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RESUMO

Estudos que avaliam o metabolismo fornecem sudssfghra entender como os
organismos reagem em relacao a tratamentos e.d2tssbrepeso e a obesidade estao
alcancando elevadas propor¢cdes ao redor do munds governos, e a propria
sociedade, tém se empenhado na tentativa de caneBtdeepidemia. Outro aspecto que
devemos relacionar nos estudos de metabolismouest&p de género, pois a maioria
dos estudos utiliza como modelo experimental radgoscamundongos machos.
Entretanto, quando se propde protocolos de trattmmesmos a tendéncia a extrapolar
os resultados também para as fémeas, 0 que ndad&lhdo parece muito adequado.
Atualmente, essa ideia vem mudando e alguns pestues tém considerado a
proposta de realizar estudos experimentais utiiazanachos e fémeas, até mesmo para
experimentos que utilizem células. Ainda em relag&o metabolismo, podemos
evidenciar o problema da obesidade que tem se dormnema epidemia mundial
recebendo o nome de “Globesidade”. As dietas hipditas e hipercaldricas tém
levado a populacdo mundial a apresentar alteragesu metabolismo principalmente
relacionadas as dislipidemias, as quais podem temoc consequéncia o
desenvolvimento de alteracdes cardiovascularesmAss estudos experimentais que
investigam o metabolismo do coracdo também sertoimgortantes, particularmente
em nivel celular, pois € o local onde os eventodabddicos acontecem. A
Desidroepiandrosterona (DHEA) € um horménio estierajue tem efeitos sobre o
metabolismo, sindrome metabdlica, obesidade, éesist a insulina e doencas
cardiovasculares. Ha na literatura, alguns estgdesrelatam que a administracdo de
DHEA produz efeitos diferentes em machos e em fémaasim, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da DHEA em: a) ratossidl, machos e fémeas
ovarectomizadas, com dieta padrdo e que receb&antento com diferentes doses de
DHEA, b) ratos Wistar machos, submetidos ou nama dieta hipercaldrica e tratados
com DHEA (25mg/kg), c) linhagem celular (H9C2) deniriculo cardiaco de ratos
submetidas, ou ndo, a hipdxia e reoxigenacdo adaatcom DHEA. A andlise dos
resultados mostrou que o tratamento com DHEA tesiice§obre o metabolismo e os
resultados sao diferentes quando comparamos macliéseas ovarectomizadas. A
avaliacdo do metabolismo da glicose no figado raostue este substrato tem uma
utilizacao diferente entre os sexos, sendo quenazhos a conversao de glicose &CO

€ maior do que nas fémeas ovarectomizadas, magamento com DHEA né&o teve



efeito. A converséao de glicose em lipideos foi maios machos e o tratamento com
DHEA diminuiu a lipogénese hepética a partir decage somente nas fémeas
ovarectomizadas. Com relacdo a sintese de glioogé&npartir de glicose, houve
diferenca entre os sexos, sendo que as fémeasctrareadas apresentaram niveis
maiores que os machos e o efeito do tratamentoreacaapenas nas fémeas. O
metabolismo da glicose no tecido adiposo tambéntrmosliferenca entre 0os sexos,
sendo a captacdo de glicose maior nas fémeasagaménto com DHEA reduziu essa
captacao apenas nas fémeas. No musculo, a caplagiicose € maior nas fémeas do
gque nos machos e a administracdo de DHEA nao prodefeito significativo. O
metabolismo da leucina mostrou diferenca entre eo®ss sendo sua oxidagao e a
sintese de lipideos e proteinas menor nas fémegsedloos machos. Em machos que
receberam dietas hipercaléricas, a DHEA nao reduingestao alimentar e o ganho de
peso, porém, teve efeito melhorando o resultadieste de tolerancia a glicose. O peso
total do figado nos animais com dieta hipercal6fa@@amaior quando comparado aos
animais com dieta normocaldrica e a DHEA ndo rewereste parametro. No
metabolismo hepatico da glicose, tanto o tratamemm DHEA quanto a dieta
hipercaldrica produziram uma reducédo da oxidacaglidese (glicose convertida em
CQO,). A sintese hepética de glicogénio a partir deiatafoi reduzida com o tratamento
com DHEA nos grupos que receberam dieta hipercalorA dieta hipercaldrica
diminuiu, em aproximadamente 19%, a captacado @eggino tecido adiposo quando
comparado ao grupo com dieta normocalérica e omasitratados com DHEA
apresentaram um aumento na captacdo de glicospeimdiente da dieta, inclusive
revertendo a reducdo causada pela dieta hiperaldvia oxidacdo de glicose, houve
interacdo entre dieta e tratamento no tecido adjpms seja, o tratamento com DHEA
diminuiu significativamente a oxidacdo de glicose grupo controle e produziu um
aumento no grupo com dieta hipercaldrica. No masgaistrocnémio, a captacdo de
glicose foi reduzida com a dieta hipercalérica. wducdo de C®e a sintese de
glicogénio no musculo s6leo aumentaram somentegngsos que receberam a dieta
hipercaldrica. No musculo cardiaco, o tratamenta BBHEA aumentou a concentragcao
de glicogénio apenas no grupo com dieta hiperc@orAlém disso, neste mesmo
tecido, a DHEA causou um aumento de 55% na exprgsedeica da pAKT no grupo
com dieta hipercaldrica. No estudo com cardiomodcforam avaliados parametros de

protecdo contra a formacdo de radicais livres a®gelulas serem submetidas a



hipoxia e reoxigenacdo, e foi encontrado que armahto com DHEA diminui a
guantidade de radicais livres intracelulares. Tamidéi avaliada a expressao das
enzimas SOD e CAT, as quais nao tiveram uma af#leragignificativa com o
tratamento. Em relacdo ao processo de apoptosgressdo da caspase 3 apresentou
uma reducdo no grupo tratado com DHEA nas célulasmstidas a hipoxia-
reoxigenacao. Assim, podemos concluir que a DHEAalferou significativamente os
parametros metabodlicos nos ratos machos enquartoagifémeas a DHEA produziu
efeitos significativos sobre o metabolismo destdss ratos submetidos a dieta
hipercalérica a DHEA melhorou o metabolismo de omtatos. Em relacdo aos
cardiomidcitos, observamos que a DHEA protege phinginte as células apdés um
evento de hipoxia-reoxigenacdo. Porém, mais estoglesssitam ser realizados a fim de
investigar os mecanismos que sao ativados ap@iammtento com DHEA e que podem

alterar os padrdes metabalicos e celulares.



ABSTRACT

Studies evaluating the metabolism provide subsidie understand how
organisms react in relation to treatments and d@erweight and obesity are reaching
high proportions around the world and governmesmsl, society itself, they have been
engaged in trying to combat this epidemic. Anotaspect that we should relate to
metabolism studies is a gender issue because males used as an experimental
model male rats and mices. However, when proposiegtment protocols, we
extrapolate the results also for females, whicteality does not seem very appropriate.
Today, this idea is changing and some researchers bonsidered the proposal to
conduct experimental studies using male and fenealen for experiments using cells.
Also in relation to metabolism, we can highlighte tproblem of obesity which has
become a worldwide epidemic given the name "Gldipésirhe hyperlipidemic and
hypercaloric diets have led to the present worlduybation changes in its metabolism
mainly related to dyslipidemia, which may resultthre development of cardiovascular
diseases. Thus, experimental studies investigatiegmetabolism of the heart also
become important, particularly at the cellular lewghere the metabolic events take
place. The dehydroepiandrosterone (DHEA) is a gtenormone that has effects on
metabolism, metabolic syndrome, obesity, insulsistance and cardiovascular disease.
In the literature, some studies report that DHEAngwistration produces different
effects on males and females. The objective of shisly was to evaluate the DHEA
effect: a) wistar rats, male and female, with stadddiet and received treatment with
different doses of DHEA, b) male wistar rats, suitadli or not to a hypercaloric diet and
treated with DHEA (25 mg / kg), c) cell line (H9C@ardiac ventricle of rats subjected
or not to hypoxia and reoxygenation and treateth WHEA. The results showed that
DHEA treatment has an effect on the metabolism thiedresults are different when
comparing the males and females. The evaluatiogluafose metabolism in the liver
showed that this substrate has a different use dsgtwithe sexes, and in males the
glucose oxidation to COs higher than in females, but the treatment idthEA had
no effect. The lipids formation from glucose waghwr in males and treatment with
DHEA decreased the hepatic lipogenesis from gluoodg in females. Regarding the
synthesis of glycogen from glucose, there wereetkfices between the sexes, and
females had higher levels than males and the tesdtmffect was observed only in

females. Glucose metabolism in adipose tissue sh®oved differences between the



sexes, with the uptake of glucose greater in fesnatel DHEA treatment reduced this
funding only in females. In muscle glucose uptakéigher in females than in males
and DHEA administration did not produce significaffect. The metabolism of leucine
showed differences between the sexes, and thailattan and synthesis of lipids and
proteins smaller in females than in males. In médedswith a high fat diet, DHEA did
not reduce food intake and weight gain, howeved, draeffect of improving the results
of glucose tolerance test. The total weight of diireanimals with higher calorie diet
was compared to animals with diet and normocal@HEA did not reverse this
parameter. In the hepatic metabolism of glucostheeitreatment with DHEA as
hypercaloric diet produced a reduction in glucoseation (glucose converted to GO
Liver glycogen synthesis from alanine was reduc&tl weatment with DHEA in the
groups that received hypercaloric diet. The higbreadiet decreased by approximately
19%, glucose uptake in adipose tissue when it waspared to the group with
normocaloric diet and the animals treated with DHE#d an increase independent
dietary glucose and reversing the reduction causedhypercaloric diet. In glucose
oxidation was no interaction between diet and asbpssue treatment, its mean that the
treatment with DHEA significantly decreased glucasadation in the control group
and the group produced an increase in calorie khi¢he gastrocnemius muscle glucose
uptake was reduced with a high calorie diet. The, @@duction and glycogen
synthesis in soleus muscle increased only in tbepgy receiving the high calorie diet.
In cardiac muscle, treatment with DHEA increasegtgfjen concentration only in the
group with hypercaloric diet. Moreover, in this sarmssue, DHEA caused a 55%
increase in protein expression of pAKT in the grewigh hypercaloric diet. In the study
with cardiomyocyte the protection parameters wevaluated against free radical
formation after cells were subjected to hypoxia esakygenation, and it was found that
treatment with DHEA decreases the amount of inthalee free radicals. We also
evaluated the expression of enzymes SOD and CAichwthd not have a significative
change with treatment. Regarding the process optapis, caspase 3 expression
showed a reduction in group treated with DHEA irllscesubjected to hypoxia-
reoxygenation. Thus, we can conclude that DHEArdit significantly changes in the
metabolic parameters in males while in females DH&Aroduce significative effects.
In rats with high calorie diet DHEA improved carlydinate metabolism. Regarding
cardiomyocytes, we found that DHEA partially prdgeccells after a hypoxia-



reoxygenation event. Further studies need to beluwmad in order to investigate the
mechanisms that are activated after treatment RHEA that can changes the cellular

metabolism.



1. Introducéo

1.1 Obesidade
A dieta € um fator determinante na manutencdoad@es Existe uma forte

associacao entre dietas pobres em nutrientes déimga de doencas crbénicas (Hunter,
Zhang e Kris-Etherton, 2010; Perichart-Peretaal, 2010; Siri-Tarinoet al, 2010).
Estas doencas sobrecarregam os servicos de satmel@eumento dos custos e a
mortalidade (Who, 2003; Lifshitz e Lifshitz, 201¥ang et al, 2014). Das mortes por
doencas crbnicas, quase metade podem ser atribagdaencas cardiovasculares
(DCV), a obesidade e ao diabetes mellitus tipdMTII) (Who, 2003). A obesidade,
por sua vez, tem sido associada com comorbidades esisténcia sistémica a acédo da
insulina (RI), hiperinsulinemia, hiperglicemia, aifeptinemia, diabetes mellitus tipo I
(DMTII) e doencas cardiovasculares (DCV) como higreséo arterial sistémica (HAS),
aterosclerose, infarto agudo do miocéardio (IAM)suficiéncia cardiaca congestiva
(ICC) e doencgas cerebrovasculares (Sclafani e §iri976; Akiyameet al, 1996;

Janget al, 2003; Wood<=t al, 2003; Dourmashkiet al, 2005).

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade esta aamdenéxponencialmente em
todos os paises. No mundo todo, mais de um billedpedsoas estdo com excesso de
peso e mais de 300 milhdes estdo obesos (Troi&hegal, 1998; Who, 2003; Smyth e
Heron, 2006). Nos Estados Unidos, em 2010, 40,6Gmd de mulheres, 37,6 milhdes
de homens e mais de 5 milhfes de criancas estabaso® (Eckel e Krauss, 1998;
Allison et al, 1999; Stein e Colditz, 2004; Ogdenal, 2014). Segundo dados da OMS,
em 2014 (Who, 2015x prevaléncia de sobrepeso (Figura 1) e obesidadaré 2)
eram maiores nos paises da América (Norte, Ceptr8ul) e regides da Europa
Ocidental, onde a prevaléncia foi de 61% de sobepe27% de obesidade (homens e

mulheres) e menores no sudeste da Asia onde algmeizafoi de 22% de sobrepeso e



5% de obesidade (homens e mulheres) (Who, 2015)Bdtados Unidos, a prevaléncia
de sobrepeso, em 2014, foi >60% e de obesidade X8086, 2015). Em todos os

paises, a incidéncia de sobrepeso e obesidadeafor entre as mulheres (Who, 2015).
O Brasil, seguindo a mesma tendéncia mundial, fesantado aumento na incidéncia
de excesso de peso e obesidade em todas as feaxias @ partir de 5 anos (lbge,
2010). Estima-se que em cerca de dez anos, o exdespeso podera alcancar dois

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

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

Esta incidéncia crescente da obesidade tem sidmadia de ‘pandemia’ e
‘globesidade’ (Hansen, Gilman e Odland, 2010; liiisk Lifshitz, 2014). A transicao
nutricional, ou seja, as alteracdes que ocorrerasmpadroes dietéticos e de estilo de
vida e suas consequentes alteracbes em padroesmepiihicos e demograficos
(Popkin, 2003), tem sido apontada como uma da®mnegpeis pelas elevadas taxas de
incidéncia/prevaléncia de obesidade que atingemersitdg paises no mundo,
independente de sexo, idade ou nivel socioecond(Riopkin, 1994; Drewnowski e
Popkin, 1997; Limet al, 2012; Monteiro e Cannon, 2012). Porém, apesaedam dos
assuntos mais estudados na atualidade, a etioltsyianbesidade ainda nédo esta
totalmente elucidada, porque a obesidade € umdogetacomplexa e multifatorial,
resultante de uma complexa interacdo entre fatomaportamentais, genéticos,
endaocrinos, fisioldgicos e psicoldgicos (Arcatial, 2009). O método mais utilizado
para o diagnéstico de sobrepeso e obesidade éce hel massa corporal (IMC), obtido
a partir da equacéo peso em kgffue, apesar de ndo ser padrdo ouro (é muito sénsiv
porém pouco especifico), seus pontos de corte expigea boa correlagdo com a
obesidade (Nieto-Garcia, Bush e Keyl, 1990). Valaile IMC superiores a 25 kg/m
indicam sobrepeso e superiores a 30 Kg#tmesidade (Finucanet al, 2011; Who,
2015).

O peso corporal € determinado pelo equilibrio eatiegestdo alimentar e o
gasto energético, sendo que seu controle € realizad diferentes niveis: circuitos
neurais encefalicos evoluiram para processar irdQb@s sobre o consumo de
alimentos a fim de controlar o comportamento alir@en células enddcrinas

gastrointestinais produzem e secretam hormoniastegénicos em resposta a presenca



de alimentos e o tecido adiposo produz horméni@ssipalizam centralmente o status
de peso corporal (Woodst al, 2004; Benoitet al, 2009). A integracdo dos sinais,

centrais e periféricos, ocorre no hipotalamo ad@regular o equilibrio energético em

curto prazo e o peso corporal a longo prazo (Webad, 2004). No hipotalamo, areas

e neurbnios distintos expressam sinais orexigeray®orexigenos e regulam a ingestao
de alimentos e o peso corporal (Woetlal, 2004; Benoiet al, 2009).

A obesidade é caracterizada por acumulo de gordueumento do peso
corporal, porém, estes ndo sdo as Unicas consegsié&esta patologia (Woods al,
2003). O tecido adiposo (TA) ndo é apenas um rag@te de energia, mas um 0Orgao
enddocrino multifuncional que produz peptideos déginas (Trayhurn e Wood, 2004).
Os adipdcitos secretam um grupo heterogéneo deoditipinas como, citocinas,
horménios, fatores de crescimento, proteinas de faguda, prostaglandinas,
glicocorticoides e esteroides sexuais, cujos efetiingem figado, pancreas, musculo
esquelético, rins, hipotalamo e o sistema imunehlbecket al, 2001). Na obesidade,
ocorre desbalancgo secretorio nas adipocitocingsiedeva a um estado de inflamacao,
resisténcia a insulina, hipertensdo arterial sigt@ne sindrome metabdlica (SM)

(Pickup e Crook, 1998; Newsan al, 2014).

1.2 Resisténcia a Insulina e Sindrome Metabdlica
Entre os disturbios metabdlicos relacionados cabesidade o mais incidente é

a resisténcia a insulina (RI), cuja caracteriséica prejuizo na resposta fisioldgica a
acdo da insulina com incapacidade desta de diménpnoducdo hepatica de glicose e
aumentar sua utilizacao pelos tecidos (Walker, 1B@gartyet al, 2003). Em estados
de RI as células sao forcadas a aumentar a producdo de insulifim de manter a
homeostase da glicose (Defronzo, 2009). Esta desnaumchentada leva a hiperplasia e

hipertrofia celular, estresse oxidativo local eafmente, apoptose das célulag o



desenvolvimento do DMTII (Unger e Orci, 2001; Deizo, 2009). Um dos
mecanismos que levam a resisténcia a insulina éesidade e estes mecanismos
envolvem citocinas inflamatorias, acidos graxos eéterificados no plasma e seus
metabolitos, espécies reativas de oxigénio (ER®$)oxia e estresse do reticulo
endoplasmatico (Dali-Youceét al, 2013). Em 1988, Reaven (Reaven, 1997) foi o
primeiro a propor a existéncia de uma sindromesgui@ associada com a resisténcia a
insulina e a denominou como sindrome X, hoje denadd sindrome metabdlica (SM),
cuja caracteristica era a presencga concomitantesiténcia a insulina, hiperglicemia,
hiperlipidemia e hipertensdo. Anos mais tarde, Defo (Defronzo, 2009) demonstrou
gue a resisténcia a insulina precedia, e era f@terminante para o DMTIl e as
doencgas cardiovasculares. Os principais fatoresiste para o desenvolvimento da
sindrome metabdlica sdo a inatividade fisica enswmo de dieta aterogénica (rica em
gorduras saturadas, colesterol e carboidratosadds) (Deedwania e Gupta, 2006).
Estes hébitos contribuem para o desenvolvimentob#sidade visceral, resisténcia a
insulina, dislipidemia, inflamacéao e estresse axwda(Deedwania e Gupta, 2006). A
obesidade visceral é componente importante na Skugaesta correlacionada com
inflamacgé&o sistémica (Schmidt al, 2015; Wensveest al, 2015). O diagnéstico da
sindrome metabdlica € complexo e, em 2002Naiional Cholesterol Education
Program (NCEP) prop6s um conceito diagndstico para SM;useég o NCEP o
diagndstico da sindrome metabdlica é realizado duarés ou mais dos seguintes
fatores estiverem presentes: circunferéncia darargumentada (>102 cm para homens
e > 88 cm para mulheres), hipertrigliceridemia @1%g/dL), hipertensédoHight
Density Cholestero{HDL) baixo <40 mg/dL para homens e < 50 dL pardhares),

hiperglicemia (glicemia entre 100 — 126mg/dL) (Nc2p01; Grundyet al, 2005).



A presenca de SM aumenta o risco de problemasoraetibdlicos em um
periodo de 5 a 10 anos (Albegtial, 2009), com aumento no risco de desenvolvimento
de patologias associadas, 5 vezes maior de DMTVgz2s maior de doenca arterial
coronariana (DAC), e 1,6 vezes de aumento da naati total (Deedwania e Gupta,

2006).

