por Rigazio e colaboradores (2008) foi demonstrado que
uma diminui¢do de 4cidos graxos livres liberados pelo tecido adiposo provocou uma
diminuicdo na captacdo de triglicérides, melhorando a sensibilidade hepdtica e sist€émica a

insulina.
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Ha relativamente pouco tempo o figado tem sido reconhecido como um importante
alvo de lesdes em pacientes com resisténcia a insulina sendo que esta adaptacdo
fisiopatoldgica estd associada ao actimulo de gordura neste 6rgdo (NAFLD) (Wei et al.,
2008,).

A NAFLD resulta de elevadas concentragdes séricas de acidos graxos livres que
consequentemente acumula-se no territdrio hepéatico excedendo a capacidade de exportagdo
por meio da sintese de particulas de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e [3-
oxidacdo. A esteatose hepdtica pode ser reversivel ou evoluir para um quadro de hepatite
NASH que, em situacdes mais avangadas, caracteriza-se por fibrose, marcada taxa de
apoptose, acimulo de leucdcitos e alta prevaléncia de carcinomas (Neuschwander-Tetri,
2005).

Os 4cidos graxos saturados podem ser a chave principal do mecanismo de apoptose
em hepdtocitos. A ativagdo de proteinas pré-apoptdticas como a Bax e JNK promove um
aumento da expressdo do gene do TNFR e da producdo das espécies reativas de oxigénio,
todos estes fendmenos vém sendo descritos como relacionados ao desenvolvimento de
NASH (Ribeiro et al.,2004). Por exemplo, a expressio de TNF-o estd aumentada em
individuos obesos e o aumento dessas concentracdes séricas sdo frequentemente
encontradas em pacientes com NASH (Kern et al.,1995).

Em hepatdcitos de individuos obesos, o alto indice de apoptose, que prepondera em
individuos com NASH (diferentemente de NAFLD), ¢ um fator chave que medeia a
resposta inflamatoria do 6rgao e a fibrose (Jaeschke, 2006; Syn et al., 2009).

A apoptose, ou morte celular programada, é um tipo de morte celular altamente
organizada crucial para o desenvolvimento embriondrio, regulacio do sistema imune e
homeostasia celular (Park, 2012).Esta resposta é caracterizada por intimeras alteracdes

morfoldgicas, como condensagdo da cromatina e seu deslocamento para membrana celular,
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diminuicdo do corpo celular, fragmentacdo de DNA, alteragdes na membrana e degradacdo
de proteinas especificas, resultante da ativacdo de vdrias enzimas intracelulares como
proteases e endonuclease. Ao fim do processo a célula é fragmentada e envolvida por
vesiculas denominadas corpos apoptdticos, sendo fagocitadas por macréfagos completando
assim o processo de renovacdo celular (Guicciardi & Gores 2004; Kerr et al.,1972).

Para que a morte celular programada seja eficiente é preciso que vias moleculares
especificas sejam ativadas. Classicamente dividem-se as vias que culminam no evento
apoptdtico em pertencentes a via intrinseca ou extrinseca. Ambas vias de sinalizagdo
culminam em uma etapa comum caracterizada pela ativacdo da Caspase-3 (Kim et al.,
2000). Apesar de ndo se conhecer exatamente oS mecanismos, sabe-se que o burst
apoptdtico causado por excesso de dcidos graxos € um evento chave que sensibiliza os
hepatdcitos a morte induzida por citocinas inflamatérias (Henao-Mejia et al., 2012).

Segundo o trabalho de Jin e colaboradores (2008) o TNF-o aumenta a produgéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), e este aumento é apontado como um possivel
mecanismo pelo qual esta citocina causa a apoptose.

As evidéncias cientificas atuais destacam a necessidade de investigar a interacdo
entre o estresse oxidativo e a inflamagéo subclinica envolvida com obesidade bem como as
interagdes entre suas complicacdes metabdlicas, sendo uma causa ou consequéncia da
obesidade.

Fatores ambientais como cigarro, radiagdo, poluentes, componentes da dieta,
alteracdes metabolicas como hiperglicemia, entre outros, sdo conhecidos pela capacidade
comum de induzir estresse oxidativo, ativacdo de proteinas pré apoptdticas como as
caspases, perda do potencial de membrana celular e a liberagdo do citocromo c. Todos
esses eventos resultam em altera¢des na fung@o mitocondrial, e essa disfunc¢do pode induzir

apoptose em diversos tipos celulares (Marchi et al., 2012; Park, 2012;Vander et al., 1997).
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Ha evidéncias in vitro indicando que elevadas concentracdes de acidos graxos livres
apresentam efeitos adversos sobre a fun¢do mitocondrial, incluindo a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (Zhang et al., 2010), sendo agravadas por prejudicar as defesas
antioxidantes endégenas, diminuindo a expressdo de agentes antioxidantes como glutationa
redutase. (Evans et al., 2002).

Outros trabalhos relatam também que acidos graxos livres medeiam a geracdo de EROs
em vdarios tipos celulares, como ilhotas pancredticas, midcitos cardiacos e adipdcitos
(Morgan et al., 2006; Matsui et al., 2012; Davis et al., 2009).

A presenca de EROs, em concentracdes pequenas e moderadas, assume relevante
importancia em processos fisiolégicos como na defesa contra agentes infecciosos. Contudo,
em niveis elevados pode gerar danos irreversiveis aos tecidos (Valko et al., 2007). Além
disto, a falta de equilibrio entre agentes antioxidantes e EROs, é vista como um passo
fundamental para ocorréncia da resisténcia a insulina e desenvolvimento do DM?2
(Nakamura et al., 2009).

A via de sinalizacgdo celular na qual as EROs causam prejuizo na homeostasia glicémica
ainda estdo sendo investigadas, mas segundo Gao e colaboradores (2010) esse prejuizo
ocorre por meio da ativagdo da cascata de sinalizagdo do TNF-a e ativacdo da proteina JNK
que resulta em interrupg¢do do sinal da insulina.

