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RESUMO

Estudos que avaliam o metabolismo fornecem subsidios para entender como os
organismos reagem em relacdo a tratamentos e dietas. O sobrepeso e a obesidade estdo
alcancando elevadas propor¢des ao redor do mundo e os governos, € a propria
sociedade, t€ém se empenhado na tentativa de combater esta epidemia. Outro aspecto que
devemos relacionar nos estudos de metabolismo € a questdo de género, pois a maioria
dos estudos utiliza como modelo experimental ratos e camundongos machos.
Entretanto, quando se propde protocolos de tratamento, temos a tendéncia a extrapolar
os resultados também para as fémeas, o que na realidade ndo parece muito adequado.
Atualmente, essa ideia vem mudando e alguns pesquisadores t€ém considerado a
proposta de realizar estudos experimentais utilizando machos e fémeas, até mesmo para
experimentos que utilizem células. Ainda em relacdo ao metabolismo, podemos
evidenciar o problema da obesidade que tem se tornado uma epidemia mundial
recebendo o nome de “Globesidade”. As dietas hiperlipidicas e hipercaldricas tém
levado a populacao mundial a apresentar alteracdes de seu metabolismo principalmente
relacionadas as dislipidemias, as quais podem ter como consequéncia o
desenvolvimento de alteracdes cardiovasculares. Assim, os estudos experimentais que
investigam o metabolismo do coragdo também se tornam importantes, particularmente
em nivel celular, pois é o local onde os eventos metabdlicos acontecem. A
Desidroepiandrosterona (DHEA) é um hormonio esteroide que tem efeitos sobre o
metabolismo, sindrome metabdlica, obesidade, resisténcia a insulina e doengas
cardiovasculares. H4 na literatura, alguns estudos que relatam que a administragdo de
DHEA produz efeitos diferentes em machos e em fémeas. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da DHEA em: a) ratos Wistar, machos e fémeas
ovarectomizadas, com dieta padrdo e que recebiam tratamento com diferentes doses de
DHEA, b) ratos Wistar machos, submetidos ou ndo a uma dieta hipercalérica e tratados
com DHEA (25mg/kg), c) linhagem celular (H9C2) de ventriculo cardiaco de ratos
submetidas, ou ndo, a hipdxia e reoxigenacdo e tratadas com DHEA. A andlise dos
resultados mostrou que o tratamento com DHEA tem efeito sobre o metabolismo e os
resultados sdo diferentes quando comparamos machos e fémeas ovarectomizadas. A
avaliacdo do metabolismo da glicose no figado mostrou que este substrato tem uma
utilizacdo diferente entre os sexos, sendo que nos machos a conversao de glicose a CO»

¢ maior do que nas fémeas ovarectomizadas, mas o tratamento com DHEA nao teve
14



efeito. A conversao de glicose em lipideos foi maior nos machos e o tratamento com
DHEA diminuiu a lipogénese hepdtica a partir de glicose somente nas fémeas
ovarectomizadas. Com relacdo a sintese de glicogénio a partir de glicose, houve
diferenca entre os sexos, sendo que as fémeas ovarectomizadas apresentaram niveis
maiores que os machos e o efeito do tratamento ocorreu apenas nas fémeas. O
metabolismo da glicose no tecido adiposo também mostrou diferenga entre os sexos,
sendo a captacdo de glicose maior nas fémeas e o tratamento com DHEA reduziu essa
captacdo apenas nas fémeas. No musculo, a captacdo de glicose é maior nas fémeas do
que nos machos e a administracdo de DHEA nao produziu efeito significativo. O
metabolismo da leucina mostrou diferenca entre os sexos, sendo sua oxidagdo e a
sintese de lipideos e proteinas menor nas fémeas do que nos machos. Em machos que
receberam dietas hipercaldricas, a DHEA nio reduziu a ingestdo alimentar e o ganho de
peso, porém, teve efeito melhorando o resultado do teste de tolerancia a glicose. O peso
total do figado nos animais com dieta hipercaldrica foi maior quando comparado aos
animais com dieta normocalérica e a DHEA ndo reverteu este pardmetro. No
metabolismo hepético da glicose, tanto o tratamento com DHEA quanto a dieta
hipercaldrica produziram uma reducdo da oxidagao de glicose (glicose convertida em
CO»). A sintese hepdtica de glicogénio a partir de alanina foi reduzida com o tratamento
com DHEA nos grupos que receberam dieta hipercaldrica. A dieta hipercaldrica
diminuiu, em aproximadamente 19%, a captacdo de glicose no tecido adiposo quando
comparado ao grupo com dieta normocaldrica e os animais tratados com DHEA
apresentaram um aumento na captacdo de glicose independente da dieta, inclusive
revertendo a reduc@o causada pela dieta hipercaldrica. Na oxidacdo de glicose, houve
interacdo entre dieta e tratamento no tecido adiposo, ou seja, o tratamento com DHEA
diminuiu significativamente a oxidag¢do de glicose no grupo controle e produziu um
aumento no grupo com dieta hipercaldrica. No musculo gastrocnémio, a captacdo de
glicose foi reduzida com a dieta hipercaldrica. A producdo de CO, e a sintese de
glicogénio no musculo séleo aumentaram somente nos grupos que receberam a dieta
hipercaldrica. No miusculo cardiaco, o tratamento com DHEA aumentou a concentra¢io
de glicogénio apenas no grupo com dieta hipercaldrica. Além disso, neste mesmo
tecido, a DHEA causou um aumento de 55% na expressao proteica da pAKT no grupo
com dieta hipercaldrica. No estudo com cardiomidcitos foram avaliados pardmetros de
protecao contra a formacdo de radicais livres apds as células serem submetidas a
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hipéxia e reoxigenagdo, e foi encontrado que o tratamento com DHEA diminui a
quantidade de radicais livres intracelulares. Também foi avaliada a expressdao das
enzimas SOD e CAT, as quais ndo tiveram uma alteracdo significativa com o
tratamento. Em relacdo ao processo de apoptose, a expressao da caspase 3 apresentou
uma redu¢do no grupo tratado com DHEA nas células submetidas a hipdxia-
reoxigenacdo. Assim, podemos concluir que a DHEA ndo alterou significativamente os
parametros metabdlicos nos ratos machos enquanto que nas fémeas a DHEA produziu
efeitos significativos sobre o metabolismo destas. Nos ratos submetidos a dieta
hipercalérica a DHEA melhorou o metabolismo de carboidratos. Em relacdo aos
cardiomidcitos, observamos que a DHEA protege parcialmente as células apés um
evento de hipoxia-reoxigenagdo. Porém, mais estudos necessitam ser realizados a fim de
investigar os mecanismos que sao ativados apds o tratamento com DHEA e que podem

alterar os padrdes metabdlicos e celulares.
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ABSTRACT

Studies evaluating the metabolism provide subsidies to understand how
organisms react in relation to treatments and diets. Overweight and obesity are reaching
high proportions around the world and governments, and society itself, they have been
engaged in trying to combat this epidemic. Another aspect that we should relate to
metabolism studies is a gender issue because most studies used as an experimental
model male rats and mices. However, when proposing treatment protocols, we
extrapolate the results also for females, which in reality does not seem very appropriate.
Today, this idea is changing and some researchers have considered the proposal to
conduct experimental studies using male and female, even for experiments using cells.
Also in relation to metabolism, we can highlight the problem of obesity which has
become a worldwide epidemic given the name "Globesity". The hyperlipidemic and
hypercaloric diets have led to the present world population changes in its metabolism
mainly related to dyslipidemia, which may result in the development of cardiovascular
diseases. Thus, experimental studies investigating the metabolism of the heart also
become important, particularly at the cellular level, where the metabolic events take
place. The dehydroepiandrosterone (DHEA) is a steroid hormone that has effects on
metabolism, metabolic syndrome, obesity, insulin resistance and cardiovascular disease.
In the literature, some studies report that DHEA administration produces different
effects on males and females. The objective of this study was to evaluate the DHEA
effect: a) wistar rats, male and female, with standard diet and received treatment with
different doses of DHEA, b) male wistar rats, submitted or not to a hypercaloric diet and
treated with DHEA (25 mg / kg), c) cell line (H9C2) cardiac ventricle of rats subjected
or not to hypoxia and reoxygenation and treated with DHEA. The results showed that
DHEA treatment has an effect on the metabolism and the results are different when
comparing the males and females. The evaluation of glucose metabolism in the liver
showed that this substrate has a different use between the sexes, and in males the
glucose oxidation to COz> is higher than in females, but the treatment with DHEA had
no effect. The lipids formation from glucose was higher in males and treatment with
DHEA decreased the hepatic lipogenesis from glucose only in females. Regarding the
synthesis of glycogen from glucose, there were differences between the sexes, and
females had higher levels than males and the treatment effect was observed only in

females. Glucose metabolism in adipose tissue also showed differences between the
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sexes, with the uptake of glucose greater in females and DHEA treatment reduced this
funding only in females. In muscle glucose uptake is higher in females than in males
and DHEA administration did not produce significant effect. The metabolism of leucine
showed differences between the sexes, and their oxidation and synthesis of lipids and
proteins smaller in females than in males. In males fed with a high fat diet, DHEA did
not reduce food intake and weight gain, however, had an effect of improving the results
of glucose tolerance test. The total weight of liver in animals with higher calorie diet
was compared to animals with diet and normocaloric DHEA did not reverse this
parameter. In the hepatic metabolism of glucose, either treatment with DHEA as
hypercaloric diet produced a reduction in glucose oxidation (glucose converted to CO»).
Liver glycogen synthesis from alanine was reduced with treatment with DHEA in the
groups that received hypercaloric diet. The high calorie diet decreased by approximately
19%, glucose uptake in adipose tissue when it was compared to the group with
normocaloric diet and the animals treated with DHEA had an increase independent
dietary glucose and reversing the reduction caused by hypercaloric diet. In glucose
oxidation was no interaction between diet and adipose tissue treatment, its mean that the
treatment with DHEA significantly decreased glucose oxidation in the control group
and the group produced an increase in calorie diet. In the gastrocnemius muscle glucose
uptake was reduced with a high calorie diet. The CO: production and glycogen
synthesis in soleus muscle increased only in the groups receiving the high calorie diet.
In cardiac muscle, treatment with DHEA increased glycogen concentration only in the
group with hypercaloric diet. Moreover, in this same tissue, DHEA caused a 55%
increase in protein expression of pAKT in the group with hypercaloric diet. In the study
with cardiomyocyte the protection parameters were evaluated against free radical
formation after cells were subjected to hypoxia and reoxygenation, and it was found that
treatment with DHEA decreases the amount of intracellular free radicals. We also
evaluated the expression of enzymes SOD and CAT, which did not have a significative
change with treatment. Regarding the process of apoptosis, caspase 3 expression
showed a reduction in group treated with DHEA in cells subjected to hypoxia-
reoxygenation. Thus, we can conclude that DHEA did not significantly changes in the
metabolic parameters in males while in females DHEA to produce significative effects.
In rats with high calorie diet DHEA improved carbohydrate metabolism. Regarding
cardiomyocytes, we found that DHEA partially protects cells after a hypoxia-
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reoxygenation event. Further studies need to be conducted in order to investigate the
mechanisms that are activated after treatment with DHEA that can changes the cellular

metabolism.
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1. Introducao

1.1 Obesidade

A dieta € um fator determinante na manuten¢do da satde. Existe uma forte
associacdo entre dietas pobres em nutrientes e incidéncia de doengas cronicas (Hunter,
Zhang e Kris-Etherton, 2010; Perichart-Perera et al., 2010; Siri-Tarino et al., 2010).
Estas doengas sobrecarregam os servigos de saude gerando aumento dos custos e a
mortalidade (Who, 2003; Lifshitz e Lifshitz, 2014; Yang et al., 2014). Das mortes por
doencas cronicas, quase metade podem ser atribuidas as doengas cardiovasculares
(DCV), a obesidade e ao diabetes mellitus tipo II (DMTII) (Who, 2003). A obesidade,
por sua vez, tem sido associada com comorbidades como resisténcia sist€mica a agcdo da
insulina (RI), hiperinsulinemia, hiperglicemia, hiperleptinemia, diabetes mellitus tipo II
(DMTI) e doencas cardiovasculares (DCV) como hipertensao arterial sist€émica (HAS),
aterosclerose, infarto agudo do miocardio (IAM), insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC) e doencas cerebrovasculares (Sclafani e Springer, 1976; Akiyama et al., 1996;

Jang et al., 2003; Woods et al., 2003; Dourmashkin et al., 2005).

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade estd aumentando exponencialmente em
todos os paises. No mundo todo, mais de um bilhdo de pessoas estdo com excesso de
peso e mais de 300 milhdes estdao obesos (Troiano e Flegal, 1998; Who, 2003; Smyth e
Heron, 2006). Nos Estados Unidos, em 2010, 40,6 milhdes de mulheres, 37,6 milhdes
de homens e mais de 5 milhdes de criancas estavam obesos (Eckel e Krauss, 1998;
Allison et al., 1999; Stein e Colditz, 2004; Ogden et al., 2014). Segundo dados da OMS,
em 2014 (Who, 2015) a prevaléncia de sobrepeso (Figura 1) e obesidade (Figura 2)
eram maiores nos paises da América (Norte, Central e Sul) e regides da Europa
Ocidental, onde a prevaléncia foi de 61% de sobrepeso e 27% de obesidade (homens e

mulheres) e menores no sudeste da Asia onde a prevaléncia foi de 22% de sobrepeso e
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5% de obesidade (homens e mulheres) (Who, 2015). Nos Estados Unidos, a prevaléncia
de sobrepeso, em 2014, foi >60% e de obesidade >30% (Who, 2015). Em todos os
paises, a incidéncia de sobrepeso e obesidade foi maior entre as mulheres (Who, 2015).
O Brasil, seguindo a mesma tendéncia mundial, tem apresentado aumento na incidéncia
de excesso de peso e obesidade em todas as faixas etdrias a partir de 5 anos (Ibge,
2010). Estima-se que em cerca de dez anos, o excesso de peso poderd alcancar dois

tercos da populagdo adulta do Brasil (Ibge, 2010).

* Body Mass Index = 25kg/m2
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Figura 1. Mapa da prevaléncia de sobrepeso no mundo. Adaptado de World Health Organization (WHO,
2015)
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Figura 2. Mapa da prevaléncia de obesidade no mundo. Adaptado de World Health Organization (Who,
2015)

Esta incidéncia crescente da obesidade tem sido chamada de ‘pandemia’ e
‘globesidade’ (Hansen, Gilman e Odland, 2010; Lifshitz e Lifshitz, 2014). A transi¢ao
nutricional, ou seja, as alteracdes que ocorreram nos padrdes dietéticos e de estilo de
vida e suas consequentes alteracdes em padrdes epidemioldgicos e demogréficos
(Popkin, 2003), tem sido apontada como uma das responsaveis pelas elevadas taxas de
incidéncia/prevaléncia de obesidade que atingem diversos paises no mundo,
independente de sexo, idade ou nivel socioecondmico (Popkin, 1994; Drewnowski e
Popkin, 1997; Lim et al., 2012; Monteiro e Cannon, 2012). Porém, apesar de ser um dos
assuntos mais estudados na atualidade, a etiologia da obesidade ainda nao estd
totalmente elucidada, porque a obesidade € uma patologia complexa e multifatorial,
resultante de uma complexa interacdo entre fatores comportamentais, genéticos,
enddcrinos, fisiologicos e psicologicos (Arcari et al., 2009). O método mais utilizado
para o diagndstico de sobrepeso e obesidade € o indice de massa corporal (IMC), obtido
a partir da equacdo peso em kg/m? que, apesar de nio ser padrdo ouro (é muito sensivel,
porém pouco especifico), seus pontos de corte apresentam boa correlagdo com a
obesidade (Nieto-Garcia, Bush e Keyl, 1990). Valores de IMC superiores a 25 kg/m?
indicam sobrepeso e superiores a 30 kg/m2 obesidade (Finucane et al., 2011; Who,
2015).

O peso corporal é determinado pelo equilibrio entre a ingestdo alimentar e o
gasto energético, sendo que seu controle é realizado em diferentes niveis: circuitos
neurais encefdlicos evoluiram para processar informagdes sobre o consumo de
alimentos a fim de controlar o comportamento alimentar, células enddcrinas

gastrointestinais produzem e secretam hormonios sacietogénicos em resposta a presenca
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de alimentos e o tecido adiposo produz hormonios que sinalizam centralmente o status
de peso corporal (Woods et al., 2004; Benoit et al., 2009). A integracdo dos sinais,
centrais e periféricos, ocorre no hipotdlamo a fim de regular o equilibrio energético em
curto prazo e o peso corporal a longo prazo (Woods et al., 2004). No hipotdlamo, areas
e neurdnios distintos expressam sinais orexigenos e anorexigenos e regulam a ingestao
de alimentos e o peso corporal (Woods et al., 2004; Benoit et al., 2009).

A obesidade € caracterizada por acimulo de gordura e aumento do peso
corporal, porém, estes ndo sdo as Unicas consequéncias desta patologia (Woods et al.,
2003). O tecido adiposo (TA) ndo € apenas um reservatorio de energia, mas um 6rgao
enddcrino multifuncional que produz peptideos e proteinas (Trayhurn e Wood, 2004).
Os adipdcitos secretam um grupo heterogéneo de adipocitocinas como, citocinas,
hormoénios, fatores de crescimento, proteinas de fase aguda, prostaglandinas,
glicocorticoides e esteroides sexuais, cujos efeitos atingem figado, pancreas, musculo
esquelético, rins, hipotdlamo e o sistema imune (Fruhbeck ef al., 2001). Na obesidade,
ocorre desbalanco secretério nas adipocitocinas, o que leva a um estado de inflamacao,

resisténcia a insulina, hipertensdo arterial sistémica e sindrome metabdlica (SM)

(Pickup e Crook, 1998; Newson et al., 2014).

1.2 Resisténcia a Insulina e Sindrome Metabolica

Entre os disttirbios metabdlicos relacionados com a obesidade o mais incidente é
a resisténcia a insulina (RI), cuja caracteristica é o prejuizo na resposta fisiolégica a
acdo da insulina com incapacidade desta de diminuir a produgdo hepética de glicose e
aumentar sua utilizacdo pelos tecidos (Walker, 1995; Hegarty et al., 2003). Em estados
de RI as células B sdo forcadas a aumentar a produgdo de insulina, a fim de manter a
homeostase da glicose (Defronzo, 2009). Esta demanda aumentada leva a hiperplasia e

hipertrofia celular, estresse oxidativo local e, finalmente, apoptose das células f e o
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desenvolvimento do DMTII (Unger e Orci, 2001; Defronzo, 2009). Um dos
mecanismos que levam a resisténcia a insulina € a obesidade e estes mecanismos
envolvem citocinas inflamatdrias, dcidos graxos nao esterificados no plasma e seus
metabolitos, espécies reativas de oxigénio (EROS), hipéxia e estresse do reticulo
endoplasmatico (Dali-Youcef ef al., 2013). Em 1988, Reaven (Reaven, 1997) foi o
primeiro a propor a existéncia de uma sindrome que seria associada com a resisténcia a
insulina e a denominou como sindrome X, hoje denominada sindrome metabdlica (SM),
cuja caracteristica era a presenga concomitante de resisténcia a insulina, hiperglicemia,
hiperlipidemia e hipertensdo. Anos mais tarde, DeFronzo (Defronzo, 2009) demonstrou
que a resisténcia a insulina precedia, e era fator determinante para o DMTII e as
doencas cardiovasculares. Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da
sindrome metabdlica sdo a inatividade fisica e o consumo de dieta aterogénica (rica em
gorduras saturadas, colesterol e carboidratos refinados) (Deedwania e Gupta, 2006).
Estes hébitos contribuem para o desenvolvimento da obesidade visceral, resisténcia a
insulina, dislipidemia, inflamacdo e estresse oxidativo (Deedwania e Gupta, 2006). A
obesidade visceral é componente importante na SM jid que estd correlacionada com
inflamacao sistémica (Schmidt et al., 2015; Wensveen et al., 2015). O diagndstico da
sindrome metabdlica € complexo e, em 2002, o National Cholesterol Education
Program (NCEP) prop6s um conceito diagndstico para SM; segundo o NCEP o
diagndstico da sindrome metabdlica € realizado quando trés ou mais dos seguintes
fatores estiverem presentes: circunferéncia da cintura aumentada (>102 cm para homens
e > 88 cm para mulheres), hipertrigliceridemia (>150 mg/dL), hipertensdo, Hight
Density Cholesterol (HDL) baixo <40 mg/dL para homens e < 50 dL para mulheres),

hiperglicemia (glicemia entre 100 — 126mg/dL) (Ncep, 2001; Grundy et al., 2005).
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A presenca de SM aumenta o risco de problemas cardiometabdlicos em um
periodo de 5 a 10 anos (Alberti et al., 2009), com aumento no risco de desenvolvimento
de patologias associadas, 5 vezes maior de DMTII, 2 vezes maior de doencga arterial
coronariana (DAC), e 1,6 vezes de aumento da mortalidade total (Deedwania e Gupta,

2006).

1.3 Doencas Cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCV) estdo entre as principais causas de morte no
mundo (Who, 2003). Além de elevada mortalidade, geram custos altos para os servigos
de saude, sendo que nos Estados Unidos da América (EUA), o custo anual total com
DCV em 2012 foi de 312,6 bilhdes d ddlares (Go et al., 2013). No Brasil, doencas
cardiovasculares sao responsaveis por cerca de 1/3 de todos os 6bitos (Brasil, 2014).
Dados do Ministério da Saide (DATASUS) (Brasil, 2015) revelaram que no ano de
2012, 22,62% (1.181.166) das mortes ocorridas foram relacionadas com DCVs. No
mesmo ano, as hospitalizacdes por estas mesmas causas totalizaram 833.559 (7,51%)
com um custo de aproximadamente R$ 1,8 bilhdes (Brasil, 2015).