1.3 Doencas Cardiovasculares
As doencas cardiovasculares (DCV) estao entreisgais causas de morte no

mundo (Who, 2003). Além de elevada mortalidadeamecustos altos para os servigos
de saude, sendo que nos Estados Unidos da Amé&iiga)( o custo anual total com

DCV em 2012 foi de 312,6 bilh6es d dolares (&oal, 2013). No Brasil, doencas

cardiovasculares sdo responsaveis por cerca ddeliB8dos os oObitos (Brasil, 2014).

Dados do Ministério da Saude (DATASUS) (Brasil, 20tevelaram que no ano de
2012, 22,62% (1.181.166) das mortes ocorridas foraiacionadas com DCVs. No

mesmo ano, as hospitalizacdes por estas mesmaas datilizaram 833.559 (7,51%)
com um custo de aproximadamente R$ 1,8 bilhGesi{B2d15).

Entre as DCV estdo hipertensdo arterial, infargguda do miocardio,
insuficiéncia cardiaca, doencas cerebrovasculaatsresclerose. A aterosclerose é uma
doenca inflamatéria que se manifesta de maneirgrgssiva e se caracteriza pelo
acumulo de lipideos na parede de artérias comogepemplo, as coronarias (Ross,
1999; Lusis, 2000). Entre os fatores de risco p@eaosclerose estdo hiperlipidemia,
habito de fumar e hipertensdo (Lusis, 2000); (RademDaugherty, 2008). Na
aterosclerose, o processo de formacdo da placaanede do vaso resulta no
estreitamento da luz arterial (Lusis, 2000; RadBraagherty, 2008). As lipoproteinas
de baixa densidadé.gw-density-lipoprotein- LDL colesterol) infiltram-se através da

parede do vaso devido a disfuncdo endotelial preseons estagios iniciais da



aterosclerose, ali sofrem oxidacdo por radicare$ivornando-se LDL-oxidadas (LDL-
0x). Estas acabam atraindo monécitos/macréfagas @éwcal levando ao aumento da
expressdo de mediadores inflamatérios e aumentinda mais a disfun¢éo endotelial,
0 que adicionalmente aumenta a infiltracdo de mitwsimacrofagos (Lusis, 2000;
Rader e Daugherty, 2008). Os macréfagos fagocisamDd -ox iniciando a formacao
de células espumosafodm cell3 e atraem mais mondcitos/macrofagos, os quais
fagocitam mais LDL-ox formando mafeam cellsnum ciclo vicioso (Lusis, 2000;
Rader e Daugherty, 2008), que, por fim, acarrefaesiia local. Durante a isquemia, a
interrupcdo do fluxo sanguineo leva a diminuicde diveis de adenosina trifoasfato
(ATP) celular com concomitante acimulo de lactiimando o pH celular diminuido e
ativando proteases intracelulares (Mccord, 1985)irAinuicdo do pH por sua vez, leva
a modificaces na cinética de diversas enzimas¢hM¢d 985). Embora ocorra a queda
dos niveis de ATP, a demanda é€ ininterrupta, caesggmente, o ATP vai sendo
degradado até adenosina difosfato (ADP), depoinicsilega monofosfato (AMP) e,
finalmente, adenosina que rapidamente se difunda pameio extracelular e é
degradada em inosina e hipoxantina (Granger, 1988h condicbes normais de
oxigenagcdo, a enzima xantina desidrogenase metabalihipoxantina a xantina e
depois acido arico sem a utilizacdo de oxigénicerm $ormar radicais livres pois o
aceptor de elétrons neste caso € o NAD (nicotareaadénina dinucleotideo) (Parks e
Granger, 1986; Granger, 1988). Porém sob condigédspoxia, a atividade da enzima
xantina desidrogenase passa a ser de oxidase @&kanger, 1986). A atividade de
oxidase produz radicais livres durante a reacaoxa#acéo da hipoxantina em xantina
gue ocorre somente na presenca de oxigénio (PaBsreger, 1986); logo, durante a
isquemia ocorre acumulo de hipoxantina e xantindase no tecido (Parks e Granger,

1986). Na reperfusdo, toda a hipoxantina acumutadxidada em xantina com a



utilizacdo de oxigénio, formando espécies reatd@soxigénio (EROS) no processo
pois, 0s elétrons ndo sao transferidos para o NWd3, sim para o oxigénio que depois é
convertido em superdéxido, iniciando a cascata dmdQdo de espécies reativas de
oxigénio (Parks e Granger, 1986). A expres&apécies Reativas de Oxigénintlui
radicais de oxigénio quanto outros compostos nédaes que sdo agentes oxidantes
gue podem ser facilmente convertidos em radicamnoc por exemplo, radical
superoéxido (@), radical hidroxil (OH), hidroxiperoxil (HQ™), peroxil (RQ"), alkoxil
(RO) entre outros (Halliwell e Gutteridge, 2007; Ha#il, 2011). Fisiologicamente
EROs sao sinalizadores celulares e mediadores stataa de sinalizagao celular em
células aerdbias (Hancock, Desikan e Neill, 200bge, 2002). Mas esta bem descrito
na literatura que a producdo excessiva de EROsdewva desbalanco entre o sistema
pro-oxidante e antioxidante, levando ao estresseatixo (EO). Estresse Oxidativo
pode levar a dano celular, incluindo dano ao adiekoxirribonucléico (DNA), necrose
e apoptose. Em situacbes de dano ao DNA a enzitirdPB(ribose)-polimerase é
ativada (Burkle e Virag, 2013). Necrose e apopsdgecoordenadas por proteinas como
Bax e Bcl2, além de algumas caspases (Biala e défilsum, 2014; Correiat al,
2015; Doerflinger, Glab e Puthalakath, 2015; Jur&eslin e Durand, 2015). As
células possuem sistemas de defesa contra EROsjstémas de destoxificacdo que
costumam ser eficientes na protecao celular c&fR@s (Halliwell e Gutteridge, 2007;
Halliwell, 2011). A enzima superoxido dismutase [§@ a primeira linha de defesa
contra a formacéo de espécies reativas de oxigérémcontra-se sob duas isoformas,
uma mitocondrial, cujo cofator € o mineral mangamésitra citosélica, cujos cofatores
podem ser cobre ou zinco. Mn-SOD (mitocondrial)\#Z8-SOD (citosélica) reduzem
o radical superoxido () a peroxido de hidrogénio ¢B.). A catalase (CAT) que atua

na dismutacdo de 0. em oxigénio e agua. Ainda, o tripeptidgglutamil-cisteinil-



glicina (GSH) que pode estar na forma reduzida (Ja&Ha forma oxidada (GSSG). A

interconversdo da glutationa nas suas formas r@auei oxidada € dependente da
presenca de glutationa peroxidase (GPx) e Gluttiedutase (GR) que trabalham em
conjunto e cujo resultado final € a dismutacdo dmxido de hidrogénio em agua e
oxigénio (Halliwell e Gutteridge, 2007; HalliweR011).

Muitos estudos que avaliam os efeitos deletérios giwiacdes de
hipoxia/reoxigenacao tém sido realizados em linlmagelular de cardiomiécitos (Chen
et al, 2015; Luet al, 2015; Nehraet al, 2015; Zhanget al, 2015; Zhacet al, 2015).
Esta metodologia tem sido considerada adequadalguafinalidade é verificar vias e
mecanismos envolvidos, bem como a formacdo de iespégativas de oxigénio e os
consequentes danos celulares resultantes do degbailzidativo. E bem estabelecido
que o processo de formacdo de espécies reativagigénio aumenta ainda mais o
status inflamatdrio local piorando o quadro do @aitg cardiopata (Kinat al, 2015; Li
et al, 2015; Virziet al, 2015).

Concomitante com as alteragbes morfolégicas querrem durante o
remodelamento cardiaco pés-isquemia, ocorrem edtesabioquimicas e metabdlicas,
com diminui¢cdo na fosforilagdo oxidativa e na dig celular e consequente aumento
dos niveis de triglicerideos intramusculares (Afidina Frenneaux e Opie, 2007). Apés
o infarto, ocorrem alteracbes no metabolismo caalizujas células diminuem a
capacidade de oxidar &cidos graxos (Afanasteal, 2013). O coragcdo consome mais
energia do que qualquer outro 6rgdo e para maotkr ésta demanda pode utilizar
como substratos desde acidos graxos e glicose mai@o&cidos, lactato e corpos
cetbnicos (Abozguiaet al, 2009). Como um atleta aerébio, o coracdo oxida
preferencialmente acidos graxos para a sinteserée(Paegtmeyer, Mcnulty e Young,

2002). De todo o ATP produzido por meio da oxidad&o acidos graxos, 95% €



produzido via -oxidacdo mitocondrial com um custo 12% maior dég@&xio por
unidade de ATP do que com a utilizagdo de glicass§0 pela qual, durante o processo
iIsquémico ocorre alteracdo na utilizacdo de substreaumentando a captagao e
utilizacéo de glicose e diminuindo a utilizacacdd@los graxos. Isso pode resultar num
consumo de oxigénio até 40% menor (Stanley, Reech@paschuk, 2005).

Na insuficiéncia cardiaca congestiva, mesmo gue o@rra interrupcédo de
fluxo, h& um aumento na captacéo e utilizacdo wegg e diminuicdo na oxidacao de
acidos graxos pelos cardiomidcitos, € o processwrdimado feversdo para um
fendtipo metabdlico fetalLuptak et al, 2007). No musculo cardiaco fetal, a oxidacao
de acidos graxos é baixa e logo apdés o0 nascimerdaeotroca no metabolismo
cardiaco com aumento na oxidagdo de acidos graxupeeregulacdo de receptores
nucleares que mediam esta troca, como por exempéxeptor ativado por proliferador
de peroxissoma (PPAR) (Madrazo e Kelly, 2008). Avagfio da via glicolitica
anaerobia finalmente induz a expressdo do Fatarzlmdl por Hipoxiaa (HIF-1a)
estimulando a hipertrofia (Opie, 2004).

Uma menor oferta de ATP ao cardiomidcito leva eite$ hiperadrenérgicos
compensatorios que acabam aumentando a liberaga@mdtes graxos livres (AGLS) no
plasma (AGL) (Opie, 2004). Quando ocorre liberagficessiva de acidos graxos livres,
sem a concomitante utilizacéo pelos tecidos, oc@réenulo de metabdlitos toxicos em
tecidos ndo-adiposos como musculo (esqueléticadiaca), célulad pancreaticas e
figado (Unger e Orci, 2001). Isso finalmente podguzir a inflamagéo crénica com
infiltracdo e ativagdo de macrofagos, acarretansfort;io e morte celular e resisténcia
a insulina em um processo denominado lipotoxicid&teur, Roszer e Ricote, 2010).
A oxidacdo de &cidos graxos é um processo que &ycerclusivamente, em nivel

mitocondrial via fosforilacdo oxidativa e consume dxigénio (Smith, Marks e



Lieberman, 2007). A resisténcia a insulina ass@c@mn estados de obesidade diminui
0 numero e a atividade de mitocéndrias (Sivitz eXp2010) e a reducédo da atividade
mitocondrial acaba reduzindo a eficiéncia metabdtio musculo, contribuindo mais
ainda para a hipertrofia (Ashrafian, Frenneaux & (907).

A elevada incidéncia e morbidade geradas pelasicdse cardiovasculares
justificam o grande esforco de investigacdo buswaedclarecer suas causas e
consequéncias, sempre com o0 objetivo de propoiveisslternativas de tratamento e

melhora da qualidade de vida dos pacientes.

1.4 Desidroepiandrosterona

A desidroepiandrosterona (DHEA) e seu sulfato (BBE sdo hormoénios
esteroides sintetizados no cértex da adrenal, baadgs (testiculos e ovarios) e na
placenta a partir do precursor colesterol. Estéesénrequer reacdes enzimaticas em
sequéncia e inicia-se com a converséo do colestargbregnenolona. A formacgao de
pregnenolona é a primeira reacdo da via e € cdalipela enzima P450s&ide chain
cleavage, localizada na superficie interna da membranaawoitdrial. Esta enzima
remove a cadeia lateral de 6 carbonos do colestethpa limitante deste processo é o
transporte do colesterol através da membrana mmtizd, que € realizada pela proteina
de regulacdo estereoidogénica aguda (StAReroidogenic acute regulatory protgin
(Dong e Zheng, 2012). A pregnenolona pode dar wrigeprogesterona por acdo da
enzima 3 hidroxiesteroide desidrogenase 1 ou 2H3D1/ 3 HSD2) ou pode seguir a
via que origina a desidroepiandrosterona (DHEAu(Ra, 1996; 1998; Baulieat al,
2000). Neste caso, deve sofrehidroxilacdo no carbono 17, dando origem a 17-
hidroxipregnenolona, numa reacéo catalisada pela@P450cl17. O passo seguinte da

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



carbonos 17-20, originando desidroepiandroster@aaulieu, 1996; 1998; Baulieat

al., 2000). Portanto, a enzima P450c17 tem tanto acidgde de hidroxilase quanto de
liase, e a sua atividade de liase é determinamtegproducdo da DHEA (Figura 3). A

maior parte da DHEA é produzida e secretada petexadrenal, cerca de 75 a 90% da
DHEA encontrada no organismo humano. O percentestante € produzido pelos

testiculos ou ovarios (Weldt al, 2006).

Figura 3. Sintese e metabolizacdo de DHBRMaptado de: (Mellon, Griffin e Compagnone, 2001)

Em humanos, a DHEA e sua forma sulfatada (DHEAS)as esteroides mais
abundantes produzidos pela adrenal. A concentgglgdmatica de DHEA é cerca de 20
vezes maior que a de qualquer outro horménio edeerculante (Nakamurat al,
2004). Tem sido argumentado que as informacte® soipapel fisiolégico da DHEA
sao, principalmente, derivadas de experimentos eaelns animais como coelhos e
ratos, muitos dos quais, naturalmente, produzemgreqgquantidade de DHEA (Traish,
Kang et al, 2011), porém, muitos estudos clinicos e epidaigiobs utilizando DHEA

ja foram também realizados, 0s quais seréo citadakecorrer do texto.



Inicialmente, acreditava-se que a DHEA nao exeet&@to hormonal direto,
apenas servia como precursora para esteroides potestes, como por exemplo,
testosterona (Ebeling e Koivisto, 1994).

Em humanos, os niveis de DHEA no sangue apresedif@nencas entre as
fases de desenvolvimento, durante a vida fetal s#leselevados em ambos os sexos, e
reduzem ao nascimento. Permanecem baixos até io udc puberdade e entdo se
elevam, atingindo um pico por volta do 20 anosdimiem rapida e marcadamente apos
0s 25 anos de idade (Orentreattal, 1984).

A secrecdo de DHEA pela adrenal é estimulada pllarmonio
adrenocorticotréfico (ACTH) e segue um ritmo diureemelhante ao do cortisol
(Traish, Kang et al, 2011). A DHEAS, ao contrario, ndo mostra variacharna
(Allolio e Arlt, 2002). A DHEAS circulante serve om ‘reserva’ de DHEA (Bird,
Masters e Clark, 1984; Komesaroff, 2008). Enquamtaeeia vida da DHEA no sangue é
de 1-3 horas a DHEAS possui meia-vida de 10 a 28shdVeblet al, 2006).

O aspecto mais controverso da acdo da DHEA naldgga humana é que
nenhum receptor nuclear especifico foi ainda ifieatio ou caracterizado para a
DHEA (Traish, Kang et al, 2011). Além disso, o0 mecanismo de acdo da DHEA
também ndo estd completamente esclarecido (Akokalt, 2002; Traish, Kanget al,
2011). Postula-se que possua acoes diretas etaslifes acdes indiretas da DHEA séao
mediadas por bioconversao a outros androgéniostoagénios, seguindo, desta forma
o caminho de acé&o destes (Allolio e Arlt, 2002aEsespostas pela via indireta podem
levar horas para ocorrerem. No entanto, desde @s @M surgiram evidéncias de acéo
mais rapida para os esteroides, entre eles a DHBEadli€u et al, 2000; Dubrovsky,
2005). Liu e Dillon (Liu e Dillon, 2002; Liwet al, 2008) utilizando DHEA radioativa

[®H]-DHEA identificaram e caracterizaram um recegiamteico ligado & membrana que



interage especificamente e com alta afinidade cdBA em células endoteliais, de
coracao, figado e rim. Simonciat al. (Simonciniet al, 2003) e Liu e Dillon (Liu e
Dillon, 2004) apontaram mais evidéncias de que @slas endoteliais expostas a
diferentes concentra¢cdes de DHEA produziam aumewganiveis de nitrato e ativagao
de 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) de mandbse-dependente. Estudos que
mostram a acao direta da DHEA sugerem que os mwespbara a DHEA na membrana
plasmatica sdo ligados a proteina G (Williashsl, 2002; Williamset al, 2004) e, ao
que parece, envolve regulacdo das vias das protiease ativada por mitdgenos
(MAPK) cinases e do AMP ciclico (CAMP) (Simoncetial, 2003).

A DHEA possui agbes centrais e periféricas. E idemado um neuroesterdide,
termo primeiro sugerido por Baulieu (Baulieu, 1998&ferindo-se aos esteroides
produzidos no sistema nervoso central (SNC), meapis a retirada das gbnadas e
glandulas adrenais de ratos. Desta forma, a DHEde g@r sintetizada ‘de novo’, a
partir do precursor colesterol no SNC (Corpeddtoal, 1981; Baulieu, 1996). Estudos
mostram que no SNC a DHEA possui varios efeitoseeagles, melhora da memoria e
aprendizagem, efeito neurotréfico e neuroprotetoedriz o risco de ocorréncia dos
distarbios degenerativos relacionados a idade,csaiglmas vezes referida como o
hormoénio da juventude (Baulieat al, 2000; Wanget al, 2001; Yamadaet al, 2010;
Traish, Kanget al, 2011).

Além das acdes no SNC, a DHEA possui diversososfgieriféricos, inclusive
efeitos sobre o metabolismo. Ratos magros e obt#atalos com DHEA na dieta (69
por kg de racdo) durante seis semanas, tiverarntadss de redu¢ao no peso corporal,
na deposicéo de gordura e na atividade das enghcase-6-fosfato desidrogenase e
enzima malica, mostrando um efeito anti-obesid&@iieafy e Zisk, 1986; Tagliaferret

al., 1986; Moharet al, 1990). Ratos Wistar fémeas alimentadas com Hiptipidica



por 18 meses e suplementacdo com DHEA nos ultildesreses (5g por kg de dieta),
tiveram aumento na expressdo de adiponectinaagdterna composicdo dos acidos
graxos no tecido adiposo e melhora no perfil ligpdie efeito protetor cardiovascular
(Cleary e Zisk, 1986). Além disso, teve efeito aii@b no musculo esquelético e na
composicao corporal de ratos alimentados com dthigierlipidica (De Herediat al,
2007).

Em ratos ndo obesos, a DHEA (10mg/kg peso) aumeatsensibilidade a
insulina por aumentar o nivel de fosforilagcao defdtidilinositol 3 cinase (PI3K), tanto
em figado quanto em musculo (Campletlal, 2004). Em experimento realizado com
linhagem celular 3T3-L1 a DHEA aumentou a captag@aqylicose de maneira dose-
dependente (Perrimt al, 2004). A administracdo de DHEA em ratos (10 mgl&go)
promoveu aumento no contetdo de proteina cinagktBPKB) fosforilada, no sistema
nervoso central e no figado (Janner dal, 2010; Jacolet al, 2011). Akt/PKB, uma
serina-treonina cinase € uma proteina citosélica7dkDa que é envolvida no sistema
de sinalizacdo intracelular ativado pela insulirmrticipando da regulagcdo do
metabolismo da glicose, sintese de proteinas,igresto, proliferacdo e sobrevivéncia
celular (Chin, Majdzadeh e D'mello, 2005). O efeda DHEA em aumentar a
guantidade de Akt/PKB fosforilada pode indicar noe¢thno metabolismo da glicose, o
gue pode ser benéfico para estados de resisténasuna e sindrome metabdlica
(Jacobet al, 2010; Janner Ddet al, 2010). Além dos estudos mostrando seu efeito na
Akt e seus alvogsiownstream outros estudos relacionam a DHEA com o receptor
ativado por proliferador de peroxissomgPPARa) (Ryu et al, 2003). PPAR é um
fator de transcricdo ativado por ligante que sa& #igum elemento especifico no DNA
conhecido como elemento de resposta ao PPAR (PPAREK)enes-alvo (Kellgt al,

1998; Madrazo e Kelly, 2008). O PPAR ativador transcricional de varios genes que



codificam enzimas envolvidas na captacdo e na&iaxilacdo de acidos graxos; sua
funcd@o principal € regular a homeostase energéB8caoonjans, Staels e Auwerx,
1996). O tratamento de animais com dose elevadzHiA (300 mg/kg peso) mostrou
a capacidade do horménio de ativar a proliferagéi@eroxissomas (Yamads al,
1991). A DHEA também aumenta a secrec¢éo de in@nat? em células T humanis
vitro e a atividade de células natukdler, além de inibir a liberagdo de interlucina-6
por células mononucleadas, indicando efeito aatmdtorio (Dillon, 2005).