A geragdo de espécies reativas de oxigé€nio (EROs), causada por distirbios na
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, e alteragdes nas defesas antioxidantes, t€m
sido relatados em situacdes de obesidade e DM2 (Bondia-Pons et al.,2012). Logo, o
disturbio mitocondrial vem sendo associado ao aumento de citocinas prd-inflamatdrias,
como TNF-a, onde a inibicdo da expressdo de antioxidante pode ser mediador dessa

disfuncao (Adachi et al., 2006).

29



O TNF-a parece ser fundamental no desenvolvimento de doencas hepédticas cronicas
como NAFLD e NASH, sendo um ponto comum entre elas. Como demonstrado por
Feldstein e colaboradores (2003) pacientes com NASH apresentaram aumento da expressdo
de receptores da proteina Fas (receptor Fas participa da principal via que dispara apoptose
em células) e TNFR, isso pode indicar um aumento da apoptose em hepatdcitos por
intermédio das duas vias apoptéticas: extrinseca e intrinseca. Sendo assim essa citocina
mostrou-se um importante alvo terapéutico.

O Infliximabe € um anticorpo monoclonal especifico anti TNF-a, € um agente
biolégico aprovado para uso em vdrias doencgas relacionadas ao sistema imune estando
licenciado para o tratamento de doencas como artrite reumatdide, psoriase, e doenca de
Crohn (Blackmore & Harris, 2012).

Diversos estudos fazem uso do Infliximabe para experimentagdo in vitro. O tratamento
de células de linhagens de fibroblasto e musculo liso demonstrou a reversdo da acfo
inibitéria da expressdo de EC-SOD causada por TNF-a. EC-SOD € uma enzima que
protege proteinas estruturais da matriz celular contra o estresse oxidativo, esta enzima
aparece em baixas concentracdes no liquido sinovial de pacientes com artrite (Adachi et al.,
2006).

Esta droga também vem sendo testada em pesquisas para melhorar sensibilidade da
sinalizacdo da insulina. No trabalho de Aradjo e colaboradores (2007) em que
camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica foram tratados com
Infliximabe, foi observado uma melhora na sensibilidade a glicose, diminui¢do na ativagéo
da proteina JNK e na fosforilacdo em serina 307 de IRS1 no musculo esquelético, figado,
hipotdlamo e tecido adiposo.Outro trabalho de Barbuio e colaboradores (2007) mostrou que

ratos wistar com obesidade induzida por dieta hiperlipidica tratados com Infliximabe
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apresentaram uma diminuicdo da expressdo de protefnas inflamatdrias, reducdo da
esteatose e de fibrose hepatica melhorando a sinalizacdo da insulina.

As evidéncias cientificas atuais destacam a necessidade de investigar a interago entre o
estresse oxidativo e a inflamacdo subclinica envolvidas com obesidade, DM?2 e esteatose
hepdtica, bem como as interacdes entre tais fatores, quer como causa ou conseqiiéncia da
obesidade.

Sendo o TNF-a um elo entre o desenvolvimento da obesidade e as comorbidades
associadas a NASH, este estudo intentou verificar se apoptose gerada pelo palmitato em
células de hepatoma humano HepG2 ¢é dependente desta citocina, e quais mecanismos

estariam envolvidos nessa morte.
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2. Justificativa
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E descrito o envolvimento do TNF-a em diversas situacdes fisiopatolégicas, como
RI, inflamagdo sub-clinica, estatose hepdtica e obesidade, porém nenhum trabalho até o
momento descreve a participacdo do TNF-o no mecanismo de apoptose induzida por 4cidos

graxos.
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3. Objetivos
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3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi verificar se a apoptose gerada por palmitato em células

HepG?2 € dependente do aumento da expressdo e da acdo do TNF-a.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a expressdo de RNAm de TNF-o mediante tratamento com palmitato nas
células HepG2.

e Avaliar a fosforilagdo das proteinas IkK, Ik e JNK em células HepG2 tratadas com
palmitato.

e Avaliar a producdo de EROs em células HepG2 tratadas com palmitato.

e Avaliar a apoptose em células HepG?2 tratadas simultaneamente com palmitato e
Ciclohexamida.

e Avaliar a fosforilagdo das proteinas IkK, Ik} e JNK em células HepG?2 tratadas
simultaneamente com palmitato e Ciclohexamida.

e Avaliar a producdo de EROs em células HepG2 tratadas simultaneamente com
palmitato e Ciclohexamida.

e Avaliar a apoptose em células HepG2 mediante tratamento simultdneo de palmitato
e Infliximabe.

e Avaliar a fosforilacdo das proteinas IxK, Ik e INK em células HepG?2 tratadas com

palmitato e infliximabe.



Avaliar a produ¢do de EROs induzida pelo tratamento com palmitato e Infliximabe
em células HepG2.

Avaliar a disfun¢do mitocondrial induzida pelo tratamento com palmitato e
Infliximabe em células HepG?2.

Avaliar a razdo da expressdo de RNAm das proteinas anti e pré-apoptéticas Bax e

Bcl-2.
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4.

Materiais & Método
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4.1 Cultura de células

Foi utilizado em nosso estudo células da linhagem HepG2 (compradas no Banco de
Células do Rio de Janeiro) derivadas de um hepatoma Humano. As células foram mantidas
em meio de cultura DMEM acrescido de 5,6 mM de glicose, 10% de soro fetal bovino
(FBS-Vitrocell), 100 U/ml de penicilina e 0,1 mg/ml de estreptomicina (Vitrocell, cdd.
00025) em atmosfera com 5% CO», a 37°C.

As células HepG2 foram usadas entre as passagens 92 e 100, mantidas em garrafas
de pléstico de 75 cm?” até atingirem confluéncia de aproximadamente 90% para serem entdo
repicadas ou tratadas. O palmitato utilizado foi da Sigma (St Louis, MO, USA) (Acido
Palmitico, céd. PO500).

O Infliximabe € classificado como um inibidor de TNF-a. Foi utilizado o Remicade
100mg, Schering-Plough (lote ORMKAS85301). A concentracdo final de infliximabe usada
foi de 200pg/ml. O inibindor de sintese proteica Ciclohexamida foi utilizado na
concentracdo final de 40uM. O veiculo usado tanto para o Infliximabe quanto para a
Ciclohexamida (CalBiochem, cod. #07175) foi d4gua destilada.