Entre as DCV estdo hipertensdo arterial, infarto agudo do miocéardio,
insuficiéncia cardiaca, doengas cerebrovasculares e aterosclerose. A aterosclerose € uma
doenca inflamatdéria que se manifesta de maneira progressiva e se caracteriza pelo
acimulo de lipideos na parede de artérias como, por exemplo, as corondrias (Ross,
1999; Lusis, 2000). Entre os fatores de risco para aterosclerose estdo hiperlipidemia,
habito de fumar e hipertensdo (Lusis, 2000); (Rader e Daugherty, 2008). Na
aterosclerose, o processo de formagdo da placa na parede do vaso resulta no
estreitamento da luz arterial (Lusis, 2000; Rader e Daugherty, 2008). As lipoproteinas
de baixa densidade (Low-density-lipoprotein — LDL colesterol) infiltram-se através da

parede do vaso devido a disfuncdo endotelial presente nos estdgios iniciais da
25



aterosclerose, ali sofrem oxidag@o por radicais livres tornando-se LDL-oxidadas (LDL-
ox). Estas acabam atraindo mondcitos/macréfagos para o local levando ao aumento da
expressao de mediadores inflamatdrios e aumentando ainda mais a disfun¢do endotelial,
o que adicionalmente aumenta a infiltracio de mondcitos/macréfagos (Lusis, 2000;
Rader e Daugherty, 2008). Os macréfagos fagocitam as LDL-ox iniciando a formacgao
de células espumosas (foam cells) e atraem mais mondcitos/macréfagos, os quais
fagocitam mais LDL-ox formando mais foam cells num ciclo vicioso (Lusis, 2000;
Rader e Daugherty, 2008), que, por fim, acarreta isquemia local. Durante a isquemia, a
interrup¢do do fluxo sanguineo leva a diminui¢do dos niveis de adenosina trifoasfato
(ATP) celular com concomitante actimulo de lactato, tornando o pH celular diminuido e
ativando proteases intracelulares (Mccord, 1985). A diminui¢do do pH por sua vez, leva
a modifica¢cdes na cinética de diversas enzimas (Mccord, 1985). Embora ocorra a queda
dos niveis de ATP, a demanda € ininterrupta, consequentemente, o ATP vai sendo
degradado até adenosina difosfato (ADP), depois adenosina monofosfato (AMP) e,
finalmente, adenosina que rapidamente se difunde para o meio extracelular e €
degradada em inosina e hipoxantina (Granger, 1988). Sob condi¢cdes normais de
oxigenacdo, a enzima xantina desidrogenase metaboliza a hipoxantina a xantina e
depois 4cido drico sem a utilizacdo de oxigénio e sem formar radicais livres pois o
aceptor de elétrons neste caso € o NAD (nicotanamida adenina dinucleotideo) (Parks e
Granger, 1986; Granger, 1988). Porém sob condi¢des de hipoxia, a atividade da enzima
xantina desidrogenase passa a ser de oxidase (Parks e Granger, 1986). A atividade de
oxidase produz radicais livres durante a reacdo de oxidacdo da hipoxantina em xantina
que ocorre somente na presenca de oxigénio (Parks e Granger, 1986); logo, durante a
isquemia ocorre acimulo de hipoxantina e xantina oxidase no tecido (Parks e Granger,

z

1986). Na reperfusdo, toda a hipoxantina acumulada € oxidada em xantina com a
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utilizacdo de oxigénio, formando espécies reativas de oxigénio (EROs) no processo
pois, os elétrons ndo sdo transferidos para o NAD, mas sim para o oxigénio que depois é
convertido em superdxido, iniciando a cascata de formacdo de espécies reativas de
oxigénio (Parks e Granger, 1986). A expressdo ‘Espécies Reativas de Oxigénio’ inclui
radicais de oxigé€nio quanto outros compostos ndo radicais que sdo agentes oxidantes
que podem ser facilmente convertidos em radicais, como por exemplo, radical
superéxido (02"), radical hidroxil (OH"), hidroxiperoxil (HO,™), peroxil (RO>"), alkoxil
(RO") entre outros (Halliwell e Gutteridge, 2007; Halliwell, 2011). Fisiologicamente
EROs sdo sinalizadores celulares e mediadores de cascatas de sinalizacdo celular em
células aerdbias (Hancock, Desikan e Neill, 2001; Droge, 2002). Mas estd bem descrito
na literatura que a producdo excessiva de EROs leva a um desbalanco entre o sistema
pré-oxidante e antioxidante, levando ao estresse oxidativo (EO). Estresse Oxidativo
pode levar a dano celular, incluindo dano ao 4cido desoxirribonucléico (DNA), necrose
e apoptose. Em situacdes de dano ao DNA a enzima poli-ADP(ribose)-polimerase €
ativada (Burkle e Virag, 2013). Necrose e apoptose sdo coordenadas por proteinas como
Bax e Bcl2, além de algumas caspases (Biala e Kirshenbaum, 2014; Correia et al.,
2015; Doerflinger, Glab e Puthalakath, 2015; Juraver-Geslin e Durand, 2015). As
células possuem sistemas de defesa contra EROs, sdo sistemas de destoxificacdo que
costumam ser eficientes na protecdo celular contra EROs (Halliwell e Gutteridge, 2007;
Halliwell, 2011). A enzima superdéxido dismutase (SOD) € a primeira linha de defesa
contra a formacgdo de espécies reativas de oxigé€nio, € encontra-se sob duas isoformas,
uma mitocondrial, cujo cofator € o mineral manganés e outra citosodlica, cujos cofatores
podem ser cobre ou zinco. Mn-SOD (mitocondrial) e Cu/Zn-SOD (citosélica) reduzem
o radical superdxido (Oz¢) a peréxido de hidrogénio (H202). A catalase (CAT) que atua

na dismutacdo de H2O2 em oxigénio e dgua. Ainda, o tripeptideo y-glutamil-cisteinil-
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glicina (GSH) que pode estar na forma reduzida (GSH) ou na forma oxidada (GSSG). A
interconversdo da glutationa nas suas formas reduzida e oxidada € dependente da
presenca de glutationa peroxidase (GPx) e Glutationa redutase (GR) que trabalham em
conjunto e cujo resultado final é a dismutacdo do peréxido de hidrogénio em 4gua e
oxigénio (Halliwell e Gutteridge, 2007; Halliwell, 2011).

Muitos estudos que avaliam os efeitos deletérios de situagdes de
hipéxia/reoxigenagdo t€m sido realizados em linhagem celular de cardiomidcitos (Chen
et al., 2015; Lu et al., 2015; Nehra et al., 2015; Zhang et al., 2015; Zhao et al., 2015).
Esta metodologia tem sido considerada adequada quando a finalidade € verificar vias e
mecanismos envolvidos, bem como a formacdo de espécies reativas de oxigénio e os
consequentes danos celulares resultantes do desbalanco oxidativo. E bem estabelecido
que o processo de formagdo de espécies reativas de oxigénio aumenta ainda mais o
status inflamatério local piorando o quadro do paciente cardiopata (Kim et al., 2015; Li
et al., 2015; Virzi et al., 2015).

Concomitante com as alteracdes morfolégicas que ocorrem durante o
remodelamento cardiaco pds-isquemia, ocorrem alteragdes bioquimicas e metabdlicas,
com diminui¢d@o na fosforilacdo oxidativa e na glicdlise celular e consequente aumento
dos niveis de triglicerideos intramusculares (Ashrafian, Frenneaux e Opie, 2007). Apds
o infarto, ocorrem alteragcdes no metabolismo cardiaco, cujas células diminuem a
capacidade de oxidar 4cidos graxos (Afanas'ev et al., 2013). O coracdo consome mais
energia do que qualquer outro 6rgdo e para manter toda esta demanda pode utilizar
como substratos desde &4cidos graxos e glicose até aminodcidos, lactato e corpos
cetonicos (Abozguia et al., 2009). Como um atleta aerébio, o coracdo oxida
preferencialmente dcidos graxos para a sintese de ATP (Taegtmeyer, Mcnulty e Young,

2002). De todo o ATP produzido por meio da oxidacdo de 4cidos graxos, 95% ¢é
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produzido via B-oxidacdo mitocondrial com um custo 12% maior de oxigénio por
unidade de ATP do que com a utilizacdo de glicose, razdo pela qual, durante o processo
isquémico ocorre alteracdo na utilizagdo de substratos, aumentando a captacdo e
utilizacdo de glicose e diminuindo a utilizacdo de 4cidos graxos. Isso pode resultar num
consumo de oxigénio até 40% menor (Stanley, Recchia e Lopaschuk, 2005).

Na insuficiéncia cardiaca congestiva, mesmo que niao ocorra interrup¢do de
fluxo, hd um aumento na captacgdo e utilizacdo de glicose e diminui¢do na oxidagdo de
acidos graxos pelos cardiomidcitos, € o processo denominado “reversdo para um
fendtipo metabdlico fetal” (Luptak et al., 2007). No musculo cardiaco fetal, a oxidag¢ao
de 4cidos graxos € baixa e logo apds o nascimento ocorre troca no metabolismo
cardiaco com aumento na oxidagdo de acidos graxos e hiperregulacdo de receptores
nucleares que mediam esta troca, como por exemplo, o receptor ativado por proliferador
de peroxissoma (PPAR) (Madrazo e Kelly, 2008). A ativacdo da via glicolitica
anaerobia finalmente induz a expressdo do Fator Induzivel por Hipoéxia-oo (HIF-1at)
estimulando a hipertrofia (Opie, 2004).

Uma menor oferta de ATP ao cardiomidcito leva a efeitos hiperadrenérgicos
compensatdrios que acabam aumentando a liberagdo de 4cidos graxos livres (AGLs) no
plasma (AGL) (Opie, 2004). Quando ocorre liberagao excessiva de acidos graxos livres,
sem a concomitante utilizac@o pelos tecidos, ocorre acimulo de metabdlitos toxicos em
tecidos ndo-adiposos como musculo (esquelético e cardiaco), células B pancredticas e
figado (Unger e Orci, 2001). Isso finalmente pode induzir a inflamagdo cronica com
infiltragdo e ativagdo de macréfagos, acarretando disfuncdo e morte celular e resisténcia
a insulina em um processo denominado lipotoxicidade (Prieur, Roszer e Ricote, 2010).
A oxidacdo de acidos graxos é um processo que ocorre, exclusivamente, em nivel

mitocondrial via fosforilagdo oxidativa e consumo de oxigénio (Smith, Marks e
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Lieberman, 2007). A resisténcia a insulina associada com estados de obesidade diminui
o nimero e a atividade de mitocOndrias (Sivitz e Yorek, 2010) e a reducdo da atividade
mitocondrial acaba reduzindo a efici€ncia metabdlica do musculo, contribuindo mais
ainda para a hipertrofia (Ashrafian, Frenneaux e Opie, 2007).

A elevada incidéncia e morbidade geradas pelas doencas cardiovasculares
justificam o grande esfor¢o de investigacdo buscando esclarecer suas causas e
consequéncias, sempre com 0 objetivo de propor possiveis alternativas de tratamento e

melhora da qualidade de vida dos pacientes.

1.4 Desidroepiandrosterona

A desidroepiandrosterona (DHEA) e seu sulfato (DHEAS) sdao hormonios
esteroides sintetizados no cortex da adrenal, nas gonadas (testiculos e ovarios) e na
placenta a partir do precursor colesterol. Esta sintese requer reacOes enzimdticas em
sequéncia e inicia-se com a conversdao do colesterol em pregnenolona. A formagdo de
pregnenolona € a primeira reacdo da via e € catalisada pela enzima P450scc (side chain
cleavage), localizada na superficie interna da membrana mitocondrial. Esta enzima
remove a cadeia lateral de 6 carbonos do colesterol. A etapa limitante deste processo € o
transporte do colesterol através da membrana mitocondrial, que € realizada pela proteina
de regulacdo estereoidogénica aguda (StAR - Steroidogenic acute regulatory protein)
(Dong e Zheng, 2012). A pregnenolona pode dar origem a progesterona por acdo da
enzima 3f hidroxiesteroide desidrogenase 1 ou 2 (3BHSD1/ 3HSD2) ou pode seguir a
via que origina a desidroepiandrosterona (DHEA) (Baulieu, 1996; 1998; Baulieu et al.,
2000). Neste caso, deve sofrer a-hidroxilagdo no carbono 17, dando origem a 17-
hidroxipregnenolona, numa reac¢do catalisada pela enzima P450c17. O passo seguinte da

via € realizado pela mesma enzima, porém agora com atividade de liase entre os

30



carbonos 17-20, originando desidroepiandrosterona (Baulieu, 1996; 1998; Baulieu et
al., 2000). Portanto, a enzima P450c17 tem tanto a capacidade de hidroxilase quanto de
liase, e a sua atividade de liase € determinante para a produ¢do da DHEA (Figura 3). A
maior parte da DHEA € produzida e secretada pelo cortex adrenal, cerca de 75 a 90% da
DHEA encontrada no organismo humano. O percentual restante é produzido pelos

testiculos ou ovarios (Webb et al., 2006).
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Figura 3. Sintese e metabolizacdo de DHEA. Adaptado de: (Mellon, Griffin e Compagnone, 2001)

Em humanos, a DHEA e sua forma sulfatada (DHEAS) sdo os esteroides mais
abundantes produzidos pela adrenal. A concentragdo plasmatica de DHEA € cerca de 20
vezes maior que a de qualquer outro hormodnio esteroide circulante (Nakamura et al.,
2004). Tem sido argumentado que as informacdes sobre o papel fisioldgico da DHEA
sdo, principalmente, derivadas de experimentos em modelos animais como coelhos e
ratos, muitos dos quais, naturalmente, produzem pequena quantidade de DHEA (Traish,
Kang, et al., 2011), porém, muitos estudos clinicos e epidemioldgicos utilizando DHEA

jé& foram também realizados, os quais serdo citados no decorrer do texto.
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Inicialmente, acreditava-se que a DHEA ndo exercia efeito hormonal direto,
apenas servia como precursora para esteroides mais potentes, como por exemplo,
testosterona (Ebeling e Koivisto, 1994).

Em humanos, os niveis de DHEA no sangue apresentam diferencas entre as
fases de desenvolvimento, durante a vida fetal eles sdo elevados em ambos o0s sexos, €
reduzem ao nascimento. Permanecem baixos até o inicio da puberdade e entdo se
elevam, atingindo um pico por volta do 20 anos e declinam rdpida e marcadamente apds
os 25 anos de idade (Orentreich et al., 1984).

A secrecio de DHEA pela adrenal € estimulada pelo hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) e segue um ritmo diurno semelhante ao do cortisol
(Traish, Kang, et al., 2011). A DHEAS, ao contrdrio, ndo mostra variacdo diurna
(Allolio e Arlt, 2002). A DHEAS circulante serve como ‘reserva’ de DHEA (Bird,
Masters e Clark, 1984; Komesaroff, 2008). Enquanto a meia vida da DHEA no sangue é
de 1-3 horas a DHEAS possui meia-vida de 10 a 20 horas (Webb et al., 2006).

O aspecto mais controverso da acdo da DHEA na fisiologia humana é que
nenhum receptor nuclear especifico foi ainda identificado ou caracterizado para a
DHEA (Traish, Kang, et al., 2011). Além disso, o mecanismo de acdo da DHEA
também nao estd completamente esclarecido (Allolio e Arlt, 2002; Traish, Kang, et al.,
2011). Postula-se que possua acoes diretas e indiretas. As acdes indiretas da DHEA sdo
mediadas por bioconversdo a outros androgénios ou estrogénios, seguindo, desta forma
o caminho de acdo destes (Allolio e Arlt, 2002). Estas respostas pela via indireta podem
levar horas para ocorrerem. No entanto, desde os anos 60 surgiram evidéncias de acdo
mais rdpida para os esteroides, entre eles a DHEA (Baulieu et al., 2000; Dubrovsky,
2005). Liu e Dillon (Liu e Dillon, 2002; Liu et al., 2008) utilizando DHEA radioativa

[*H]-DHEA identificaram e caracterizaram um receptor proteico ligado 2 membrana que
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interage especificamente e com alta afinidade com a DHEA em células endoteliais, de
coragdo, figado e rim. Simoncini et al. (Simoncini et al., 2003) e Liu e Dillon (Liu e
Dillon, 2004) apontaram mais evidéncias de que as células endoteliais expostas a
diferentes concentracdes de DHEA produziam aumento nos niveis de nitrato e ativacao
de 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) de maneira dose-dependente. Estudos que
mostram a acao direta da DHEA sugerem que os receptores para a DHEA na membrana
plasmdtica sdo ligados a proteina G (Williams et al., 2002; Williams et al., 2004) e, ao
que parece, envolve regulacdo das vias das proteina cinase ativada por mitégenos
(MAPK) cinases e do AMP ciclico (cAMP) (Simoncini et al., 2003).

A DHEA possui a¢des centrais e periféricas. E considerado um neuroesteréide,
termo primeiro sugerido por Baulieu (Baulieu, 1998), referindo-se aos esteroides
produzidos no sistema nervoso central (SNC), mesmo apds a retirada das gonadas e
glandulas adrenais de ratos. Desta forma, a DHEA pode ser sintetizada ‘de novo’, a
partir do precursor colesterol no SNC (Corpechot et al., 1981; Baulieu, 1996). Estudos
mostram que no SNC a DHEA possui vérios efeitos, entre eles, melhora da memdria e
aprendizagem, efeito neurotréfico e neuroprotetor e reduz o risco de ocorréncia dos
distirbios degenerativos relacionados a idade, sendo algumas vezes referida como o
hormoénio da juventude (Baulieu et al., 2000; Wang et al., 2001; Yamada et al., 2010;
Traish, Kang, et al., 2011).

Além das acdes no SNC, a DHEA possui diversos efeitos periféricos, inclusive
efeitos sobre o metabolismo. Ratos magros e obesos, tratados com DHEA na dieta (6g
por kg de racdo) durante seis semanas, tiveram resultados de redu¢@o no peso corporal,
na deposi¢do de gordura e na atividade das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase e
enzima malica, mostrando um efeito anti-obesidade (Cleary e Zisk, 1986; Tagliaferro et

al., 1986; Mohan et al., 1990). Ratos Wistar fémeas alimentadas com dieta hipelipidica
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por 18 meses e suplementacdo com DHEA nos dltimos trés meses (5g por kg de dieta),
tiveram aumento na expressdo de adiponectina, alteracdo na composicao dos 4cidos
graxos no tecido adiposo e melhora no perfil lipidico, e efeito protetor cardiovascular
(Cleary e Zisk, 1986). Além disso, teve efeito anabdlico no musculo esquelético e na
composi¢cdo corporal de ratos alimentados com dieta hiperlipidica (De Heredia et al.,
2007).

Em ratos ndo obesos, a DHEA (10mg/kg peso) aumentou a sensibilidade a
insulina por aumentar o nivel de fosforilacdo da fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K), tanto
em figado quanto em musculo (Campbell ef al., 2004). Em experimento realizado com
linhagem celular 3T3-L1 a DHEA aumentou a captacdo de glicose de maneira dose-
dependente (Perrini ef al., 2004). A administracio de DHEA em ratos (10 mg/kg peso)
promoveu aumento no contetido de proteina cinase B (Akt/PKB) fosforilada, no sistema
nervoso central e no figado (Janner Dda et al., 2010; Jacob et al., 2011). Akt/PKB, uma
serina-treonina cinase € uma proteina citosolica de 57 kDa que € envolvida no sistema
de sinalizacdo intracelular ativado pela insulina, participando da regulacdo do
metabolismo da glicose, sintese de proteinas, crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia
celular (Chin, Majdzadeh e D'mello, 2005). O efeito da DHEA em aumentar a
quantidade de Akt/PKB fosforilada pode indicar melhora no metabolismo da glicose, o
que pode ser benéfico para estados de resisténcia a insulina e sindrome metabdlica
(Jacob et al., 2010; Janner Dda et al., 2010). Além dos estudos mostrando seu efeito na
Akt e seus alvos downstream, outros estudos relacionam a DHEA com o receptor
ativado por proliferador de peroxissoma-ot (PPAR®) (Ryu et al., 2003). PPARa € um
fator de transcricdo ativado por ligante que se liga a um elemento especifico no DNA
conhecido como elemento de resposta ao PPAR (PPARE) em genes-alvo (Kelly et al.,

1998; Madrazo e Kelly, 2008). O PPAR« € ativador transcricional de vérios genes que
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codificam enzimas envolvidas na captacdo e na via de oxidacdo de dcidos graxos; sua
funcdo principal é regular a homeostase energética (Schoonjans, Staels e Auwerx,
1996). O tratamento de animais com dose elevada de DHEA (300 mg/kg peso) mostrou
a capacidade do hormonio de ativar a proliferacio de peroxissomas (Yamada et al.,
1991). A DHEA também aumenta a secrecao de interleucina-2 em células T humanas in
vitro e a atividade de células natural killer, além de inibir a liberacido de interlucina-6
por células mononucleadas, indicando efeito antinflamatério (Dillon, 2005).

Muitos ensaios clinicos com humanos foram realizados utilizando tratamento
com DHEA. Weiss e colaboradores administraram 50 mg de DHEA por kg peso, para
homens e mulheres, com idades entre 65 e 75 anos durante 12 meses, e observaram que
a administracdo didria com DHEA reduziu a circunferéncia abdominal, aumentou a
sensibilidade a insulina e diminuiu os niveis de citocinas circulantes (Weiss et al.,
2011). Villareal e Holloszy (2004), avaliaram o efeito da reposicao didria com 50 mg de
DHEA durante 6 meses, em humanos idosos, sobre a deposi¢do de gordura abdominal e
parametros de resisténcia a insulina. Houve diminui¢do na 4rea de gordura visceral, -13
cm? no grupo tratado com DHEA versus +3 cm? no placebo e aumento no indice de
sensibilidade a insulina (Villareal e Holloszy, 2004).

Diversos estudos tém sido realizados a fim de verificar se existe alguma relacao
entre a DHEA e doencas cardiovasculares (Jones e Saad, 2009; Traish et al., 2009;
Traish e Kypreos, 2011; Traish, Miner, et al., 2011). Um estudo avaliou 1.000 homens
durante 9 anos e verificou que baixos niveis de DHEA eram preditores de doenca
isquémica cardiaca independente do perfil lipidico (Feldman et al., 2001). Em pacientes
com insuficiéncia adrenal, a restauracdo dos niveis plasmaticos de DHEA reduziu o
colesterol total e melhorou a sensibilidade a insulina, além de prevenir a perda de

densidade mineral 6ssea (Rutkowski et al., 2014).