Muitos ensaios clinicos com humanos foram reatigagtilizando tratamento
com DHEA. Weiss e colaboradores administraram 50den@HEA por kg peso, para
homens e mulheres, com idades entre 65 e 75 anasteld2 meses, e observaram que
a administragdo diaria com DHEA reduziu a circudrfieia abdominal, aumentou a
sensibilidade a insulina e diminuiu o0s niveis d®ainas circulantes (Weisst al,
2011). Villareal e Holloszy (2004), avaliaram oitfela reposicao diaria com 50 mg de
DHEA durante 6 meses, em humanos idosos, sobrpasi¢éo de gordura abdominal e
parametros de resisténcia a insulina. Houve dimp@mina area de gordura visceral, -13
cm? no grupo tratado com DHEA versus +3%cno placebo e aumento no indice de
sensibilidade a insulina (Villareal e Holloszy, 200

Diversos estudos tém sido realizados a fim ddigarise existe alguma relacao
entre a DHEA e doencas cardiovasculares (Jonesa@, 2809; Traislet al, 2009;
Traish e Kypreos, 2011; Traish, Min@t al, 2011). Um estudo avaliou 1.000 homens
durante 9 anos e verificou que baixos niveis de BHiEam preditores de doenca
isquémica cardiaca independente do perfil lipidieeldmanet al, 2001). Em pacientes
com insuficiéncia adrenal, a restauracdo dos nipkismaticos de DHEA reduziu o
colesterol total e melhorou a sensibilidade a inaylalém de prevenir a perda de

densidade mineral 6ssea (Rutkowskal, 2014).



A DHEA parece estimular a proliferacdo endotekalreduzir a ades&o de
mondcitos ao endotélio, além de diminuir a produd@aspécies reativas de oxigénio,
fatores estes, envolvidos na protecéo cardiovas(kigavanoet al, 2003; Simoncingt
al., 2003; Liuet al, 2008). O aumento do LDL por si s6 ndo é fatorrideo para
aterosclerose, mas a presenca de LDL oxidada &sta dorma, a presenca de agentes
antioxidantes poderia promover protecao cardiodasdiross, 1995). Antioxidantes
sao substancias que reagem com radicais livresdimge ou diminuindo o estresse
oxidativo (Droge, 2002). J& esta muito bem desadtditeratura, a utilizagdo de agentes
antioxidantes como vitamina C (Ames, Shigenaga gehal993), vitamina E (Det
al., 2015), flavonoides como quertecina, miricetingpegidina, rutina, antocianinas,
catequinas (Muraet al, 2015), entre outros e seu efeito antioxidantee gbtecao
contra radicais livres. Esteroides também tém sidscritos como inibidores da
lipoperoxidacdo em tecidos e células (Sugioka, 8kégawa e Nakano, 1987; Riant
al., 2009). A DHEA usualmente ndo € citada como samioagente antioxidante,
porém, alguns estudos tém sugerido um potenciatoetntioxidante da DHEA
(Schaueret al, 1990; Rom e Harkin, 1991; Aragnet al, 2009). Em ratos, a
administracdo aguda de uma Unica dose de DHEA 8l0@&,10mg/kg peso) promoveu
fracdes de LDL mais resistentes a peroxidacaoidipicthduzida por cobre (Boccuzet
al., 1997). Em estudm vitro, a DHEA retardou a oxidagéao de LDL (Lopez-Marate
al., 2007). Acredita-se que este efeito de protecadd.Mb da oxidacdo pode ser

relevante na atividade antiaterogénica da DHEA.

1.5 Efeito da DHEA sobre o metabolismo de machod@meas
O metabolismo celular € complexo e apresenta etif@s entre homens e

mulheres, embora, na maioria das vezes, 0s eskijmimentais sejam realizados



apenas em machos. Fuller and Insel (2014) expusesten fato e questionam se
estamos fazendo correto. Quando testamos hip&ebes metabolismo, na maioria das
vezes utilizamos diversidade de tratamento e derarpntos, mas, o fazemos somente
em machos. ANational Institutes of Healttem considerado a proposta de exigir, em
todos os ensaios clinicos e experimentais, a reptasio de ambos 0s sexi@sito em
experimentos que usam células quanto os que usamiarfClayton e Collins, 2014)

Tem sido amplamente estudado o efeito dos horrm@&gruais no metabolismo
celular e tecidual (Totkt al, 2000a; b; Marieb e Hoehn, 2009; Barsdttal, 2014). O
estrogénio tem um papel importante na regulacamet@bolismo da gordura: baixos
niveis desse horménio em mulheres menopausadas fasaociados com perda de
gordura subcutanea. Além disto, em fémeas de amitra@nssexuais (macho-fémea),
que receberam tratamento com estrogénio mostravamerdo na gordura subcutanea
(Elberset al, 1999; Tothet al, 2000a). A testosterona, por sua vez, € relacacach
aumento na massa e na forca muscular (Handelsi®@@; Relly e Jones, 2015).

A influéncia do cromossomo sexual no metabolismlolar é assunto recente.
Em 2013, Link et al. (Linket al, 2013), realizaram um estudo a fim de verificar o
efeito dos cromossomos sexuais (X e Y) em parasietetabolicos e observaram que
0s cromossomos controlam adiposidade, comportanadintentar, presenca de gordura
no figado e homeostase da glicose e estes efertas findependentes dos horménios
sexuais gonadais. Além disso, o controle da horasesta energia no sistema nervoso
central (SNC) tanto em individuos saudaveis quamtopatologias € diferente entre
machos e fémeas (Skt al, 2008; Lovejoy e Sainsbury, 2009; Shi e Clegg,9200
Arnetz, Ekberg e Alvarsson, 2014; Henderson, 20ilheres possuem mais gordura
corporal, tecido adiposo subcutaneo abdominal eegiemoral e menos tecido adiposo

branco visceral do que homens e estas diferengaapsiias em parte devido a presenca



dos hormoénios sexuais (Lingt al, 2013). A superficie corporal e a massa livre de
gordura sdo fatores determinantes do gasto enawgéti do valor caldrico a ser
ingerido, logo, mulheres tém gasto energético melwoque homens (Toozet al,
2007). Isto, por si sO, indica claramente que exdiferenca no metabolismo entre
machos e fémeas.

O género é responsavel por importantes diferengascidéncia e prevaléncia
de vérias doencas relacionadas com a idade (Fdmces al, 2000). Dados de
levantamentos demograficos mostram que existemedifas nas taxas de mortalidade
entre homens e mulheres na terceira idade (Framcesal, 2000). Homens morrem
mais cedo, mas quando chegam a idade centenariepnsparados com mulheres
centenarias eles sdo mais saudaveis (Franceschi, 2000). Homens e mulheres
também respondem de forma diferente a estadopatos, por exemplo, na presenca
de diabetes, o risco de desenvolver doenca castioleaa € maior em mulheres do que
em homens (Anagnostet al, 2014).

No plasma a DHEAS é a forma predominante, enzisudfgtases teciduais
transformam esta DHEAS em DHEA de forma eficaz (@eich et al, 1984).
Acredita-se que isto ocorra devido & maior estddudé da forma sulfatada (Goncharov
e Katsia, 2013).

Os niveis de DHEAS apresentam diferencas entigadss, durante a vida fetal
estdo elevados, caem ao nascimento e voltam a tamdemante a adolescéncia. O pico
de concentragdo se da na idade média de 20-24eambsmens (3470 ng/mL) e 15-19
anos em mulheres (2470 ng/mL) e permanecem elewé@proximadamente 25 anos,
apos este periodo caem progressivamente em ambesxos. No envelhecimento

estima-se que seus niveis sejam 80% menores doagadolescéncia, por este motivo,



alguns autores tem se referido & DHEA como hormd@aifuventude (Orentreictt al,
1984).

O envelhecimento é relacionado com o surgimentdogscas, principalmente,
cardiovasculares (Francesetial, 2000), assim, diversos estudos tém sido realzado
fim de verificar se existe relagdo entre a DHEApswiveis encontram-se baixos no
envelhecimento, e doencas cardiovasculares. Pasgpigemioldgica realizada com
1709 homens, com idades entre 40-70 anos, mostrelexjste uma relacao inversa
entre a concentracdo de DHEAS (DHEA e seu sulfaHEAS) no plasma e doencgas
cardiovasculares (Feldma al, 1998).

Estudo realizado por Barret-Connor e colaboradofBarrett-Connor e
Goodman-Gruen, 1995b; a), com homens e mulhereyngou diferencas entre
homens e mulheres com relagdo a DHEA e o riscoasastcular. Em homens, foi
encontrada uma relagdo inversa entre concentralgimgtica de DHEA e risco
cardiovascular, j& em mulheres a relacéo foi dirtiaseja, maiores niveis plasméaticos
de DHEA eram associados com maior risco cardiovascu

Porsova-Dutoit e colaboradores (Porsova-DutoilcéMa e Starka, 2000) ao
fazerem uma revisdo critica sobre o papel proteimr DHEA/DHEAS sobre a
aterosclerose e doencga arterial coronariana namgacam evidéncias de protecao em
mulheres e os homens com baixos niveis plasmatiecoBHEA/DHEAS podem ser
considerados como em situacdo de risco para O vEssEnento de evento
cardiovascular fatal.

Neste contexto, é importante considerar o efetcadministragdo de DHEA
sobre aspectos especificos do metabolismo da glieodipideos uma vez que o
rompimento da homeostasia com relacdo a estes emodmleva a prejuizos

metabodlicos como obesidade e suas comorbidadegcifisgmente resisténcia a



insulina, diabetes melittus e doencas cardiovasEsilaMuitos estudos tém sido
realizados utilizando o tratamento com DHEA, taato modelos de cultura celular
quanto em modelos animais e também em humanosaAd&so, 0s mecanismos de
acdo deste hormonio ainda nao estdo plenamentedetde quando se investiga sua
atuagcdo sobre o metabolismo intermediario e comsggmente sobre o0

desenvolvimento de doencas associadas a distimeitabolicos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar osgesis efeitos da DHEA sobre o
metabolismo de ratos, machos e fémeas submetidosdou ao tratamento com o
hormonio, bem como seu efeito em ratos machos didyae concomitantemente ao
tratamento com DHEA e dieta hipercalérica e veaifioespostas celulares de
cardiomiocitos tratados com DHEA e submetidos a comalicdo de hipoxia seguida de

reperfusao.

2.2 Objetivos Especificos

a) Estabelecer modelo experimental de indugéo de adudsi

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

efetiva para o tratamento.

c) Comparar o efeito da administracdo de DHEA em pen&s metabdlicos de ratos

machos e fémeas.

d) Avaliar o efeito da dieta hipercaldrica associadaratamento com DHEA sobre

parametros metabdlicos de ratos machos.



e) Avaliar o papel da DHEA sobre as vias de sobrewigrcelular e estresse
oxidativo em modelo de cardiomidcitsvitro submetidos a condicédo de isquemia

e reperfusao.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de realizacdo dos experimentos

Os experimentosn vivo e ex vivo foram realizados no Laboratorio de
Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC) elLaboratério de Interacdo
Neuro-Humoral (LINH), ambos do Departamento de digjia da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul.

Os experimento# vitro, com cultura de cardiomidcitos, foram realizados n

Laboratério da Dra. Neelam Khaper na Universidagleakehead, Ontario, Canada.

3.2 Experimentosin Vvivo e ex vivo

3.2.1 Animais

Ratos machos e fémeas com 60 dias de idade, peates do Centro de
Reproducéo e Experimentacdo de Animais de LabanafGREAL) da UFRGS, foram
colocados em caixas (cinco animais por caixa) etid@ em condi¢cdes padrdo de
biotério (temperatura controlada 21°C, num cickralescuro de 12 h). Foram tomadas
todas as precaucdes a fim de reduzir o nimeroidesnutilizados e de minimizar seu
sofrimento. Todos os procedimentos realizados astale acordo com os Principios de
Cuidados de Animais de Laboratorio Animal (COBEAColégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal), e o protocolo experimefuaaprovado pelo Comité de Etica
do Uso de Animais da UFRGS (24122). Os animaisnioeimentados com dieta
normocaldrica padrao (2,90 kcal/lg, 63% de carbtwdra?5% de proteina e 12% de

lipideos) ou dieta hipercalodrica quando indicado.



3.2.2 Experimento 1: Ratos machos e fémeas tratadosm diferentes doses de

DHEA

3.2.2.1 Desenho experimental

Em humanos as doses de DHEA comumente administrada 50mg/kg
(Villareal e Holloszy, 2004; Weisst al, 2011), desta forma, optou-se por utilizar neste
estudo, 3 doses, uma dose menor (10 mg/kg), uneid@smediaria (25mg/kg) e uma
dose maior, semelhante a utilizada em estudosatimiom humanos (50 mg/kg). Ratos
Wistar albinos, machos e fémeas com 60 dias, fatiadidos em grupos, conforme
representado na Figura 4. De cada sexo, foram fmsnguatro grupos: a) grupo
controle, que recebeu apenas veiculo (Veiculol}, ®i grupo com DHEA na dose de
10 mg/kg (DHEA10), c) grupo com DHEA na dose datfkg (DHEA25) e d) grupo
com DHEA na dose de 50 mg/kg (DHEA5Q0). Para a awpdfe dogelletsutilizou-se
tubos de silicone Medicone® 2x3mm. A implantacastele bem como o procedimento
cirdrgico nas fémeas foi realizada com os animais anestesia (xilazina 5 mg/kg e

cetamina 100 mg/kg) administradas por via intrapeeal.

Todas as fémeas utilizadas no experimento foramaregtomizadas
cirurgicamente. Os machos foram anestesiados apanas colocacao dpelletse as
fémeas foram anestesiadas para o procedimentgicwlde ovariectomia que ocorreu

no mesmo momento da colocacao pebets

Os pellets eram implantados subcutaneamente na regido dsugarior dos
animais. A dose foi calculada para 30 dias derratdo e, ap0s este periodo os animais
foram mortos por decapitacdo, as estruturas formsechdas e os tecidos, figado,
tecido adiposo e musculo séleo foram processadea pa diferentes técnicas

experimentais. Ainda, tecido adiposo retroperitgniegido adiposo marrom e figado



foram pesados para obtencdo do peso total do teDidangue troncular foi coletado,

centrifugado e o soro armazenado para dosagenas@osteriores.

Figura 4. Grupos experimentais do primeiro experimento

3.2.2.2 Tratamento com DHEA

A DHEA (desidroepiandrosterona; Calbioch@n foi dissolvida em -
ciclodextrina (50% p:v) e administrada subcutanedenpor meio deelletsde silicone,
contendo as doses de 10, 25 ou 50 mg/kg, diluido2@uL de -ciclodextrina. O
calculo foi realizado para a manutencdo da dose ZbBOou 50mg/kg) durante 4
semanas. Foi realizado um estudo piloto (5 animaisle administrou-se uma dose
Unica de DHEA e verificou-se a concentracdo semamddormonio durante 30 dias de
seguimento (verificacdo do tempo de liberacdo dwnbaio), onde observou-se uma
manutencdo da concentracdo de DHEA ao longo desiedp. O grupo sem DHEA

recebepelletcom -ciclodextrina (veiculo). Opelletsforam mantidos durante 30 dias.

3.2.3 Experimento 2: ratos machos tratados com DHEA dieta hipercalorica

3.2.3.1 Desenho experimental e tratamento
Para este experimento foram utilizados ratos nsmaddunltos, com 60 dias no
inicio do experimento. Devido ao grande numero danais necessarios para a

realiacdo de todas as técnicas experimentais, etquor utilizar, neste experimento,



apenas ratos machos e com uma unica dose de DHE&cdélha da dose ocorreu a
partir dos resultados preliminares encontradosempgrimentos com machos e fémeas
ovarectomizadas e também por esta dose tratar-sendedose inermediaria. Foram
formados quatro grupos (Figura 5): a) grupo quebrea a dieta padrao normocaldrica e
sem DHEA (apenas veiculo), denominado grupo cantveiculo (CV); b) grupo que
recebeu dieta padrdo e DHEA, denominado grupo @enfPHEA (CD); c¢) grupo com
dieta hipercalérica sem DHEA (apenas veiculo), deénado grupo dieta veiculo (HV)

e d) grupo que recebeu dieta hipercaldrica e DHi8Rominado grupo dieta DHEA
(HD). O periodo experimental foi de 23 semanasid&dNas Ultimas 8 semanas, 0s
animais receberam tratamento com DHEA (Figura 6)DAEA foi administrada
subcutaneamente por meio gellets na dose de 25 mg/kg diluidos em 20uL de
ciclodextrina, o célculo foi realizado para a mangéo de 25mg/kg durante 4 semanas.
Os pelletsforam substituidos no inicio da quinta semanad{a8), tendo o tratamento

duracéo total de 60 dias.

Figura 5. Grupos experimentais do segundo experimento



3.2.3.2 Dieta

Para este protocolo experimental foram utilizadizes dietas (Figura 6; Tabela

1 e Tabela 2). Uma dieta normocalorica padrédo deto, industrializada - Nuvilab®

com 2,90 kcal/g (63% de carboidratos, 25% de prateil2% de gordura) e uma dieta

hipercaldrica formulada a partir de um protocolalizado em nosso laboratorio com

3,78 kcallg (72% carboidrato, 11% de proteina e flé%pideos). A dieta hipercaldrica

foi baseada na composicéo da dieta ocidental, gua ém carboidratos refinados, com

menor oferta protéica e pobre em fibras e nutreemtgsenciais (Deest al, 2015).

Todos os animais tinham livre acesso a comida e &buante todo o periodo

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

semanalmente.

Tabela 1.Composicao das dietas utilizadas no protocoloraxeatal

Nutrientes Normocalérica 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
Kcall/g 2,9 3,78




Tabela 2.Ingredientes utilizados no preparo da dieta hglérica artesanal

Composicéao Dieta Artesanal (g/100g)

Ragéo Nuvilab® 50,0
Amido de milho 25,0
Acucar 20,0
Caseina 7,5
2,5

Banha de porco

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, utiligewa linhagem celular H9C2

derivada de coracdo embrionério de ratos (ventjguiovenientes da American Type



Culture Collection (Manassas, VA, EUA). O esqueneagdupos e tratamentos esta
representado na Figura 7. As células foram culéisaem frascos de 25 éram meio
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (SigmadAkth, St. Louis, MO, USA)
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Hyclone, Piitgih, PA, USA), com 1% de
antibiético (penicilina-estreptomicina — In vitrageCarlsbad, CA, USA) a 37°C, com
5% CQ e 100% de umidade com a finalidade de proliferagdamento do numero de
células. As células foram semeadas em frascos @e78& mantidas a 37 °C em uma
atmosfera com 5% de GQ@té atingirem 80% de confluéncia (aproximadameante.
Quando a confluéncia foi atingida o meio foi subftio por DMEM sem SFB e sem
antibiotico (TDMEM), sendo formados quatros grupa$:grupo controle - células
incubadas a 37 °C em uma atmosfera com 5% dg €n hormdnio e sem serem
submetidas a hipoxia/reoxigenacao; 2) grupo camitom DHEA - células submetidas
as condicbes do grupo controle mais DHEA na conae#iv¢ de 0,1 uM; 3) grupo
hipoxia/reoxigenacdo, com as células submetidas periodo de 24 horas de hipoxia
(1% de Q e 5% de C@) a 37 °C, seguido de um periodo de 2 horas degemacao a
37 °C em atmosfera com 5% de £© 4) grupo hipoxia/reoxigenacédo - submetido as

mesmas condi¢des do grupo hipoxia/reoxigenacao OrnisM de DHEA.