Os tratamentos das células HepG2 foram realizados na presenca ou na auséncia de
Acido Palmitico cujo veiculo foi o etanol absoluto (0,5%). Foi utilizada como dose para o
tratamento 250uM em intervalos que variaram entre 6 e 48 horas. Durante estes
tratamentos o meio de cultura foi acrescido de BSA 1% (Sigma c6d. A2153) e o FBS foi

removido.
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4.2 Imunoblotting

Garrafas de 25 cm? confluentes de células foram lavadas com tampéo Krebs e em
seguida as células foram removidas com uso de rodinho apropriado. As amostras de células
foram entdo transferidas para um tubo de 1,5mL e precipitadas com uma breve
centrifugacdo de 1000xg por 10 min. O pellet de células foi acrescido de tampdo de
extragdo (SDS 1%, Tris (pH 7,4) 100mM, pirofosfato de sédio 100mM, fluoreto de s6dio
100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de s6dio 100mM), submetido a sonicagdo para
romper as membranas celulares e, em seguida, incubadas a 96°C por 10 min. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas para a remocdo do material insoldvel. Apds centrifugacgio,
parte do sobrenadante das amostras foi utilizada para determinag¢do do contetido proteico
por espectrofotometria com reagente Bradford (Biorad, CA, USA) e o restante foi
acrescido de tampdo Laemmli 5X e incubado a 96°C por 10 min. A mesma quantidade de
proteinas totais de cada amostra tratada com Laemmli foi fracionada por SDS-PAGE
(2,6%C e 8-12%T) em aparelho para minigel (Mini-Protean, Bio-Rad). Apds separacgio
eletroforética, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose com
aparelho de transferéncia semi-seco (Bio-Rad, CA, USA).

As membranas foram entdo bloqueadas com uma solucio contendo BSA 5%, Tris-
Base, NaCl e Tween-20 por 2 horas a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, as
membranas foram incubadas com anticorpos (St* Cruz Biotechnology) especificos contra
pIkKa(Ser32), plkKa/B(Thr 23), pJNK(Thr183) ou GAPDH por 4 horas a temperatura
ambiente. As proteinas foram normalizadas por pelo controle endégeno GAPDH. Apds
marcacdo com anticorpo primdrio, as membranas foram incubadas com anticorpo
secunddrio conjugado a peroxidase por 1 hora a temperatura ambiente (GE Healthcare,

USA). Antes da deteccdo, as membranas foram incubadas por 1 minuto com uma solugdo
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contendo luminol (Sigma c¢6d.123072), 4cido p-cumdrico (Sigma c6d. C9008) e H,O; e,
entdo, expostas durante tempos variados a filmes de raio-X. Depois de revelados, esses
filmes foram submetidos a andlise de densitometria Optica pelo software Scion Image

(Scioncorp, NIH, USA).

4.3 PCR em tempo real

Extracdo de RNA - Apds lavar as células aderidas as garrafas com tampdo Krebs, cada
frasco recebeu 1ml de Trizol. Com o auxilio de uma micro-pipeta de 1ml a solugdo de
Trizol foi misturarada até que as células da garrafinha ficassem totalmente em solugéo.

As amostras foram transferidas para tubo de 1,5ml. Em seguida foi adicionado 0,2
mL de cloroférmio por 1 mL de Trizol sob agitacdo vigorosa por 15 segundos com
posterior incubagdo em temperatura ambiente por 3 minutos. Apds centrifugacio a 14.000g
por 15 minutos a 4°C, a fase aquosa foi coletada e transferida para um novo tubo onde o
RNA foi precipitado com 0,5 ml de isopropanol por 10 minutos a temperatura ambiente,
seguido de centrifugacdo a 12.000g por 10 minutos a 4 °C. O precipitado foi lavado em 1
mL de etanol 75 % e a amostra centrifugada a 7.500 g, por 5 minutos a 4 °C. Em seguida, o
pellet de RNA foi diluido em 50uL de dgua livre de RNAse e quantificado em
espectrofotometro a 260nm. A integridade do RNA obtido foi verificada submetendo as

amostras a eletroforese em gel de agarose 1,5 %.

Reacdo de transcricdo reversa — A fita-molde de cDNA foi obtida através de uma reagdo
de transcrigdo reversa. Para tanto, as amostras de RNA total foram submetidas a transcri¢do
com a enzima transcriptase reversa (Applied Biosystems) e oligo dT. O cDNA obtido foi

utilizado em PCR em tempo real.

40



PCR quantitativo (qPCR) -— As reagdes utilizaram o sistema TagMan™ (Applied
Biosystems) que € constituido por um par de primers e uma sonda marcada com um
fluoréforo. Os kits utilizados foram os seguintes:

e Gene TNF: assay Hs: 00174128_m1

¢ Gene Bcl-2: assay Hs: 00153350_m1

e Gene Bax: assay Hs: 00180261_ml1

O gene que codifica para a GAPDH (TagMan™ - Applied Biosystems) foi usado
como controle endégeno da reacdo. A Sonda para este respectivo primer estava marcada
com o fluoréforo VIC.

Para a quantificacdo relativa do gene em estudo, as reacdes foram realizadas em
triplicata a partir de: 6,25uL. de TagMan Universal PCR Master Mix 2x, 0,625uL da
solugdo de primers e sonda, 1,625uL de dgua e 4,0ul. de cDNA, sendo que no controle
negativo, foi adicionado 4,0 pL. de dgua ao invés do cDNA. As condi¢des de ciclagem
utilizadas foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. Os valores da expressdo génica relativa foram obtidos pela

andlise dos resultados no programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems).

4.4 Citometria de fluxo

Citometria de fluxo foi usada para avaliar a fragmentacdo de DNA, a producdo EROs e a
disfuncdo mitocondrial. O citometro de fluxo utilizado foi da marca BD, modelo
FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego, CA) equipado com laser de argdnio
(comprimento de onda fixado em 488 nm) e software versdo CellQuest 3.3 (BD

Biosciences). Para todas as amostras foram adquiridos 10.000 eventos. A dispersdo de luz
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foi detectada em escala linear, sendo registrados num grafico de pontos com dois
parametros, enquanto a fluorescéncia foi detectada em escala logaritmica.