35



A DHEA parece estimular a proliferacdo endotelial e reduzir a adesdo de
mondcitos ao endotélio, além de diminuir a produgdo de espécies reativas de oxigénio,
fatores estes, envolvidos na protecdo cardiovascular (Kawano et al., 2003; Simoncini et
al., 2003; Liu et al., 2008). O aumento do LDL por si s6 ndo é fator de risco para
aterosclerose, mas a presenca de LDL oxidada sim, desta forma, a presenca de agentes
antioxidantes poderia promover protecdo cardiovascular (Ross, 1995). Antioxidantes
sdo substancias que reagem com radicais livres impedindo ou diminuindo o estresse
oxidativo (Droge, 2002). J4 estd muito bem descrito na literatura, a utilizacdo de agentes
antioxidantes como vitamina C (Ames, Shigenaga e Hagen, 1993), vitamina E (Do et
al., 2015), flavonoides como quertecina, miricetina, esperidina, rutina, antocianinas,
catequinas (Murai et al., 2015), entre outros e seu efeito antioxidante e de protecdao
contra radicais livres. Esteroides também tém sido descritos como inibidores da
lipoperoxidagdo em tecidos e células (Sugioka, Shimosegawa e Nakano, 1987; Riant e?
al., 2009). A DHEA usualmente ndo é citada como sendo um agente antioxidante,
porém, alguns estudos t€ém sugerido um potencial efeito antioxidante da DHEA
(Schauer et al., 1990; Rom e Harkin, 1991; Aragno et al., 2009). Em ratos, a
administracao aguda de uma tnica dose de DHEA (100, 50 e 10mg/kg peso) promoveu
fracdes de LDL mais resistentes a peroxidacgdo lipidica induzida por cobre (Boccuzzi et
al., 1997). Em estudo in vitro, a DHEA retardou a oxidacdo de LDL (Lopez-Marure et
al., 2007). Acredita-se que este efeito de protecdo do LDL da oxidagdo pode ser

relevante na atividade antiaterogénica da DHEA.

1.5 Efeito da DHEA sobre o metabolismo de machos e fémeas
O metabolismo celular é complexo e apresenta diferencas entre homens e

mulheres, embora, na maioria das vezes, os estudos experimentais sejam realizados
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apenas em machos. Fuller and Insel (2014) expuseram este fato e questionam se
estamos fazendo correto. Quando testamos hipéteses sobre metabolismo, na maioria das
vezes utilizamos diversidade de tratamento e de experimentos, mas, o fazemos somente
em machos. A National Institutes of Health tem considerado a proposta de exigir, em
todos os ensaios clinicos e experimentais, a representacdo de ambos 0s sexos, tanto em
experimentos que usam células quanto os que usam animais (Clayton e Collins, 2014).

Tem sido amplamente estudado o efeito dos hormdnios sexuais no metabolismo
celular e tecidual (Toth et al., 2000a; b; Marieb e Hoehn, 2009; Barrett et al., 2014). O
estrogénio tem um papel importante na regulacdo do metabolismo da gordura: baixos
niveis desse hormonio em mulheres menopausadas foram associados com perda de
gordura subcutanea. Além disto, em fémeas de animais transsexuais (macho-fémea),
que receberam tratamento com estrogénio mostraram aumento na gordura subcutinea
(Elbers et al., 1999; Toth et al., 2000a). A testosterona, por sua vez, é relacionada com
aumento na massa e na for¢ca muscular (Handelsman, 2000; Kelly e Jones, 2015).

A influéncia do cromossomo sexual no metabolismo celular € assunto recente.
Em 2013, Link et al. (Link et al., 2013), realizaram um estudo a fim de verificar o
efeito dos cromossomos sexuais (X e Y) em parametros metabdlicos e observaram que
os cromossomos controlam adiposidade, comportamento alimentar, presenga de gordura
no figado e homeostase da glicose e estes efeitos foram independentes dos hormdnios
sexuais gonadais. Além disso, o controle da homeostase da energia no sistema nervoso
central (SNC) tanto em individuos sauddveis quanto em patologias é diferente entre
machos e fémeas (Shi e al., 2008; Lovejoy e Sainsbury, 2009; Shi e Clegg, 2009;
Arnetz, Ekberg e Alvarsson, 2014; Henderson, 2014). Mulheres possuem mais gordura
corporal, tecido adiposo subcutaneo abdominal e gluteofemoral e menos tecido adiposo

branco visceral do que homens e estas diferencas sdo apenas em parte devido a presenca
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dos hormonios sexuais (Link et al., 2013). A superficie corporal e a massa livre de
gordura sdo fatores determinantes do gasto energético e, do valor caldrico a ser
ingerido, logo, mulheres t€m gasto energético menor do que homens (Tooze et al.,
2007). Isto, por si s6, indica claramente que existe diferenca no metabolismo entre
machos e fémeas.

O género € responsdvel por importantes diferengas na incidéncia e prevaléncia
de vérias doengas relacionadas com a idade (Franceschi er al., 2000). Dados de
levantamentos demograficos mostram que existem diferencas nas taxas de mortalidade
entre homens e mulheres na terceira idade (Franceschi er al., 2000). Homens morrem
mais cedo, mas quando chegam a idade centendria, se comparados com mulheres
centenarias eles sdo mais saudaveis (Franceschi er al., 2000). Homens e mulheres
também respondem de forma diferente a estados patoldgicos, por exemplo, na presenca
de diabetes, o risco de desenvolver doenga cardiovascular € maior em mulheres do que
em homens (Anagnostis et al., 2014).

No plasma a DHEAS € a forma predominante, enzimas sulfatases teciduais
transformam esta DHEAS em DHEA de forma eficaz (Orentreich er al., 1984).
Acredita-se que isto ocorra devido a maior estabilidade da forma sulfatada (Goncharov
e Katsia, 2013).

Os niveis de DHEAS apresentam diferencas entre as idades, durante a vida fetal
estdo elevados, caem ao nascimento e voltam a aumentar durante a adolescéncia. O pico
de concentracio se d4 na idade média de 20-24 anos em homens (3470 ng/mL) e 15-19
anos em mulheres (2470 ng/mL) e permanecem elevados até aproximadamente 25 anos,
apos este periodo caem progressivamente em ambos os sexos. No envelhecimento

estima-se que seus niveis sejam 80% menores do que na adolescéncia, por este motivo,
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alguns autores tem se referido a DHEA como hormonio da juventude (Orentreich et al.,
1984).

O envelhecimento € relacionado com o surgimento de doengas, principalmente,
cardiovasculares (Franceschi et al., 2000), assim, diversos estudos tém sido realizados a
fim de verificar se existe relacdo entre a DHEA, cujos niveis encontram-se baixos no
envelhecimento, e doengas cardiovasculares. Pesquisa epidemioldgica realizada com
1709 homens, com idades entre 40-70 anos, mostrou que existe uma relacdo inversa
entre a concentragcdo de DHEAS (DHEA e seu sulfato, DHEAS) no plasma e doengas
cardiovasculares (Feldman et al., 1998).

Estudo realizado por Barret-Connor e colaboradores (Barrett-Connor e
Goodman-Gruen, 1995b; a), com homens e mulheres, encontrou diferencas entre
homens e mulheres com relacio a DHEA e o risco cardiovascular. Em homens, foi
encontrada uma relagdo inversa entre concentragdo plasmatica de DHEA e risco
cardiovascular, j4 em mulheres a relacdo foi direta, ou seja, maiores niveis plasmaticos
de DHEA eram associados com maior risco cardiovascular.

Porsova-Dutoit e colaboradores (Porsova-Dutoit, Sulcova e Starka, 2000) ao
fazerem uma revisdo critica sobre o papel protetor da DHEA/DHEAS sobre a
aterosclerose e doenga arterial coronariana ndo encontraram evidéncias de protecdo em
mulheres e os homens com baixos niveis plasmaticos de DHEA/DHEAS podem ser
considerados como em situacdo de risco para o desenvolvimento de evento
cardiovascular fatal.

Neste contexto, € importante considerar o efeito da administracdo de DHEA
sobre aspectos especificos do metabolismo da glicose e lipideos uma vez que o
rompimento da homeostasia com relagdo a estes parametros leva a prejuizos

metabdlicos como obesidade e suas comorbidades, especificamente resisténcia a
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insulina, diabetes melittus e doencgas cardiovasculares. Muitos estudos tém sido
realizados utilizando o tratamento com DHEA, tanto em modelos de cultura celular
quanto em modelos animais e também em humanos. Apesar disso, os mecanismos de
acdo deste hormonio ainda ndo estdo plenamente entendidos quando se investiga sua
atuacdo sobre o metabolismo intermedidrio e consequentemente sobre o

desenvolvimento de doencas associadas a distirbios metabolicos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os possiveis efeitos da DHEA sobre o
metabolismo de ratos, machos e fémeas submetidos ou ndo, ao tratamento com o
hormonio, bem como seu efeito em ratos machos submetidos, concomitantemente ao
tratamento com DHEA e dieta hipercalérica e verificar respostas celulares de
cardiomidcitos tratados com DHEA e submetidos a uma condi¢do de hipdxia seguida de

reperfusao.

2.2 Objetivos Especificos

a) Estabelecer modelo experimental de indu¢do de obesidade.

b) Estabelecer protocolo de tratamento com DHEA determinando o tempo e a dose

efetiva para o tratamento.

c¢) Comparar o efeito da administracio de DHEA em parametros metabodlicos de ratos

machos e fémeas.

d) Avaliar o efeito da dieta hipercaldrica associada ao tratamento com DHEA sobre

parametros metabdlicos de ratos machos.
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e) Avaliar o papel da DHEA sobre as vias de sobrevivéncia celular e estresse
oxidativo em modelo de cardiomidcitos in vitro submetidos a condi¢do de isquemia

e reperfusdo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de realizacao dos experimentos

Os experimentos in vivo e ex vivo foram realizados no Laboratério de
Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC) e no Laboratério de Interacio
Neuro-Humoral (LINH), ambos do Departamento de Fisiologia da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul.

Os experimentos in vitro, com cultura de cardiomidcitos, foram realizados no

Laboratério da Dra. Neelam Khaper na Universidade de Lakehead, Ontéario, Canada.

3.2 Experimentos in vivo e ex vivo

3.2.1 Animais

Ratos machos e fémeas com 60 dias de idade, provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS, foram
colocados em caixas (cinco animais por caixa) e mantidos em condi¢des padrio de
biotério (temperatura controlada 21°C, num ciclo claro/escuro de 12 h). Foram tomadas
todas as precaucdes a fim de reduzir o nimero de animais utilizados e de minimizar seu
sofrimento. Todos os procedimentos realizados estavam de acordo com os Principios de
Cuidados de Animais de Laboratério Animal (COBEA - Colégio Brasileiro de
Experimentagio Animal), e o protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
do Uso de Animais da UFRGS (24122). Os animais foram alimentados com dieta
normocaldrica padrao (2,90 kcal/g, 63% de carboidratos, 25% de proteina e 12% de

lipideos) ou dieta hipercalérica quando indicado.
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3.2.2 Experimento 1: Ratos machos e fémeas tratados com diferentes doses de

DHEA

3.2.2.1 Desenho experimental

Em humanos as doses de DHEA comumente administradas sdo 50mg/kg
(Villareal e Holloszy, 2004; Weiss et al., 2011), desta forma, optou-se por utilizar neste
estudo, 3 doses, uma dose menor (10 mg/kg), uma dose intermedidria (25mg/kg) e uma
dose maior, semelhante a utilizada em estudos clinicos com humanos (50 mg/kg). Ratos
Wistar albinos, machos e fémeas com 60 dias, foram divididos em grupos, conforme
representado na Figura 4. De cada sexo, foram formados quatro grupos: a) grupo
controle, que recebeu apenas veiculo (Veiculo - Ctrl), b) grupo com DHEA na dose de
10 mg/kg (DHEA10), c) grupo com DHEA na dose de 25 mg/kg (DHEAZ25) e d) grupo
com DHEA na dose de 50 mg/kg (DHEAS5O0). Para a confec¢do dos pellets utilizou-se
tubos de silicone Medicone® 2x3mm. A implantagao destes bem como o procedimento
cirirgico nas fémeas foi realizada com os animais sob anestesia (xilazina 5 mg/kg e

cetamina 100 mg/kg) administradas por via intraperitoneal.

Todas as fémeas utilizadas no experimento foram ovarectomizadas
cirurgicamente. Os machos foram anestesiados apenas para a colocagdo dos pellets e as
fémeas foram anestesiadas para o procedimento cirdrgico de ovariectomia que ocorreu

no mesmo momento da colocagdo dos pellets.

Os pellets eram implantados subcutaneamente na regido dorsal superior dos
animais. A dose foi calculada para 30 dias de tratamento e, apds este periodo os animais
foram mortos por decapitacdo, as estruturas foram dissecadas e os tecidos, figado,
tecido adiposo e musculo séleo foram processados para as diferentes técnicas

experimentais. Ainda, tecido adiposo retroperitoneal, tecido adiposo marrom e figado
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foram pesados para obtencdo do peso total do tecido. O sangue troncular foi coletado,

centrifugado e o soro armazenado para dosagens séricas posteriores.

Ratos
Machos Fémeas
1 1
%‘;’;‘:ﬁ}f DHEA 10 DHEA 25 DHEA 50 %‘;’fﬁf DHEA 10 DHEA 25 DHEA 50
(CteD) mo’kg mg’kg mg/kg (Ctrl) mo/kg mg'kg mo/kg

Figura 4. Grupos experimentais do primeiro experimento

3.2.2.2 Tratamento com DHEA

A DHEA (desidroepiandrosterona; Calbiochem®) foi dissolvida em -
ciclodextrina (50% p:v) e administrada subcutaneamente por meio de pellets de silicone,
contendo as doses de 10, 25 ou 50 mg/kg, diluidos em 20ul. de B-ciclodextrina. O
calculo foi realizado para a manutencdo da dose (10, 25 ou 50mg/kg) durante 4
semanas. Foi realizado um estudo piloto (5 animais) onde administrou-se uma dose
unica de DHEA e verificou-se a concentragao semanal do horménio durante 30 dias de
seguimento (verificacdo do tempo de liberacdo do hormdnio), onde observou-se uma
manutencdo da concentracdo de DHEA ao longo deste periodo. O grupo sem DHEA

recebeu pellet com B-ciclodextrina (veiculo). Os pellets foram mantidos durante 30 dias.

3.2.3 Experimento 2: ratos machos tratados com DHEA e dieta hipercaldrica
3.2.3.1 Desenho experimental e tratamento

Para este experimento foram utilizados ratos machos adultos, com 60 dias no
inicio do experimento. Devido ao grande nimero de animais necessirios para a

realiacdo de todas as técnicas experimentais, optou-se por utilizar, neste experimento,
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apenas ratos machos e com uma tunica dose de DHEA. A escolha da dose ocorreu a
partir dos resultados preliminares encontrados nos experimentos com machos e fémeas
ovarectomizadas e também por esta dose tratar-se de uma dose inermediédria. Foram
formados quatro grupos (Figura 5): a) grupo que recebeu a dieta padrdao normocaldrica e
sem DHEA (apenas veiculo), denominado grupo controle veiculo (CV); b) grupo que
recebeu dieta padrao e DHEA, denominado grupo controle DHEA (CD); ¢) grupo com
dieta hipercaldrica sem DHEA (apenas veiculo), denominado grupo dieta veiculo (HV)
e d) grupo que recebeu dieta hipercalérica e DHEA, denominado grupo dieta DHEA
(HD). O periodo experimental foi de 23 semanas de dieta. Nas ultimas 8 semanas, 0s
animais receberam tratamento com DHEA (Figura 6). A DHEA foi administrada
subcutaneamente por meio de pellets na dose de 25 mg/kg diluidos em 20uL de B-
ciclodextrina, o cdlculo foi realizado para a manutencio de 25mg/kg durante 4 semanas.
Os pellets foram substituidos no inicio da quinta semana (30 dias), tendo o tratamento

duracdo total de 60 dias.

Ratos Machos
Controle Dieta
Veiculo (- Veiculo (-
ciclodextrina) D}Eﬁ*ég;“g’kg ciclodextrina) Dmﬁ(gni;“g’kg
(CV) (HV)

Figura 5. Grupos experimentais do segundo experimento
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3.2.3.2 Dieta

Para este protocolo experimental foram utilizadas duas dietas (Figura 6; Tabela

1 e Tabela 2). Uma dieta normocalérica padrao de biotério, industrializada - Nuvilab®

com 2,90 kcal/g (63% de carboidratos, 25% de proteina e 12% de gordura) e uma dieta

hipercaldrica formulada a partir de um protocolo realizado em nosso laboratério com

3,78 kcal/g (72% carboidrato, 11% de proteina e 17% de lipideos). A dieta hipercaldrica

foi baseada na composi¢ao da dieta ocidental, que ¢ rica em carboidratos refinados, com

menor oferta protéica e pobre em fibras e nutrientes essenciais (Deer et al., 2015).

Todos os animais tinham livre acesso a comida e dgua durante todo o periodo

experimental. A ingestdo caldrica foi medida diariamente e os animais foram pesados

semanalmente.

Tabela 1. Composi¢do das dietas utilizadas no protocolo experimental

Nutrientes Normocalodrica Nuvilab®

hipercaldrica artesanal

g Kcal % g Kcal %
Proteina 18,0 25,0 16,5 17,5
Carboidrato 45,5 63,0 67,75 71,8
Lipideo 4,0 12,0 4,5 10,7
Kcal/g 2,9 3,78
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Tabela 2. Ingredientes utilizados no preparo da dieta hipercaldrica artesanal

Composicao Dieta Artesanal (g/100g)

Ragdo Nuvilab® 50,0

Amido de milho 25,0
Actcar 20,0
Caseina 7,5

Banha de porco 2.5

Dieta padrdo com 2,90 keal/g normocaldrica

Dieta com 3,78 keal/g hipercalorica

= 72% Carboidratos
= 11% Proteina
= 17% Lipideas

» §3% Carboidratos
= 25% Proteina
l = 12% Lipideos

|

Inicio da
Semana 1 I Semana 16 Semana 22 ISemﬂml 23
2 | Dietas | Dietas
i 1
60 dias l

Agplicacio de pellats Fzzlizagio Testz ..
] ] Eutanasia
contendo veicule o da Tolarinciz Cral

25 me'k & Glicos2 (TTOG

Figura 6. Desenho experimental do segundo experiment

3.3 Experimento 3: Cultura de cardiomiocitos

3.3.1 Cultura de cardiomiocitos

Para os experimentos de cultura celular, utilizou-se a linhagem celular HOC2

derivada de coracdo embriondrio de ratos (ventriculo) provenientes da American Type
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Culture Collection (Manassas, VA, EUA). O esquema de grupos e tratamentos estd
representado na Figura 7. As células foram cultivadas em frascos de 25 cm?® em meio
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Hyclone, Pittsburgh, PA, USA), com 1% de
antibidtico (penicilina-estreptomicina — In vitrogen, Carlsbad, CA, USA) a 37°C, com
5% COz e 100% de umidade com a finalidade de proliferacdao e aumento do nimero de
células. As células foram semeadas em frascos de 75 cm? e mantidas a 37 °C em uma
atmosfera com 5% de CO: até atingirem 80% de confluéncia (aproximadamente 24h).
Quando a confluéncia foi atingida o meio foi substituido por DMEM sem SFB e sem
antibitico (TDMEM), sendo formados quatros grupos: 1) grupo controle - células
incubadas a 37 °C em uma atmosfera com 5% de CO;, sem hormoéOnio € sem serem
submetidas a hipoxia/reoxigenacdo; 2) grupo controle com DHEA - células submetidas
as condi¢des do grupo controle mais DHEA na concentracdo de 0,1 uM; 3) grupo
hipdéxia/reoxigenagdo, com as células submetidas a um periodo de 24 horas de hip6xia
(1% de Oz e 5% de CO2) a 37 °C, seguido de um periodo de 2 horas de reoxigenacao a
37 °C em atmosfera com 5% de CO», e 4) grupo hip6xia/reoxigenagdo - submetido as

mesmas condi¢des do grupo hipdxia/reoxigenacao mais 0,1 uM de DHEA.

48



Celulas HOC?2

Controle Hipoxia /
Normoxia Reoxigenacdo
Veiculo (DMSO) Veiculo (DMSO)
Nio tratado DHEA 0.1 uM Niio tratado DHEA 0.1 uM

Figura 7. Grupos experimentais do terceiro experimento

3.3.2 Camara de hipéxia

Para a realizacdo da hipdxia experimental, foi utilizada uma camara timida de
hipéxia com controlador automético (Coy, Grass Lake, MI, EUA), como mostrado na
Figura 8. Foram padronizadas as condi¢des de temperatura de 37°C e uma atmosfera
com 5% COz e 1% de Oz. O interior da cAmara de cultura umidificada foi recoberta com
folha de papel aluminio para evitar reacdes fotossensiveis entre as células e o meio de
incubacdo. As culturas celulares foram removidas rapidamente da camara de cultura
para uma segunda incubadora de cultura de tecidos (~ 20°C) que possuia uma camara de
vacuo, a fim de eliminar qualquer presenca de oxigénio. Ao abrir e fechar a camara para
adi¢do ou remocgdo das células, os niveis de Oz ndo variam mais do que 1% dentro da
camara de hipéxia. Os niveis de oxigénio foram mantidos em 1% de forma constante no

interior da cimara.
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Figura 8. Camara de hipdxia utilizada para os experimentos de cultura de linhagem de cardiomidcitos

3.3.3 Tratamento com DHEA e condicoes de hipdxia

Inicialmente, testou-se 3 doses de DHEA (0,01 uM, 0,1 uM e 1 uM) em 12 horas
de hipdxia, a fim de estabelecer a dose a ser utilizada no experiento. Apds este periodo
realizou-se o ensaio de viabilidade celular. A partir dos resutados obtidos neste
experimento piloto, optou-se por utilizar a dose de 0,1 uM para os experimentos
posteriores. Para o preparo das doses de DHEA utilizou-se uma solucdo ‘mde’ de
DHEA na concentragdo de 1M (EMD Biosciences, San Diego, CA, EUA) dissolvida em
DMSO (100%), devido a baixa solubilidade da DHEA, e armazenada em temperatura
ambiente. Para os tratamentos com DHEA, foram realizadas dilui¢des em série, desta
vez em meio de cultura TDMEM (DMEM ndo suplementado com soro e antibidtico,
denominado ‘fratamento’), a fim de atingir as concentracdes desejadas no meio de
cultura dentro dos frascos de 25 cm®. Para o experimento cujo resutado encontra-se
nesta tese, na concentracdo de 0,1 uM, as células foram tratadas com DHEA por 26

horas, durante o periodo de hipdxia/reoxigenacdo ou em condi¢cdes de normodxia pelo
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mesmo periodo. Quando submetidas a hipdxia, as células foram colocadas na camara de
hipéxia (1% Oz) durante 24 horas e apds este periodo submetidas a reoxigenacdo por 2
horas a 37 °C numa atmosfera com 5% de COz. O tempo de tratamento para células em

normoxia foi de 26 horas.