Figura 7. Grupos experimentais do terceiro experimento

3.3.2 Camara de hipoxia

Para a realizacdo da hipdxia experimental, foizaiila uma camara umida de
hipéxia com controlador automatico (Coy, Grass L&tk EUA), como mostrado na
Figura 8. Foram padronizadas as condi¢des de tatp&rde 37°C e uma atmosfera
com 5% CQe 1% de @ O interior da camara de cultura umidificada @moberta com
folha de papel aluminio para evitar reacdes fotagsgeis entre as células e o meio de
incubacdo. As culturas celulares foram removidgsdeanente da camara de cultura
para uma segunda incubadora de cultura de tecid®3°C) que possuia uma camara de
vacuo, a fim de eliminar qualquer presenca de oxig&\o abrir e fechar a camara para
adicdo ou remocédo das células, os niveis dad0 variam mais do que 1% dentro da
camara de hipoxia. Os niveis de oxigénio foram dastem 1% de forma constante no

interior da camara.



Figura 8. Camara de hipoxia utilizada para os experimengosuttura de linhagem de cardiomiécitos

3.3.3 Tratamento com DHEA e condi¢cdes de hipoxia

Inicialmente, testou-se 3 doses de DHEA (0,01 0j¥,uM e 1 uM) em 12 horas
de hipoxia, a fim de estabelecer a dose a seradéi no experiento. Apos este periodo
realizou-se o ensaio de viabilidade celular. A ipaidbs resutados obtidos neste
experimento piloto, optou-se por utilizar a dose @& uM para os experimentos
posteriores. Para o preparo das doses de DHEAauitbe uma solucdamae de
DHEA na concentracdo de 1M (EMD Biosciences, Saydi CA, EUA) dissolvida em
DMSO (100%), devido a baixa solubilidade da DHEAarmazenada em temperatura
ambiente. Para os tratamentos com DHEA, foramzaddis diluicbes em série, desta
vez em meio de cultura TDMEM (DMEM nao suplementadm soro e antibidtico,
denominado tratament®), a fim de atingir as concentracdes desejadasne®m de
cultura dentro dos frascos de 25°ciRara o experimento cujo resutado encontra-se
nesta tese, na concentracdo de 0,1 uM, as céhras ftratadas com DHEA por 26

horas, durante o periodo de hipoxia/reoxigenacdemwcondicdes de normoéxia pelo



mesmo periodo. Quando submetidas a hipdxia, amsdbram colocadas na camara de
hipoxia (1% Q) durante 24 horas e apds este periodo submetidaigenacado por 2
horas a 37 °C numa atmosfera com 5% de. @tempo de tratamento para células em

normoxia foi de 26 horas.

3.4 Técnicas de analise metabdlica e processamed&s amostras

3.4.1 Testes de Tolerancia a Glicose (TTG)

O teste de tolerancia a glucose (TTG) foi realizagenas no experimento dois
(machos com dieta hipercalérica e DHEA). O TTGrimalizado apds 22 semanas de
dieta e sete semanas de tratamento com DHEA. Aosglicfoi injetada
intraperitonealmente (2 mg.kg-1 ip) (Hoe&tlal, 2011) e o sangue foi coletado atraves
de pequena puncéo na cauda, imediatamente antes1(igl basal), bem como 30, 60, e
120 minutos depois da administracéo da glicosecé&uta ponto de tempo, a glicose foi

medida por um glicosimetro (AccuChek Activo, RoChagnostics, USA).

3.4.2 Preparacédo das amostras e tecidos

Os animais foram eutanasiados pela manha, pomitlec@ sem anestesia,
realizada em sala separada do local onde se alojagaratos. Amostras de sangue
foram coletadas em tubos com gel separador antitarag e centrifugadas a 3000rpm
(800 x g) para separacédo do soro para dosagereviposs. Os tecidos foram retirados,
pesados, colocados em placas de Petry sobre oegkleados com tampdo Krebs-
Ringer bicarbonato pH 7.4 (KRB). Em seguida, ogdtecforam fatiados e colocados
nos tubos especificos para cada técnica realizzaj#taGdo de glicose, oxidagdo de
glicose e leucina, sintese de glicogénio, sintegarateina e lipogénese). Os tecidos néo

utilizados nos experimentos de incubacdo foram iat@ehente congelados para



realizacdo de outras andlises metabdlicas (cora@uatrde glicogénio, para figado e

coracao, de colesterol total e triglicerideos, fiig@do ewestern blottingpara coracao).

3.4.3 Oxidacéo de glicose (producéo déCO2)

Para mensurar a produgdo de »CQ@intese de lipideos e de proteinas,
aproximadamente 100 mg de tecido (figado, tecidpoad retroperitoeal e musculo
s6leo) foram fatiados e irrigados com solucéo ligjca gelada (KRB). Em seguida, 0s
tecidos foram secos em papel filtro e colocadogudros tipo penicilind com 1,0 mL
KRB mais 5 mM de glicose fria e 0,1 puCi [¢E] glicose (Amersham International). A
fase gasosa foi mantida utilizando-se carbogénio @@y, 95:5% v/v). Os tubos foram
vedados com tampa de borracha onde se acoploudrmesm formato de “J” com um
poco central, na qual era inserido uma tira de Ip@8pM para captacdo do GO
resultante da oxidacao da glicose marcada. A in@déoi realizada a 37°C durante 1
hora em banho metabdlico Dubnoff (60 ciclos/minaderdo com o método de Dunlop
(Dunlop, Van Elden e Lajtha, 1975). A reacdo dedagéo foi interrompida injetando-
se 0,25 mL de TCA 50% no meio de incubacéo e 0R8enNaOH nos pocos centrais,
através da tampa de borracha. A reagdo de “captg@atCO,” ocorreu overnight
ApoGs este periodo, o conteudo do centro do pocodigtado e transferido para viais
com 10 mL do liquido de cintilacdo e a radioatidedoi medida utilizando contador
LKB-Wallac para determinar a formacdo d#CO, de acordo com o método de
Fagundes (Dos Santos Fagunéésl, 2001). Os valores de producdo de>@@am

expressos como pmol ¥ glicose por mg de tecido/hora

3.4.4 Oxidacéao de leucina (produgéo déCOz2) - musculo séleo

Para a medida da producédo de-C&€ntese de lipideos e de proteinas a partir de

lecuina, aproximadamente 100 mg de musculo séleanmfdatiados e irrigados com



solucao fisiologica gelada (KRB); em seguida, afltes foram secos em papel filtro e
colocados em tubos tipgeénicilind com 1,0 mL KRB mais 5mm de glicose fria, 0,2
mM de leucina fria e 0,1 puCi [&AC] leucina (Amersham International). A fase gasosa
foi mantida utilizando-se carbogénio XCCO;, 95:5% v/v). Os tubos foram vedados
com tampa de borracha onde se acoplou um vidrooemato de “J” com um poco
central na qual era inserido uma tira de papel 3pélvh captacdo de G@esultante da
oxidagao da leucina marcada. A incubacao foi redéza 37°C durante 1 hora em
banho metabdlico Dubnoff (60 ciclos/min) de acormm o método de Dunlop
(Dunlop, Van Elden e Lajtha, 1975). A reacao dedagéo foi interrompida injetando-
se 0,25 mL de TCA 50% no meio de incubacéao e 028eNaOH nos poc¢os centrais,
através da tampa de borracha. A reagdo de “captm&tCO,” ocorreu overnight
Apés este periodo, o contetudo do centro do pocadigtado e transferido para viais
com 10 mL de liquido de cintilagédo e a radioatidieldoi medida utilizando contador
LKB-Wallac para determinar a formagdo dtCO, de acordo com o método de
Fagundes (Dos Santos Fagundgsal, 2001). Valores de producdo de £fOram

expressos como pmol & leucina/mg tecido/hora

3.4.5 Converséo de glicose e leucina a lipideos @saulo séleo

Para a verificagdo da conversdo de glicose aelysidos tecidos (figado e
musculo soéleo) foram retirados dos tubos de pamicé lavados com KRB para retirar
0 excesso de radioatividade n&o incorporado ngdesabioquimicas. Em seguida, os
tecidos foram homogeneizados com TCA 10%, tramisripara tubos de ensaio e
centrifugados 49.500 durante 10 minutos. Apos a centrifugacdo, o TGAléscartado
e adicionou-se cloroformio: metanol (2:1) seguigocéntrifugacédo a 49.5@durante

10 minutos. O sobrenadante foi coletado com umat@iPasteur e colocado em viais



para evaporacdo. O processo de extracdo com dlmiofnetanol foi repetido 3x
conforme o método de Folch (Folch, Lees e Sloananl8t, 1957). A fase
cloroféormio:metanol foi evaporada em viais e apésaporacéo adicionou-se 10 mL de

liquido de cintilag&o e a radioatividade foi medidigizando contador LKB-Wallac.

3.4.6 Conversao de leucina a proteina - musculo g6l

Para a medida de leucina incorporada em protedn&sido restante no tubo da
extracao dos lipideos na fase anterior, foi coloaaa capela para completa evaporacéo
da umidade. Apds a evaporacédo, foi adicionado &fdidmnico aopellet e a amostra
transferida para viais com 8mL de liquido de cigilo. A radioatividade foi medida
utilizando contador LKB-Wallac.

Amostras com aproximadamente 100 mg do tecido duhdisséleo) foram
incubadas em tubos contendo 1 mL de KRB com 5mMjldese e 0,1 uCi [2DG-
1C]glicose (Amersham International). A fase gasoea dquilibrada usando 5%
CO2:95% Q. Os tubos foram colocados numa incubadora metabdb tipo Dubnoff
com agitacdo constante (60 ciclos/minutos) dur@fteninutes a 37°C. ApoOs o periodo
de incubagéo, os tecidos foram removidos do meimad#éacédo e lavados duas vezes
com KRB gelado. Em seguida, foi retirado o excedsdampdo em papel filtro e o
tecido foi colocado em tubos contendo 1 mL de agestilada. Para determinar a
captacdo celular de glicose conforme método de Bthrl{Machado, Wassermann e
Marques, 1991), os tecidos foram rompidos utilizanddas fervuras alternadas com
dois congelamentos. A quantificacdo de radioatoedéoi realizada em contador de
cintilagéo liquida e os resultados foram expressoso razao tecido/meio (T/M), que é

dpm/mL de meio interno por dpm /mL do meio de ireszém.



3.4.7 Sintese de Glicogénio a partir de [&fC] glicose e alanina

Para a sintese de glicogénio, fatias de tecidadfi e musculo sb6leo) com
aproximadamente 100 mg foram incubadas em tubdsrdm tampéo fisiolégico KRB,
5 mM de glicose fria e 0,1 uCi [&fC]glicose (Amersham International) (para sintese a
partir de glicose em figado e musculo) ou 5mM d=ogek fria, 0,2 mM de alanina fria e
0,1 pCi [U¥CJalanina (Amersham International) para a sintepartir de alanina no
figado). A fase gasosa foi equilibrada com carbmg@? CQ:95% Q) e a incubacéo
realizada em banho metabdlico (60 ciclos/minutopdie 1 hora a 3C. A reacéo de
sintese foi interrompida por adi¢cdo dos tubos elm §an seguida, o tecido foi lavado e
a extracdo do glicogénio realizada segundo métadd®alnikoff (Dolnikoff et al,
2001). Resumidamente, os tecidos foram colocadotubos de ensaio com 1 mL de
KOH 30% e fervidos a 108C para completa digestao do tecido (aproximadaméhte
minutos). Apos a fervura, foi adicionado etanokpnacentracdo de 70% para favorecer
a precipitacdo do glicogénio e as amostras forarriftegadas a 1500 por 10 minutos.
Apoés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descarfaubresso repetido por 3x). Ao
pelletfoi adicionado liquido de cintilagcdo e em seguadadioatividade foi medida em

contador LKB-Wallac com 95% de eficiéncia.

3.4.8 Conteudo de glicogénio tecidual - figado eragéo

Os tecidos (figado e coracdo) foram congelado20%C-até as andlises. A
extracdo de glicogénio foi realizada de acordo @ommétodo de Van Handel (Van
Handel, 1965) e foi medido como glicose apo6s adliglr 4cida do glicogénio. Utilizou-
se como padrdao o glicogénio de figado de coelhaofiteldo de glicose apds a
hidrolise acida foi determinado pelo método daogiecoxidase (Glicose PAP.Liquiform

Kit Labtest) e medido em placas de 96 po¢cos madetyth 200rt (UV-Vis), utilizando



espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 508smesultados foram expressos

como g% de glicogénio.

3.4.9 Captacao de glicose

Amostras de musculo séleo e gastrocnémio e temiijmoso foram incubadas
em tubos contendo 1 mL de KRB com 5 mM de glico$gleuCi [2DG-14C] glicose
(Amersham International). A fase gasosa foi equalila usando 5% de CO2: 95% de
02. Os tubos foram colocados num incubador de Difibeomantidos sob agitacéo
constante durante 60 minutos a 37 ° C. Apés a sgddy o tecido foi removido da
solugéo de incubagéao, lavado duas vezes em KRBI@elam seguida adicionados a
tubos de ensaio contendo agua destilada. O teoideofpido através de fervuras
permitindo a liberacdo intracelular (Machado, Wasse&n e Marques, 1991). Em
seguida, quantificou-se a radioatividade a panirnteio fervido (meio interno) e a
radioatividade do meio de incubagdo (meio exter@y.resultados estdo expressos

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

3.4.10 Dosagens bioquimicas no soro
As dosagens séricas de glicose, trigliceridios )(T®lesterol total (CT),

colesterol de alta densidade (HDL), acido Uricejaie creatinina foram determinadas
usando metodos enzimaticos e medidas por espdémEto e os resultados foram
expressos em mg/dL. A alanina aminotransferase JAambem foi determinada por
métodos enzimaticos (Labtest, MG, Brasil) e osltadas foram expressos como U/L.
Os kits enzimaticos foram adquiridos da empresadsatDiagnostica SA. Todas as

dosagens seguiram o protocolo do fabricante.



3.4.11 Dosagens de DHEA e Testosterona no soro
As dosagens de DHEA e testosterona foram detedasnpor kit de ELISA

(Enzo life Sciences®) e os resultados séo expressns pg/mL.

3.5 Andlise da expresséao de proteinas (Western Biap)

3.5.1 Amostras teciduais

Amostras de coracdo dos animais do experimen® fdoam homogeneizadas
com tampao de lise, pH 7,4, como descrito por Jaginal (Janner Ddaet al, 2010).
Apos a determinacdo do conteudo proteico pelo rétdedBradford (Bradford, 1976),
as proteinas foram separadas por SDS-PAGE (dodelfdto de sédio em gel de
poliacrilamida - 10%) usando o sistema MiniprotéBio-Rad, Hercules, EUA). Antes
de carregar as proteinas no gel, as amostras fgaetidas a 90°C durante 2 min para
desnaturar as proteinas. No gel carregou-se 80eugrateina em tampédo de carga
(0,375 mol/L de Tris, pH 6,8, glicerol a 50%, SD%QG%0, 0,5 mol/L-mercaptoetanol e
0,002% de azul de bromofenol) em cada poco. Utikge padrédo de peso molecular
range (Full-Range Rainbow, GE Healthcare Life Scien&&) Paulo, Brasil). Apos a
electroforese, as proteinas foram transferidas paebranas de nitrocelulose
(Hybond; Amersham, EUA), utilizando um sistema dmsferéncia eletroforética em
tanque (mini Trans-blot Bio-Rad). A seguir, a fim lbdoquear as ligacdes inespecificas,
as membranas foram incubadas com tampéao a 10%talene pé sem gordura diluido
em tampao Tris salina (TTBS) (20 mmol/L de Tris-H@H 7,5; 150 mmol/L de NaCl;
0,05% de Tween-20, pH 7,4) durante 60 min (Jatadd, 2008). O anticorpo primario
diluido (anticorpo policlonal de coelho contra ptAer473 de 60 kDa, Santa Cruz
Biotechnology) em TTBS e na concentragédo de 1:1fil(adicionado & membrana e

incubadoovernighta 4 °C. ApOs essa incubacdo, as membranas foneadds trés



vezes com TTBS e incubadas durante 2 h em tempgratabiente com o anticorpo
secundério anti-rabbit (Millipore). Apos a incubag@®m o anticorpo secundario, lavou-
se novamente as membranas trés vezes com TTBS if&fl/lmde Tris-HCI; 150
mmol/L de NaCl, pH 7,5) e procedeu-se a revelagiioqouimioluminescéncia. Para
iIsso, utlizou-se um sistema de deteccao baseadgubstratos luminescentes, com
exposicdo das membranas ao filme autorradiogréfigperfilm (Amersham®) por
aproximadamente 1 minuto. A autorradiografia gerémlaanalisada por meio do
software Image J® e os resultados foram expresso® c¢elacdo P-Akt/Ponceau. A
coloracdo da membrana com ponceau (Ponceau S, -Bigimeh) permite a
visualizacdo e quantificacdo das proteinas tradsfer para a membrana. Para
minimizar as variagdes interensaio, as amostrasdis 0s grupos experimentais foram
processadas em paralelo. A expressdo das proténasxpressa como unidades

densitométricas arbitrarias.

3.5.2 Expressao de proteinas em células (cardiomiids)

Realizou-se western blotting para a quantificacaoedpresséao celular das
seguintes proteinas: Mn-SOD (SOD-Mitocondrial), azge (CAT), Bax, Bcl-2, poli-
ADP-ribose-polimerase (PARP) e caspase-3 de aamno(Bryanet al, 2011). Apos
0s tratamentos experimentais, as células foram penwizadas em 400 de tampéo
Pathscan contendo 25mM de Tris, 150mM NaCl, 1mM EDZmL de Triton-X
fluorido de sédio e coquetel com inibidores de gases (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) e, em seguida, centrifugadas a 8000 x g panibutos a 4°C. A concentracéo de
proteinas no sobrenadante foi determinada pelo doéie Bradford (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). Foram usa86 g de proteina (Bradford,

1976) de cada amostra, os quais foram aquecidos @ef desnaturar as proteinas e em



seguida, as proteinas foram separadas por SDS-P@E&Hoforese em gel de
poliacrilamida com sulfato dodecil de sddio), coasl de 8 a 15%, de acordo com o
peso molecular da proteina. Apds a eletroforesgrateinas foram transferidas para
membranas de polivinilideno difluoreto (PVDF) usangm sistema de transferéncia
(mini Trans-blot Electrophoretic Transfer Cell), HLOv por 1-2 h. Depois da
transferéncia, as membranas foram bloqueadasantil@tampao de bloqueio com 5%
de leite desnatado preparado em TTBS (solucacasadirtampéo tris - 20 mmmo /L de
Tris, 137 mmol / L de NaCl, pH 7,4, com 0,1% de &n0) por 90 min. Depois do
bloqueio, as membranas foram lavadas trés vezesTd@® e incubadas por 16 a 18
horas ¢vernigh) a #C com os seguintes anticorpos primarios: Bax e2B(banta
Cruz® Biotechnology), PARP (Abcam®), caspase-3 |(Ggnaling®), Mn-SOD
(Millipore®) e catalase (Sigma Aldrich®). Os antipos primarios (preparados em
TBS-T com 5% de leite) ligados a membrana foraneaatlos utilizando anticorpos
secundarios conjugados com peroxidasdi-rabbit ou anti-mouse,os quais foram
preparados em TTBS 5% de leite (1:1000-1: 5000)af@&orpos secundarios foram
incubados durante 2 horas em temperatura ambiestb agitacdo constante. Antes de
proceder a revelagdo por quimiluminescéncia, as bremas foram lavadas por trés
periodos de 10 minutos com TTBS (TrisHCI 20 mM, N&&D mM, pH 7,5). A reacéo
de quimiluminescéncia ocorreu através de um sistéimadeteccdo baseado em
substratos luminescentes, e as imagens fluoresceioteam capturadas usando
ChemiDoc MP (BioRad). Os dados foram expressos co@dia da densidade Optica
guantificado pelo software Quantity One®. O comrale carga utilizado para a

normalizac&o foi anti-actina (Santa Cruz Bio).