Fragmentacdo de DNA - Foram semeadas 2x10° células por poco em placas de 6
pogos. Depois dos tratamentos as células foram lavadas com tampao Krebs e removidas
com uso de rodinho apropriado. Em seguida, as amostras com as células em suspensio
foram transferidas para um tubo de 1,5mL e precipitadas com uma breve centrifugacdo de
2000xg por 10 min. O pellet de células foi acrescido de tampao de fragmentacdo de DNA
(Triton 0,1%,citrato 0,4mM, de sédio e iodeto de propideo 60uM em PBS) e entdo
incubadas por 24 horas para a marcacdo do DNA. Apds a incubagdo, o iodeto de propideo
incorpora no DNA emitindo fluorescéncia. A intensidade do fluorescéncia indica se 0o DNA
estd integro ou fragmentado. As células foram ressuspendidas novamente e analisadas no
citometro de fluxo no canal FL2. Os valores foram expressos em porcentagem de eventos
com fluorescéncia média menor que aquela do DNA dipléide e tetrapoide.

Produgdo de EROs - Mediante os mesmos tratamentos € mesmas condigdes de
remocdo, as células foram usadas também para ensaio da produgdo EROs. Apds a
centrifugacdo de 10 minutos o pellet de células foi acrescido de tampao de Krebs contendo
2'7'-diclorofluoresceina (DCFH, Sigma, c6d. D6883) na concentragdo de Spmol/L. As
amostras foram incubadas por 15 minutos protegidas da luz em temperatura ambiente.
Apds a incubacdo, as amostras foram centrifugadas novamente, o sobrenadante foi
desprezado, as células foram ressuspendidas em tampao Krebs e analisadas no citdmetro de
fluxo no canal FL1. Os valores foram expressos em intensidade de fluorescéncia média por
numero de eventos.

Disfuncdo mitocondrial - Para avaliar a disfungdo mitocondrial, as amostras
passaram pelo mesmo tratamento e protocolo de extracdo como descrito anteriormente para

os protocolos de citometria. A disfun¢do mitocondrial foi analisada a partir do acimulo de
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Rodamina 123 em mitocOndrias integras. As amostras foram incubadas por 30 minutos
com a sonda na concentracdo de 1pM em temperatura ambiente. Apds isto as células foram
entdo lavadas com Krebs e analisadas a partir da intensidade de fluorescéncia em FL2. A
partir das leituras das amostras associadas & Rodamina 123, a intensidade média da
fluorescéncia foi apresentada em histograma e detectada no canal FL1.

Andlise estatistica - Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da
média (EPM) e analisados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA de uma via
com pods-teste de Tukey, ou duas vias com pods-teste de T Student, quando apropriado).
Também foi realizado, quando adequado, o teste de T Student. Em todos os resultados
foram adotados 5% como limite de significancia estatistica (p < 0,05). Todas as andlises

foram realizadas no software GraphPad Prism 5.0 para Windows.
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5. Resultados

44



5.1 Apoptose causada pelo palmitato em células HepG2

Inicialmente, para investigar o efeito do tratamento com palmitato em células
HepG2, avaliamos a morte celular. A figura 2 apresenta a porcentagem de apoptose gerada
a partir do tratamento com palmitato na concentragdo de 250uM por 24 e 48 horas. Como
pode ser observado a apoptose no grupo tratado por 24 horas com palmitato foi 68,1%
maior que a do grupo de células ndo tratadas. J4 as células tratadas com palmitato por 48

horas apresentaram uma apoptose 95,8% maior que a do grupo nio tratado.
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Figura 2. O tratamento de palmitato em células Hepg2 causa apoptose. Para determinar a
fragmentacdo de DNA em células HepG2, foram tratadas com Palm 250uM por 24 e 48 horas.
Ap6s o tratamento foram incubadas por 24 horas com tampao PBS contendo idodeto de propideo,
em seguida mensurada por citometria de fluxo. (n=9). * p < 0.05 vs. Ctl. O grifico representa a
média+ EPM dos trés grupos. O histograma ao lado € uma figura ilustratica que representa o grafico

de barras
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5.2 O tratamento com palmitato aumenta a expressao do RNAm para o TNF-a

Apds um ensaio experimental onde as células HepG2 foram tratadas com palmitato
nos tempos de 6, 12 e 24 horas, analisamos a expressdo de RNAm para a citocina pro-
inflamatéria TNF-a (Figura 3). Observou-se um aumento de 67,6% nas células tratada por
6 horas em relag@o as células ndo tratadas. Foi observada uma diminuicdo de 57,6% apds
12 horas de tratamento com palmitato em relacio as células ndo tratadas. Ap6s 24 horas de
tratamento com palmitato o RNAm para o TNF-o mensageiro voltou & niveis semelhantes

aos das células nao tratadas.
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Figura 3. O tratamento com palmitato aumenta a expressio de TNF-a. Células HepG2 tratadas
com Palm 250uM, por 6, 12 e 24 horas. Os valores apresentados sdo média+EPM (n=4). * P < 0.05
vs. Ctl.
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5.3

O palmitato ativa a via do TNF-o em células HepG2

A fosforilacdo das proteinas IkK, IkB e JNK foram analisadas pela técnica de

Western blotting. As células foram tratadas com palmitato 250uM por 24 horas. A figura

4A mostra um aumento de 68% na fosforilacdo da proteina IkK no grupo tratado com

palmitato em relagdo ao grupo de células ndo tratadas. Na Figura 4B observa-se um

aumento de 79,6% na fosforilacdo de Ikp em relacdo ao grupo de células ndo tratadas. De

maneira semelhante observamos um aumento de 89,5% na fosforilagcdo de JNK em relacao

ao grupo de células ndo tratadas (Figura 4C).
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Figura 4. O palmitato ativa a via do TNF-a em células HepG2. Avaliagdo da fosforilagdo de
IkK(A), IxkB (B) e INK(C) analisadas por Western blotting e normalizadas por GAPDH. Os valores
apresentados sdo média+EPM (n=6). ** P < 0.002 vs. Ctl
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5.4 O palmitato induz a produc¢io de EROs em células HepG2