3.4 Técnicas de analise metabélica e processamento das amostras

3.4.1 Testes de Tolerancia a Glicose (TTG)

O teste de tolerancia a glucose (TTG) foi realizado apenas no experimento dois
(machos com dieta hipercalérica e DHEA). O TTG foi realizado ap6s 22 semanas de
dieta e sete semanas de tratamento com DHEA. A glicose foi injetada
intraperitonealmente (2 mg.kg-1 ip) (Hoefel et al., 2011) e o sangue foi coletado através
de pequena pung¢ao na cauda, imediatamente antes (glicemia basal), bem como 30, 60, e
120 minutos depois da administra¢ao da glicose. Em cada ponto de tempo, a glicose foi

medida por um glicosimetro (AccuChek Activo, Roche Diagnostics, USA).

3.4.2 Preparacao das amostras e tecidos

Os animais foram eutanasiados pela manhd, por decapitacio sem anestesia,
realizada em sala separada do local onde se alojavam os ratos. Amostras de sangue
foram coletadas em tubos com gel separador anticoagulante e centrifugadas a 3000rpm
(800 x g) para separacdo do soro para dosagens posteriores. Os tecidos foram retirados,
pesados, colocados em placas de Petry sobre o gelo e lavados com tampao Krebs-
Ringer bicarbonato pH 7.4 (KRB). Em seguida, os tecidos foram fatiados e colocados
nos tubos especificos para cada técnica realizada (captacdo de glicose, oxidacdo de
glicose e leucina, sintese de glicogénio, sintese de proteina e lipogé€nese). Os tecidos ndo

utilizados nos experimentos de incuba¢do foram imediatamente congelados para
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realizacdo de outras andlises metabdlicas (concentracdo de glicogénio, para figado e

coragdo, de colesterol total e triglicerideos, para figado e western blotting para coragio).

3.4.3 Oxidacao de glicose (producio de “CO2)

Para mensurar a produ¢do de CO», sintese de lipideos e de proteinas,
aproximadamente 100 mg de tecido (figado, tecido adiposo retroperitoeal e musculo
soleo) foram fatiados e irrigados com solugdo fisioldgica gelada (KRB). Em seguida, os
tecidos foram secos em papel filtro e colocados em tubos tipo ‘penicilina’ com 1,0 mL
KRB mais 5 mM de glicose fria e 0,1 uCi [U-!*C] glicose (Amersham International). A
fase gasosa foi mantida utilizando-se carbogénio (O2: CO2, 95:5% v/v). Os tubos foram
vedados com tampa de borracha onde se acoplou um vidro em formato de “J”” com um
poco central, na qual era inserido uma tira de papel 3MM para captacdo do CO»
resultante da oxidacdo da glicose marcada. A incubacdo foi realizada a 37°C durante 1
hora em banho metabdlico Dubnoff (60 ciclos/min) de acordo com o método de Dunlop
(Dunlop, Van Elden e Lajtha, 1975). A reacdo de oxidacao foi interrompida injetando-
se 0,25 mL de TCA 50% no meio de incubagado e 0,25 mL de NaOH nos pocos centrais,
através da tampa de borracha. A reacdo de “captacio do '*CO,” ocorreu overnight.
Ap6s este periodo, o conteido do centro do pogo foi coletado e transferido para viais
com 10 mL do liquido de cintilagdo e a radioatividade foi medida utilizando contador
LKB-Wallac para determinar a formacdo do '*CO, de acordo com o método de
Fagundes (Dos Santos Fagundes et al., 2001). Os valores de produc¢do de CO; foram

expressos como pmol de '*C glicose por mg de tecido/hora

3.4.4 Oxidacao de leucina (producio de *COz2) - misculo séleo

Para a medida da produgdo de CO», sintese de lipideos e de proteinas a partir de

lecuina, aproximadamente 100 mg de musculo séleo foram fatiados e irrigados com
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solucdo fisioldgica gelada (KRB); em seguida, os tecidos foram secos em papel filtro e
colocados em tubos tipo ‘penicilina’ com 1,0 mL KRB mais Smm de glicose fria, 0,2
mM de leucina fria e 0,1 pCi [U-'%C] leucina (Amersham International). A fase gasosa
foi mantida utilizando-se carbogénio (O2: COz, 95:5% v/v). Os tubos foram vedados
com tampa de borracha onde se acoplou um vidro em formato de “J” com um pogo
central na qual era inserido uma tira de papel 3MM para captacdo de CO; resultante da
oxidacdo da leucina marcada. A incubacdo foi realizada a 37°C durante 1 hora em
banho metabdlico Dubnoff (60 ciclos/min) de acordo com o método de Dunlop
(Dunlop, Van Elden e Lajtha, 1975). A reacdo de oxidacao foi interrompida injetando-
se 0,25 mL de TCA 50% no meio de incubagdo e 0,25 mL de NaOH nos pocos centrais,
através da tampa de borracha. A reacdio de “captacdo do '*CO.” ocorreu overnight.
Ap0s este periodo, o conteddo do centro do poco foi coletado e transferido para viais
com 10 mL de liquido de cintilacdo e a radioatividade foi medida utilizando contador
LKB-Wallac para determinar a formagdo do '*CO, de acordo com o método de
Fagundes (Dos Santos Fagundes et al., 2001). Valores de producdo de CO, foram

expressos como pmol de “C leucina/mg tecido/hora

3.4.5 Conversao de glicose e leucina a lipideos - misculo séleo

Para a verificacdo da conversdao de glicose a lipideos os tecidos (figado e
musculo s6leo) foram retirados dos tubos de penicilina e lavados com KRB para retirar
o excesso de radioatividade ndo incorporado nas reacdes bioquimicas. Em seguida, os
tecidos foram homogeneizados com TCA 10%, transferidos para tubos de ensaio e
centrifugados 49.500 g durante 10 minutos. Apds a centrifugagdo, o TCA foi descartado
e adicionou-se cloroférmio: metanol (2:1) seguido de centrifugacdo a 49.500 g durante

10 minutos. O sobrenadante foi coletado com uma pipeta Pasteur e colocado em viais
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para evaporagdo. O processo de extragdo com cloroférmio:metanol foi repetido 3x
conforme o método de Folch (Folch, Lees e Sloane Stanley, 1957). A fase
cloroférmio:metanol foi evaporada em viais e apds a evaporagdo adicionou-se 10 mL de

liquido de cintilagdo e a radioatividade foi medida utilizando contador LKB-Wallac.

3.4.6 Conversao de leucina a proteina - miisculo séleo

Para a medida de leucina incorporada em proteinas, o tecido restante no tubo da
extracdo dos lipideos na fase anterior, foi colocado na capela para completa evaporagdo
da umidade. Apds a evaporacdo, foi adicionado acido férmico ao pellet e a amostra
transferida para viais com 8mL de liquido de cintilacdo. A radioatividade foi medida
utilizando contador LKB-Wallac.

Amostras com aproximadamente 100 mg do tecido (musculo séleo) foram
incubadas em tubos contendo 1 mL de KRB com 5mM de glicose e 0,1 uCi [2DG-
1Clglicose (Amersham International). A fase gasosa foi equilibrada usando 5%
C02:95% Oz. Os tubos foram colocados numa incubadora metabdlica do tipo Dubnoff
com agitacdo constante (60 ciclos/minutos) durante 60 minutes a 37°C. Ap6s o periodo
de incubacdo, os tecidos foram removidos do meio de incubagdo e lavados duas vezes
com KRB gelado. Em seguida, foi retirado o excesso de tampdo em papel filtro e o
tecido foi colocado em tubos contendo 1 mL de 4gua destilada. Para determinar a
captagdo celular de glicose conforme método de Machado (Machado, Wassermann e
Marques, 1991), os tecidos foram rompidos utilizando duas fervuras alternadas com
dois congelamentos. A quantificacdo de radioatividade foi realizada em contador de
cintilacdo liquida e os resultados foram expressos como razado tecido/meio (T/M), que é

dpm/mL de meio interno por dpm /mL do meio de incubagdo.
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3.4.7 Sintese de Glicogénio a partir de [U-*C] glicose e alanina

Para a sintese de glicogénio, fatias de tecido (figado e musculo séleo) com
aproximadamente 100 mg foram incubadas em tubos contendo tampao fisiolégico KRB,
5 mM de glicose fria e 0,1 uCi [U-'*C]glicose (Amersham International) (para sintese a
partir de glicose em figado e musculo) ou SmM de glicose fria, 0,2 mM de alanina fria e
0,1 uCi [U-'*CJalanina (Amersham International) para a sintese a partir de alanina no
figado). A fase gasosa foi equilibrada com carbogénio (5% C0O2:95% O-) e a incubagao
realizada em banho metabdlico (60 ciclos/minuto) durante 1 hora a 37°C. A reacdo de
sintese foi interrompida por adi¢ao dos tubos em gelo. Em seguida, o tecido foi lavado e
a extracdo do glicogénio realizada segundo método de Dolnikoff (Dolnikoff et al.,
2001). Resumidamente, os tecidos foram colocados em tubos de ensaio com 1 mL de
KOH 30% e fervidos a 100 °C para completa digestdo do tecido (aproximadamente 45
minutos). Apds a fervura, foi adicionado etanol na concentra¢do de 70% para favorecer
a precipitacao do glicogénio e as amostras foram centrifugadas a 1500 g por 10 minutos.
Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado (processo repetido por 3x). Ao
pellet foi adicionado liquido de cintilagdo e em seguida a radioatividade foi medida em

contador LKB-Wallac com 95% de eficiéncia.

3.4.8 Conteudo de glicogénio tecidual - figado e coracao

Os tecidos (figado e coracdo) foram congelados a -20°C até as andlises. A
extracdo de glicogénio foi realizada de acordo com o método de Van Handel (Van
Handel, 1965) e foi medido como glicose apds a hidrdlise dcida do glicogénio. Utilizou-
se como padrdo o glicogénio de figado de coelho. O conteido de glicose apds a
hidrdlise dcida foi determinado pelo método da glicose oxidase (Glicose PAP.Liquiform

Kit Labtest) e medido em placas de 96 pocos modelo Zenyth 200rt (UV-Vis), utilizando
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espectrofotometro com comprimento de onda de 505nm. Os resultados foram expressos

como g% de glicogénio.

3.4.9 Captacao de glicose

Amostras de miusculo séleo e gastrocnémio e tecido adiposo foram incubadas
em tubos contendo 1 mL de KRB com 5 mM de glicose e 0,1 uCi [2DG-14C] glicose
(Amersham International). A fase gasosa foi equilibrada usando 5% de CO2: 95% de
02. Os tubos foram colocados num incubador de Dubnoff, e mantidos sob agitacdao
constante durante 60 minutos a 37 ° C. Apds a incubagdo, o tecido foi removido da
solucdo de incubacdo, lavado duas vezes em KRB gelado e em seguida adicionados a
tubos de ensaio contendo dgua destilada. O tecido foi rompido através de fervuras
permitindo a liberacdo intracelular (Machado, Wassermann e Marques, 1991). Em
seguida, quantificou-se a radioatividade a partir do meio fervido (meio interno) e a
radioatividade do meio de incubacdo (meio externo). Os resultados estdo expressos

como relacdo de tecido (meio interno) / meio (meio externo) (T/M), dpm por mL.

3.4.10 Dosagens bioquimicas no soro

As dosagens séricas de glicose, trigliceridios (TG), colesterol total (CT),
colesterol de alta densidade (HDL), acido urico, ureia e creatinina foram determinadas
usando metodos enzimdticos e medidas por espectrofotdmetro e os resultados foram
expressos em mg/dL. A alanina aminotransferase (ALT) tambem foi determinada por
métodos enzimaticos (Labtest, MG, Brasil) e os resultados foram expressos como U/L.
Os kits enzimdticos foram adquiridos da empresa Labtest Diagnostica SA. Todas as

dosagens seguiram o protocolo do fabricante.
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3.4.11 Dosagens de DHEA e Testosterona no soro
As dosagens de DHEA e testosterona foram determinadas por kit de ELISA

(Enzo life Sciences®) e os resultados sdo expressos como pg/mL.

3.5 Analise da expressao de proteinas (Western Blotting)

3.5.1 Amostras teciduais

Amostras de coracdo dos animais do experimento dois foram homogeneizadas
com tampao de lise, pH 7,4, como descrito por Janner ef al (Janner Dda et al., 2010).
Ap06s a determinagdo do conteudo proteico pelo método de Bradford (Bradford, 1976),
as proteinas foram separadas por SDS-PAGE (dodecil sulfato de sédio em gel de
poliacrilamida - 10%) usando o sistema Miniprotean (Bio-Rad, Hercules, EUA). Antes
de carregar as proteinas no gel, as amostras foram aquecidas a 90°C durante 2 min para
desnaturar as proteinas. No gel carregou-se 80 pg de proteina em tampao de carga
(0,375 mol/L de Tris, pH 6,8, glicerol a 50%, SDS a 10%, 0,5 mol/L-mercaptoetanol e
0,002% de azul de bromofenol) em cada pogo. Utilizou-se padrdao de peso molecular full
range (Full-Range Rainbow, GE Healthcare Life Sciences, Sdo Paulo, Brasil). Apés a
electroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(Hybond; Amersham, EUA), utilizando um sistema de transferéncia eletroforética em
tanque (mini Trans-blot Bio-Rad). A seguir, a fim de bloquear as ligacdes inespecificas,
as membranas foram incubadas com tampao a 10% de leite em p6 sem gordura diluido
em tampao Tris salina (TTBS) (20 mmol/L de Tris-HCI, pH 7,5; 150 mmol/L de NaCl;
0,05% de Tween-20, pH 7,4) durante 60 min (Jacob et al., 2008). O anticorpo primario
diluido (anticorpo policlonal de coelho contra p-Akt-Ser473 de 60 kDa, Santa Cruz
Biotechnology) em TTBS e na concentragdo de 1:1000, foi adicionado a membrana e

incubado overnight a 4 °C. Apds essa incubacdo, as membranas foram lavadas trés

57



vezes com TTBS e incubadas durante 2 h em temperatura ambiente com o anticorpo
secundério anti-rabbit (Millipore). Apds a incubagdo com o anticorpo secundario, lavou-
se novamente as membranas trés vezes com TTBS (20 mmol/L de Tris-HCI; 150
mmol/L. de NaCl, pH 7,5) e procedeu-se a revelagdo por quimioluminescéncia. Para
isso, utlizou-se um sistema de deteccdo baseado em substratos luminescentes, com
exposicdo das membranas ao filme autorradiogrifico Hyperfilm (Amersham®) por
aproximadamente 1 minuto. A autorradiografia gerada foi analisada por meio do
software Image J® e os resultados foram expressos como relacdo P-Akt/Ponceau. A
coloragdo da membrana com ponceau (Ponceau S, Sigma-Aldrich) permite a
visualizacdo e quantificacdo das proteinas transferidas para a membrana. Para
minimizar as variacdes interensaio, as amostras de todos os grupos experimentais foram
processadas em paralelo. A expressdo das proteinas foi expressa como unidades

densitométricas arbitrarias.

3.5.2 Expressao de proteinas em células (cardiomidcitos)

Realizou-se western blotting para a quantificacdo da expressdo celular das
seguintes proteinas: Mn-SOD (SOD-Mitocondrial), Catalase (CAT), Bax, Bcl-2, poli-
ADP-ribose-polimerase (PARP) e caspase-3 de acordo com (Bryan et al., 2011). Apés
os tratamentos experimentais, as células foram homogeneizadas em 400 pL. de tampao
Pathscan contendo 25mM de Tris, 150mM NaCl, ImM EDTA, 2mL de Triton-X
fluorido de sdédio e coquetel com inibidores de proteases (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) e, em seguida, centrifugadas a 8000 x g por 10 minutos a 4°C. A concentracdo de
proteinas no sobrenadante foi determinada pelo método de Bradford (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). Foram usados 30 pg de proteina (Bradford,

1976) de cada amostra, os quais foram aquecidos a fim de desnaturar as proteinas e em
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seguida, as proteinas foram separadas por SDS-PAGE (eletroforese em gel de
poliacrilamida com sulfato dodecil de s6dio), com gel de 8 a 15%, de acordo com o
peso molecular da proteina. Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membranas de polivinilideno difluoreto (PVDF) usando um sistema de transferéncia
(mini Trans-blot Electrophoretic Transfer Cell), a 110v por 1-2 h. Depois da
transferéncia, as membranas foram bloqueadas utilizando tampao de bloqueio com 5%
de leite desnatado preparado em TTBS (solucdo salina de tampao tris - 20 mmmo /L de
Tris, 137 mmol / L de NaCl, pH 7.4, com 0,1% de Tween-20) por 90 min. Depois do
bloqueio, as membranas foram lavadas trés vezes com TTBS e incubadas por 16 a 18
horas (overnight) a 4°C com os seguintes anticorpos primdrios: Bax e Bcl-2 (Santa
Cruz® Biotechnology), PARP (Abcam®), caspase-3 (Cell Signaling®), Mn-SOD
(Millipore®) e catalase (Sigma Aldrich®). Os anticorpos primdrios (preparados em
TBS-T com 5% de leite) ligados a membrana foram detectados utilizando anticorpos
secundérios conjugados com peroxidase anti-rabbit ou anti-mouse, os quais foram
preparados em TTBS 5% de leite (1:1000-1: 5000). Os anticorpos secunddrios foram
incubados durante 2 horas em temperatura ambiente e sob agitacdo constante. Antes de
proceder a revelacdo por quimiluminescéncia, as membranas foram lavadas por trés
periodos de 10 minutos com TTBS (TrisHCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5). A reacao
de quimiluminescéncia ocorreu através de um sistema de deteccdo baseado em
substratos luminescentes, € as imagens fluorescentes foram capturadas usando
ChemiDoc MP (BioRad). Os dados foram expressos como média da densidade dptica
quantificado pelo software Quantity One®. O controle de carga utilizado para a

normalizacdo foi anti-B-actina (Santa Cruz Bio).
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3.6 Citometria de fluxo

A verificacdo do estresse oxidativo, na forma de espécies reativas de oxigénio
intracelular (EROs) foi determinado através do ensaio 2'7'-
diclorodihidrodrofluoresceina diacetate (HoDCFDA) (Yang et al., 2013) (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Apo6s o tratamento (DHEA e/ou hipdxia), ~ 7-8 x
10° células H9C2 foram lavadas com solucdo salina de tampdo fosfato (PBS) e
incubadas durante 30 minutos com HoDCFDA, de acordo com as instrugdes do
fabricante. O meio com H>DCFDA foi entdo aspirado e as células foram lavadas com
PBS. Apds a lavagem com o tampdo fosfato, as células foram cuidadosamente
removidas das garrafas através de tripsinizacdo, passadas para tubos de ensaio e
centrifugadas a 350 g durante 5 minutos a 4 °C. Em seguida, a fluorescéncia relativa de
células ndo tratadas e tratadas foi medido por meio de citometria de fluxo (Becton

Dickinson citémetro de fluxo FACSCalibur), de acordo com as instru¢gdes do fabricante.

3.7. Analise Estatistica

A anélise dos dados com relacdo a homogeinidade foi realizada através do teste
de Levene e as comparagdes entre os diferentes grupos foram realizadas empregando-se
ANOVA de duas vias (machos: fémeas; dieta: tratamento; hipdxia: tratamento) ou
andlise de medidas repetidas (avaliacdo do consumo alimentar e ganho de peso) ou drea
sob a curva (AUC para TTG) seguida pelo teste post-hoc de Tukey-Kramer, quando os

valores de F foram significativos. O nivel de significincia adotado foi de P <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1: Ratos machos e fémeas ovarctomizadas tratados com
diferentes doses de DHEA

Passados trinta dias da colocagdo dos pellest com diferentes doses de DHEA foi
realizada a dosagem sérica da concentragdo de DHEA (Figura 9A). A concentracio
sérica de DHEA aumentou significativamente em todas as doses administradas,
mostrando que o pellet foi efetivo em liberar DHEA e que esta se manteve em niveis
maiores do que nos animais controle no 30° dia de tratamento.

Como a DHEA pode ser convertida em testosterona, e muitas vezes o efeito da
DHEA pode ser atribuido a testosterona, a concentracao sérica de testosterona total nos
ratos machos e nas fémeas ovarectomizadas foi dosada, para verificar se a DHEA
administrada estaria sendo convertida em testosterona (Figura 9B). Observou-se que o
tratamento com DHEA ndo aumentou os niveis de testosterona total. A concentracao de
testosterona total mostrou diferenga estatistica entre os sexos (p<0,001), sendo que os

machos apresentaram maiores niveis, € ndo houve intera¢do entre sexo e tratamento.
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Figura 9. Niveis séricos de DHEA e testosterona total em ratos machos e fémeas ovarectomizadas 30
dias apds implantacdo de pellets com diferentes doses de DHEA.

A) Concentracdo de DHEA; B) Concentragdo de testosterone total. Os valores representam a média +
EPM, n=5-6 animais em cada grupo. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo

teste de Tukey—Kramer. Ctrl Veiculo: Grupo controle com veiculo, DHEA10: Grupo com DHEA
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10mg/kg; DHEA25: Grupo com DHEA 25mg/kg; DHEAS50: Grupo com DHEA 50mg/kg. *Diferenca

significativa em relag@o ao controle. #Diferenca significativa entre machos e fémeas (p<0,05).