3.6 Citometria de fluxo

A verificacdo do estresse oxidativo, na forma sigéeies reativas de oxigénio
intracelular (EROs) foi determinado através do ensa 2',7'-
diclorodihidrodrofluoresceina diacetate .Q0-CFDA) (Yang et al, 2013) (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Apéds o tratarmdXHEA e/ou hipoxia), ~ 7-8 X
10° células HI9C2 foram lavadas com solucdo salina asepdo fosfato (PBS) e
incubadas durante 30 minutos comDE@FDA, de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. O meio com #BCFDA foi entdo aspirado e as células foram lavauias
PBS. Apds a lavagem com o tampao fosfato, as céltdeam cuidadosamente
removidas das garrafas através de tripsinizacassapas para tubos de ensaio e
centrifugadas a 35@ durante 5 minutos a%. Em seguida, a fluorescéncia relativa de
células nédo tratadas e tratadas foi medido por rdei@itometria de fluxo (Becton

Dickinson citdmetro de fluxo FACSCalibur), de acmmbm as instru¢cdes do fabricante.

3.7. Andlise Estatistica

A andlise dos dados com relacdo a homogeinidadedtizada através do teste
de Levene e as comparac0Oes entre os diferentessgionam realizadas empregando-se
ANOVA de duas vias (machos: fémeas; dieta: tratamenipdxia: tratamento) ou
andlise de medidas repetidas (avaliacdo do conslimentar e ganho de peso) ou area
sob a curva (AUC para TTG) seguida pelo teste postde Tukey-Kramer, quando os

valores de F foram significativos. O nivel de diigdincia adotado foi de P <0,05.



4. RESULTADOS

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

Passados trinta dias da colocacédomiestcom diferentes doses de DHEA foi
realizada a dosagem sérica da concentracdo de DHIgaAra 9A). A concentragcdo
sérica de DHEA aumentou significativamente em todasdoses administradas,
mostrando que pellet foi efetivo em liberar DHEA e que esta se manteweniveis
maiores do que nos animais controle no 30° disad@nento.

Como a DHEA pode ser convertida em testosteromaigas vezes o efeito da
DHEA pode ser atribuido a testosterona, a concgiuraérica de testosterona total nos
ratos machos e nas fémeas ovarectomizadas foi alopada verificar se a DHEA
administrada estaria sendo convertida em testostgfiigura 9B). Observou-se que o
tratamento com DHEA n&o aumentou os niveis degtstma total. A concentracdo de
testosterona total mostrou diferenca estatistitee e sexos (p<0,001), sendo que 0s

machos apresentaram maiores niveis, e ndo howragab entre sexo e tratamento.
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Figura 9. Niveis séricos de DHEA e testosterona total emsratachos e fémeas ovarectomizadas 30
dias apos implantagao delletscom diferentes doses de DHEA.

A) Concentracdo de DHEA; B) Concentracdo de testose total. Os valores representam a média +
EPM, n=5-6 animais em cada grupo. Os dados foratisados por ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de Tukey—Kramer. Ctrl Veiculo: Grupo controlem veiculo; DHEAL1O: Grupo com DHEA



10mg/kg; DHEA25: Grupo com DHEA 25mg/kg; DHEAS5O: Uppo com DHEA 50mg/kg. *Diferenca

significativa em relacéo ao controle. #Diferengm#icativa entre machos e fémeas (p<0,05).

O metabolismo da glicose no figado de machos ed8novarectomizadas
submetidos ao tratamento com diferentes doses deAD#s$ta representado na Figura
10. A oxidacéo de glicose mostrou diferenca esi@digpenas entre os sexos (p<0,001),
nao mostrando efeito do tratamento com diferent=esl de DHEA. Nas fémeas, a
oxidagdo de glicose chega a ser aproximadamente rd8%or do que os valores
encontrados nos machos (Figura 10A). Com relacgiotase de lipideos utilizando o
mesmo substrato (Figura 10B), nos machos a sideebpideos também é maior do que
nas fémeas (p<0,001) e neste parametro, houve efeittratamento com diferentes
doses de DHEA (p<0,001). Nas fémeas, observa-seapuferme aumenta a dose de
DHEA menor é a sintese de lipideos no figado, eanb@o haja diferenca significativa
entre as doses. A sintese de glicogénio no fig&ifguia 10C) mostrou diferenca
estatistica entre os sexos (p<0,001), efeito danranto (p=0,037) e interacdo entre
sexo e tratamento (p=0,004). Neste parametro, tassirde glicogénio no figado das
fémeas é aproximadamente 73% maior do que os salreontrados nos machos.
Além disso, nos machos o tratamento com DHEA néaraah sintese de glicogénio,

enguanto nas fémeas as maiores doses de DHEAS@®@kg) reduziram a sintese de

glicogénio.
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Figura 10. Metabolismo da glicose no figado de ratos machi@mneas ovarectomizadas e tratados com
diferentes doses de DHEA: A) Oxidacdo de glicoseQ®; B) Incorporagdo de glicose a lipideos; C)
Sintese de glicogénio a partir de glicose. Os ealoepresentam a média + EPM, n=5-6 animais em cada
grupo. Os dados foram analisados por ANOVA de dims seguida pelo teste de Tukey—Kramer. Cirl
veiculo: Grupo controle com veiculo; DHEA10: Grupom DHEA 10mg/kg; DHEA25: Grupo com
DHEA 25mg/kg; DHEA50: Grupo com DHEA 50mg/kg. *Difmca significativa em relacéo ao controle;
#Diferenca significativa entre machos e fémeas @50

A Figura 11 mostra o metabolismo da glicose nalteadiposo retroperitoneal
de machos e fémeas ovarctomizdas submetidos ameato com diferentes doses de
DHEA. Na captacdo de glicose (Figura 11A), a amafistatistica mostrou interagéo
entre sexo e tratamento (p=0,009) e diferenca estsexos (p<=0,001), sendo que nos
machos a captacdo de glicose no tecido adiposopegitoneal € menor do que nas
fémeas. Além disso, houve efeito do tratamento ,(3) e este efeito é dependente do
sexo, pois apenas nas fémeas a captacdo de gliooserido adiposo € menor nos

grupos tratados com DHEA em todas as doses utlizal oxidagdo de glicose no

tecido adiposo (Figura 11B) ndo mostrou diferergtatistica entre os sexos (p=0,623),



nem entre tratamentos (p=0,262) e também n&o hateracdo entre sexo e tratamento

(p=0,09).
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Figura 11. Metabolismo da glicose em tecido adiposo retropaeial de ratos machos e fémeas

ovarectomizadas e tratados com diferentes dos&H#A: A) Captacdo de glicose; B). Oxidacdo de



glicose. Valores representam a média + EPM, n=Bia@s em cada grupo. Os dados foram analisados
por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de TukKegmer. Ctrl veiculo: Grupo controle com
veiculo; DHEA10: Grupo com DHEA 10mg/kg; DHEA25: po com DHEA 25mg/kg; DHEAS5O:
Grupo com DHEA 50mg/kg. *Diferenca significativa enelacdo ao controle; #Diferenca significativa

entre machos e fémeas (p<0,05)

A Figura 12 mostra a captacdo de glicose em massoleo de machos e
fémeas. A captacdo de glicose apresentou difereng@ os sexos (p<0,001), nas
fémeas a captacao € 40% maior do que nos machdsatmento ndo influenciou a

captacao (p=0,493), porém, houve interacdo ente es¢ratamento (p=0,007).

15001
0] Machos
2 # E3 Fémeas
O L (]
<~ 10001 ' '
=
S -
o =
S, 500 o
5 -
a -
[ =
0- -I
N PP O PR
RS % S S S NP
QQ' \2{0 Q‘Q/ Q‘Q/ QQ' \2{0 Q‘Q/ \2{0
ORI NN
@) @)
Doses

Figura 12. Captacéo de glicose em musculo soleo de ratosanafémeas ovarectomizadas e tratados
com diferentes doses de DHEA.Valores representamdia + EPM, n=5-6 animais em cada grupo. Os
dados foram analisados por ANOVA de duas vias segpelo teste de Tukey—Kramer. Ctrl veiculo:
Grupo controle com veiculo; DHEA10: Grupo com DHHEAmMg/kg; DHEA25: Grupo com DHEA
25mg/kg; DHEA50: Grupo com DHEA 50mg/kg. #Diferansignificativa entre machos e fémeas
(p<0,05).

A Figura 13 mostra o metabolismo da leucina emcoldsséleo de machos e

fémeas submetidos ao tratamento com DHEA. Na odamlag leucina (Figura 13A)



houve interac&o entre sexo e tratamento (p=0,0&2yenca entre os sexos (p<0,001) e
nao houve efeito do tratamento (p=0,291). No entamts machos, na maior dose (50
mg/kg), a oxidacdo de leucina foi 42% menor do gas animais sem tratamento,
enquanto que nas fémeas o efeito foi oposto: na ded0mg/kg a oxidacdo de leucina
foi 53% maior e nas doses de 25 e 50 mg/kg a o&alde leucina foi aproximadamente
80% maior do que nos animais do grupo sem trataméniconversao de leucina a
lipideos (Figura 13B) mostrou diferenca entre o®s€p<0,001), sendo que nas fémeas
a conversao de leucina a lipideos é menor do gaemrazhos. Nao houve efeito do
tratamento (p=0,383) nem interacdo entre sexotantento (p=0,077). A sintese de
proteinas a partir de leucina (Figura 13C) apreserdiferenca entre 0S sexos
(p<0,001), sendo que nos machos, de forma gesdhtese proteica a partir de leucina
foi aproximadamente 80% maior do que nas fémeas hdéve efeito do tratamento na

sintese proteica (p=0,07) nem interacdo entre s¢saiamento (p=0,968).
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Figura 13. Metabolismo da leucina em musculo séleo de ratashos e fémeas ovarectomizadas e
tratados com diferentes doses de DHEA. A) OxidaggoSintese de lipideos C) Sintese de proteinas.
Valores representam a média + EPM, n=5-6 animaisatda grupo. Os dados foram analisados por

ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey—I€rai@trl veiculo: Grupo controle com veiculo;



DHEA10: Grupo com DHEA 10mg/kg/; DHEA25: Grupo cdEA 25mg/kg; DHEA5S0: Grupo com
DHEA 50mg/kg.#Diferenca significativa entre macledg&€meas (p<0,05).

4.2 Experimento 2: Ratos machos tratados com DHEAdieta hipercalérica

Os dados da Figura 14A mostram a média da ingeatédca dos ratos durante
as 23 semanas do experimento. A analise estatistieamedidas repetidas mostrou que
a ingestdo caldrica dos ratos HV e HD foi sempréom@ue a dos outros grupos.
Animais que ingeriram dieta hipercaloriad libitumapresentaram maior ganho de peso
final, 65,6% para o HV, 66,4% para HD, 36% CV e 48B (p <0,01) quando
comparados com seu peso inicial, respectivamerde X&B). O tratamento com DHEA

ndo alterou a ingestéo caldrica nem o ganho de(p&$0l4A e 14B).



Figura 14. Dados de ingestéo energética e de peso corporat@emachos que consumiram dieta
hipercaldrica ou dieta controle e receberam tratdoneom DHEA enpellets(25 mg/kg ou veiculo

durante as Ultimas oito semanas) A) Ingestao etieag8) Peso corporal. Os valores representamanedi
+ EPM de 8-10 animais por grupo. Os dados forarisadas por ANOVA de medidas repetidas seguida
pelo teste de Tukey—Kramer. CV=Grupo Controle cagit\Mlo; CD= Grupo Controle com DHEA;
HV=Grupo dieta Hipercaldrica com veiculo; HD= Grugieta Hipercal6érica com DHEA (p<0,05).

A concentracao de glicose (Tabela 1) mostrou weticesignificativo da dieta e
do tratamento e interacdo significativa entre diet&ratamento (p<0,001). A diet:
provocou aumento e o tratamento com DHEA reduzglicemia nos aminais com dieti
hipercaldrica. No teste de tolerancia a glicosguia 15) (TTG) foi observado un
efeito significativo da dieta e houve interacaoreemtieta e tratamento (p<0,005). C
animais que receberam a dieta hipercaldrica semADHE/) tiveram maior area sob ¢
curva (AUC — area under the curve(Figura 15). Os animais que receberam a di
hipercalérica com DHEA (HD) apresentaram area satur@a 21% menor quando

comparados com animais com dieta hipercaloricaBeBA (HV) (Fig. 15 reduzida).



Tabela 3. Parametros bioquimicos do soro de ratos tratadwms dieta normocalérica ou
hipercaldrica e submetidos ou ndo ao tratamentoRdBA.
cv CD HV HD

ANOVA*

Glicose (mg/dL) 89,45+1,8 89,57+1,08

120,13+10,33 124,22+5,54

102,28+1,04 91,79+1,42 D, T8

Triglicerideos 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 82,0045,61 NS
(mg/dl)

ALT (U/L) 21,30+1,85 17,90+1,93 36,90+2,61 21,69+2,96 D, T 8§
HDL (mg/dL) 35,53+3,19 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 anpoaigrupo. Os dados foram analisados através\daVA de

duas vias seguida pelo teste de Tukey-Kramer * 0,65. D=efeito da dieta; T=efeito do tratamento;=N&b

significativo; 8=interacdo entre dieta e tratamer@=Grupo Controle com Veiculo; CD= Grupo Contra@em

DHEA; HV=Grupo dieta Hipercal6rica com veiculo; HBrupo dieta Hipercalérica com DHEA. ND=N&o detdcta
ALT=Alanina-Amino-Transferase. HDL=Colesterol deri3elade EleadaHjgh Density Cholesterpl

Figura 15. Teste de Tolerancia Oral & Glicose (TTG) e Arela aoCurva (AUC) (Figura acima do
grafico) de ratos machos tratados com dieta norl@oca ou hipercalérica e submetidos ou ndo ao
tratamento com DHEA. Valores representam a médi#®#, n=6-7 animais por grupo. Os dados foram

analisados por ANOVA de duas vias seguido pmlst-hocTukey—Kramer. CV=Grupo Controle com



Veiculo; CD= Grupo Controle com DHEA; HV=Grupo daiehipercalérica com veiculo; HD= Grupo
dieta Hipercalérica com DHEA. # Efeito da dieta @3001); Houve interacdo estatisticamente

significante entre dieta e tratamento (p=0,005).
No figado, tanto o tratamento com DHEA quanto atadihipercal6rica
produziram uma reducdo da oxidacao de glicoseoggicconvertida em G (Fig.

16A) e a andlise estatistica mostrou interaca® entlieta e o tratamento (p = 0,045). A

sintese de lipidios no figado foi semelhante eroda$ grupos (Fig. 16B).

>

Producéo de CO ,
(pmol *C glicose/mg tecido/h)




w

Sintese de Lipideos
(pmol of 4C glicose/ mg tecido/h)

Y

Figura 16. Metabolismo da glicose em figado de ratos machatados com dieta normocalérica ou
hipercaldrica e submetidos ou ndo ao tratamento PéiEA. A) Producdo de CO2; B) Sintese de
Lipideos. Valores representam a média + EPM, na6ifhais por grupo. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey—teram

CV=Grupo Controle com Veiculo; CD= Grupo ControtercDHEA; HV=Grupo dieta hipercaldrica com
veiculo; HD= Grupo Dieta Hipercaldrica com DHEA.féfo da dieta (p<0,001); *Efeito do tratamento
(p=0,002). Houve interacdo estatisticamente sicpnifie entre dieta e tratamento na producdo de CO
(p=0,045).

A Figura 17 mostra a sintese de glicogénio hepapela via direta (Figura
17A) e indireta (Figura 17B). Quando avaliamos rdesie de glicogénio a partir da
glicose (Figura 17A), n&o foi encontrada diferesigmificativa, mas o tratamento com
DHEA nos animais que receberam dieta hipercal@isaentou a sintese de glicogénio
até proximo aos niveis dos animais com dieta padtimteressante observar que,
quando foi oferecida alanina como substrato paitase de glicogénio (Figura 17B),

foi encontrada uma interacdo significativa entretadie tratamento. O tratamento com

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



hipercaldrica produziu um aumento de 24% na sirtesglicogénio quando comparado

com o grupo controle veiculo.
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Figura 17. Sintese de glicogénio em figado de ratos maclaiadivs com dieta normocalérica ou
hipercaldrica e submetidos ou ndo ao tratamento B6tRA. A) A partir de glicose; B) A partir de
alanina. Valores representam a média + EPM, n=6imas por grupo. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido pepmst-hocTukey—Kramer. CV=Grupo Controle com Veiculo; CD=



Grupo Controle com DHEA; HV=Grupo dieta hipercatércom veiculo; HD= Grupo dieta Hipercaldrica
com DHEA. *Efeito do tratamento (p<0,05). Houve interacaagsticamente significante entre dieta e

tratamento na sintese de glicogénio a partir dareap=0,04).

A fim de avaliar o efeito do tratamento e da dsgibre o metabolismo do tecido
adiposo, foi medida a captacao e oxidacao de @giddemo observado na Figura 18A,
a analise estatistica mostrou efeito significatde dieta e do tratamento. A dieta
hipercalorica diminuiu a captacao de glicose comqe@mo grupo controle e 0s animais
tratados com DHEA apresentaram um aumento na éapthe glicose independente da
dieta. Dados de oxidacao de glicose no tecido adipéo apresentados na Figura 18B.
Os valores mostraram um efeito significativo datalie do tratamento e também a
interacdo entre a dieta e o tratamento (p = 0,d08yatamento com DHEA diminuiu
significativamente a oxidacdo de glicose no grupairole e produziu um aumento no

grupo com dieta hipercaldrica.
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Figura 18. Metabolismo da glicose em tecido adiposo retropeeial de ratos machos tratados com dieta
normocalérica ou hipercaldrica e submetidos ouat@tratamento com DHEA. A) Captacéo de glicose;
B) Producdo de CO Valores representam a média + EPM, n=6-7 anipaisgrupo. Os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias seguido peletdst Tukey—Kramer. CV=Grupo Controle com
Veiculo; CD= Grupo Controle com DHEA; HV= Grupo @ieHipercalérica com veiculo; HD= Grupo
dieta Hipercalorica com DHEA.#Efeito da dieta (p< 0,05). *Efeito do tratamei(ps<0,05). Houve

interacdo estatisticamente significante entre didgtatamento na producao de g@=0,008).

Para avaliar o efeito do tratamento e da dietaesolmetabolismo muscular, foi
medida a oxidacdo de glicose (Figura 19A), a séntis lipidios (Figura 19B) e a
sintese de glicogénio no musculo soleo (Figura 18@)oxidacéo de glicose (produgéo
de CQ) e sintese de glicogénio a andlise estatisticarawaumento significativo nos
grupos com dieta hipercaldrica comparado aos graposdieta controle. A sintese de

lipidios ndo mostrou diferenca significativa nemride a dieta nem ao tratamento.
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Figura 19. Metabolismo da glicose no musculo séleo de ratashws tratados com dieta normocalérica
ou hipercalérica e submetidos ou ndo ao tratamemimo DHEA: A) Produgdo de CO2; B) Sintese de
Lipideos; C) Sintese de glicogénio. Valores represe a média + EPM, n=6-7 animais por grupo. Os
dados foram analisados por ANOVA de duas vias segpelo teste de Tukey—Kramer. CV=Grupo
Controle com Veiculo; CD= Grupo Controle com DHBAY=Grupo dieta Hipercalérica com veiculo;

HD= Grupo dieta Hipercalérica com DHEA. #Efeitodlata (p< 0,003).
A Figura 20 mostra a captacao de glicose no masgastrocnémio. A andlise

estatistica mostrou efeito da dieta e interacace emtdieta e o tratamento (p=0,008),

sendo que os grupos com dieta hipercal6rica apsesem uma reducdo na captagao de

glicose (p<0,001).
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Figura 20. Captacdo de glicose em gastrocnémio de ratosdtsmt@om dieta normocalérica ou
hipercaldrica e submetidos ou ndo ao tratamento@HE@BA. Valores representam a média + EPM, n=6-7
animais por grupo. Os dados foram analisados pdD¥A de duas vias seguida pelo teste de Tukey—
Kramer. CV=Grupo Controle com Veiculo; CD= Grupo nBole com DHEA; HV=Grupo dieta
Hipercalodrica com veiculo; HD= Grupo dieta Hipedcaa com DHEA. # Efeito da dieta (p< 0,001).