O tratamento das células HepG2 com palmitato na concentragdo de 250uM nos
tempos de 24 e 48 horas aumentou a producdo de EROs de maneira progressiva (aumento

de 68,1% ap6s 24 horas e aumento de 183,2% ap6s 48 horas (Figura 5).
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Figura 5. Producao de EROs em células HepG2 tratadas com Palmitato. Para determinar a
producdo de EROs as células foram tratadas com Palm 250uM por 24 e 48 horas. Apds o
tratamento as células foram incubadas com DCFH 5uM por 30 minutos e depois mensuradas por
citometria de fluxo. Os valores apresentados sdo média+EPM (n=9). * p < 0.05 vs. Ctl. *** p <
0.0001 vs.Ctl. O histograma ao lado € uma figura ilustrativa que representa o grafico de barras
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% Eventos

5.5 Disfuncio mitocondrial causada pelo tratamento com palmitato.

Buscamos investigar por citometria de fluxo a disfungdo mitocondrial promovida
pelo tratamento com palmitato por 24 horas, j4 que o aumento das espécies reativas de
oxigénio estd intimamente ligado a disfuncdo mitocondrial. Como podemos observar na
figura 6, houve um aumento na disfuncdo mitocondrial de 126,9% no grupo de células

tratadas em relag@o ao grupo de células néo tratadas.
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Figura 6. Disfuncao mitocondrial causada pelo tratamento com palmitato. Para determinar a
disfun¢do mitocondrial as células foram tratadas com Palm 250uM por 24 horas, e incubadas com
Rodamina 123, 1uM por 10 minutos em seguida mensurados por citometria de fluxo. O controle foi
tratado por 24 horas com o veiculo. Os valores apresentados sao média+EPM (n=6). * P < 0.05 vs.
Ctl. O histograma ao lado € uma figura ilustrativa que representa o grafico de barras
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5.6  Analise das vias de sinalizacdo inflamatérias apés tratamento com

Ciclohexamida na presenca e auséncia de palmitato.

Nestes protocolos procuramos investigar se a inibi¢do da sintese proteica mediada
pelo tratamento das células com Ciclohexamida na concentracdo de 40uM, reverteria os
efeitos do palmitato. A figura 7 representa a fragmentacio de DNA promovida pelo
tratamento das células HepG2 com palmitato e/ou ciclohexamida por 24 horas. As células
tratadas com palmitato e ciclohexamida apresentaram uma diminuicdo da apoptose de
49,5% em relagdo as células tratadas somente com palmitato.

A figura 8 mostra que a inibicdo da sintese proteica diminuiu a ativacdo das
proteinas da via do TNF-a estimuladas pelo palmitato. Assim, foi observada uma
diminui¢do de 29,5% na fosforilagdo da proteina IxkK no grupo de células tratado com
palmitato e Ciclohexamida em relag¢do ao grupo de células tratados somente com palmitato
(Figura 8A). A figura 8B demonstra uma diminui¢do de 46% na fosforilacdo de Ikp no
grupo de células tratadas com Ciclohexamida e palmitato em relagdo ao grupo tratado
somente com palmitato. A figura 8C apresenta uma diminuicio de 49,9% na fosforilagdo
da proteina JNK no grupo de células tratadas com ciclohexamida e palmitato em relacio ao
grupo de células tratadas somente com palmitato.

A producdo de EROs mostrou-se diminuida 65,4% nas células tratadas com
ciclohexamida e palmitato por 24 horas em relacdo ao grupo de células tratadas com

palmitato (Figura9).
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Figura 7. Tratamento concomitante de Ciclohexamida e palmitato, atenua a apoptose. Para
determinar a fragmentacdo de DNA as células HepG2 foram tratadas com Palm 250uM e CHX
40uM por 24 horas, e incubadas por 24 horas com tampdo PBS contendo 20uM/ml de idodeto de
propideo, em seguida mensurada por citometria de fluxo. Os valores apresentados sdo média+EPM
(n=10). * p < 0.05 vs. Ctl. # p < 0.05 vs. Palm. O histograma ao lado € uma figura ilustrativa que

representa o grafico de barras
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Figura 8. Tratamento simultineo de palmitato com Ciclohexamida diminuiu a ativacio da via
do TNF-o. Analise da fosforilagdo de IkK, Ik e JNK por Western blotting normalizadas por
GAPDH. Em células HepG?2 tratadas com Palm 250uM e CHX 40uM por 24 horas. Os valores
apresentados sdo média+EPM (n =4). * P < 0.05 vs. Ctl, # p < 0.05 vs. Palm
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Fluorescéncia Média
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Figura 9. Diminuicdo da producdo de EROs em células HepG2 tratadas com palmitato
concomitantemente com ciclohexamida. Para determinar a producido de EROs, as células foram
tratadas com Palm 250uM e CHX 40uM por 24 horas. Os valores apresentados sdo média+EPM
(n=6). * p < 0.05 vs. Ctl. # p < 0.05 vs. Palm. O histograma ao lado € uma figura ilustrativa que
representa o grafico de barras
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5.7 Bloqueio da acao do TNF-a utilizando Infliximabe

Podemos observar na figura 10 que as células tratadas com Infliximabe e palmitato
por 24 e 48 horas apresentaram, respectivamente, taxas de apoptose de 13,5% e 11,8%. Isso
representa, respectivamente, uma diminui¢do de 49,3% e 50,6% em relagdo ao grupo de
células tratada com palmitato por 24 e 48 horas.

A proteina IkK apresentou uma diminui¢do de 57,3% na fosforilagdo no grupo
tratado com palmitato mais Infliximabe em relagdo ao grupo de células tratadas com
palmitato (FigurallA). A proteina Ikp apresentou uma diminui¢do de 63,5% na sua
fosforilagdo no grupo tratado com palmitato em relagdo as tratadas com palmitato mais
Infliximabe (Figura 11B). A proteina JNK apresentou uma diminuicido de 69,6% na sua
fosforilagdo no grupo tratado com palmitato em relagdo as tratadas com palmitato mais
infliximabe (Figura 11B).