O metabolismo da glicose no figado de machos e fémeas ovarectomizadas
submetidos ao tratamento com diferentes doses de DHEA estd representado na Figura
10. A oxidagdo de glicose mostrou diferencga estatistica apenas entre os sexos (p<0,001),
nao mostrando efeito do tratamento com diferentes doses de DHEA. Nas fémeas, a
oxidacdo de glicose chega a ser aproximadamente 53% menor do que os valores
encontrados nos machos (Figura 10A). Com relacdo a sintese de lipideos utilizando o
mesmo substrato (Figura 10B), nos machos a sintese de lipideos também € maior do que
nas fémeas (p<0,001) e neste parametro, houve efeito do tratamento com diferentes
doses de DHEA (p<0,001). Nas fémeas, observa-se que conforme aumenta a dose de
DHEA menor € a sintese de lipideos no figado, embora ndo haja diferenca significativa
entre as doses. A sintese de glicogénio no figado (Figura 10C) mostrou diferenca
estatistica entre os sexos (p<0,001), efeito do tratamento (p=0,037) e interacdo entre
sexo e tratamento (p=0,004). Neste parametro, a sintese de glicogénio no figado das
fémeas é aproximadamente 73% maior do que os valores encontrados nos machos.
Além disso, nos machos o tratamento com DHEA ndo altera a sintese de glicogénio,
enquanto nas fémeas as maiores doses de DHEA (25 e 50mg/kg) reduziram a sintese de

glicogénio.
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Figura 10. Metabolismo da glicose no figado de ratos machos e fémeas ovarectomizadas e tratados com
diferentes doses de DHEA: A) Oxidagdo de glicose a CO2; B) Incorporagdo de glicose a lipideos; C)
Sintese de glicogénio a partir de glicose. Os valores representam a média + EPM, n=5-6 animais em cada
grupo. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey—Kramer. Ctrl
veiculo: Grupo controle com veiculo;, DHEA10: Grupo com DHEA 10mg/kg; DHEA25: Grupo com
DHEA 25mg/kg; DHEAS50: Grupo com DHEA 50mg/kg. *Diferenca significativa em relag@o ao controle;

#Diferenca significativa entre machos e fémeas (p<0,05)

A Figura 11 mostra o metabolismo da glicose no tecido adiposo retroperitoneal
de machos e fémeas ovarctomizdas submetidos ao tratamento com diferentes doses de
DHEA. Na captacdo de glicose (Figura 11A), a andlise estatistica mostrou interagdo
entre sexo e tratamento (p=0,009) e diferenca entre os sexos (p<=0,001), sendo que nos
machos a captacdo de glicose no tecido adiposo retroperitoneal € menor do que nas
fémeas. Além disso, houve efeito do tratamento (p=0,001) e este efeito € dependente do
sexo, pois apenas nas fémeas a captacdo de glicose no tecido adiposo é menor nos
grupos tratados com DHEA em todas as doses utilizadas. A oxidag@o de glicose no

tecido adiposo (Figura 11B) nao mostrou diferenca estatistica entre os sexos (p=0,623),
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nem entre tratamentos (p=0,262) e também ndo houve interacdo entre sexo e tratamento
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Figura 11. Metabolismo da glicose em tecido adiposo retroperitoneal de ratos machos e fémeas

ovarectomizadas e tratados com diferentes doses de DHEA: A) Captacdo de glicose; B). Oxidacdo de
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glicose. Valores representam a média + EPM, n=5-6 animais em cada grupo. Os dados foram analisados
por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey—Kramer. Ctrl veiculo: Grupo controle com
veiculo; DHEA10: Grupo com DHEA 10mg/kg; DHEA25: Grupo com DHEA 25mg/kg; DHEASO:
Grupo com DHEA 50mg/kg. *Diferenca significativa em relagdo ao controle; #Diferenca significativa

entre machos e fémeas (p<0,05)

A Figura 12 mostra a captacdo de glicose em musculo séleo de machos e
fémeas. A captacdo de glicose apresentou diferenca entre os sexos (p<0,001), nas
fémeas a captacdo € 40% maior do que nos machos e o tratamento nio influenciou a

captacao (p=0,493), porém, houve interacao entre sexo e tratamento (p=0,007).
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Figura 12. Captacdo de glicose em miisculo s6leo de ratos machos e fémeas ovarectomizadas e tratados
com diferentes doses de DHEA.Valores representam a média + EPM, n=5-6 animais em cada grupo. Os
dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey—Kramer. Ctrl veiculo:
Grupo controle com veiculo; DHEA10: Grupo com DHEA 10mg/kg; DHEA25: Grupo com DHEA
25mg/kg; DHEASO: Grupo com DHEA 50mg/kg. #Diferenca significativa entre machos e fémeas
(p<0,05).

A Figura 13 mostra o metabolismo da leucina em musculo s6leo de machos e
fémeas submetidos ao tratamento com DHEA. Na oxidacdo de leucina (Figura 13A)
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houve interacio entre sexo e tratamento (p=0,022), diferenca entre os sexos (p<0,001) e
nao houve efeito do tratamento (p=0,291). No entanto, nos machos, na maior dose (50
mg/kg), a oxidacdo de leucina foi 42% menor do que nos animais sem tratamento,
enquanto que nas fémeas o efeito foi oposto: na dose de 10mg/kg a oxidacdo de leucina
foi 53% maior e nas doses de 25 e 50 mg/kg a oxidacao de leucina foi aproximadamente
80% maior do que nos animais do grupo sem tratamento. A conversido de leucina a
lipideos (Figura 13B) mostrou diferenca entre os sexos (p<0,001), sendo que nas fémeas
a conversdao de leucina a lipideos € menor do que nos machos. Nao houve efeito do
tratamento (p=0,383) nem interacdo entre sexo e tratamento (p=0,077). A sintese de
proteinas a partir de leucina (Figura 13C) apresentou diferenca entre os sexos
(p<0,001), sendo que nos machos, de forma geral, a sintese proteica a partir de leucina
foi aproximadamente 80% maior do que nas fémeas. Nao houve efeito do tratamento na

sintese proteica (p=0,07) nem interacdo entre sexo e tratamento (p=0,968).
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Figura 13. Metabolismo da leucina em misculo séleo de ratos machos e fémeas ovarectomizadas e
tratados com diferentes doses de DHEA. A) Oxidacdo; B) Sintese de lipideos C) Sintese de proteinas.
Valores representam a média + EPM, n=5-6 animais em cada grupo. Os dados foram analisados por

ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey—Kramer. Ctrl veiculo: Grupo controle com veiculo;
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DHEA10: Grupo com DHEA 10mg/kg/; DHEA25: Grupo com DHEA 25mg/kg; DHEAS0: Grupo com
DHEA 50mg/kg.#Diferenca significativa entre machos e fémeas (p<0,05).

4.2 Experimento 2: Ratos machos tratados com DHEA e dieta hipercalérica

Os dados da Figura 14A mostram a média da ingestdo caldrica dos ratos durante
as 23 semanas do experimento. A andlise estatistica para medidas repetidas mostrou que
a ingestdo caldrica dos ratos HV e HD foi sempre maior que a dos outros grupos.
Animais que ingeriram dieta hipercaldrica ad libitum apresentaram maior ganho de peso
final, 65,6% para o HV, 66,4% para HD, 36% CV e 45% CD (p <0,01) quando
comparados com seu peso inicial, respectivamente (Fig. 14B). O tratamento com DHEA

ndo alterou a ingestdo caldrica nem o ganho de peso (Fig. 14A e 14B).
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Figura 14. Dados de ingestdo energética e de peso corporal de ratos machos que consumiram dieta
hipercalérica ou dieta controle e receberam tratamento com DHEA em pellets (25 mg/kg ou veiculo
durante as ultimas oito semanas) A) Ingestdo energética; B) Peso corporal. Os valores representam media
+ EPM de 8-10 animais por grupo. Os dados foram analisados por ANOV A de medidas repetidas seguida
pelo teste de Tukey—Kramer. CV=Grupo Controle com Veiculo; CD= Grupo Controle com DHEA;
HV=Grupo dieta Hipercalérica com veiculo; HD= Grupo dieta Hipercalérica com DHEA (p<0,05).

A concentragdo de glicose (Tabela 1) mostrou um efeito significativo da dieta e
do tratamento e intera¢do significativa entre dieta e tratamento (p<0,001). A dieta
provocou aumento e o tratamento com DHEA reduziu a glicemia nos aminais com dieta
hipercaldrica. No teste de tolerancia a glicose (Figura 15) (TTG) foi observado um
efeito significativo da dieta e houve interagdo entre dieta e tratamento (p<0,005). Os
animais que receberam a dieta hipercalérica ssm DHEA (HV) tiveram maior drea sob a
curva (AUC - ‘area under the curve’) (Figura 15). Os animais que receberam a dieta
hipercalérica com DHEA (HD) apresentaram édrea sob a curva 21% menor quando

comparados com animais com dieta hipercalérica sem DHEA (HV) (Fig. 15 reduzida).
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Tabela 3. Parametros bioquimicos do soro de ratos tratados com dieta normocaldrica ou

hipercaldrica e submetidos ou ndo ao tratamento com DHEA.

Cv CDh HV HD ANOVA*
Glicose (mg/dL) 89,45+1,8 89,57+1,08 102,28+1,04 91,79+1,42 D,T,§
Triglicerideos 120,13+10,33  124,22+45,54 174,56+10,11  172,59+15,73 D
(mg/dL)
Colesterol Total 87,2+6,65 81,00+5,64 86,70+3,39 82,00+5,61 NS
(mg/dl)
ALT (U/L) 21,30£1,85 17,90£1,93 36,90+2,61 21,69+2,96 D, T,§
HDL (mg/dL) 35,53+43,19 34,00+1,19 36,03+1,31 36,00+2,78 NS
Acido Urico (mg/dL)  1,58+0,07 1,31+0,08 2,06+0,12 1,67+0,09 D, T
Uréia (mg/dL) 1,87+0,04 1,28+0,06 1,94+0,08 1,58+0,17 T
DHEA ND 1,55+0,43 ND 1,70£0,41 T

Os valores representam a média + EPM de 6-10 animais por grupo. Os dados foram analisados através de ANOVA de
duas vias seguida pelo teste de Tukey-Kramer * p < 0,05. D=efeito da dieta; T=efeito do tratamento; NS=ndo
significativo; §=interacdo entre dieta e tratamento. CV=Grupo Controle com Veiculo; CD= Grupo Controle com
DHEA; HV=Grupo dieta Hipercalérica com veiculo; HD= Grupo dieta Hipercalérica com DHEA. ND=Nao detectado.
ALT=Alanina-Amino-Transferase. HDL=Colesterol de Densidade Eleada (High Density Cholesterol)
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Figura 15. Teste de Tolerincia Oral 4 Glicose (TTG) e Area sob a Curva (AUC) (Figura acima do
grifico) de ratos machos tratados com dieta normocaldrica ou hipercaldrica e submetidos ou nio ao
tratamento com DHEA. Valores representam a média + EPM, n=6-7 animais por grupo. Os dados foram

analisados por ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc Tukey—Kramer. CV=Grupo Controle com
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Veiculo; CD= Grupo Controle com DHEA; HV=Grupo dieta hipercalérica com veiculo; HD= Grupo
dieta Hipercalérica com DHEA. # Efeito da dieta (p=0,0001); Houve interacio estatisticamente

significante entre dieta e tratamento (p=0,005).
No figado, tanto o tratamento com DHEA quanto a dieta hipercaldrica
produziram uma redu¢do da oxidacdo de glicose (glicose convertida em CO;) (Fig.

16A) e a andlise estatistica mostrou interac@o entre a dieta e o tratamento (p = 0,045). A

sintese de lipidios no figado foi semelhante em todos os grupos (Fig. 16B).
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Figura 16. Metabolismo da glicose em figado de ratos machos tratados com dieta normocalérica ou
hipercaldrica e submetidos ou ndo ao tratamento com DHEA. A) Produgdo de CO2; B) Sintese de
Lipideos. Valores representam a média + EPM, n=6-7 animais por grupo. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey—Kramer.

CV=Grupo Controle com Veiculo; CD= Grupo Controle com DHEA; HV=Grupo dieta hipercalérica com
veiculo; HD= Grupo Dieta Hipercalérica com DHEA. #Efeito da dieta (p<0,001); *Efeito do tratamento

(p=0,002). Houve interacdo estatisticamente significante entre dieta e tratamento na produgdo de CO,
(p=0,045).

A Figura 17 mostra a sintese de glicogénio hepatico, pela via direta (Figura
17A) e indireta (Figura 17B). Quando avaliamos a sintese de glicogénio a partir da
glicose (Figura 17A), ndo foi encontrada diferenca significativa, mas o tratamento com
DHEA nos animais que receberam dieta hipercaldrica aumentou a sintese de glicogénio
até préximo aos niveis dos animais com dieta padrio. E interessante observar que,
quando foi oferecida alanina como substrato para a sintese de glicogénio (Figura 17B),
foi encontrada uma interacao significativa entre dieta e tratamento. O tratamento com

DHEA diminui significativamente a sintese de glicogénio apenas no grupo HD e a dieta

74



hipercaldrica produziu um aumento de 24% na sintese de glicogénio quando comparado

com o grupo controle veiculo.
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Figura 17. Sintese de glicogénio em figado de ratos machos tratados com dieta normocaldrica ou
hipercaldrica e submetidos ou ndo ao tratamento com DHEA. A) A partir de glicose; B) A partir de
alanina. Valores representam a média = EPM, n=6-7 animais por grupo. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc Tukey—Kramer. CV=Grupo Controle com Veiculo; CD=
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Grupo Controle com DHEA; HV=Grupo dieta hipercalérica com veiculo; HD= Grupo dieta Hipercaldrica
com DHEA. *Efeito do tratamento (p<0,05). Houve interacdo estatisticamente significante entre dieta e
tratamento na sintese de glicogénio a partir de alanina (p=0,04).

A fim de avaliar o efeito do tratamento e da dieta sobre o metabolismo do tecido
adiposo, foi medida a captacdo e oxidagdo de glicose. Como observado na Figura 18A,
a andlise estatistica mostrou efeito significativo da dieta e do tratamento. A dieta
hipercaldrica diminuiu a captacdo de glicose comparada ao grupo controle e os animais
tratados com DHEA apresentaram um aumento na captacdo de glicose independente da
dieta. Dados de oxidagdo de glicose no tecido adiposo sdo apresentados na Figura 18B.
Os valores mostraram um efeito significativo da dieta e do tratamento e também a
interagdo entre a dieta e o tratamento (p = 0,008). O tratamento com DHEA diminuiu
significativamente a oxidacdo de glicose no grupo controle e produziu um aumento no

grupo com dieta hipercaldrica.
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Figura 18. Metabolismo da glicose em tecido adiposo retroperitoneal de ratos machos tratados com dieta
normocaldrica ou hipercaldrica e submetidos ou ndo ao tratamento com DHEA. A) Captacdo de glicose;
B) Producdo de CO,. Valores representam a média + EPM, n=6-7 animais por grupo. Os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey—Kramer. CV=Grupo Controle com
Veiculo; CD= Grupo Controle com DHEA; HV= Grupo dieta Hipercaldérica com veiculo; HD= Grupo
dieta Hipercalérica com DHEA. #Efeito da dieta (p< 0,05). *Efeito do tratamento (p<0,05). Houve

interacdo estatisticamente significante entre dieta e tratamento na produgdo de CO; (p=0,008).

Para avaliar o efeito do tratamento e da dieta sobre o metabolismo muscular, foi
medida a oxidacdo de glicose (Figura 19A), a sintese de lipidios (Figura 19B) e a
sintese de glicogénio no musculo séleo (Figura 19C). Na oxidagdo de glicose (produgdo
de CO») e sintese de glicogénio a anélise estatistica mostrou aumento significativo nos
grupos com dieta hipercaldrica comparado aos grupos com dieta controle. A sintese de

lipidios ndo mostrou diferenca significativa nem devido a dieta nem ao tratamento.
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Figura 19. Metabolismo da glicose no misculo séleo de ratos machos tratados com dieta normocaldrica
ou hipercaldrica e submetidos ou ndo ao tratamento com DHEA: A) Produgdo de CO2; B) Sintese de
Lipideos; C) Sintese de glicogénio. Valores representam a média + EPM, n=6-7 animais por grupo. Os
dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey—Kramer. CV=Grupo
Controle com Veiculo; CD= Grupo Controle com DHEA; HV=Grupo dieta Hipercalérica com veiculo;

HD= Grupo dieta Hipercalérica com DHEA. #Efeito da dieta (p< 0,003).

A Figura 20 mostra a captacdo de glicose no musculo gastrocnémio. A andlise
estatistica mostrou efeito da dieta e interacdo entre a dieta e o tratamento (p=0,008),

sendo que os grupos com dieta hipercaldrica apresentaram uma reducdo na captacdo de

glicose (p<0,001).
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Figura 20. Captacdo de glicose em gastrocnémio de ratos tratados com dieta normocaldrica ou
hipercalérica e submetidos ou ndo ao tratamento com DHEA. Valores representam a média + EPM, n=6-7
animais por grupo. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey—
Kramer. CV=Grupo Controle com Veiculo; CD= Grupo Controle com DHEA; HV=Grupo dieta
Hipercaldrica com veiculo; HD= Grupo dieta Hipercalérica com DHEA. # Efeito da dieta (p< 0,001).

Houve interagdo estatisticamente significante entre dieta e tratamento (p=0,008).

A quantidade da proteina pAKT no coracdo € apresentada na Figura 21. A
andlise estatistica revelou que existe um efeito significativo do tratamento (p <0,05) e
interacdo entre a dieta e tratamento (p<0,05), onde a DHEA causou um aumento de

55% na expressao proteica da pAKT no grupo com dieta hipercaldrica.
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Figura 21. Contetido de pAKT em curacao de ratos machos tratados com dieta normocaldrica ou
hipercalérica e submetidos ou nio ao tratamento com DHEA. Os valores representam a média + EPM,
n=4-5 animais por grupo. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Tukey—Kramer. CV=Grupo Controle com Veiculo; CD= Grupo Controle com DHEA; HV=Grupo dieta
Hipercaldrica com veiculo; HD= Grupo dieta Hipercalérica com DHEA. *Efeito do tratamento (p=0,01).

Houve interagdo estatisticamente significante entre dieta e tratamento (p=0,046).

Os parametros bioquimicos sanguineos sdao apresentados na Tabela 1. Como
esperado, os niveis de DHEA no soro foram significativamente maiores nos grupos CD
e HD. Néo houve diferenca nos niveis de colesterol total e colesterol HDL. Os niveis de
triglicerideos aumentaram nos animais que receberam dieta hipercaldrica e o tratamento
com DHEA nido teve efeito neste parametro. Os niveis de alanina-aminotransferase
(ALT) apresentaram um efeito significativo da dieta e do tratamento e também foi
observada interagdo significativa entre a dieta e o tratamento (p <0,005), onde a dieta
hipercaldrica provocou aumento nos niveis da enzima no soro, além disto, o tratamento

com DHEA reduziu niveis de ALT no soro independente da dieta. Os animais com dieta
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hipercaldrica apresentaram niveis de 4cido urico no soro que eram maiores do que nos
outros sem a dieta hipercaldrica. O tratamento com DHEA reduziu nivis de dcido trico
em ambos os grupos. Os grupos tratados com DHEA tém niveis mais baixos de uréia

independente da dieta que os animais receberam.

A Tabela 2 mostra o peso dos tecidos: tecido adiposo marrom, tecido adiposo
branco retroperitoneal e figado. O tecido adiposo marrom mostrou efeito significativo
(p<0,05) da dieta e do tratamento, mas sem a interacdo entre eles. A dieta hipercaldrica
aumentou o peso do tecido adiposo marrom e o tratamento com DHEA aumentou o
peso no grupo com dieta controle e dieta hipercaldrica. O peso do tecido adiposo branco
e figado foram maiores nos grupos com dieta hipercaldrica e o tratamento com DHEA

nao reverteu este efeito.

Tabela 4. Peso dos tecidos (gramas) de ratos tratados com dieta normocaldrica ou hipercaldrica e

submetidos ou nao ao tratamento com DHEA.

cv CD HV HD ANOVA*
Adiposo Marrom 0,53+0,03 0,62+0,07 0,77+0,07 1,00+0,05 DT
Adiposo Branco 11,04+1,60 14,91+2,03 21,18+2,56 25,18+2,07 D
Figado 15,75%0,65 15,19+1,49 17,02+1,31 19,4+0,47 D

Os valores representam a média + EPM de 12-15 animais por grupo. Os dados foram analisados através de ANOVA de
duas vias seguida do post-hoc Tukey-Kramer *P < 0,05. D=efeito da dieta; T=efeito do tratamento; NS=nao significativo.
CV=Grupo Controle com Veiculo; CD= Grupo Controle com DHEA; HV=Grupo dieta Hipercaldrica com veiculo; HD=

Grupo dieta Hipercal6rica com DHEA.

Os parametros bioquimicos teciduais sd@o apresentados na Tabela 3. Da mesma
forma, que no sangue, os triglicerideos do figado foram maiores nos animais que
receberam a dieta hipercaldrica e a DHEA nio teve efeito neste pardmetro. O glicogénio
hepético ndo apresentou diferenca entre os grupos. O colesterol total do figado mostrou
efeito significativo da dieta e do tratamento com DHEA (p<0,05). Em relacdo ao

conteddo de glicogénio no coracdo, houve um efeito significativo do tratamento (p=
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0,006) e uma interacdo entre a dieta e o tratamento (p= 0,004), sendo que o tratamento
com DHEA aumentou a concentracdo de glicogénio cardiaco apenas no grupo com dieta
hipercaldrica.

Tabela 5. Parametros teciduais de ratos tratados com dieta normocaldérica ou hipercaldrica e

submetidos ou ndo ao tratamento com DHEA. Triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e

concentracdo de glicogénio.