Houve interacdo estatisticamente significante edigta e tratamento (p=0,008).
A quantidade da proteina pAKT no coracdo é aptadanna Figura 21A
analise estatistica revelou que existe um efegoiftativo do tratamento (p <0,05) e

interacdo entre a dieta e tratamento (p<0,05), an@HEA causou um aumento de

55% na expressao proteica da pAKT no grupo cona tigiercaldrica.
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Figura 21. Conteddo de pAKT em curacao de ratos machos tretadm dieta normocaldrica ou
hipercaldrica e submetidos ou ndo ao tratamento BBHEA. Os valores representam a média + EPM,
n=4-5 animais por grupo. Os dados foram analispdosANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Tukey—Kramer. CV=Grupo Controle com Veiculo; CD=u@s Controle com DHEA; HV=Grupo dieta
Hipercalérica com veiculo; HD= Grupo dieta Hipedrada com DHEA. *Efeito do tratamento (p=0,01).

Houve interacdo estatisticamente significante edigta e tratamento (p=0,046).

Os parametros bioquimicos sanguineos séo aprdesnte Tabela 1. Como
esperado, os niveis de DHEA no soro foram signifiaenente maiores nos grupos CD
e HD. N&o houve diferenca nos niveis de colestetal e colesterol HDL. Os niveis de
triglicerideos aumentaram nos animais que recebdieta hipercalérica e o tratamento
com DHEA néo teve efeito neste parametro. Os nideisalanina-aminotransferase
(ALT) apresentaram um efeito significativo da dietado tratamento e também foi
observada interagcao significativa entre a dietat@atamento (p <0,005), onde a dieta
hipercal6rica provocou aumento nos niveis da ennmsoro, além disto, o tratamento

com DHEA reduziu niveis de ALT no soro independetaalieta. Os animais com dieta



hipercalorica apresentaram niveis de acido Uricearo que eram maiores do que nos
outros sem a dieta hipercalérica. O tratamento DbtRA reduziu nivis de &cido Urico
em ambos os grupos. Os grupos tratados com DHEAnt@eis mais baixos de uréia

independente da dieta que os animais receberam.

A Tabela 2 mostra o0 peso dos tecidos: tecido adipoarrom, tecido adiposo
branco retroperitoneal e figado. O tecido adiposorom mostrou efeito significativo
(p<0,05) da dieta e do tratamento, mas sem a ¢&erantre eles. A dieta hipercalorica
aumentou o peso do tecido adiposo marrom e o testtncom DHEA aumentou o
peso no grupo com dieta controle e dieta hipercald© peso do tecido adiposo branco
e figado foram maiores nos grupos com dieta hifimica e o tratamento com DHEA
nao reverteu este efeito.

Tabela 4. Peso dos tecidos (gramas) de ratos tratados ceta dormocaldrica ou hipercaldrica e

submetidos ou ndo 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 D, T
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 enpoagrupo. Os dados foram analisados atravesNf8VA de
duas vias seguida gmst-hocTukey-Kramer *P < 0,05. D=efeito da dieta; T=adaio tratamento; NS=n&o significativo.
CV=Grupo Controle com Veiculo; CD= Grupo ControtercDHEA; HV=Grupo dieta Hipercal6rica com veicultD=

Grupo dieta Hipercalérica com DHEA

Os parametros bioquimicos teciduais sdo apresentaa Tabela 3. Da mesma
forma, que no sangue, os triglicerideos do figamt@ani maiores nos animais que
receberam a dieta hipercalérica e a DHEA néo tiitoeneste parametro. O glicogénio
hepético ndo apresentou diferenca entre os grapeslesterol total do figado mostrou
efeito significativo da dieta e do tratamento cordlHA (p<0,05). Em relacdo ao

contetdo de glicogénio no coracdo, houve um efdgaificativo do tratamento (p=



0,006) e uma interacao entre a dieta e o tratan{prt®,004), sendo que o tratamento
com DHEA aumentou a concentracédo de glicogénid@encapenas no grupo com dieta
hipercalorica.

Tabela 5. Parametros teciduais de ratos tratados com dietaatalorica ou hipercalorica e

submetidos ou ndo ao tratamento com DHEA. Triglitssys (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 0,76%0,05 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,8

Coracéo

Os valores representam a média + EPM de 6-10 anpoaigrupo. Os dados foram analisados através\daVA de
duas vias seguida dpost-hoc Tukey-Kramer *P < 0,05. D=efeito da dieta, T=efeilo tratamento, NS=n&o
significativo, §=interagdo entre dieta e tratamefi® e CT sdo expressos em mg/g e o glicogénio%mCy=Grupo
Controle com Veiculo; CD= Grupo Controle com DHBAY=Grupo dieta Hipercalérica com veiculo; HD= Grupo

dieta Hipercalérica com DHEA

4.3 Experimento 3: cultura de cardiomidcitos (H9C2jratados com DHEA e

submetidos a hipoxia/reoxigenacéo

A linhagem de cardiomiécitos H9C2 foi exposta edamento com DHEA ou
veiculo e submetidas ou ndo a hipoxia/reoxigena8gos o tratamento, verificou-se a
quantidade intracelular de EROs, a qual foi avalipdlo método da diclorofluorecina
diacetato (DCFH) (Figura 22). Neste parametro, ofageos efeito da hipdxia e do
tratamento com DHEA. Quando as células foram sudaseta hipdxia/reoxigenagéo
houve aumento de EROs e o tratamento com DHEA nedoz niveis de EROs
intracelulares (p<0,001). Nas células ndo subnet@ahipoxia, 0 tratamento com
DHEA também diminuiu significativamente (p<0,001) contetdo intracelular de

EROs.
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Figura 22. Producédo de diclorofluorecina diacetato (DCFH)aardiomiécitos H9C2 submetidos ou ndo
a condigao de hipoxia/reoxigenacéo e tratados owod DHEA.

Os valores estdo representados como média + EP® adturas por grupo. A analise de dados foi
realizada através de ANOVA de duas vias, seguidia teste de Tukey-Kramer. #Efeito da Hipoxia-
reoxigenacao (p= 0,001); *Efeito do tratamento (fOQ).

Como encontramos diferenca significativa na fodwaiptracelular de espécies
reativas, decidimos verificar a expressao proteleaenzimas relacionadas com o
estresse oxidativo, como a superoxido dismutasé)jS€atalase (CAT) e poli-ADP-
ribose-polimerase (PARP) e a morte celular, a cashaA expressdo da enzima Poli-
ADP-ribose-polimerase (PARP) (Figura 23), foi maioos grupos submetidos a
hipoxia/ reoxigenacdo do que nos grupos controle0,(1). Com relacdo a
concentracdo das proteinas relacionadas com acsgopBax e Bcl2, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre osrtrahtos e na condicdo de hipoxia a
qual as células foram submetidas (Figuras 24 e éfijetanto quando se calculou a
razao Bcl2x/Bax observou-se uma reducdo signifiasatla razdo com a hipoxia e

reoxigenacao (p=0,03) (Figura 26) e ndo houvecetlttratamento.
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Figura 23. Contetido de PARP (poli-ADP-ribose-polimerase) erdiomiécitos H9C2 submetidos ou
ndo a condicdo de hipdxia/reoxigenacao tratadosdmucom DHEA. Os valores estdo representados
como média = EPM de 3 culturas por grupo. A and&lsseéados foi realizada através de ANOVA de duas

vias, seguida pelo teste de Tukey-Kramer. # Eftatélipoxia-reoxigenacéo (p= 0,01).
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Figura 24. Expressao da proteina Bax em cardiomiécitos HO@#nstidos ou ndo a condicdo de
hipoxia/reoxigenacgédo tratados ou ndo com DHEA. &sres estdo representados como média + EPM de

3 culturas por grupo. A andlise de dados foi radlizatravés de ANOVA de duas vias.
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Figura 25. Expressdo da proteina Bcl2 em cardiomidcitos H8GR@metidos ou ndo a condicdo de
hipoxia/reoxigenacédo tratados ou ndo com DHEA. &sres estdo representados como média + EPM de

3 culturas por grupo. A analise de dados foi redbzatravés de ANOVA de duas vias.
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Figura 26. Relacdo da expressao Bcl/Bax em cardiomidcitos H&@hmetidos ou ndo a condicdo de
hipoxia/reoxigenacgédo tratados ou ndo com DHEA. &sres estdo representados como média + EPM de
3 culturas por grupo. A andlise de dados foi radlizatravés de ANOVA de 2 vias, seguida pelo tieste

Tukey-Kramer. #Efeito da Hipoxia-reoxigenacéo (163).

Com relacdo a expressdo das enzimas antioxidaofgrésido dismutase

(SOD) e catalase (CAT) (Figuras 27 e 28) a an@gatistica ndo mostrou diferenca



entre os tratamentos e a condi¢cao a qual as cétubas submetidas. Entretanto, apesar
de nao ser significativo na analise estatistica@WA4 de duas vias), verificou-se uma
reducdo na expressao da SOD e da CAT de 37% e e3pectivamente, no grupo
submetido a hipoxia tratado com DHEA. Na figurae2®a representada a expressao da
proteina caspase-3, onde se observa uma diminuggoificativa no grupo
hipoxia/reoxigenacdo tratado com DHEA, entretanfm rse encontrou diferenca

significativa em relagdo a condicdo de normoéxigpéxa.
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Figura 27. Expressao da enzima superéxido dismutase (SODjaediomidcitos HO9C2 submetidos ou
ndo a condicdo de hipdxia/reoxigenacao tratadosdmucom DHEA. Os valores estdo representados
como média + EPM de 3 culturas por grupo. A andeseados foi realizada através de ANOVA de duas

vias.
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Figura 28. Expressdo da enzima catalase (CAT) em cardiorn®&i®C2 submetidos ou ndo a condicao
de hipéxia/reoxigenacéao tratados ou ndo com DHESAv&ores estao representados como média + EPM

de 3 culturas por grupo. A analise de dados fdizada através de ANOVA de duas vias.
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Figura 29. Expressédo da proteina caspase em cardiomiocit@? i48bmetidos ou ndo a condigdo de
hipdxia/reoxigenacéo tratados ou ndo com DHEA. &ares estéo representados como média + EPM de
3 culturas por grupo. A analise de dados foi radbzatravés de ANOVA de duas vias, seguida pele tes

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

5. DISCUSSAO

Os protocolos experimentais de forma geral témzatb como cobaias ratos
machos. A grande maioria de estudos que abordafeibss de tratamentos especificos
sobre o metabolismo utilizaram ratos machos e algaoatros, separadamente,
utilizaram somente fémeas. Entretanto, estudos amngdo o metabolismo de machos
e fémeas sdo mais raros. Nosso estudo se propdesigar o metabolismo de ratos
machos e fémeas, submetidos ou n&o, ao tratamenioDEHEA. Além disto, neste

trabalho também foram utilizadas diferentes domesgrupos de ratos machos e fémeas



simultaneamente. Os conhecimentos obtidos a pddstes experimentos podem
contribuir para um melhor entendimento do metabwislestes (machos e fémeas) e
como o metabolismo responde a um tratamento egmeaiDHEA.

Nos anos 80 diversos estudos foram realizadoscipalmente com animais,
mas também com humanos, sugerindo para a DHEAogfbnéficos como anti -
obesidade, anti-inflamatorio e anti-envelhecimerficaish, Kang et al, 2011;
Rutkowski et al, 2014). Isto fez surgir a hipétese de wunger-horménib Durante
muitos anos a DHEA foi amplamente comercializadan@osuplemento dietético
(Rutkowskiet al, 2014). Em humanos idosos a DHEA mostrou efeitsnmmodulador
(Rutkowski et al, 2014), melhorando a sensacdo de bem-estar fésipsicologico
(Valenti et al, 2004; Davis, Panjari e Stanczyk, 2011), a forgscular (Kostkaet al,
2000), a densidade mineral 6ssea (Ravaglial, 1997) e a libido (Reitest al, 1999;
Schmidtet al, 2005), bem como redugdo da gordura corporal atddia da pele
relacionada a idade por estimulo da producdo dmj@geno (Rutkowskét al, 2014).

A DHEA também tem sido utilizada em estados de fici€mcia adrenal, onde o
tratamento com o horménio restaura niveis plaswgitie DHEA e de seu sulfato bem
como de androstenediona (Buvat, 2003). A DHEA jarftensamente utilizada como
recurso ergogénico, atualmente aparece na listullgtancias proibidas no esporte da
World Anti-Doping AgencyWADA) (Pirnay, 2001; Liacet al, 2013; Collompet al,
2015; Theviset al, 2015). Porém nos EUA a comercializagdo da DHHiBe¥ada. No
Brasil a comercializagdo da DHEA é proibida, noaatd na internet encontram-se
anuncios de venda de DHEA.

Existem diferencas fenotipicas, anatdbmicas, hoaisone quimicas na
metabolizacdo de substratos quando avaliamos osifenem e diferencas entre as

espécies (Smith, Marks e Lieberman, 2007; Nels@ox, 2011). Particularmente em



humanos, o metabolismo energético encontra-se ernton@a com as funcgles
fisiologicas especificas de cada sexo e que reflabecessidades exclusivas (por
exemplo, nas fémeas preparo para gestacdo e lactagée ndo acontece nos machos)
(varlamov, Bethea e Roberts, 2014). Estas difeenpaitas vezes sao atribuidas
apenas a acao dos horménios sexuais, incluindogéstio e progesterona em fémeas e
androgénios nos machos (Navaeb al, 2015), mas ultimamente 0s cromossomos
sexuais tém sido relacionados diretamente ao metatm (Varlamov, Bethea e
Roberts, 2014). Estudos realizados por Noonan &Bg&000) em camundongos com
diabetes tipo Il induzida pela dieta, revelaranemificas ligadas ao sexo em relacao a
concentracdo plasmética de glicose e insulina, bemo na excrecdo de eletrolitos
pelos rins e inclusive proteinas totais. Além digsm® mesmo estudo foi constatada
interacdo entre dieta e sexo, que levou a difesesigmificativas no peso (em gramas)
dos rins. Fémeas apresentaram valores de peso m@slidns inferiores aos rins de
machos em animais controle e em dieta (Noonan &sB2000).

Em laborat6rio, sdo realizados estudos de metabolisnde os modelos
utilizados séo coelhos (Gordon, Bush e Weismang;188gnoet al, 2009; Chenget
al., 2015; Takedeet al, 2015), ratos (Clearet al, 1984; Akiyamaet al, 1996;
Boccuzziet al, 1997; Afanas'ewet al, 2013; Carmearet al, 2013) e camundongos
(Arcari et al, 2009; Hebeet al, 2014; Irimiaet al, 2015; Mathewst al, 2015) que,
na maioria das vezes, sdo machos. Enquanto o mhpeaiénero na biologia é
indiscutivel, sua consideracdo em pesquisas deagié assunto relativamente recente.
Atualmente, as diferencas sexuais tém tido um paye$ relevante nos estudos de
metabolismo (Fuller e Insel, 2014; Shah, MccormadRradbury, 2014). Link e cols
avaliaram o efeito cromossémico (X e Y) sobre paténs metabdlicos e verificaram

que eles controlam a adiposidade, o comportameéimeraar, a producdo de lipideos



no figado e a homeostase da glicose de maneirgendente dos esteréides gonadais
(Link et al, 2013). Até mesmo estudos com células podem swiileéncia do sexo
(Clayton e Collins, 2014; Danska, 2014; Fuller seln 2014). Isto porque um fator
fundamental que contribui para as diferencas métalsé entre machos e fémeas
encontra-se no interior do nucleo de cada célutapmossomo sexual complementar,
X e Y (Link et al, 2013). O complemento carreado pelo cromossomaasebe células
femininas e masculinas impde varias diferencas tgasé por exemplo, células que
possuem o complemento cromossémico X (sexo femiméo expressam cerca de 78
genes codificadores de proteinas e, consequentemefid expressam um numero
desconhecido de RNAs nao codificantes que est&emes no cromossomo Y (Payer e
Lee, 2008). Até mesmo o controle da homeostaseyétiea pelo SNC é diferente em
machos e fémeas, tanto em animais saudaveis gqeantdoentes (Shet al, 2008;
Lovejoy e Sainsbury, 2009; Shi e Clegg, 2009; Arné&kberg e Alvarsson, 2014,
Henderson, 2014). Mulheres possuem maior perceaéugbrdura corporal, mais tecido
adiposo subcutaneo, tanto abdominal quanto gligemrfal e menos tecido adiposo
visceral (Goodpasteet al, 2005; Yim et al, 2008) do que homens. Mulheres,
geralmente, sdo mais baixas e pesam menos, o tancanporal e a massa livre de
gordura sdo determinantes do gasto energéticanassilheres tém gasto energético
menor do que os homens (Toael, 2007).

Durante muito tempo a DHEA foi considerada apermaso um pré-hormoénio,
principalmente porque nenhum receptor especifica eka foi encontrado, desta forma,
ela poderia exercer tanto um efeito androgénicatguastrogénico de forma indireta,
apos a conversao periférica em pequenas quantidieldestosterona, estradiol ou
progesterona (Buvat, 2003). Devido a este efeitm@snico e androgénio fraco, a

DHEA tem sido utilizada em estudos de infertilidgddarkwicheanet al, 2014) e



reposicao hormonal na insuficiéncia adrenal (Marateal, 1994; Allolio e Arlt, 2002;
Buvat, 2003; Racaru-Honciuc e Betea, 2014; Rutkowslal, 2014). Em homens, ao
contrario das mulheres, ensaios clinicos tém mubst@ouco efeito benéfico com a
reposicao de DHEA (Buvat, 2003).

Assim, neste estudo, foi avaliado o metabolismeateoidratos (glicose) e de
proteinas (leucina) no figado, no tecido adiposo endsculo de ratos machos e fémeas
varectomizadas, submetidos ou ndo ao tratamentoDddBEA em diferentes doses (10,
25 e 50 mg por kg de peso corporal). Como o métmadministracdo de DHEA na
forma depelletsfoi utilizado pela primeira vez em nosso laboratéa prioridade inicial
foi, determinar os niveis séricos de DHEA e validamétodo de administracdo do
horménio. Conforme mostrado na Figura 9A, este dwtmostrou-se efetivo em
aumentar os niveis séricos de DHEA durante 30 diasniveis séricos de DHEA
aumentaram em todas as doses testadas, tanto emmosmgoanto em fémeas
ovarectomizadas. E importante destacar que ossnhasais de DHEA nas fémeas
ovarectomizadas foram 63% maiores do que aquelesngados nos machos (0,18
pg/mL versus0,11 pg/mL, respectivamente), mas ndo houve diferesignificativa
entre eles. Como a DHEA pode ser convertida erogesbna nas células de mamiferos
(Liu et al, 2013), a concentracao sérica de testosteronavidiada nos machos e ns
fémeas ovarectomizadas (Figura 9B). Observou-se agueatos machos e fémeas
ovarectomizadas e tratados com DHEA ndo apresemtamiaeis aumentados de
testosterona, porém foi detectada diferenca ersreemos, sendo encontrados niveis
mais altos de testosterona nos machos, confornspeyaslo. Em estudo realizado com
ratos Wistar fémeas ndo ovarectomizadas, a adnaicést de DHEA por gavagem, uma
Gnica dose de 25mg/kg resultou em aumento sigtifcana testosterona livre

plasmatica no periodo logo apds a administrac@h)3retornando ao valor basal apds



este periodo (Zhoet al, 2015). Em humanos, atletas ou ndo, a administrag®HEA
ndo alterou significativamente os niveis de testost total no sangue (Deheneiral,
1998; Liuet al, 2013).

O passo seguinte foi avaliar alguns parametrosmétos no figado (Figura
10), no tecido adiposo retroperitoneal (Figurad hp musculo esquelético (Figuras 12
e 13), em ratos machos e fémeas ovarectomizadbs)efidos ao tratamento com
diferentes doses de DHEA.