A figura 12 demonstra uma diminui¢do na producdo de EROs de 22,8% e 28,7% em
relacdo as células tratadas somente com palmitato nos grupos de células tratadas com
Infliximabe e palmitato por 24 e 48 horas respectivamente

A figura 13 mostra que o tratamento de 24 horas com Infliximabe e palmitato
aumenta a integridade da membrana mitocondrial em 43% comparado ao grupo de células
tratadas com palmitato.

Outro marcador para disfuncdo mitocondrial é a razdo entre proteinas pré e anti-
apoptdticas Bax/Bcl-2. Foi observado um aumento de 109% na razdo Bax/Bcl-2 em células
tratadas com palmitato em relacdo ao grupo de células ndo tratadas. O tratamento

simultdneo com Infliximabe reverteu parcialmente esta modulagéo (Figura 14).
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Figura 10. Tratamento com Infliximabe reverte a apoptose causada pelo palmitato. Para
determinar a fragmentacdo de DNA as células HepG2 foram tratadas com Palm 250uM e
Infliximabe 200ug/ml, por 24 e 48 horas, e incubadas por 24 horas com tampao PBS contendo
idodeto de propideo, em seguida mensurada por citometria de fluxo. O controle foi tratado por 48
horas com o veiculo (n=9). * p < 0.05 vs. Ctl, # p < 0.05 vs. Palm 24h, & p < 0.05 vs. Palm 48h.0
gréfico representa a média+ EPM dos trés grupos. O histograma ao lado € uma figura ilustrativa que

representa o grafico de barras
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Figura 11. O tratamento com Infliximabe diminui a atividade das proteinas da via do TNF-a
ativadas pelo palmitato. Foi analisada 4 fosforilacdo de IkK, Ikp e JNK por western blotting,
normalizadas por GAPDH. As células HepG2 foram tratadas com Palm 250uM e Infliximabe
200pg/ml, por 24 horas. Os valores apresentados sdo média+EPM (n=6). * p < 0.05 vs. Ctl. # p <
0.05 vs. Palm. ### p < 0.0001 vs Ctl. ** p < 0.006 vs. Ctl.
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Figura 12. Diminuicao da producdo de EROS em células HepG2 tratadas com palmitato
concomitantemente com Infliximabe. Para determinar a produ¢do de EROs as células foram
tratadas com Palm 250uM e 200pug/ml de Infliximabe por 24 e 48 horas. Apds o tratamento. Os
valores apresentados sdo média+EPM (n=9). * p < 0.05 vs. Ctl. # p < 0.05 vs. Palm 24h. & p < 0.05

vs. Palm 48h. . O histograma ao lado € uma figura ilustrativa que representa o grafico de barras
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Figura 13. Infliximabe diminui a disfuncio mitocondrial causada pelo tratamento com
palmitato . Para determinar a disfung@o mitocondrial as células foram tratadas com Palm 250uM e
Infliximabe por 24 horas, e incubadas com Rodamina 123, 1pM por 30 minutos em seguida a
fluorescéncia foi mensurada por citometria de fluxo. Os valores apresentados sdo média+EPM

(n=6). * p < 0.05 vs. Ctl. # p < 0.05 vs. Palm.
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Figura 14. Palmitato aumeta a razdo Bax/Bcl-2 de RNAm e o tratamento concomitante de
Infliximabe reverte essa razdo. Células HepG2 tratadas com Palm 250uM, e 200ug/ml de
Infliximabe por 24 horas. Os valores apresentados sdo média+EPM (n=4). * P < 0.05 vs. Ctl. # p <

0.05 vs. Palm.
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6. Discussao
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Os resultados deste estudo ajudam a entender o possivel mecanismo de apoptose
induzido por palmitato em células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2). De
maneira andloga, tais resultados permitem interpretagdes sobre a progressdo da NAFLD
para o quadro de NASH.

Na primeira parte do trabalho, buscamos avaliar a apoptose gerada pelo palmitato
por meio da técnica de citometria de fluxo. Esta técnica permite avaliar a porcentagem de
morte celular por meio de ensaio de fragmentacdo do DNA com iodeto de propideo. De
maneira geral, nossos dados mostram que o palmitato aumenta a fragmentagdo de DNA em
células HepG2. Estes dados s@o concordantes com a literatura, na qual diversos trabalhos
associam a morte celular e ativacdo dose dependente de caspase 3 em tratamentos com
palmitato (Yang & Chan, 2009, Li et al.,2010, Zhang et al., 2010).

Alem disto, Rho e colaboradores (2007) demonstraram que uma dose sub-téxica de
palmitato, mas nio de oleato, induziu a liberacdo de TNF-a em musculo liso vascular,
gerando fragmentacdo do DNA. No mesmo sentido, Choi e colaboradores (2011)
observaram um aumento na expressdo e secre¢do de TNF-a e IL-6 em cultura de HepG2,
apds tratamento com palmitato sem, no entanto, descrever a relevancia funcional para este
evento. Dessa forma, os trabalhos demonstram forte relacdo entre tratamento com
palmitato, aumento dos niveis de TNF-a e o conseqiiente desencadeamento do processo
apoptético. Contudo, a comprovacdo experimental da referida hipétese nao foi testada até o
presente momento em hepatdcitos.

O passo seguinte de nossa investigacdo consistiu deste modo, em avaliar se o
palmitato altera a expressdo de TNF-a. Observamos um aumento transitério da expressio
RNA mensageiro de TNF-a. Assim, pudemos afirmar que o aumento da expressio RNAm
de TNF-a € tempo dependente para o tratamento com palmitato a 250 uM. Nas primeiras 6

horas houve um aumento evidente na expressdo, o que pode indicar uma resposta das
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células frente a um agente inflamatério. No entanto, ap6s 12 horas de tratamento, uma
situacdo de estresse de reticulo endoplasmdtico pode ter se estabelecido levando a uma
diminuicdo da sintense proteica e por conseqiiéncia do TNF-a. Este é um quadro
geralmente encontrado em células expostas a excesso de nutrientes ou a processos
inflamatorios, os quais podem desencadear ativacdo de proteinas da via de resposta a
proteinas mal dobradas (conhecida como via da UPR - unfolded protein response) na
tentativa de restabelecimento da homeostase. Nesta busca pela sobrevivéncia da célula, ha
uma diminui¢do generalizada da sintese protéica favorecendo proteinas especificas da via
da UPR (Ron & Walter, 2007).