GV GD GV GD ANOVA*
TG Figado 1,73+0,04 1,75+0,02 1,96+0,09 1,83+0.11 D
CT Figado 0,029+0,001  0,028+0,003  0,026+0,0006  0,021+0.001 D, T
Glicogénio Figado  0,69+0,47 0,760,005 0,86+0,03 0,83+0.06 D
Glicogénio 1,88+0,27 1,83+0,19 1,33+0,12 3,19+0.48 T,§

Coragdo

Os valores representam a média + EPM de 610 animais por grupo. Os dados foram analisados através de ANOVA de
duas vias seguida do post-hoc Tukey-Kramer *P < 0,05. D=efeito da dieta, T=efeito do tratamento, NS=ndio
significativo, §=interacdo entre dieta e tratamento. TG e CT s@o expressos em mg/g e o glicogénio em g%; CV=Grupo
Controle com Veiculo; CD= Grupo Controle com DHEA; HV=Grupo dieta Hipercalérica com veiculo; HD= Grupo

dieta Hipercaldrica com DHEA.

4.3 Experimento 3: cultura de cardiomiécitos (H9C2) tratados com DHEA e

submetidos a hipéxia/reoxigenacao

A linhagem de cardiomidcitos HOC2 foi exposta ao tratamento com DHEA ou
veiculo e submetidas ou ndo a hipéxia/reoxigenacdo. Apds o tratamento, verificou-se a
quantidade intracelular de EROs, a qual foi avaliada pelo método da diclorofluorecina
diacetato (DCFH) (Figura 22). Neste parametro, observamos efeito da hipdxia e do
tratamento com DHEA. Quando as células foram submetidas a hipdxia/reoxigenacao
houve aumento de EROs e o tratamento com DHEA reduziu os niveis de EROs
intracelulares (p<0,001). Nas células ndo submetidas a hipdxia, o tratamento com
DHEA também diminuiu significativamente (p<0,001) o conteddo intracelular de

EROs.
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Figura 22. Producio de diclorofluorecina diacetato (DCFH) em cardiomiécitos HOC2 submetidos ou nao
a condicdo de hipdxia/reoxigenacdo e tratados ou ndo com DHEA.
Os valores estdo representados como média + EPM de 6 culturas por grupo. A andlise de dados foi
realizada através de ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey-Kramer. #Efeito da Hipoxia-
reoxigenacdo (p= 0,001); *Efeito do tratamento (p=0,001).

Como encontramos diferenca significativa na formacao intracelular de espécies
reativas, decidimos verificar a expressdo proteica de enzimas relacionadas com o

estresse oxidativo, como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e poli-ADP-

ribose-polimerase (PARP) e a morte celular, a caspase3. A expressao da enzima Poli-

[

ADP-ribose-polimerase (PARP) (Figura 23), foi maior nos grupos submetidos

[

hipéxia/ reoxigenacdo do que nos grupos controle (p=0,01). Com relacdo
concentracdo das proteinas relacionadas com a apoptose, Bax e Bcl2, ndo foram
encontradas diferencgas significativas entre os tratamentos € na condi¢do de hipoxia a
qual as células foram submetidas (Figuras 24 e 25), entretanto quando se calculou a
razdo Bcl2x/Bax observou-se uma reducdo significativa da razdao com a hipdxia e

reoxigenacao (p=0,03) (Figura 26) e nao houve efeito do tratamento.
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Figura 23. Contetido de PARP (poli-ADP-ribose-polimerase) em cardiomidcitos H9C2 submetidos ou
nio a condi¢do de hipdxia/reoxigenagdo tratados ou ndo com DHEA. Os valores estdo representados
como média + EPM de 3 culturas por grupo. A andlise de dados foi realizada através de ANOVA de duas

vias, seguida pelo teste de Tukey-Kramer. # Efeito da Hipoxia-reoxigenagdo (p= 0,01).
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Figura 24. Expressdo da proteina Bax em cardiomiécitos H9C2 submetidos ou ndo a condicdo de
hip6xia/reoxigenacdo tratados ou ndo com DHEA. Os valores estdo representados como média + EPM de

3 culturas por grupo. A andlise de dados foi realizada através de ANOVA de duas vias.

85



Hipoxia

Hipoxia A =
[ . -
Ctrl DﬁIrEA Reoxigenagao Reog%gagao
L ] L L ]
Bcl2 1) L] 1) | 1) L] 1) \
26kD R A —— O I | C—— — . e
b-actina
43kD
« 0.08- _
£ EE& Nao-tratado
g EE3 DHEA
& 0.064
]
N g
o 5 0.044
o5
©
N
‘© 0.02-
£
S
2
< 0.00 T T
Controle Hipoxia / Reoxigenacao

Figura 25. Expressdo da proteina Bcl2 em cardiomiécitos HOC2 submetidos ou ndo a condicdo de
hipéxia/reoxigenagdo tratados ou ndo com DHEA. Os valores estdo representados como média + EPM de

3 culturas por grupo. A andlise de dados foi realizada através de ANOVA de duas vias.
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Figura 26. Relacdo da expressdo Bcl/Bax em cardiomidcitos HOC2 submetidos ou ndo a condig¢do de
hipéxia/reoxigenacdo tratados ou ndo com DHEA. Os valores estdo representados como média + EPM de
3 culturas por grupo. A andlise de dados foi realizada através de ANOVA de 2 vias, seguida pelo teste de

Tukey-Kramer. #Efeito da Hipoxia-reoxigenacdo (p= 0,03).

Com relacdo a expressdo das enzimas antioxidantes superoxido dismutase

(SOD) e catalase (CAT) (Figuras 27 e 28) a anélise estatistica ndo mostrou diferenca
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entre os tratamentos e a condicdo a qual as células foram submetidas. Entretanto, apesar
de ndo ser significativo na andlise estatistica (ANOVA de duas vias), verificou-se uma
reducdo na expressao da SOD e da CAT de 37% e 50%, respectivamente, no grupo
submetido a hipdxia tratado com DHEA. Na figura 29 esta representada a expressdo da
proteina caspase-3, onde se observa uma diminuicdo significativa no grupo
hipéxia/reoxigenagdo tratado com DHEA, entretanto ndo se encontrou diferenca

significativa em relag@o a condicdo de normoxia e hipoxia.
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Figura 27. Expressao da enzima superdxido dismutase (SOD) em cardiomiécitos HOC2 submetidos ou
nio a condi¢do de hipdxia/reoxigenagdo tratados ou ndo com DHEA. Os valores estdo representados
como média + EPM de 3 culturas por grupo. A andlise de dados foi realizada através de ANOVA de duas

vias.
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Figura 28. Expressdo da enzima catalase (CAT) em cardiomiécitos H9C2 submetidos ou ndo a condicéo

de hipdxia/reoxigenagdo tratados ou ndo com DHEA. Os valores estdo representados como média + EPM

de 3 culturas por grupo. A andlise de dados foi realizada através de ANOVA de duas vias.
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Figura 29. Expressdo da proteina caspase em cardiomiécitos H9C2 submetidos ou ndo a condig¢do de
hipéxia/reoxigenacdo tratados ou ndo com DHEA. Os valores estdo representados como média + EPM de
3 culturas por grupo. A andlise de dados foi realizada através de ANOVA de duas vias, seguida pelo teste

de Tukey-Kramer. *Efeito do tratamento (p<0,001).

5. DISCUSSAO

Os protocolos experimentais de forma geral tém utilizado como cobaias ratos
machos. A grande maioria de estudos que abordam os efeitos de tratamentos especificos
sobre o metabolismo utilizaram ratos machos e alguns outros, separadamente,
utilizaram somente fémeas. Entretanto, estudos comparando o metabolismo de machos
e fémeas sdo mais raros. Nosso estudo se propds a investigar o metabolismo de ratos
machos e fémeas, submetidos ou ndo, ao tratamento com DHEA. Além disto, neste

trabalho também foram utilizadas diferentes doses, em grupos de ratos machos e fémeas
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simultaneamente. Os conhecimentos obtidos a partir destes experimentos podem
contribuir para um melhor entendimento do metabolismo destes (machos e fémeas) e
como o metabolismo responde a um tratamento especifico a DHEA.

Nos anos 80 diversos estudos foram realizados, principalmente com animais,
mas também com humanos, sugerindo para a DHEA efeitos benéficos como anti -
obesidade, anti-inflamatério e anti-envelhecimento (Traish, Kang, et al, 2011;
Rutkowski et al., 2014). Isto fez surgir a hipétese de um ‘super-hormonio’. Durante
muitos anos a DHEA foi amplamente comercializada como suplemento dietético
(Rutkowski et al., 2014). Em humanos idosos a DHEA mostrou efeito imunomodulador
(Rutkowski et al., 2014), melhorando a sensacdo de bem-estar fisico e psicoldgico
(Valenti et al., 2004; Davis, Panjari e Stanczyk, 2011), a for¢ca muscular (Kostka et al.,
2000), a densidade mineral 6ssea (Ravaglia et al., 1997) e a libido (Reiter et al., 1999;
Schmidt et al., 2005), bem como redu¢do da gordura corporal e da atrofia da pele
relacionada a idade por estimulo da producdo de procolageno (Rutkowski et al., 2014).
A DHEA também tem sido utilizada em estados de insuficiéncia adrenal, onde o
tratamento com o hormonio restaura niveis plasmaticos de DHEA e de seu sulfato bem
como de androstenediona (Buvat, 2003). A DHEA j4 foi intensamente utilizada como
recurso ergogénico, atualmente aparece na lista de substancias proibidas no esporte da
World Anti-Doping Agency (WADA) (Pirnay, 2001; Liao et al., 2013; Collomp et al.,
2015; Thevis et al., 2015). Porém nos EUA a comercializacio da DHEA ¢€ liberada. No
Brasil a comercializacdo da DHEA € proibida, no entanto na internet encontram-se
anuncios de venda de DHEA.

Existem diferencas fenotipicas, anatOmicas, hormonais e quimicas na
metabolizacdo de substratos quando avaliamos os mamiferos e diferencas entre as

espécies (Smith, Marks e Lieberman, 2007; Nelson e Cox, 2011). Particularmente em
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humanos, o metabolismo energético encontra-se em sintonia com as funcgdes
fisiologicas especificas de cada sexo e que refletem necessidades exclusivas (por
exemplo, nas fémeas preparo para gestacdo e lactacdo, o que ndo acontece nos machos)
(Varlamov, Bethea e Roberts, 2014). Estas diferencas muitas vezes sdo atribuidas
apenas a a¢do dos hormonios sexuais, incluindo estrogénio e progesterona em fémeas e
androgénios nos machos (Navarro et al., 2015), mas ultimamente 0s cromossomos
sexuais tém sido relacionados diretamente ao metabolismo (Varlamov, Bethea e
Roberts, 2014). Estudos realizados por Noonan e Banks (2000) em camundongos com
diabetes tipo 1I induzida pela dieta, revelaram diferencas ligadas ao sexo em relacdo a
concentracdo plasmatica de glicose e insulina, bem como na excre¢do de eletrolitos
pelos rins e inclusive proteinas totais. Além disso, no mesmo estudo foi constatada
interacdo entre dieta e sexo, que levou a diferencas significativas no peso (em gramas)
dos rins. Fémeas apresentaram valores de peso médio dos rins inferiores aos rins de
machos em animais controle e em dieta (Noonan e Banks, 2000).

Em laboratério, sdo realizados estudos de metabolismo onde os modelos
utilizados sdao coelhos (Gordon, Bush e Weisman, 1988; Aragno et al., 2009; Cheng et
al., 2015; Takeda et al., 2015), ratos (Cleary et al., 1984; Akiyama et al., 1996;
Boccuzzi et al., 1997; Afanas'ev et al., 2013; Carmean et al., 2013) e camundongos
(Arcari et al., 2009; Heber et al., 2014; Irimia et al., 2015; Mathews et al., 2015) que,
na maioria das vezes, sdao machos. Enquanto o papel do género na biologia é
indiscutivel, sua consideragdo em pesquisas cientificas € assunto relativamente recente.
Atualmente, as diferencas sexuais tém tido um papel mais relevante nos estudos de
metabolismo (Fuller e Insel, 2014; Shah, Mccormack e Bradbury, 2014). Link e cols
avaliaram o efeito cromossdmico (X e Y) sobre pardmetros metabodlicos e verificaram

que eles controlam a adiposidade, o comportamento alimentar, a producao de lipideos
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no figado e a homeostase da glicose de maneira independente dos esterdides gonadais
(Link et al., 2013). Até mesmo estudos com células podem sofrer influéncia do sexo
(Clayton e Collins, 2014; Danska, 2014; Fuller e Insel, 2014). Isto porque um fator
fundamental que contribui para as diferengas metabdlicas entre machos e fémeas
encontra-se no interior do nicleo de cada célula, o cromossomo sexual complementar,
X e Y (Link et al., 2013). O complemento carreado pelo cromossomo sexual de células
femininas e masculinas impde vdrias diferengas genéticas, por exemplo, células que
possuem o complemento cromossdmico X (sexo feminino) ndo expressam cerca de 78
genes codificadores de proteinas e, consequentemente, ndo expressam um numero
desconhecido de RNAs ndo codificantes que estdo presentes no cromossomo Y (Payer e
Lee, 2008). Até mesmo o controle da homeostase energética pelo SNC ¢é diferente em
machos e fémeas, tanto em animais sauddveis quanto em doentes (Shi er al., 2008;
Lovejoy e Sainsbury, 2009; Shi e Clegg, 2009; Arnetz, Ekberg e Alvarsson, 2014;
Henderson, 2014). Mulheres possuem maior percentual de gordura corporal, mais tecido
adiposo subcutaneo, tanto abdominal quanto gliteo femoral e menos tecido adiposo
visceral (Goodpaster et al., 2005; Yim et al., 2008) do que homens. Mulheres,
geralmente, sdo mais baixas e pesam menos, 0o tamanho corporal e a massa livre de
gordura sdo determinantes do gasto energético, assim, mulheres tém gasto energético
menor do que os homens (Tooze et al., 2007).

Durante muito tempo a DHEA foi considerada apenas como um pré-horménio,
principalmente porque nenhum receptor especifico para ela foi encontrado, desta forma,
ela poderia exercer tanto um efeito androgénico quanto estrogénico de forma indireta,
apés a conversdo periférica em pequenas quantidades de testosterona, estradiol ou
progesterona (Buvat, 2003). Devido a este efeito estrogénico e androgénio fraco, a

DHEA tem sido utilizada em estudos de infertilidade (Narkwichean er al., 2014) e
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reposicao hormonal na insuficiéncia adrenal (Morales et al., 1994; Allolio e Arlt, 2002;
Buvat, 2003; Racaru-Honciuc e Betea, 2014; Rutkowski et al., 2014). Em homens, ao
contrario das mulheres, ensaios clinicos tém mostrado pouco efeito benéfico com a
reposi¢ao de DHEA (Buvat, 2003).

Assim, neste estudo, foi avaliado o metabolismo de carboidratos (glicose) e de
proteinas (leucina) no figado, no tecido adiposo e no musculo de ratos machos e fémeas
varectomizadas, submetidos ou nao ao tratamento com DHEA em diferentes doses (10,
25 e 50 mg por kg de peso corporal). Como o método de administracio de DHEA na
forma de pellets foi utilizado pela primeira vez em nosso laboratdrio, a prioridade inicial
foi, determinar os niveis séricos de DHEA e validar o método de administracdo do
hormoénio. Conforme mostrado na Figura 9A, este método mostrou-se efetivo em
aumentar os niveis séricos de DHEA durante 30 dias. Os niveis séricos de DHEA
aumentaram em todas as doses testadas, tanto em machos quanto em fémeas
ovarectomizadas. E importante destacar que os niveis basais de DHEA nas fémeas
ovarectomizadas foram 63% maiores do que aqueles encontrados nos machos (0,18
pg/mL versus 0,11 pg/mL, respectivamente), mas ndo houve diferenca significativa
entre eles. Como a DHEA pode ser convertida em testosterona nas células de mamiferos
(Liu et al., 2013), a concentracdo sérica de testosterona foi avaliada nos machos e ns
fémeas ovarectomizadas (Figura 9B). Observou-se que os ratos machos e fémeas
ovarectomizadas e tratados com DHEA ndo apresentaram niveis aumentados de
testosterona, porém foi detectada diferenca entre os sexos, sendo encontrados niveis
mais altos de testosterona nos machos, conforme o esperado. Em estudo realizado com
ratos Wistar fémeas ndo ovarectomizadas, a administracdo de DHEA por gavagem, uma
unica dose de 25mg/kg resultou em aumento significativo na testosterona livre

plasmatica no periodo logo apds a administracdo (3-6h), retornando ao valor basal apos
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este periodo (Zhou et al., 2015). Em humanos, atletas ou ndo, a administracdo de DHEA
nao alterou significativamente os niveis de testosterona total no sangue (Dehennin et al.,
1998; Liu et al., 2013).

O passo seguinte foi avaliar alguns parametros metabdlicos no figado (Figura
10), no tecido adiposo retroperitoneal (Figura 11) e no musculo esquelético (Figuras 12
e 13), em ratos machos e fémeas ovarectomizadas, submetidos ao tratamento com
diferentes doses de DHEA.

O figado € um 6rgdo central no metabolismo de substratos em vertebrados e tem
papel importante em muitos processos fisiologicos, como na sintese de proteinas
plasmdticas, na homeostase da glicose, na sintese de lipideos, no metabolismo de
xenobidticos, bem como na utilizacdo ciclica de vérios nutrientes (Ghafoory et al.,
2013). Ele também responde as variagdes metabdlicas de acordo com a concentracio de
hormonios circulantes (Nelson e Cox, 2011).

No presente estudo, os animais controle (sem tratamento com DHEA)
apresentaram oxidac¢do de glicose no figado 53% maior nos machos do que nas fémeas e
nao houve efeito do tratamento nos demais grupos (Figura 10A). O figado desempenha
um papel crucial no controle da homeostase da glicose, (Ghafoory et al., 2013), assim, a
glicose pode ser completamente oxidada, originando 6 moléculas de CO>, entrar para a
via das pentoses originando ribose, CO: e nicotinamida dinucleotideo fosfato
(NADPH), ou para a sintese de glicogénio ou ainda na rota da sintese de lipideos
(Nelson e Cox, 2011). Quando a necessidade de ATP estd diminuida ou a oferta de
substrato estd aumentada, o destino preferencial da glicose é gerar intermedidrios de
armazenamento de carboidratos que dardo origem ao glicogénio, e também estocar a
energia excendente na forma de lipideos (Ghafoory et al., 2013). O glicogénio, em

situacOes de jejum, pode ser rapidamente mobilizado a fim de manter os niveis de
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glicose no sangue dentro de limites homeostéticos (Ghafoory et al., 2013). A oxidacdo
completa da glicose rende seis moléculas de CO> ainda no ciclo do 4cido tricarboxilico
(Nelson e Cox, 2011). Para a rota biossintética de lipideos, € necessdrio nao apenas o
combustivel (os carbonos da glicose), mas também moléculas redutoras, neste caso,
NADPH (Nelson e Cox, 2011). A via das pentoses (geradora de NADPH) rende menos
CO2 (um por molécula redutora). Quando a glicose é destinada para a sintese de
glicogénio, o rendimento em CO; € nulo (Nelson e Cox, 2011).

E interessante observar que machos e fémeas apresentaram diferengas nas vias
de utilizacdo hepdtica da glicose. Nos machos a via preferencial parece ser a rota
biossintética de lipideos (Figura 10B) e também a oxidacdo completa da glicose (Figura
10A). Estudo realizado com mitocondrias isoladas de figado de ratos machos tratados
com DHEA resultou na estimulacdo da atividade respiratdria e aumento do potencial
energético (Patel e Katyare, 2007). Por outro lado, nas fémeas, a via preferencial parece
ser a sintese de glicogénio (Figura 10C). Os estudos comparando o metabolismo de
substratos especificos, como glicose e aminoécidos, entre machos e fémeas sdo poucos,
o que torna dificil a discussdo destes dados. Kokavec (2015) comparando o efeito da
administracdo de sacarose em biomarcadores do metabolismo energético em homens e
mulheres com enxaqueca verificou que o nivel de insulina no soro era maior nas
mulheres e a razdo glicose/insulina era maior em homens, concluindo que o efeito da
sacarose nos biomarcadores do metabolismo energético em machos e fémeas nao € igual
(Kokavec, 2015), Além disso, nas fémeas houve efeito do tratamento com uma reducdo

na sintese de glicogénio (Figura 10C) nas doses maiores (25 e 50mg/kg).

Em ovarios de fémeas (ratos wistar), o tratamento com DHEA (6 mg/100 mg de
peso corporal durante 25 dias) induziu aumento na fosforilagdo da proteina glicogénio

sintase cinase-3 (GSK3pB) em serina, a qual fosforila e diminui a atividade da enzima
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glicogénio sintase (Chen et al., 2009). Ratos Sprague-Dawley que foram submetidos a
injuria de cardtida e tratados durante 1 semana com DHEA (3 mg/kg) apresentaram
diminui¢do no remodelamento vascular da cardtida que foi correlacionado com
resultados encontrados num estudo em células hCASMCs onde o tratamento de DHEA
na dose de 100 umol/L durante 48 horas promoveu um aumento na atividade da GSK3
(Bonnet et al., 2009). Nas fémeas ovarectomizadas, a DHEA diminuiu a sintese de
lipideos no figado a partir da glicose nas trés doses utilizadas (Figura 10B).

Como observado no figado (Figura 10A), a captacdo de glicose no tecido
adiposo apresentou diferencas significativas entre os sexos sem efeito do tratamento
com DHEA (Figura 11A). Nas fémeas ovarectomizadas e sem tratamento, a captacao de
glicose foi 42% maior do que nos machos e o tratamento com DHEA reduziu de forma
significativa a captacdo de glicose apenas nas fémeas. O tecido adiposo € o maior
reservatorio de energia corporal (Lafontan e Langin, 2009; Peinado et al., 2010; Nelson
e Cox, 2011)e, neste tecido, a glicose captada pode ser oxidada até CO> ou pode entrar
para a via biossintética de lipideos (Nelson e Cox, 2011). J4 foi referido anteriormente
neste texto, que a DHEA possui efeito antiobesidade, neste sentido, uma menor
captacao pode representar menor sintese de lipideos, o que € consistente com esse efeito
antiobesidade da DHEA (Figura 11A).