O figado é um 6rgéo central no metabolismo detgatbs em vertebrados e tem
papel importante em muitos processos fisiologiammno na sintese de proteinas
plasmaticas, na homeostase da glicose, na sintedpideos, no metabolismo de
xenobioticos, bem como na utilizacdo ciclica deioganutrientes (Ghafooret al,
2013). Ele também responde as variacdes metabdliécasordo com a concentragéo de
hormonios circulantes (Nelson e Cox, 2011).

No presente estudo, 0s animais controle (sem nteatto com DHEA)
apresentaram oxidacao de glicose no figado 53%rmagmachos do que nas fémeas e
nao houve efeito do tratamento nos demais grupgsrd10A). O figado desempenha
um papel crucial no controle da homeostase dasgliq@hafooryet al, 2013), assim, a
glicose pode ser completamente oxidada, origin&gnhdwléculas de CQentrar para a
via das pentoses originando ribose, 2C® nicotinamida dinucleotideo fosfato
(NADPH), ou para a sintese de glicogénio ou aindarata da sintese de lipideos
(Nelson e Cox, 2011). Quando a necessidade de Af@ déminuida ou a oferta de
substrato esta aumentada, o destino preferencigliczse é gerar intermediarios de
armazenamento de carboidratos que darédo origenlicoménio, e também estocar a
energia excendente na forma de lipideos (Ghafebral, 2013). O glicogénio, em

situacdes de jejum, pode ser rapidamente mobilizadion de manter os niveis de



glicose no sangue dentro de limites homeostatiGbsfooryet al, 2013). A oxidagéo
completa da glicose rende seis moléculas de &@la no ciclo do &cido tricarboxilico
(Nelson e Cox, 2011). Para a rota biossintéticéipdéeos, é necessario ndo apenas o
combustivel (os carbonos da glicose), mas tambéhdcmas redutoras, neste caso,
NADPH (Nelson e Cox, 2011). A via das pentosesa@d@ra de NADPH) rende menos
CO2 (um por molécula redutora). Quando a glicose éirdeta para a sintese de
glicogénio, o rendimento em G@ nulo (Nelson e Cox, 2011).

E interessante observar que machos e fémeas aareserdiferencas nas vias
de utilizacdo hepatica da glicose. Nos machos apxéderencial parece ser a rota
biossintética de lipideos (Figura 10B) e tambémidagdo completa da glicose (Figura
10A). Estudo realizado com mitocéndrias isoladadigiedo de ratos machos tratados
com DHEA resultou na estimulacdo da atividade raffria e aumento do potencial
energético (Patel e Katyare, 2007). Por outro lads,fémeas, a via preferencial parece
ser a sintese de glicogénio (Figura 10C). Os estedmparando o metabolismo de
substratos especificos, como glicose e aminoacatie machos e fémeas sédo poucos,
0 que torna dificil a discusséo destes dados. Kek#2015) comparando o efeito da
administracdo de sacarose em biomarcadores do olistab energético em homens e
mulheres com enxaqueca verificou que o nivel delims no soro era maior nas
mulheres e a raz&o glicose/insulina era maior emehns, concluindo que o efeito da
sacarose nos biomarcadores do metabolismo energétienachos e fémeas nao é igual
(Kokavec, 2015), Além disso, nas fémeas houvecetkittratamento com uma reducao

na sintese de glicogénio (Figura 10C) nas dosesresaf25 e 50mg/kg).

Em ovérios de fémeas (ratos wistar), o tratamemto DHEA (6 mg/100 mg de
peso corporal durante 25 dias) induziu aumentoosfofilacdo da proteina glicogénio

sintase cinase-3 (GSKBem serina, a qual fosforila e diminui a atividatie enzima



glicogénio sintase (Chest al, 2009). Ratos Sprague-Dawley que foram submetdos
injaria de carétida e tratados durante 1 semana DbBA (3 mg/kg) apresentaram
diminuicdo no remodelamento vascular da carotide €pi correlacionado com
resultados encontrados num estudo em células hCASii@Ge o tratamento de DHEA
na dose de 100 umol/L durante 48 horas promoveawmento na atividade da GSK3
(Bonnetet al, 2009). Nas fémeas ovarectomizadas, a DHEA dimiruisintese de
lipideos no figado a partir da glicose nas tréeslogilizadas (Figura 10B).

Como observado no figado (Figura 10A), a captad@oglicose no tecido
adiposo apresentou diferencas significativas eogresexos sem efeito do tratamento
com DHEA (Figura 11A). Nas fémeas ovarectomizadsesne tratamento, a captagéo de
glicose foi 42% maior do que nos machos e o tratéoneom DHEA reduziu de forma
significativa a captacdo de glicose apenas nasd@nt®@ tecido adiposo é o maior
reservatorio de energia corporal (Lafontan e Lan2@®9; Peinadet al, 2010; Nelson
e Cox, 2011)e, neste tecido, a glicose captada gedexidada até CGu pode entrar
para a via biossintética de lipideos (Nelson e @04,1). Ja foi referido anteriormente
neste texto, que a DHEA possui efeito antiobesidadste sentido, uma menor
captacdo pode representar menor sintese de lipiolgo® € consistente com esse efeito
antiobesidade da DHEA (Figura 1LA

E extensamente estudado e reconhecido o papehatosdnios sexuais no
metabolismo (Cuatrecasas al, 1975; Elberset al, 1999; Dubrovsky, 2005; Riaret
al.,, 2009; Fukaiet al, 2011; Kelly e Jones, 2015). O estrogénio tem wapep
importante na regulacdo metabodlica e na deposigedgoddura corporal. Os baixos
niveis deste hormdnio que ocorrem na menopausassxiados com a reducdo da
gordura corporal subcutanea, por outro lado, trarse (homens) que recebiam terapia

com estrogénio aumentaram a massa de gordura ab(gtierset al, 1999; Tothet



al., 2000a; b). Por outro lado, em homens e mulhevesrgceberam reposicdo com

DHEA (50mg/dia) durante 6 meses, houve efeito difer em homens e mulheres; nas
mulheres houve aumento de massa muscular magi@, afelrogénico, enquanto que

nos homens houve diminuicdo da massa gorda (\Weas 2011).

Musculo e tecido adiposo contribuem muito para anutencédo da glicemia
(Defronzoet al, 1981; Defronzo, 2009), e, da mesma forma quesomld adiposo, a
captacdo de glicose no musculo soleo (Figura 18)atimais sem tratamento foi 40%
maior nas fémeas ovarectomizadas e neste param&HEA ndo teve efeito (Figura
12). No levantamento bibliografico ndo foram encambs artigos que relacionem
DHEA e captacao de glicose em tecido muscular.efanto, apesar de se tratar de
células de outro tecido, foi encontrado um artige gvaliou a captacdo de glicose em
tecido de pulméao de fetos de ratos, na auséncihodmoOnios sexuais, e, nestas
condicOes, a captacao de glicose foi 37% maioremild pulmonar de fémeas do que
de machos (Hart, Flozak e Simmons, 1998). Tambéfoijdlescrito que os efeitos
potencialmente prejudiciais da obesidade e do thalb@ metabolismo da glicose em
miocéardio, sdo mais pronunciados nos homens doequenulheres (Petersaat al,
2015).

Avaloiu-se também o efeito do tratamento com DHieAre o metabolismo da
leucina no musculo soleo (Figuras 13 A, B e C).tdanoxidacdo quanto a sintese de
proteinas e de lipideos a partir de leucina foraferehtes entre os sexos, mas o
tratamento com DHEA né&o produziu alteracdes sicatifras. Nos animais controle, a
oxidagdo de leucina nas fémeas foi menor do quenmashos (Figuras 13A). A
conversao de leucina a lipideos e proteinas (FglB8 e 13C) nos animais controle,
foi 49% e 81% significativamente menores nas fénwasectomizadas do que nos

machos, respectivamente, e ndo houve efeito dameatto com DHEA neste



parametro. Cerca de 80% da leucina é usada panéeassproteica, enquanto o restante
é convertido a-cetoisocaproato e-hidroximetilbutirato no musculo esquelético (Duan
et al, 2015).

A DHEA é um horménio androgénio fraco, que inthaleemente pode ser
convertido a outros esterdides mais potentes, canwestosterona (Liwt al, 2013;
Kelly e Jones, 2015; Zhoat al, 2015). Alteracbes no estado funcional do sistema
endocrino podem ocorrer ao longo da vida, levanddeficiéncia androgénica em
homens, a diminuicdo na ativacéo do eixo-hipofehei@al com diminuicdo da secrecao
de DHEA, além da diminuicdo do GH que, finalmepteam a perda de massa muscular
(Racaru-Honciuc e Betea, 2014). Em nosso estudoersor sintese de proteinas em
fémeas com relacdo aos machos provavelmente ptalerelacionada a presenca da
testosterona, que naturalmente € maior em machésbeam descrito na literatura a
relacdo da testosterona com o aumento da massaulamisou seja, seu efeito
androgénico (Traish, Minget al, 2011).

Os resultados obtidos com este trabalho reforcanpartancia da realizacéo de
estudos com a utilizacdo de machos e fémeas. Arimdios resultados obtidos mostrou
diferencas significativas entre machos e fémeaseot@nizadas submetidos ao
tratamento com DHEA e nem sempre foram observat® edo tratamento com
DHEA. Como na maioria dos estudos clinicos utildmm®HEA, as fémeas mostraram
serem mais sensiveis ao tratamento com DHEA.

Outros estudos que avaliaram o metabolismo em osaeli€meas encontraram
diferencas na metabolizacdo dos diferentes substexitre ambos (Catala-Nigt al,
2008; Gomez-Pereet al, 2008; Kobet al, 2015). Ratos machos e fémeas que foram

submetidos a uma dieta hiperlipidica mostraranrelifgas no ganho de massa muscular



e ganho de massa gorda. Ratos machos tiveram efai@ncia energética e aumento
de adiposidade (Koét al, 2015).

Considerando os efeitos metabdlicos encontragusuese por estudar o efeito
da DHEA em ratos submetidos a uma dieta hipercal@ilongo prazo, mas nesse caso
o estudo foi realizado apenas com machos devidiicaldade operacional de trabalhar
com um grande numero de animais durante tanto teal@m dos custos e da questao
ética do uso de numero elevado de animais no estudo

Cada vez mais se tem investigado o efeito da DidEBAanimais tratados com
dietas tipicamente ocidentais, onde encontramo$asaalorias e poucos nutrientes. A
dieta ocidental tem como caracteristica princigalrica em quilocalorias e pobre em
nutrientes essenciais e ao mesmo tempo com baix@ss nde atividade fisica, a
chamada transicdo nutricional, e assim tem levadoura aumento na
incidéncia/prevaléncia de obesidade (Popkin, 19983). No presente estudo, 0s ratos
que receberam uma dieta hipercalorica durante 2@rsg#s mostraram alteracoes em
alguns parametros bioquimicos, na ingestao caléritapeso corporal.

A ingestdo da dieta hipercaléricad' libitum' aumentou a ingestao caldrica
diaria (Figura 14A) e a deposicédo de gordura retitgneal (Tabela 2). Véarios estudos
tém mostrado que existe uma relagéo entre o aurdenticsponibilidade e do consumo
de dietas hipercaloricas e palataveis combinado wonestilo de vida sedentario e um
aumento da incidéncia de obesidade e suas comddsidAVoodset al, 2004;
Koopman et al, 2013; Koopmanet al, 2014). O peso corporal é controlado por
mecanismos homeostaticos, mas quando humanos maiansao alimentados com
dietas hipercaldricas/hiperlipidicas este equiildrirompido e ambos se tornam obesos

(Woodset al, 2003; Stottruget al, 2006).



Neste estudo, o tratamento com DHEA foi incapazreleerter o efeito do
aumento da ingestdo energética total (Figura 14A)ganho de peso (Figura 14B),
causados pela dieta hipercaldrica. Estudos expetaiseque utilizaram tratamento com
DHEA “in vivd’ mostraram efeitos na diminuicdo da ingestdo ca¢Cleary e Zisk,
1986; Tagliaferrcet al, 1986; Moharet al, 1990), do peso corporal e da deposi¢cao de
gordura (Weis®t al, 2011). Ratos magros e obesos tratados com DHE#eta (6 g
por kg de dieta) durante seis semanas mostraramreshgao de peso corporal e na
deposicdo de gordura (Cleary e Zisk, 1986; Tagliafet al, 1986; Mohanet al,
1990).

Avaliacdo do peso dos tecidos (Tabela 2) mostroe gs pesos do tecido
adiposo branco e do figado aumentaram com a dipgachlérica, mas a DHEA nao
reverteu esse efeito. Villareal e Holloszy (200valimram o efeito da reposicdo diaria
de 50 mg de DHEA sobre quantidade de gordura abatneim idosos humanos e
encontrou uma reducdo na area da gordura viscerarmpo tratado com DHEA
(Villareal e Holloszy, 2004). Sabe-se que dietgeiualéricas promovem aumento do
peso do figado por acumulo de lipidios nesse teqig® ao final produz esteatose
hepética (Buettneet al, 2004). Em nosso estudo, também foi observado @tiontn
peso do figado promovido pela dieta hipercalérica ératamento com DHEA néo
reduziu o peso do figado.

No presente estudo, o peso do tecido adiposo maffabela 2) apresentou
efeito significativo da dieta e do tratamento, semglie os animais com dieta
hipercaldrica e tratados com DHEA mostraram maésopdo tecido adiposo marrom.
N&o foi avaliada a quantidade de proteinas UCPs, anaumento de peso do tecido
adiposo marrom poderia ser um indicativo de umadaiile aumentada neste tecido.

Encontramos reducéo da glicemia (Figura 15 e Tabet@m o tratamento com DHEA



em ratos submetidos a dieta hipercaldrica, e iste @star relacionado com o aumento
da oxidacéo de glicose no tecido adiposo marrordyaiado calor. Yamada e colegas
(1991) mostraram que o tratamento de animais cofa/étiva o fator de proliferacéo
de peroxisoma (PPAR), PPARs estimulam UCPs, pradettesacopladoras (Kelbt
al., 1998). A UCP-1 esta presente exclusivamente eodd adiposo marrom
(Jacobssoret al, 1985). O tratamento com DHEA (0,5% peso/pesoieia)] de ratos
Long Evans Otsuka obesos, aumentou os niveis dd (IRBQRiet al, 2003).

A ingestéo de alimentos hipercaléricos por temmbopgado pode prejudicar a
tolerancia a glicose (Kretschmet al, 2005). O musculo e o tecido adiposo sdo
responsaveis por 70-80% da captacdo de glicosenwdatia por insulina e sao
importantes tecidos-alvo de acao deste hormonifr¢beo, 2009). Em estados iniciais
de resisténcia a insulina, a sua sinalizagéo #stada e ndo ha prejuizo na captacao de
glicose nestes tecidos (Defronzo, 2009). Entretamim estagios avancados de
resisténcia a insulina pode ocorrer hiperglicern@mo ocorreu nos animais tratados
com dieta hipercalérica (Figura 15, Tabela 1).

Estudo realizado com seres humanos (homens e masjhgue utilizaram o
tratamento com DHEA (50 mg/kg/dia) durante 12 mesestrou que a DHEA produz
uma melhora da resposta a sobrecarga de glicowsteode tolerancia a glicose (TTG)
e reduz a circunferéncia da cintura (Weasal, 2011). Semelhante ao estudo de Weiss
(Weiss et al, 2011), no presente estudo os ratos que recebBHBEA mostraram
melhora da resposta a sobrecarga de glicose/iVvd’ (Figura 15). Os animais que
receberam dieta hipercalérica (HV) apresentaramvalor aumentado da area sob a
curva (AUC) com um aumento de 59% em comparagdo gampo com dieta
normocalérica sem DHEA (CV) e quando a DHEA foi @uistrada a AUC diminuiu

(HD com 20% de reducdo em comparacdo ao HV). Eswmdtados indicam que o



tratamento com DHEA melhorou a tolerancia a glicoee grupos que receberam a
dieta hipercaldria.

Como a DHEA melhorou a resposta a estimulacdo gboose ‘in vivo,
decidimos avaliar a captacdo de glicosex Vivd e “in vitro” no tecido adiposo
retroperitoneal e musculo gastrocnémio (Figura 133), No tecido adiposo, a dieta
hipercalorica diminuiu a captacéo de glicose (FgLBA), sugerindo uma resisténcia a
insulina neste local, e o tratamento com DHEA aumem captacao de glicose para
niveis semelhantes ao grupo controle (CV). No nlasgastrocnémio, encontramos o
efeito da dieta diminuindo a captacao de glicosgu¢d 20). Neste parametro a andlise
estatistica mostrou interagdo entre dieta e trattompessim o efeito do tratamento
depende da dieta a qual os animais foram subme#da®,008).

Em linhagem celular de pré-adipécitos subcutaneosanos, McNelis e
colaboradores (2013), verificaram um aumento naacdp de glicose apés tratamento
com DHEA, o que é consistente com a melhora dardlipemia e da resisténcia a
insulina observada apds tratamento com DHEAVIivVG’ em nossos experimentos e
outros (Villareal e Holloszy, 2004). Em adipdcitds ratos, o tratamento com DHEA
mimetizou a acdo da insulina na via da PI3K e atimoproteina cinase C (PKC),
aumentando a captacao de glicose (Kaital, 2000). Liu e Dillon (Liu e Dillon, 2002;
2004) identificaram e caracterizaram uma proteaweptora ligada a membrana que
interage especificamente e com elevada afinidade BHEA em vérios tecidos.
Acredita-se que este efeito ocorra por aumentmndass de monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc) intracelulares (Liu e Dillon, 2002004). A hip6tese é que, apés a
ativacdo de GMPc e ativacdo da PI3K, ocorre a gdivada PKB/AKT iniciando o

efeito da DHEA (Traish, Kanget al, 2011). A AKT é responséavel por controlar varios



mecanismos intracelulares, incluindo a captacaglidese (Traish, Kanget al, 2011,
Rutkowskiet al, 2014).

Os resultados da concentracdo de glicogénio rex@or(Tabela 3) e 0 aumento
na quantidade de proteina pAKT (Figura 21) nesiedepodem reforcar o fato de que a
DHEA foi capaz de aumentar a fosforilagdo da AKBtudos de nosso grupo de
pesquisa tém demonstrado que o tratamento com Datifenta a fosforilagdo da AKT
no coracgdo (Jacoét al, 2008; Jacoket al, 2009; Jacoket al, 2010), figado (Jacoét
al., 2011) e SNC (Jannet al, 2010). Além disso, em linhagem de adipécitos BT3
tratamento com DHEA aumentou a captacédo de glieasePI3K de maneira dose
dependente, resultando em aumento da translocagédwadsportadores de glicose
GLUT4 para a membrana plasmatica das células eedsttd foi independente do
receptor de insulina ou da ativacdo da AKT (Perénial, 2004). Além disto, o
tratamento com DHEA em ratos (10 mg / kg / pesa)entou a sensibilidade a insulina
através do aumento do nivel de fosforilagdo da RI@Kmusculo e figado (Campbetl
al., 2004). Outro experimento que utilizou tratamerdon DHEA (10 mg/kg) mostrou
um aumento no teor de AKT fosforilada no SNC (Jamel, 2010) e figado (Janner
Dda et al, 2010; Jacotet al, 2011). No entanto, mais estudos sdo necessaias p
esclarecer o mecanismo de acao da DHEA sobre agéaptle glicose.

Em pacientes que apresentam resisténcia a insuliserva-se uma
incapacidade da insulina em diminuir a producagldese hepatica, a lipolise o tecido
adiposo e em estimular a captacao de glicose noutaiis em tecido adiposo (Defronzo
et al, 1981; Unger e Orci, 2001; Defronzo, 2009). Alguesidos, tais como 0s
eritrécitos e o SNC, tém uma demanda continua idesgl e, em periodos de jejum, o
figado (e os rins, em menor extensdo) produz giéefosfato para a manutencédo da

glicemia através da gliconeogénese (Defromtoal, 1981; Unger e Orci, 2001;



Defronzo, 2009). Durante o jejum, existe uma lib@caconsideravel de alanina pelo
musculo esquelético. Esta alanina é formada armrtconversao do piruvato que, por
transaminacgdo, recebe um grupo amino das proteguasoram catabolizadas. Esta
alanina deixa o musculo e é exportada para o figadde pode ser transaminada ou
desaminada para formar piruvato que em seguidaesegia da gliconeogénese. Este é
o ciclo de glicose-alanina (Smith, Marks e Liebemni2007; Nelson e Cox, 2011). Em
pacientes diabéticos e em estados de resisténngulina ocorre uma dificuldade em
reduzir a producdo hepética de glicose com um atomEngliconeogénese e da sintese
de glicogénio a partir de alanina (Defronzo, 2009).