A partir do aumento da expressdo de TNF-a e a apoptose gerada pelo palmitato, o
préoximo passo foi analisar a atividade de proteinas envolvidas na via de sinalizagdo do
TNF-0, avaliando a fosforilacio de IkK, Ikp e JNK. Estas proteinas sofrem ativagdo
quando o TNF-a se liga ao seu receptor. Para tanto, utilizamos a técnica de western blot,
apds o tratamento com palmitato 250puM por 24 horas. A escolha deste tempo baseou-se na
suposicdo de que se possiveis alteracdes na via de sinalizacdo em decorréncia da agédo do
TNF-a deveriam ocorrer apds o momento maximo de sua expressao.

Os resultados obtidos mostraram aumento na fosforilacio de IxkK e Ik, uma
proteina alvo da IxK. Apds a degradacdo da proteina IkB, o fator de transcricio NFkB ¢é
liberado, este ultimo se transloca para o nicleo, onde é responsdvel pela transcricdo de
varios genes tais com o da iNOS (Traenckner et al., 1995, Ghosh & Karin, 2002).

Outra proteina, também ativada pela cascata de sinalizacdo do TNF-a € a INK, que
apresentou um aumento na sua fosforilagdo depois do tratamento com palmitato. Esta
proteina, apds ativagdo, regula negativamente a via de sinalizacdo da insulina, e, por isso,
estd intimamente ligada a resisténcia a este hormdnio (Taniguchi, 2006). Além disto, a sua

ativacao estd relacionada a producdo de EROs (Nakamura et al., 2009).
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Malhi e colaboradores (2006) observaram que o tratamento com palmitato, tanto em
células HepG2 quanto em cultura primdria de hepatdcitos de camundongos, gerou um
aumento da producdo de EROs, e isso manteve a proteina JNK ativa por mais tempo.
Concordante a isto, Gao e colaboradores (2010) evidenciaram um aumento na produgdo de
EROs nas células HepG2, quando tratadas com palmitato, levando a ativagdo da JNK de
maneira dose dependente. Estes trabalhos apontam um papel fundamental da ativacio da
proteina JNK na apoptose.

O aumento da fosforilagdo desta proteina apresenta uma estreita relacio com a
apoptose, pois uma vez ativada, a JNK ativa a proteina pré-apoptética Bax. Situada na
membrana da mitocondria, a Bax sofre uma alteracdo conformacional, aumentando a
permeabilidade da membrana mitocondrial e liberando citocromo ¢ (Wang, et al.,2008).

Esta estreita relacdo entre a ativagdo da JNK e a producdo de EROs nos levou a
realizar um experimento de citometria de fluxo para avaliar a producio de espécies reativas
de oxigénio. Como pudemos observar, as células HepG2 tratadas com palmitato
apresentaram um aumento expressivo na geracdo de EROs.

O aumento da producdo de EROs nos levou a investigar possiveis alteracdes na
disfuncdo mitocondrial. Para tanto, as células foram tratadas com palmitato por 24 horas e
posteriormente incubadas com Rodamina 123, sonda que emite fluorescéncia na presenca
de membrana mitocondrial integra. Como pudemos observar o palmitato diminuiu a
integridade da membrana mitocondrial.

Baseado nos estudos citados acima, parece que o acimulo e o aumento na produgdo
de EROs sdo fundamentais para que ocorra a morte celular em resposta a sinalizagdo do
TNF-a. Para avaliar a importancia da produ¢do de TNF-a na apoptose em resposta ao
tratamento com o palmitato. Para tanto, usamos um farmaco chamado Ciclohexamida, e

analisamos a repercussdo da inibi¢do da sintese de TNF-a. Esta ferramenta farmacoldgica
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age se ligando ao ribossomo subunidade 60S, impedindo assim a sintese de proteinas. O
uso dessa droga se restringe a pesquisas laboratoriais in vitro, devido aos seus efeitos
toxicos.

As células HepG2 tratadas com palmitato por 24 horas e Ciclohexamida
apresentaram uma diminuicdo na apoptose de 66,1% quando comparadas ao grupo de
células tratadas somente com palmitato. Com este resultado podemos concluir que a
inibicdo da sintese proteica foi responsavel pela protecdo as células contra a apoptose
gerada pelo palmitato.

Dando sequéncia, fomos investigar a atividade das proteinas da via inflamatéria para
nos certificar que o TNF-a foi inibido pelo tratamento com Cicloheximida. Com isto,
observamos que o palmitato ndo estimulou a fosforilacdo de IkK, IxB e JNK na presenca
de ciclohexamida. A diminuicdo da atividade destas proteinas nos pareceu como um
primeiro indicio de que a apoptose pode ser depende de TNF-a.

Visto que o tratamento com Ciclohexamida diminuiu a apoptose causada pelo
palmitado em células HepG2, como proximo experimento analisamos, por citometria de
fluxo, a produgcdo de EROs em células tratadas com palmitato e Ciclohexamida.
Concordante ao wertern blot, verificamos uma diminui¢ao de 47,5% em relagdo ao grupo
de células tratadas com palmitato.

Apesar do tratamento com Ciclohexamida apresentar uma reversdo de todos os
parametros que foram alterados com o tratamento com palmitato, como o aumento da
apoptose, o aumento da expressao RNAm TNF-a, o aumento da atividade de proteinas alvo
dessa citocina, além do aumento das EROs, isto ndo permitiu afirmar que a apoptose das
células, causada pelo palmitato, seja dependente do TNF-0, uma vez que o tratamento com

Ciclohexamida leva a inibicdo completa da sintese proteica.
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Com os achados obtidos através da inibicdo da sintese proteica, buscamos entdo
uma ferramenta farmacoldgica mais especifica, a fim de tentar comprovar a nossa hipétese
de que a apoptose em células HepG2 tratadas com palmitato seria dependente da acdo do
TNF-a. Para tanto, incubamos as células HepG2 com Infliximabe, um anticorpo
monoclonal quimérico que inibe diretamente a ligacio do TNF-o aos receptores nas
membranas celulares.