E extensamente estudado e reconhecido o papel dos horménios sexuais no
metabolismo (Cuatrecasas et al., 1975; Elbers et al., 1999; Dubrovsky, 2005; Riant et
al., 2009; Fukai et al., 2011; Kelly e Jones, 2015). O estrogénio tem um papel
importante na regulacdo metabdlica e na deposi¢cdo de gordura corporal. Os baixos
niveis deste hormodnio que ocorrem na menopausa sdo associados com a reducdo da
gordura corporal subcutanea, por outro lado, transexuais (homens) que recebiam terapia

com estrogénio aumentaram a massa de gordura corporal (Elbers et al., 1999; Toth et
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al., 2000a; b). Por outro lado, em homens e mulheres que receberam reposicdo com
DHEA (50mg/dia) durante 6 meses, houve efeito diferente em homens e mulheres; nas
mulheres houve aumento de massa muscular magra, efeito androgénico, enquanto que
nos homens houve diminui¢do da massa gorda (Weiss et al., 2011).

Miusculo e tecido adiposo contribuem muito para a manutencdo da glicemia
(Defronzo et al., 1981; Defronzo, 2009), e, da mesma forma que no tecido adiposo, a
captacao de glicose no musculo séleo (Figura 12) dos animais sem tratamento foi 40%
maior nas fémeas ovarectomizadas e neste parametro a DHEA ndo teve efeito (Figura
12). No levantamento bibliografico ndo foram encontrados artigos que relacionem
DHEA e captacdo de glicose em tecido muscular. Entretanto, apesar de se tratar de
células de outro tecido, foi encontrado um artigo que avaliou a captacdo de glicose em
tecido de pulmdo de fetos de ratos, na auséncia de hormodnios sexuais, e, nestas
condic¢des, a captacdo de glicose foi 37% maior em tecido pulmonar de fémeas do que
de machos (Hart, Flozak e Simmons, 1998). Também ja foi descrito que os efeitos
potencialmente prejudiciais da obesidade e do diabetes no metabolismo da glicose em
miocdrdio, sdo mais pronunciados nos homens do que em mulheres (Peterson et al.,
2015).

Avaloiu-se também o efeito do tratamento com DHEA sobre o metabolismo da
leucina no musculo sé6leo (Figuras 13 A, B e C). Tanto a oxida¢do quanto a sintese de
proteinas e de lipideos a partir de leucina foram diferentes entre os sexos, mas o
tratamento com DHEA ndo produziu alteragdes significativas. Nos animais controle, a
oxidacdo de leucina nas fémeas foi menor do que nos machos (Figuras 13A). A
conversdo de leucina a lipideos e proteinas (Figuras 13B e 13C) nos animais controle,
foi 49% e 81% significativamente menores nas fémeas ovarectomizadas do que nos

machos, respectivamente, € ndo houve efeito do tratamento com DHEA neste
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parametro. Cerca de 80% da leucina € usada para a sintese proteica, enquanto o restante
¢ convertido a a-cetoisocaproato e B-hidroximetilbutirato no muisculo esquelético (Duan
etal.,2015).

A DHEA ¢ um hormoénio androgénio fraco, que intracelularmente pode ser
convertido a outros esteréides mais potentes, como a testosterona (Liu et al., 2013;
Kelly e Jones, 2015; Zhou et al., 2015). Alteracdes no estado funcional do sistema
enddcrino podem ocorrer ao longo da vida, levando a deficiéncia androgénica em
homens, a diminui¢do na ativagcdo do eixo-hip6fise-adrenal com diminuicao da secrec¢ao
de DHEA, além da diminui¢ao do GH que, finalmente levam a perda de massa muscular
(Racaru-Honciuc e Betea, 2014). Em nosso estudo, a menor sintese de proteinas em
fémeas com relacdo aos machos provavelmente pode estar relacionada a presenca da
testosterona, que naturalmente é maior em machos, e € bem descrito na literatura a
relacdo da testosterona com o aumento da massa muscular, ou seja, seu efeito
androgénico (Traish, Miner, et al., 2011).

Os resultados obtidos com este trabalho refor¢am a importancia da realiza¢do de
estudos com a utiliza¢do de machos e fémeas. A maioria dos resultados obtidos mostrou
diferencas significativas entre machos e fémeas ovarectomizadas submetidos ao
tratamento com DHEA e nem sempre foram observados efeito do tratamento com
DHEA. Como na maioria dos estudos clinicos utilizando DHEA, as fémeas mostraram
serem mais sensiveis ao tratamento com DHEA.

Outros estudos que avaliaram o metabolismo em machos e fémeas encontraram
diferencas na metabolizacdo dos diferentes substratos entre ambos (Catala-Niell et al.,
2008; Gomez-Perez et al., 2008; Kob et al., 2015). Ratos machos e fémeas que foram

submetidos a uma dieta hiperlipidica mostraram diferencas no ganho de massa muscular
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e ganho de massa gorda. Ratos machos tiveram maior eficiéncia energética e aumento
de adiposidade (Kob et al., 2015).

Considerando os efeitos metabdlicos encontrados, optou-se por estudar o efeito
da DHEA em ratos submetidos a uma dieta hipercalérica a longo prazo, mas nesse caso
o estudo foi realizado apenas com machos devido a dificuldade operacional de trabalhar
com um grande ndmero de animais durante tanto tempo, além dos custos e da questdao
ética do uso de niimero elevado de animais no estudo.

Cada vez mais se tem investigado o efeito da DHEA em animais tratados com
dietas tipicamente ocidentais, onde encontramos muitas calorias e poucos nutrientes. A
dieta ocidental tem como caracteristica principal ser rica em quilocalorias € pobre em
nutrientes essenciais € a0 mesmo tempo com baixos niveis de atividade fisica, a
chamada transi¢do nutricional, e assim tem levado a um aumento na
incidéncia/prevaléncia de obesidade (Popkin, 1994; 2003). No presente estudo, os ratos
que receberam uma dieta hipercalérica durante 23 semanas mostraram alteracdes em
alguns parametros bioquimicos, na ingestao caldrica e no peso corporal.

A ingestdo da dieta hipercaldrica "ad libitum" aumentou a ingestdo caldrica
diaria (Figura 14A) e a deposicdo de gordura retroperitoneal (Tabela 2). Varios estudos
tém mostrado que existe uma relacio entre o aumento da disponibilidade e do consumo
de dietas hipercaldricas e palataveis combinado com um estilo de vida sedentédrio e um
aumento da incidéncia de obesidade e suas comorbidades (Woods et al., 2004;
Koopman et al., 2013; Koopman et al., 2014). O peso corporal € controlado por
mecanismos homeostaticos, mas quando humanos ou animais sdo alimentados com
dietas hipercaldricas/hiperlipidicas este equilibrio € rompido e ambos se tornam obesos

(Woods et al., 2003; Stottrup et al., 2006).
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Neste estudo, o tratamento com DHEA foi incapaz de reverter o efeito do
aumento da ingestdo energética total (Figura 14A) e o ganho de peso (Figura 14B),
causados pela dieta hipercaldrica. Estudos experimentais que utilizaram tratamento com
DHEA “in vivo” mostraram efeitos na diminui¢do da ingestdo caldrica(Cleary e Zisk,
1986; Tagliaferro et al., 1986; Mohan et al., 1990), do peso corporal e da deposi¢do de
gordura (Weiss et al., 2011). Ratos magros e obesos tratados com DHEA na dieta (6 g
por kg de dieta) durante seis semanas mostraram uma reducdo de peso corporal e na
deposicdo de gordura (Cleary e Zisk, 1986; Tagliaferro et al., 1986; Mohan et al.,
1990).

Avaliacdo do peso dos tecidos (Tabela 2) mostrou que os pesos do tecido
adiposo branco e do figado aumentaram com a dieta hipercalérica, mas a DHEA nao
reverteu esse efeito. Villareal e Holloszy (2004) avaliaram o efeito da reposi¢do didria
de 50 mg de DHEA sobre quantidade de gordura abdominal em idosos humanos e
encontrou uma reducdo na darea da gordura visceral no grupo tratado com DHEA
(Villareal e Holloszy, 2004). Sabe-se que dietas hipercaléricas promovem aumento do
peso do figado por acimulo de lipidios nesse tecido que ao final produz esteatose
hepdtica (Buettner et al., 2004). Em nosso estudo, também foi observado aumento do
peso do figado promovido pela dieta hipercalérica e, o tratamento com DHEA ndo
reduziu o peso do figado.

No presente estudo, o peso do tecido adiposo marrom (Tabela 2) apresentou
efeito significativo da dieta e do tratamento, sendo que os animais com dieta
hipercaldrica e tratados com DHEA mostraram maior peso do tecido adiposo marrom.
Nao foi avaliada a quantidade de proteinas UCPs, mas o aumento de peso do tecido
adiposo marrom poderia ser um indicativo de uma atividade aumentada neste tecido.

Encontramos reduc¢do da glicemia (Figura 15 e Tabela 1) com o tratamento com DHEA
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em ratos submetidos a dieta hipercaldrica, e isto pode estar relacionado com o aumento
da oxidacdo de glicose no tecido adiposo marrom produzindo calor. Yamada e colegas
(1991) mostraram que o tratamento de animais com DHEA ativa o fator de proliferacdao
de peroxisoma (PPAR), PPARs estimulam UCPs, proteinas desacopladoras (Kelly et
al., 1998). A UCP-1 esta presente exclusivamente em tecido adiposo marrom
(Jacobsson et al., 1985). O tratamento com DHEA (0,5% peso/peso na dieta), de ratos
Long Evans Otsuka obesos, aumentou os niveis de UCP1 (Ryu ez al., 2003).

A ingestdo de alimentos hipercaldricos por tempo prolongado pode prejudicar a
tolerancia a glicose (Kretschmer er al., 2005). O misculo e o tecido adiposo sdo
responsaveis por 70-80% da captacdo de glicose estimulada por insulina e sdo
importantes tecidos-alvo de agdo deste hormonio (Defronzo, 2009). Em estados iniciais
de resisténcia a insulina, a sua sinalizacdo estd alterada e ndo ha prejuizo na captacio de
glicose nestes tecidos (Defronzo, 2009). Entretanto, em estigios avancados de
resisténcia a insulina pode ocorrer hiperglicemia, como ocorreu nos animais tratados
com dieta hipercaldrica (Figura 15, Tabela 1).

Estudo realizado com seres humanos (homens e mulheres) que utilizaram o
tratamento com DHEA (50 mg/kg/dia) durante 12 meses mostrou que a DHEA produz
uma melhora da resposta a sobrecarga de glicose no teste de tolerancia a glicose (TTG)
e reduz a circunferéncia da cintura (Weiss et al., 2011). Semelhante ao estudo de Weiss
(Weiss et al., 2011), no presente estudo os ratos que receberam DHEA mostraram
melhora da resposta a sobrecarga de glicose “in vivo” (Figura 15). Os animais que
receberam dieta hipercaldrica (HV) apresentaram um valor aumentado da area sob a
curva (AUC) com um aumento de 59% em comparacdo com grupo com dieta
normocalérica sem DHEA (CV) e quando a DHEA foi administrada a AUC diminuiu

(HD com 20% de redu¢do em comparacdao ao HV). Estes resultados indicam que o
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tratamento com DHEA melhorou a tolerancia a glicose nos grupos que receberam a
dieta hipercaldria.

Como a DHEA melhorou a resposta a estimulagdo com glicose “in vivo”,
decidimos avaliar a captacdo de glicose, “ex vivo” e “in vitro” no tecido adiposo
retroperitoneal e musculo gastrocnémio (Figura 18A, 20). No tecido adiposo, a dieta
hipercaldrica diminuiu a captagdo de glicose (Figura 18A), sugerindo uma resisténcia a
insulina neste local, e o tratamento com DHEA aumentou a captagdo de glicose para
niveis semelhantes ao grupo controle (CV). No miusculo gastrocnémio, encontramos o
efeito da dieta diminuindo a captagdo de glicose (Figura 20). Neste pardmetro a anélise
estatistica mostrou interacdo entre dieta e tratamento, assim o efeito do tratamento
depende da dieta a qual os animais foram submetidos (P = 0,008).

Em linhagem celular de pré-adipdcitos subcutineos humanos, McNelis e
colaboradores (2013), verificaram um aumento na captacio de glicose apds tratamento
com DHEA, o que € consistente com a melhora da hiperglicemia e da resisténcia a
insulina observada apés tratamento com DHEA “in vivo” em nossos experimentos e
outros (Villareal e Holloszy, 2004). Em adipdcitos de ratos, o tratamento com DHEA
mimetizou a acdo da insulina na via da PI3K e ativou a proteina cinase C (PKC),
aumentando a captacdo de glicose (Kajita et al., 2000). Liu e Dillon (Liu e Dillon, 2002;
2004) identificaram e caracterizaram uma proteina receptora ligada 2 membrana que
interage especificamente € com elevada afinidade com DHEA em varios tecidos.
Acredita-se que este efeito ocorra por aumento dos niveis de monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc) intracelulares (Liu e Dillon, 2002; 2004). A hipdtese € que, apds a
ativacdo de GMPc e ativacdo da PI3K, ocorre a ativacdo da PKB/AKT iniciando o

efeito da DHEA (Traish, Kang, ef al., 2011). A AKT € responsavel por controlar varios
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mecanismos intracelulares, incluindo a captagdo de glicose (Traish, Kang, ef al., 2011;
Rutkowski et al., 2014).

Os resultados da concentracdo de glicogénio no coragdo (Tabela 3) e o aumento
na quantidade de proteina pAKT (Figura 21) neste tecido podem reforcar o fato de que a
DHEA foi capaz de aumentar a fosforilacdo da AKT. Estudos de nosso grupo de
pesquisa tém demonstrado que o tratamento com DHEA aumenta a fosforilagdo da AKT
no coracdo (Jacob et al., 2008; Jacob et al., 2009; Jacob et al., 2010), figado (Jacob et
al.,2011) e SNC (Janner et al., 2010). Além disso, em linhagem de adipdcitos 3T3-L1 o
tratamento com DHEA aumentou a captacdo de glicose via PI3K de maneira dose
dependente, resultando em aumento da translocacdo de transportadores de glicose
GLUT4 para a membrana plasmatica das células e este efeito foi independente do
receptor de insulina ou da ativacdo da AKT (Perrini et al., 2004). Além disto, o
tratamento com DHEA em ratos (10 mg / kg / peso) aumentou a sensibilidade a insulina
através do aumento do nivel de fosforilacdo da PI3K em miusculo e figado (Campbell et
al., 2004). Outro experimento que utilizou tratamento com DHEA (10 mg/kg) mostrou
um aumento no teor de AKT fosforilada no SNC (Janner et al., 2010) e figado (Janner
Dda et al., 2010; Jacob et al., 2011). No entanto, mais estudos sdo necessdrios para
esclarecer o mecanismo de acdo da DHEA sobre a captacao de glicose.

Em pacientes que apresentam resisténcia a insulina, observa-se uma
incapacidade da insulina em diminuir a producdo de glicose hepdtica, a lipdlise o tecido
adiposo e em estimular a captacdo de glicose no musculo e em tecido adiposo (Defronzo
et al., 1981; Unger e Orci, 2001; Defronzo, 2009). Alguns tecidos, tais como 0s
eritrocitos € o0 SNC, tém uma demanda continua de glicose e, em periodos de jejum, o
figado (e os rins, em menor extensdo) produz glicose-6-fosfato para a manutencio da

glicemia através da gliconeogénese (Defronzo et al., 1981; Unger e Orci, 2001;
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Defronzo, 2009). Durante o jejum, existe uma liberacdo considerdvel de alanina pelo
musculo esquelético. Esta alanina € formada a partir da conversdo do piruvato que, por
transaminacao, recebe um grupo amino das proteinas que foram catabolizadas. Esta
alanina deixa o musculo e é exportada para o figado, onde pode ser transaminada ou
desaminada para formar piruvato que em seguida, segue a via da gliconeogénese. Este é
o ciclo de glicose-alanina (Smith, Marks e Lieberman, 2007; Nelson e Cox, 2011). Em
pacientes diabéticos e em estados de resisténcia a insulina ocorre uma dificuldade em
reduzir a producdo hepdtica de glicose com um aumento da gliconeogénese e da sintese
de glicogénio a partir de alanina (Defronzo, 2009).

Como observamos uma melhora da glicemia e um aumento da captacdo de
glicose no tecido adiposo, decidimos verificar a sintese de glicogénio a partir de glicose
(Figura 17A) e de alanina (Figura 17B) no figado e a partir de glicose no musculo
(Figura 19C). Na sintese de glicogénio hepatico a partir da glicose, ndo houve diferenca
significativa, no entanto, podemos observar que a dieta diminuiu a sintese de glicogénio
em 28% e, quando a DHEA foi administrada, os valores voltaram aos niveis do grupo
controle (CV). Nao foi encontrada diferenca na sintese de glicogénio a partir de alanina
com a dieta hipercaldrica, no entanto, houve interacdo entre dieta e tratamento. Os
animais com dieta hipercaldrica tiveram mais sintese de glicogénio a partir de alanina
(gliconeogénese indireta) e quando a DHEA foi administrada esta sintese diminuiu aos
niveis do grupo controle (CV). O tratamento com DHEA ndo tem qualquer efeito na
captacdo de glicose no musculo gastrocnémio e na sintese de glicogénio no musculo
sOleo. No entanto, os grupos com dieta hipercaldrica mostraram um aumento na sintese
de glicogénio no séleo. (Figura 19C), provavelmente em fun¢do da contribuicdo dos

substratos fornecidos pela dieta. Pela avaliacdo da sintese de glicogénio, nosso estudo
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ndo parece indicar uma melhor utilizagdo da glicose por esta via, mas se ndo ocorre
melhora na glicemia, onde a glicose poderia estar sendo utilizada?

Quando se avaliou os dados da producdo de glicose hepatica (Figura 17B) em
conjunto com a produ¢do de CO> no musculo séleo (Figura 19A) e, na concentragdo de
glicogénio do coragdo (Tabela 3), observou-se que a gliconeogénese € menor e ao
mesmo tempo, a oxidagcdo da glicose a CO2 no musculo séleo e a concentracdo de
glicogénio no cora¢do sdo maiores em animais submetidos a dieta hipercalérica e
tratados com DHEA. Provavelmente ajudando a manter os niveis mais baixos de glicose
no sangue no grupo dieta hipercalérica com DHEA (HD). Além disso, quando a glicose
€ convertida através da glic6lise em dois fragmentos de trés carbonos, estes tanto podem
seguir para o ciclo de acido citrico (TCA), em que todos os dtomos de carbono da
glicose podem ser transformados em CO:2 ou ndo, isto dependerd do estado metabdlico
ao qual o animal vai estar submetido (Smith, Marks e Lieberman, 2007; Nelson e Cox,
2011).

Usando a glicose como substrato, investigamos a produ¢do de CO e a sintese de
lipidios no miusculo séleo e figado. No figado (Figura 16B) e no musculo séleo (Figura
19B), com relacdo a sintese de lipideos ndo se observou diferencas significativas.
Entretanto, na producdo de COz no figado (Figura 16A), a andlise estatistica mostrou
efeito da dieta e do tratamento e também a interacao entre a dieta e o tratamento (P =
0,045). Os grupos com dieta hipercalérica tinham niveis baixos de producdo de CO; em
comparacdo com ao grupo com dieta controle. Os grupos tratados com DHEA tinham
também reducdo dos niveis de oxidacdo, quando comparados com os animais tratados
com veiculo.

No presente estudo, a conversdo de glicose hepatica em CO; foi menor nos

animais com dieta hipercaldrica e também em animais submetidos ao tratamento com
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DHEA (Figura 16A). Bobyleva e colaboradores (1993) avaliou o metabolismo do
figado de ratos submetidos ao tratamento com DHEA e mostrou que a DHEA diminuiu
a utilizacdo de oxigénio por oxidacdo de substratos em peroxissomos (Bobyleva et al.,
1993). De acordo com Lardy e colaboradores (1995) ratos tratados com DHEA
aumentaram a atividade de transporte do glicerol-3-fosfato associado com o aumento da
transferéncia de elétrons das mitocondrias para o citosol, através do malato ou do citrato
e também um aumento da producdo de NADH/NADPH no citosol, quer pela
dependéncia da enzima madlica ou pela desidrogenase isocitrica NADPH, cujas
atividades sdo refor¢adas com o tratamento com DHEA (Lardy et al., 1995).

H4 uma diferenca significativa na producdo de COz no tecido adiposo que
mostrou um efeito estatisticamente significativo da dieta e do tratamento (Figura 18B).
O efeito do tratamento com DHEA ¢ diferente, dependendo da dieta. Em animais com
dieta hipercaldrica o tratamento com DHEA aumenta a producio de CO2 e em animais
com dieta controle e tratamento com DHEA diminui a produ¢do de CO2. No musculo
sOleo (Figura 19A), a andlise estatistica mostrou que na dieta hipercalérica aumentou a
producdo de CO.. No entanto, quando os animais foram submetidos a dieta
hipercaldrica e tratados com DHEA (HD) foi observado um aumento de 80% na
producdo de CO, ndo significativo, em relacdo ao grupo controle veiculo (CV).

As alteragdes no perfil lipidico estdo associadas a doencas cardiovasculares e,
também ja foi demonstrado que existe uma relacdo inversa entre a concentracdo de
DHEA e seu sulfato (DHEA-S) no plasma e as doencas cardiovasculares (Feldman et
al., 1998). Entretano, Porsova-Dutoit e colaboradores (2000) fizeram uma revisao
critica do papel protetor da DHEA/DHEA-S sobre a aterosclerose e a doenga arterial
coronariana e nao encontrou nenhuma evidéncia de prote¢cdo de mulheres e homens em

relacdo a concentracdo plasmitica de DHEA / DHEA-S (Porsova-Dutoit, Sulcova e
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Starka, 2000). Ratos fémeas alimentados com dieta rica em lipidios e tratadas com
DHEA na dieta (0,5% peso/peso) apresentaram uma diminui¢do na massa de gordura e
melhora no perfil dos lipidios (Perez-De-Heredia et al., 2008). No presente estudo, o
colesterol total e o colesterol de alta densidade nao apresentaram diferencas entre os
grupos (Tabela 1). Nos triglicerideos s6 foi observado o efeito da dieta hipercaldrica e o
tratamento com DHEA ndo teve efeito sobre este pardmetro. Outro estudo com a
suplementagdo de DHEA encontrou uma diminui¢cdo do colesterol no plasma de ratos
(Cleary et al., 1984).