No estudo desenvolvido por Barbuio e colaboradores (2007), ratos que comeram
dieta hiperlipidica tratados com Infliximabe demonstraram uma diminui¢io no depdsito de
gordura no figado, sugerindo que a diminui¢do deste depdsito estd envolvido com a
diminui¢do da acdo da citocina pré inflamatéria TNF-a promovido pelo tratamento com
Infliximabe.

A compreensdo dos mediadores moleculares que causam lesdes hepdticas
promovidas por 4cidos graxos devem ajudar no desenvolvimento de intervencdes
terapéuticas, usando como base o mecanismo em que se desenvolve a doenca. Um destes
possiveis mecanismos de intervengdo terapéutica pode ser o anticorpo anti TNF-a, como o
Infliximabe.

Através de citometria de fluxo, observamos uma diminui¢do na apoptose em 50%
em células tratadas com associacdo palmitato e Infliximabe por 24 e 48 horas,
respectivamente, em relacdo as células tratadas com palmitato. Assim, podemos afirmar
que a apoptose causada pelo palmitato em células HepG2 depende da ac¢do desta citocina.

Mediante a diminuicdo da apoptose apds o bloqueio do TNF-a, investigamos a
fosforilagdo das proteinas da via do TNF-a, foi possivel confirmar uma diminui¢do nas
fosforizagdo da IkK ,da Ixp e da JNK quando realizado tratamento com a associagdo

palmitato e Infliximabe por 24 horas.
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Schlatter e colaboradores (2011) demonstram a relagcdo entre a fosforilagao de JNK
com a produ¢do EROS. Quando h4 a ag@o por parte do TNF-a, ocorre inativacdo de MKPs
mediada por ROS, prejudicando assim a desfosforilagdo de JNK e, consequentemente
levando a sua ativagdo persistente. De maneira concordante com estes achados, mostramos
que a producdo de EROs e a ativacdo da JNK estimulados pelo palmitato em células
HepG2 também ¢é totalmente dependente da producdo de TNF-a.

Como a disfun¢do mitocondrial é uma importante fonte de EROs (Lockman, et
al.,2012), nés em seguida investigamos um parametro de integridade de fungéo
mitocondrial. Nossos resultados demonstram que a perda de integridade mitocondrial
induzida por palmitato também ¢é totalmente dependente da producdo de TNF-oa. Um dos
mecanismos pelo qual o palmitato gera disfun¢do mitocondrial seguida de apoptose decorre
do aumento da razdo Bax/Bcl-2. De maneira anti-apoptética, a proteina Bcl-2 age de forma
a minimizar a formagdo de producdo de EROs, protegendo a mitocondria com uma acio
antioxidante, e assim, conservando a integridade da mitocondria (Lei, et al., 2002; Kim et
al., 2012). Nossos dados demonstraram que o aumento da razdo Bax/Bcl-2 estimulado por
palmitato também depende da producio de TNF-a.

O NF-«B desempenha papel anti ou pré apoptético dependente do tipo de estimulo e tipo
celular (Karin & Lin, 2002). Em células B pancredticas o NF-kB quando ativado promove
apoptose, sendo que esta morte celular estd relacionada com o desenvolvimento do DMI1
(Heimberg,et al.,2001; Ortis et al., 2006). A via do NF-kB pode causar morte celular por

mecanismos independente da atividade deste fator de transcri¢do. Por exemplo, a proteina IxK pode
diminuir a sinalizacdo da insulina resultando em menor ativacdo da AKT e liberacdo da atividade
transcricional do FOXO1, sabido fator de transcricio da Bax (Kim et al., 2005). Além disto,
estudos in vivo mostram que camundongos infectados com Plasmodium apresentaram um aumento
na ativacdo de NF-xB no figado e este aumento se dd devido aumento do estresse oxidativo e da

ativacdo da via Ixk/Ixp levando a morte dos hepatécitos (Dey et al.,2012). Nossos resultados
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sugerem que, como em células B, a ativacdo do NF-«kB pode mediar a apoptose induzida pelo
palmitato.

Ao contrdrio da via do NF-kB, ja relativamente bem estabelecido que a ativac¢do da JNK,
seja ela downstream ou upstream a producido de EROs, culmina na ativacdo de eventos apoptdticos.
Assim, o fatos da ativagdo da JNK pelo palmitato ser dependente de TNF-a, sugere que esta via
deve participar da apoptose induzida por palmitato.

Resumidamente, nossos achados mostram que quatro eventos parecem desempenhar
papel importante para o aumento da apoptose induzida pelo palmiatato em hepatdcitos,
sendo estes, pela ordem, aumento da produgcdo de TNF-a, ativacdo de sinalizagdes pro-
inflamatéria mediadas por esta citocina, producdo de espécies reativas de oxigénio e a
disfuncio mitocondrial. E possivel ainda que a produgio de EROs potencialize a ativacio

especifica do JNK, contribuindo para apoptose.
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7. Conclusoes
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7.1 Sumario

e O palmitato aumenta a apoptose, a producdo EROs e disfun¢do mitocondrial em
células HepG2.

e O palmitato aumenta a expressio de mRNA de TNF-a, sendo este um processo
anterior a fosforilag@o de proteinas relacionadas a inflamag&o e apoptose (IkK, Ixp e
INK).

¢ O bloqueio da sintese protéica com CHX suprime o efeito apoptético, a produgio
de EROs, e também a fosforilagdo das proteinas IxK, Ikp e JNK mediados pelo
palmitato em células HepG2.

e A neutralizacdo do TNF-a por Infliximabe suprime o efeito apoptético, a producio
de EROs, a disfuncdo mitocondrial e também a fosforilagdo das proteinas IkK, Ixp e

JNK mediados pelo palmitato em células HepG2.

7.2 Conclusao Geral

Com estes resultados podemos concluir que a apoptose causada pelo Palmitato em
células HepG2 ¢é dependente de TNF-a. O mecanismo gerador de EROs ativado pelo
palmitato e seu efeito de reducdo da integridade da membrana mitocondrial também sdo

secundarios ao estimulo da producido do TNF-a.
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