A obesidade estd associada a muitas doencas tais como a esteatohepatite ndo
alcoolica que se caracteriza pela esteatose hepdtica, com acimulo de triglicerideos de
forma anormal nas células do figado (Buettner et al., 2004; Kotronen et al., 2008;
Koopman et al., 2014). Esta doenca deve ser reconhecida como componente hepatico da
sindrome metabdlica (Chung et al., 2014). O aciumulo de lipidios nos hepatdcitos leva
ao estresse oxidativo que pode causar danos no figado (Chung et al., 2014). No presente
estudo, a concentragdo de TG no figado foi maior nos animais com dieta hipercaldrica e
DHEA nio teve efeito. Os niveis de ALT sdo considerados um bom indicador para os
danos celulares do figado (Pratt e Kaplan, 2000). Em nosso estudo, o tratamento com
DHEA teve um efeito positivo sobre a atividade da ALT, ou seja, os animais
submetidos ao tratamento com DHEA tinham niveis mais baixos de ALT no soro
quando comparados aos animais com dieta hipercalérica sem DHEA. Assim, a DHEA
parece ter um efeito benéfico sobre este parametro. Do mesmo modo, os animais com
dieta hipercaldrica mostraram niveis mais elevados de acido trico e ureia, no entanto,
quando a DHEA foi administrada, estes niveis foram reduzidos significativamente.
Estes resultados sugerem que a administracdo de DHEA pode ser benéfica também para

a fung¢do renal.
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A DHEA também reduziu a concentracdo de colesterol no figado de animais
com dieta hipercaldrica. Estudos t€ém mostrado que os niveis plasmaticos baixos de
DHEA estao associados com elevada morbidade cardiovascular (Feldman ef al., 2001) e
com doencas corondrias (Herrington er al., 1990; Ishihara et al., 1992; Herrington,
1995). Estudo com humanos mostraram que os niveis de DHEA, mais do que o perfil
lipidico, é um fator importante para determinar o risco cardiovascular. Os niveis de
DHEA mostram uma relacdo inversa com o tamanho da placa aterosclerdtica em
car6tidas humanas, enquanto o nivel de colesterol no plasma ndo (Liu ef al., 2008).
Embora ndo se tenha observado efeito da DHEA em todos os pardmetros metabdlicos,
parece que em ratos submetidos a uma dieta hipercaldrica e tratados concomitantemente
com DHEA apresentam efeito na funcdo hepatica e no metabolismo dos tecidos
adiposo, séleo e cardiaco influenciando os niveis de glicose no soro.

Entre os resultados obtidos a DHEA foi capaz de alterar o metabolismo
cardiaco, onde verificamos interessante efeito deste tratamento sobre o conteido de
glicogénio e na quantidade de pAKT no coracdo dos animais submetidos a uma dieta

hipercaldrica.

Estudos tém mostrado o efeito da DHEA sobre diferentes aspectos relacionados
a insuficiéncia cardiaca (Nakamura et al., 2004; Jacob et al., 2008; Aragno et al., 2009;
Jacob et al., 2009; Jacob et al., 2010), ao estresse oxidativo (Nakamura et al., 2004;
Jacob et al., 2008; Aragno et al., 2009; Jacob et al., 2009; Jacob et al., 2010), a
aterosclerose e a mortalidade por doengas cardiovasculares (Nakamura et al., 2004;
Jacob et al., 2008; Aragno et al., 2009; Jacob et al., 2009; Jacob et al., 2010).

Dentre as alteracdes cardiovasculares, podemos salientar a formacado da placa
aterosclerotica nas artérias corondrias, o que leva a uma diminui¢do do fluxo sanguineo

para o musculo cardiaco (Beckstrom et al., 2007), consequentemente a diminui¢do do
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fluxo sanguineo leva a menor oferta de nutrientes e de oxigénio, caracterizando uma
situacdo de hipdxia (Bliss, 2015).

Uma vez que em uma situacdo de aterosclerose, o fluxo sanguineo para o
miusculo cardiaco encontra-se prejudicado, e buscando esclarecer melhor o papel da
DHEA em células cardiacas nessas condi¢des, foram realizados experimentos com o
objetivo de avaliar o efeito da DHEA em cardiomidcitos sumetidos a hipoxia e a
reoxigenacdo. Culturas de cardiomidcitos, geralmente de coracOes de ratos neonatos,
sao amplamente utilizadas para investigar alteracdes celulares da resposta a hipoxia que
incluem desde o aumento no tamanho celular até a reorganizacdo de proteinas contréteis
com a regulacdo para cima ou para baixo das enzimas celulares (Watkins, Borthwick e
Arthur, 2011). Porém, a grande desvantagem deste tipo de estudo é o grande nimero de
animais necessdrios para obtencdo de resultados e atualmente, existe uma grande
preocupacdo dos pesquisadores em diminuir o nimero de animais nas pesquisas
(Watkins, Borthwick e Arthur, 2011). Assim os experimentos com linhagem de
cardiomidcitos prové uma alternativa para o estudo de vias de sinalizagdo intracelular e
alteracdes celulares em diferentes condi¢des experimentais (Watkins, Borthwick e
Arthur, 2011).

A diminui¢do da concentracdo de oxigénio nas células gera uma situacdo de
hipéxia (Hannah et al., 1995; Zampetaki et al., 2004; Walmsley et al., 2005). Situagdes
que levam a uma hipdxia interminente, como a apnéia do sono ou a anemia, podem
representar uma situagdo de hipdxia (Bliss, 2015). Menos hemoglobina para carrear
oxigénio, menor quantidade de oxigé€nio chegando a célula que, por fim, leva a uma
ativacdo da expressdo do fator nuclear kappa-B (NFK-B), iniciando um processo

inflamatério (Lacedonia et al., 2015).
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Em estdgios avancados de obstru¢do de um vaso, ocorre a interrup¢do do fluxo
sanguineo local, o que leva a uma diminuicao nos niveis de ATP celular e alteragdo na
atividade enzimatica da xantina desidrogenase, a qual passa a ter funcdo de oxidase. Se
ocorrer reperfusdo local, essa reoxigenacdo prové substrato para a Xxantina
desidrogenase formar espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo se instala
(Mccord, 1985; Parks e Granger, 1986; Granger, 1988; Canas, 1999; Droge, 2002;
Harrison, 2002).

O processo de formacdo de EROs gera um processo inflamatério local, piorando
o quadro do paciente cardiopata (Kim et al., 2015; Li et al., 2015; Virzi et al., 2015). A
resposta inflamatéria induzida pela hipdxia resulta na ativacdo de células do sistema
imune e da ativacdo de vias de sinalizacdo ‘downstream’, com a inducdo de citocinas
proinflamatdrias e quimiocinas (Chen e Nunez, 2010; Eltzschig e Eckle, 2011). Além
disso, a baixa concentracdo de oxigénio prolonga a sobrevivéncia de neutréfilos e
aumenta a permeabilidade endotelial (Walmsley et al., 2005).

A avaliacdo da formacdo de EROs nos cardiomidcitos submetidos ou ndo a
hipdéxia/reoxigenagdo mostrou que as células submetidas a condicdo hipdxica mais
tratamento com DHEA diminuiram significativamente o conteudo intracelular de
espécies reativas de oxigénio (Figura 22). Alguns estudos tém sugerido um efeito
antioxidante da DHEA (Schauer et al., 1990; Rom e Harkin, 1991; Aragno et al., 2000),
enquanto outros relataram efeito pré-oxidante, dependendo das condi¢des experimentais
(Mastrocola et al., 2003). Em ratos, a administracdo aguda de uma tnica dose de DHEA
(100, 50 ou 10mg/kg/peso) promoveu fracdes de LDL mais resistentes a peroxidagdo
lipidica induzida por cobre (Boccuzzi et al., 1997). Além disso, a DHEA inibiu em
aproximadamente 90% a oxida¢do de LDL humana in vitro (Khalil ef al., 1998). Uma

das consequéncias patoldgicas da DM € que ela ocasiona aumento na formagdo de
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espécies reativas de oxigé€nio e estresse oxidativo (Reaven, 1997; Defronzo, 2009).
Ratos diabéticos tratados com DHEA e sujeitos a isquemia por oclusdo da cardtida,
apresentaram uma resposta protetora aos danos causados em neurOnios pela isquemia
seguida de reperfusio (Aragno et al., 2000).

As EROs produzidos durante a isquemia/reperfusdao induzem a ativacdo da
enzima nuclear poli(ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1). A PARP promove quebra do
DNA, utilizando NAD" como substrato para produzir cadeias ndo-conjugadas de
polimeros de ADP-ribose (Rouleau et al., 2010). Isto resulta num ripido declinio no
contetdo intracelular de NAD™. A ressintese de NAD* requer ATP e desta forma gera
uma demanda pesada de estoques de energia celular e metabolismo energético. A
incapacidade das células para suprir esta energia leva a morte celular tanto por necrose
quanto por apoptose (Schumer et al., 1992; Lieberthal e Levine, 1996; Padanilam,
2003). O NAD" citosélico serve como aceptor de elétrons na via glicolitica, para
posterior oxidacdo na cadeia mitocondrial transportadora de elétrons ou para a formacao
de lactato no citosol, dependendo das condicdes de oxigénio celular, logo, o consumo
de NAD acaba por inibir a glicélise, depletando ATP e, finalmente, leva a morte celular
(Cohen e Barankiewicz, 1987).

Durante a apoptose, vérias proteinas sofrem degradacdo pelas caspases,
incluindo a prépria PARP-1, que € convertida de um polimero de 116 kDa para
fragmentos de 89 e 24 kDa (Kaufmann et al., 1993; Cohen, 1997). Como apresentado
na Figura 23, a condicio a qual as células sdo submetidas (norméxia ou
hipéxia/reoxigenagdo) produziu diferenca, ou seja, as células submetidas a
hipéxia/reoxigenagdo (com ou sem DHEA) mostraram aumento na expressao da enzima

PARP-1, e nao houve efeito do tratamento. No entanto, avaliando as médias da

densidade das bandas que representam a expressdo protéica da PARP-1, verificamos
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que, quando as células eram submetidas a condi¢do de hipdxia/reoxigenacdo mais
tratamento com DHEA a expressdo da PARP-1 era 24,35% menor do que nas células
submetidas a hipdxia/reoxigenacdo sem o tratamento com DHEA. Em estudos de
neurdnios submetidos a hipéxia houve um aumento da expressio da PARP-1, o que
causou abertura de poros de transicdo mitocondriais (MTP - mitochondrial transition
pores) levando a morte neuronal (Yu et al., 2002; Culmsee et al., 2005). O aumento da
formacdo de EROs, a radiacdo UV e outros agressores celulares sdo capazes de ativar
PARP-1 (Virag et al., 2013).

O processo apoptdtico € executado por cisteina proteases intracelulares
denominadas caspases (Adams, 2003). As caspases tém um papel fundamental na
apopstose, especialmente as caspases 3, 6, € 7 que t€m sido implicadas na fase de
execucdo de apoptose; sua ativacdo, e subsequente clivagem, sdo de fundamental
importancia na fisiologia apoptotica (Salvesen e Dixit, 1997; Pop e Salvesen, 2009). A
apoptose € um processo biolégico que remove as células nao-vidveis e potencialmente
perigosas € € implementada por meio da ativacdo de uma cascata de sinalizacdo
conservadas durante a evolucao (Juraver-Geslin e Durand, 2015). Em camundongos, a
delecdo do gene que expressa a caspase 3 foi incompativel com a sobrevivéncia da prole
(Adams, 2003). A expressdo da caspase 3 (32 kDa) foi menor nas células submetidas a
condicdo de hipdxia mais tratamento com DHEA em relacdo as células sem DHEA
(Figura 29).

Em células sauddveis, a caspase 3 estd presente na forma de zimogénio e isto
mantém a proteina denominada BH3 junto a membrana mitocondrial, longe da proteina
Bcl2 (Adams, 2003). A Bcl2 é considerada uma proteina antiapoptética e comanda
eventos celulares de sobrevivéncia (Adams, 2003). Quando ocorre estimulo apoptoético,

a BH3 desliga-se da membrana e liga-se a Bcl2 na mitocondria, que recruta Bax e Bak
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em oligdbmeros na membrana externa da mitocOndria, levando a sua permeabilizacdo
(Adams, 2003). A subsequente liberacio do citocromo C induz a formacgdo de
‘apoptossomas’ a partir da proteina Apaf e pro-caspase 9, que, finalmente, ativam a
caspase 3, e estes eventos em cadeia levam a apoptose (Adams, 2003).

A andlise estatistica mostrou que a condi¢do a qual as células foram expostas
(hipoxia/reoxigenacdo) e o tratamento com DHEA, ndo provocaram diferenga na
expressdo das proteinas pré e antiapoptodticas, Bax (Figura 24) e Bcl2 (Figura 25),
respectivamente. No entanto, quando foi calculada a razdo Bcl2/Bax (Figura 26),
observa-se que os grupos na condi¢do de hipdxia/reoxigenacdo tiveram reducdo média
de 23% nessa razdao. Um estudo realizado com células ovarianas humanas submetidas
ao tratamento com DHEA, mostrou um aumento significativo na razdo Bcl2/Bax,
indicando um efeito anti-apoptético neste tipo de célula (Tsui et al., 2014). Em nosso
estudo, o tratamento com DHEA néo alterou a expressdo de ambas, Bcl2 e Bax, mas foi
observada uma redugdo significativa da razdo Bcl2/Bax nas células submetidas a
hipéxia/reoxigenagdo, e nao houve efeito da DHEA (P=0,03). Estes resultados mostram
que existe um quadro celular favoravel a morte apds a submissdo a condicdo de
hipéxia/reoxigenagdo. Em um experimento em que foi utilizada a linhagem celular
HO9C2, observou-se que estas células apresentaram um aumento significativo na morte
celular e nas vias pro-apoptéticas quando submetidas a 48 horas de hipdxia (sem
reoxigenacdo) e meio de incubagdo sem DMEM (apenas com soro fetal bovino)
(Bonavita et al., 2003). No levantamento bibiogrifico realizado utilizando os
indexadores Bcl, Bax e DHEA foram encontrados 4 artigos ndo relacionados
diretamente com a funcao cardiaca. Os artigos encontrados avaliaram o efeito da DHEA
e restricdo caldrica em camundongos transgénicos com deficiéncia na via apoptética

pS3 em timo (Wang et al., 1997). Outro artigo avaliou a expressao alterada de Bcl2 e
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Bax em foliculos ovarianos de ratos com sindrome de ovario policisticos tratados com
DHEA (Bas et al., 2011).

Apesar dos menores niveis intracelulares de radicais livres identificados pelos
niveis de DCFH, quando foi avaliada a expressao proteica das enzimas SOD (Figura 27)
e CAT (Figura 28) ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos
exprimentais. Em cardiomiécitos H9C2, com seis horas de tratamento hipdxico, foi
observado um aumento da atividade da enzima SOD (Zhang et al., 2015). Entretanto,
em neurdnios, a condi¢do hipéxica diminuiu a expressao da SOD (Rani e Prasad, 2014).
A maioria dos estudos que avaliaram condicdes hipoxicas em células HIC2, em
diferentes tempos de exposic¢do, verificaram a atividade das enzimas antioxidantes
(SOD e CAT) e encontraram um aumento na atividade de ambas (Bryan et al., 2011;
Campos et al., 2014; Hu et al., 2014). Na pesquisa bibliogréfica realizada nas principais
bases, ndo foram encontrados artigos que tivessem avaliado a expressdo de SOD e CAT
em cardiomidcitos expostos a hipoxia/reoxigenacdo tanto em experimentos in Vvivo
quanto in vitro.

O sistema antioxidante endégeno € constituido por diferentes enzimas, como a
SOD, CAT, glutationa e tioredoxina (Droge, 2002; Halliwell, 2011). Mas, além dos
antioxidantes endégenos diversos componentes exdgenos tém a func¢do de neutralizar
radicais livres e que j4 estdo bem estabelecidos na literatura, tais como vitaminas C e E,
acido lipdico, coenzima Qio, flavonoides e outros polifenois (Droge, 2002; Halliwell,
2011) e mesmo a DHEA (Rom e Harkin, 1991; Khalil et al., 1998; Aragno et al., 2000;
Aragno et al., 2009). Em células aerdbicas, os radicais livres sdo constantemente
produzidos e, uma vez produzidos eles sdo removidos por defesas antioxidantes
incluindo SOD,CAT, glutationa-peroxidase e superdxido-dismutase (Droge, 2002;

Djordjevic, 2004; Halliwell, 2011).

114



Apesar de ndo termos encontrado diferenca estatistica entre os grupos
experimentais, ¢ importante ressaltar que, do ponto de vista bioldgico, uma diminui¢do
de 37% e 50% na expressdao de SOD e CAT, respectivamente, pode ser fisiologicamente
relevante. Além disso, a diminuicdo de EROs avaliada pelos niveis de DCFH pode
indicar que a propria DHEA, estaria neutralizando os radicais livres e assim
possivelmente determinando menor expressao de SOD e CAT nos grupos tratados com
DHEA. Foi observado que a DHEA protege as funcdes mitocondriais apds andxia-
reoxigenacao em um mecanismo possivelmente envolvendo uma a¢do direta da DHEA
nas membranas mitocondriais (Morin et al., 2002). Adicionalmente, em alvéolos, in
vitro, a DHEA inibiu a liberacdo espontanea do radical superéxido (Rom e Harkin,
1991).

Cabe salientar que estes resultados sdo preliminares e mais estudos precisam ser
realizados a fim de avaliar o mecanismo de acdo da DHEA sobre a formagdo de EROs,
de mecanismos de protecdo antioxidante, bem como a acdo da DHEA sobre o

metabolismo de cardiomidcitos.

6. CONCLUSOES

A utilizacdo da metodologia para a implantagdo dos pellets com DHEA
mostrou-se efetiva em manter as concentracdes séricas de DHEA altas durante 30 dias
sem alterar a testosterona. Isto foi verificado tanto em machos quanto em fémeas. Para
as trés doses utilizadas as fémeas se mostraram mais sensiveis ao efeito do tratamento
com DHEA do que os machos. Nos animais sem tratamento, foi observado que existe
uma diferenca metabdlica inerente ao sexo, ou seja, a metabolizacdo de substratos foi

diferente entre machos e fémeas.
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A administra¢do de dieta hipercaldrica durante vinte e trés semanas para ratos
machos foi capaz de induzir obesidade. O tratamento com DHEA foi efetivo em
melhorar pardmetros séricos, como glicemia, concentragdo de alanina-amino-
transferase, dcido drico e ureia. Com relacdo ao metabolismo tecidual, apds a dieta
hipercaldrica e o tratamento com DHEA observaram-se alteracdes significativas na
oxidac¢do de glicose e na sintese de glicogénio a partir de alanina no figado. No tecido
adiposo foi observado efeito na captacido de 2-deoxiglicose e oxidacdo de glicose. No
coragdo verificou-se alteragdo no conteido de pAKT e de glicogénio. No musculo

esquelético ndo foi observado efeito da DHEA.

A incubagdo de cardiomidcitos HOC2 com 0,1 uM de DHEA promoveu uma
reducdo significativa na producao de espécies reativas de oxigénio apds submissdao a um
protocolo de hipdoxia e reoxigenagdo. As enzimas antioxidantes SOD e CAT ndo
apresentaram efeitos significativos apesar de seu conteido mostrar-se reduzido apds
tratamento com DHEA. O tratamento com DHEA foi capaz de reduzir o conteido de

caspase 3.

O tratamento com DHEA parece ter um efeito positivo como protetor celular,
uma vez que diminui o estresse oxidativo e a expressao de enzimas pro-apoptdticas em
cardiomidcitos submetidos a um protocolo de hipdxia e reoxigenacdo. Ao mesmo
tempo, no modelo in vivo, foi observado que o tratamento com DHEA pode aumentar a

fosforilagdo da proteina AKT no coracdo de ratos submetidos a uma dieta hipercaldrica.
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Figura 30. Proposta da a¢do metabdlica da DHEA no metabolismo de carbiodratos em animais
submetidos a uma dieta hipercalérica.

117



7. PERSPECTIVAS:

Diante dos resultados encontrados a partir deste trabalho, novas perguntas foram

geradas e, com isto, algumas perspectivas:

a)

b)

Em ratos machos e fémeas, submetidos ou ndo a dieta hipercaldrica e tratados
com DHEA na dose de 25 mg/kg:

Verificar parametros metabdlicos (captacdo, oxidagdo e sintese de lipideos) em
miusculo (esquelético e cardiaco), figado e tecido adiposo (branco e marrom)
utilizando como substratos: glicose, alanina e leucina;

Verificar concentragdes de substratos frios em figado (glicogénio, triglicerideos
e colesterol total), coracdo e musculo esquelético (glicogénio);

Verificar a concentragdo de DHEA nos proprios tecidos como: coragao, muisculo
esquelético, figado e tecido adiposo;

Em linhagem celular de cardiomidcitos, utilizando a dose de 0,1 uM de DHEA
verificar parametros metabdlicos, inflamatdrios e de estresse oxidativo:
Captacgao de glicose, oxidagao e sintese de lipideos a partir de glicose
Metabolismo da leucina;

Investigar o mecanismo intracelular de acdio da DHEA em melhorar glicemia
utilizando bloqueador da via da PI3K utilizando Wortmannin;

Avaliar, no meio de incubagdo das células fatores inflamatérios (TNF-o, ILs e
caspases clivadas);

Avaliar o efeito da DHEA sobre o conteido e atividade de enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GSH

Avaliar o conteido de marcadores de dano oxidativo celular como F-8-

1soprostanos € malondialdeido;
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Avaliar a resposta celular ao estresse oxidativo verificando a expressao do fator

nuclear eritréide (nrf2) e o elemento responsivo antioxidante (ARE);
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