Como observamos uma melhora da glicemia e um dondan captacado de
glicose no tecido adiposo, decidimos verificarrdesie de glicogénio a partir de glicose
(Figura 17A) e de alanina (Figura 17B) no figada eartir de glicose no musculo
(Figura 19C). Na sintese de glicogénio hepaticartirpla glicose, ndo houve diferenca
significativa, no entanto, podemos observar queta diminuiu a sintese de glicogénio
em 28% e, quando a DHEA foi administrada, os vale@taram aos niveis do grupo
controle (CV). N&o foi encontrada diferenca naesiatde glicogénio a partir de alanina
com a dieta hipercaldrica, no entanto, houve igaentre dieta e tratamento. Os
animais com dieta hipercaldrica tiveram mais sntds glicogénio a partir de alanina
(gliconeogénese indireta) e quando a DHEA foi adstrexda esta sintese diminuiu aos
niveis do grupo controle (CV). O tratamento com BH&A0 tem qualquer efeito na
captacdo de glicose no musculo gastrocnémio emessi de glicogénio no musculo
séleo. No entanto, os grupos com dieta hipercaldriostraram um aumento na sintese
de glicogénio no sdleo. (Figura 19C), provavelmesrte funcdo da contribuicdo dos

substratos fornecidos pela dieta. Pela avaliagésirdase de glicogénio, nosso estudo



nao parece indicar uma melhor utilizagcdo da gliqgpzeesta via, mas se ndo ocorre
melhora na glicemia, onde a glicose poderia estads utilizada?

Quando se avaliou os dados da producéo de gllwsé@tica (Figura 17B) em
conjunto com a producgéo de €@ musculo soleo (Figura 19A) e, na concentragfo d
glicogénio do coracdo (Tabela 3), observou-se qugicaneogénese € menor e ao
mesmo tempo, a oxidagdo da glicose a @O musculo soleo e a concentracéo de
glicogénio no coracdo sdo maiores em animais sutiosetr dieta hipercalorica e
tratados com DHEA. Provavelmente ajudando a mast@iveis mais baixos de glicose
no sangue no grupo dieta hipercaldrica com DHEA)(H{Em disso, quando a glicose
€ convertida através da glicolise em dois fragnwedeotrés carbonos, estes tanto podem
seguir para o ciclo de acido citrico (TCA), em dados os atomos de carbono da
glicose podem ser transformados em>@0 nao, isto dependera do estado metabdlico
ao qual o animal vai estar submetido (Smith, Ma&kseberman, 2007; Nelson e Cox,
2011).

Usando a glicose como substrato, investigamosa@ugéo de Cee a sintese de
lipidios no musculo séleo e figado. No figado (Figli6B) e no musculo séleo (Figura
19B), com relacdo a sintese de lipideos ndo senahsaliferencas significativas.
Entretanto, na producdo de £6o figado (Figura 16A), a andlise estatistica maost
efeito da dieta e do tratamento e também a interapfe a dieta e o tratamento (P =
0,045). Os grupos com dieta hipercaldrica tinhavmeiaibaixos de produgédo de £€m
comparagao com ao grupo com dieta controle. Osogrtiatados com DHEA tinham
também reducdo dos niveis de oxidacdo, quando cadgmcom 0s animais tratados
com veiculo.

No presente estudo, a conversao de glicose hapétic CQ foi menor nos

animais com dieta hipercalérica e também em animaisnetidos ao tratamento com



DHEA (Figura 16A). Bobyleva e colaboradores (19@®pliou o metabolismo do
figado de ratos submetidos ao tratamento com DHEMSrou que a DHEA diminuiu

a utilizacdo de oxigénio por oxidagao de substratogeroxissomos (Bobylew al,
1993). De acordo com Lardy e colaboradores (19@%)srtratados com DHEA
aumentaram a atividade de transporte do glicefokB&to associado com o aumento da
transferéncia de elétrons das mitocéndrias parsot, através do malato ou do citrato
e também um aumento da producdo de NADH/NADPH rtosai, quer pela
dependéncia da enzima malica ou pela desidrogeisasdtrica NADPH, cujas
atividades séo reforcadas com o tratamento com/ADfHBrdy et al, 1995).

Ha uma diferenca significativa na producdo de; @O tecido adiposo que
mostrou um efeito estatisticamente significativoddsta e do tratamento (Figura 18B).
O efeito do tratamento com DHEA ¢ diferente, depadd da dieta. Em animais com
dieta hipercalorica o tratamento com DHEA aumenpacalugdo de COe em animais
com dieta controle e tratamento com DHEA dimingraducdo de C® No musculo
séleo (Figura 19A), a andlise estatistica mostioeirtp dieta hipercalérica aumentou a
producdo de C® No entanto, quando os animais foram submetidoslieda
hipercaldrica e tratados com DHEA (HD) foi obsewagm aumento de 80% na
producdo de Cg& néo significativo, em relagdo ao grupo contra@eulo (CV).

As alteracbes no perfil lipidico estdo associaaakencas cardiovasculares e,
também ja foi demonstrado que existe uma relacé@ersa entre a concentracdo de
DHEA e seu sulfato (DHEA-S) no plasma e as doewgadiovasculares (Feldmaat
al., 1998). Entretano, Porsova-Dutoit e colaboradd@300) fizeram uma reviséo
critica do papel protetor da DHEA/DHEA-S sobre er@dclerose e a doenca arterial
coronariana e ndo encontrou nenhuma evidénciaadegaio de mulheres e homens em

relagdo a concentragdo plasmatica de DHEA / DHE@&sova-Dutoit, Sulcova e



Starka, 2000). Ratos fémeas alimentados com diegaem lipidios e tratadas com
DHEA na dieta (0,5% peso/peso) apresentaram umiauigdo na massa de gordura e
melhora no perfil dos lipidios (Perez-De-Heredtaal, 2008). No presente estudo, o
colesterol total e o colesterol de alta densid&d® apresentaram diferencas entre os
grupos (Tabela 1). Nos triglicerideos so6 foi obadovo efeito da dieta hipercalérica e o
tratamento com DHEA né&o teve efeito sobre estenpatrd. Outro estudo com a
suplementacdo de DHEA encontrou uma diminuicdoalesterol no plasma de ratos
(Clearyet al, 1984).

A obesidade estd associada a muitas doencgasotais & esteatohepatite ndo
alcoolica que se caracteriza pela esteatose hapétm acumulo de triglicerideos de
forma anormal nas células do figado (Buettatral, 2004; Kotronenet al, 2008;
Koopmanet al, 2014). Esta doenca deve ser reconhecida comoa@anfe hepatico da
sindrome metabdlica (Chured al, 2014). O acumulo de lipidios nos hepatécitos leva
ao estresse oxidativo que pode causar danos rdof(@dunget al, 2014). No presente
estudo, a concentracdo de TG no figado foi maisramimais com dieta hipercalérica e
DHEA néo teve efeito. Os niveis de ALT séo consides um bom indicador para os
danos celulares do figado (Pratt e Kaplan, 2000).nBsso estudo, o tratamento com
DHEA teve um efeito positivo sobre a atividade d&TA ou seja, oS animais
submetidos ao tratamento com DHEA tinham niveissnieixos de ALT no soro
guando comparados aos animais com dieta hipercaléem DHEA. Assim, a DHEA
parece ter um efeito benéfico sobre este parametranesmo modo, 0s animais com
dieta hipercaldérica mostraram niveis mais elevatiodcido Urico e ureia, no entanto,
quando a DHEA foi administrada, estes niveis for@tuzidos significativamente.
Estes resultados sugerem que a administracdo dé\[PpHée ser benéfica também para

a funcéo renal.



A DHEA também reduziu a concentracdo de colesteoofigado de animais
com dieta hipercalérica. Estudos tém mostrado qu@iveis plasmaticos baixos de
DHEA estéo associados com elevada morbidade castaolar (Feldmaet al, 2001) e
com doengas coronarias (Herringtet al, 1990; Ishiharaet al, 1992; Herrington,
1995). Estudo com humanos mostraram que os nieeBHEA, mais do que o perfil
lipidico, € um fator importante para determinarista cardiovascular. Os niveis de
DHEA mostram uma relagdo inversa com o tamanho ldeapaterosclerdtica em
carétidas humanas, enquanto o nivel de colestergllasma nao (Liet al, 2008).
Embora ndo se tenha observado efeito da DHEA enstod parametros metabdlicos,
parece que em ratos submetidos a uma dieta hipgozak tratados concomitantemente
com DHEA apresentam efeito na funcdo hepatica emetabolismo dos tecidos
adiposo, soéleo e cardiaco influenciando os niveiglidose no soro.

Entre os resultados obtidos a DHEA foi capaz deral o metabolismo
cardiaco, onde verificamos interessante efeitoed#atamento sobre o conteudo de
glicogénio e na quantidade de pAKT no coracao tchasas submetidos a uma dieta

hipercalorica.

Estudos tém mostrado o efeito da DHEA sobre difeseaspectos relacionados
a insuficiéncia cardiaca (Nakamuetal, 2004; Jacolet al, 2008; Aragncet al, 2009;
Jacobet al, 2009; Jacolet al, 2010), ao estresse oxidativo (Nakamataal, 2004,
Jacobet al, 2008; Aragnoet al, 2009; Jacobket al, 2009; Jacobket al, 2010), a
aterosclerose e a mortalidade por doencas cardiga@ss (Nakamurat al, 2004;
Jacobet al, 2008; Aragncet al, 2009; Jacolet al, 2009; Jacolet al, 2010).

Dentre as alteracdes cardiovasculares, podemmehtsala formacédo da placa
aterosclerotica nas artérias coronarias, o quedawaa diminui¢cdo do fluxo sanguineo

para o musculo cardiaco (Beckstratal, 2007), consequentemente a diminuigdo do



fluxo sanguineo leva a menor oferta de nutrientele @xigénio, caracterizando uma
situacao de hipoxia (Bliss, 2015).

Uma vez que em uma situacdo de aterosclerosejxo 8anguineo para o
musculo cardiaco encontra-se prejudicado, e bueceadarecer melhor o papel da
DHEA em células cardiacas nessas condicoes, foealizados experimentos com o
objetivo de avaliar o efeito da DHEA em cardiomidsi sumetidos a hipoxia e a
reoxigenacao. Culturas de cardiomiodcitos, geralmelet coracfes de ratos neonatos,
sdo amplamente utilizadas para investigar alteeacékilares da resposta a hipoxia que
incluem desde o aumento no tamanho celular atérgamizacdo de proteinas contrateis
com a regulagéao para cima ou para baixo das enzetalsres (Watkins, Borthwick e
Arthur, 2011). Porém, a grande desvantagem dextalé estudo é o grande niamero de
animais necessarios para obtencdo de resultaddsaénante, existe uma grande
preocupacdo dos pesquisadores em diminuir o ndrder@nimais nas pesquisas
(Watkins, Borthwick e Arthur, 2011). Assim o0s exp®ntos com linhagem de
cardiomidcitos prové uma alternativa para o estigloias de sinalizagéo intracelular e
alteragbes celulares em diferentes condicbes empetais (Watkins, Borthwick e
Arthur, 2011).

A diminuicdo da concentracdo de oxigénio nas aslgera uma situacdo de
hipoxia (Hannaret al, 1995; Zampetaket al, 2004; Walmsleet al, 2005). Situagbes
que levam a uma hipdxia interminente, como a apdéi@ono ou a anemia, podem
representar uma situacdo de hipdxia (Bliss, 20M@nos hemoglobina para carrear
oxigénio, menor quantidade de oxigénio chegandéldlac que, por fim, leva a uma
ativacdo da expressao do fator nuclear kappa-B (RFKiniciando um processo

inflamatorio (Lacedoni&t al, 2015).



Em estdgios avancados de obstrucdo de um vaswe acnterrupcdo do fluxo
sanguineo local, o que leva a uma diminuicdo nesiide ATP celular e alteragcdo na
atividade enzimética da xantina desidrogenaseahpgssa a ter funcdo de oxidase. Se
ocorrer reperfusdo local, essa reoxigenacdo prowBstrmto para a xantina
desidrogenase formar espécies reativas de oxigémoestresse oxidativo se instala
(Mccord, 1985; Parks e Granger, 1986; Granger, 19&has, 1999; Droge, 2002;
Harrison, 2002).

O processo de formacao de EROs gera um procdtmmanorio local, piorando
0 quadro do paciente cardiopata (Katal, 2015; Liet al, 2015; Virziet al, 2015). A
resposta inflamatoria induzida pela hipdxia resoaativacdo de células do sistema
imune e da ativagao de vias de sinalizagimwnstrearh com a inducdo de citocinas
proinflamatérias e quimiocinas (Chen e Nunez, 2@El&;schig e Eckle, 2011). Além
disso, a baixa concentracdo de oxigénio prolongmlaevivéncia de neutréfilos e
aumenta a permeabilidade endotelial (Walmslegl, 2005).

A avaliagdo da formacdo de EROs nos cardiomiodtdsmetidos ou ndo a
hipoxia/reoxigenacdo mostrou que as ceélulas subdasetda condicdo hipdxica mais
tratamento com DHEA diminuiram significativamente contetdo intracelular de
espécies reativas de oxigénio (Figura 22). Algusisid®s tém sugerido um efeito
antioxidante da DHEA (Schauet al, 1990; Rom e Harkin, 1991; Araget al, 2000),
enquanto outros relataram efeito pré-oxidante, wegedo das condigdes experimentais
(Mastrocolaet al, 2003). Em ratos, a administracdo aguda de unta @lnise de DHEA
(100, 50 ou 10mg/kg/peso) promoveu fracdes de LIlismesistentes & peroxidagéo
lipidica induzida por cobre (Boccuzet al, 1997). Além disso, a DHEA inibiu em
aproximadamente 90% a oxidagcéo de LDL humandtro (Khalil et al, 1998). Uma

das consequéncias patolégicas da DM é que elaooeasiumento na formacgédo de



espécies reativas de oxigénio e estresse oxid@ieaven, 1997; Defronzo, 2009).
Ratos diabéticos tratados com DHEA e sujeitos aeista por oclusdo da carétida,
apresentaram uma resposta protetora aos danosicauma neurdnios pela isquemia
seguida de reperfuséo (Arageial, 2000).

As EROs produzidos durante a isquemia/reperfusdozem a ativagdo da
enzima nuclear poli(ADP-ribose) polimerase-1 (PARPA PARP promove quebra do
DNA, utilizando NAD" como substrato para produzir cadeias nao-conjsgalda
polimeros de ADP-ribose (Rouleat al, 2010). Isto resulta num rapido declinio no
conteudo intracelular de NADA ressintese de NADrequer ATP e desta forma gera
uma demanda pesada de estoques de energia celai@tabolismo energético. A
incapacidade das células para suprir esta enenggaa morte celular tanto por necrose
guanto por apoptose (Schumetr al, 1992; Lieberthal e Levine, 1996; Padanilam,
2003). O NAD citosélico serve como aceptor de elétrons na Vieol@ica, para
posterior oxidagdo na cadeia mitocondrial trangplanta de elétrons ou para a formacéo
de lactato no citosol, dependendo das condi¢cOexidénio celular, logo, 0 consumo
de NAD acaba por inibir a glicélise, depletando Ag,Rinalmente, leva a morte celular
(Cohen e Barankiewicz, 1987).

Durante a apoptose, varias proteinas sofrem dagfiad pelas caspases,
incluindo a propria PARP-1, que é convertida de potimero de 116 kDa para
fragmentos de 89 e 24 kDa (Kaufmaeinal, 1993; Cohen, 1997). Como apresentado
na Figura 23, a condicdo a qual as células sédo e«idam (normoxia ou
hipoxia/reoxigenacdo) produziu diferenca, ou sefgs células submetidas a
hipoxia/reoxigenacao (com ou sem DHEA) mostrarameanio na expressao da enzima
PARP-1, e ndo houve efeito do tratamento. No eotaataliando as meédias da

densidade das bandas que representam a express@icgpda PARP-1, verificamos



que, quando as células eram submetidas a condigdloipdxia/reoxigenacdo mais
tratamento com DHEA a expressdo da PARP-1 era Z#88nor do que nas células
submetidas a hipoxia/reoxigenacdo sem o tratameomo DHEA. Em estudos de
neurbnios submetidos a hipéxia houve um aumentexgaessao da PARP-1, o que
causou abertura de poros de transicdo mitocondN&l$ - mitochondrial transition
poreg levando a morte neuronal (Mt al, 2002; Culmseet al, 2005). O aumento da
formacao de EROs, a radiacdo UV e outros agressetelares sdo capazes de ativar
PARP-1 (Viraget al, 2013).

O processo apoptético € executado por cisteindegses intracelulares
denominadas caspases (Adams, 2003). As caspasesnmémpapel fundamental na
apopstose, especialmente as caspases 3, 6, e fBmusido implicadas na fase de
execucdo de apoptose; sua ativacdo, e subsequerstgem, sédo de fundamental
importancia na fisiologia apoptotica (Salvesen gitDil997; Pop e Salvesen, 2009). A
apoptose é um processo biolégico que remove ataséido-viaveis e potencialmente
perigosas e € implementada por meio da ativacAandg cascata de sinalizacdo
conservadas durante a evolugdo (Juraver-Geslinrenbu2015). Em camundongos, a
delecéo do gene que expressa a caspase 3 foi intioeicom a sobrevivéncia da prole
(Adams, 2003). A expressao da caspase 3 (32 kDa)dnor nas células submetidas a
condicdo de hipOxia mais tratamento com DHEA emcgdd as células sem DHEA
(Figura 29).

Em células saudaveis, a caspase 3 esta presefienmm@mde zimogénio e isto
mantém a proteina denominada BH3 junto a membrdagondrial, longe da proteina
Bcl2 (Adams, 2003). A Bcl2 é considerada uma pnateantiapoptdtica e comanda
eventos celulares de sobrevivéncia (Adams, 2003an@o ocorre estimulo apoptético,

a BH3 desliga-se da membrana e liga-se a Bcl2 macémdria, que recruta Bax e Bak



em oligdbmeros na membrana externa da mitocondnando a sua permeabilizagao
(Adams, 2003). A subsequente liberacdo do citocrdnanduz a formacao de
‘apoptossomasa partir da proteina Apaf e pro-caspase 9, querhente, ativam a
caspase 3, e estes eventos em cadeia levam aspddtams, 2003).

A andlise estatistica mostrou que a condicdo & apiaélulas foram expostas
(hipdxia/reoxigenagdo) e o tratamento com DHEA, méiovocaram diferenca na
expressao das proteinas pré e antiapoptéticas, (Bgura 24) e Bcl2 (Figura 25),
respectivamente. No entanto, quando foi calculadazéio Bcl2/Bax (Figura 26),
observa-se que os grupos na condicdo de hipoxtégesacao tiveram reducdo média
de 23% nessa razdo. Um estudo realizado com cé&ula&nas humanas submetidas
ao tratamento com DHEA, mostrou um aumento sigatiffo na razdo Bcl2/Bax,
indicando um efeito anti-apoptotico neste tipo dkila (Tsuiet al, 2014). Em nosso
estudo, o tratamento com DHEA néo alterou a ex@iceds ambas, Bcl2 e Bax, mas foi
observada uma reducdo significativa da razdo Bal/Bas células submetidas a
hipoxia/reoxigenacao, e ndo houve efeito da DHEAO(E3). Estes resultados mostram
que existe um quadro celular favoravel & morte apésubmissdo a condicdo de
hipoxia/reoxigenacdo. Em um experimento em queufizada a linhagem celular
H9C2, observou-se que estas células apresentaraaumm@nto significativo na morte
celular e nas vias pré-apoptéticas quando subnset@d@8 horas de hipoxia (sem
reoxigenacao) e meio de incubacdo sem DMEM (apeonas soro fetal bovino)
(Bonavita et al, 2003). No levantamento bibiografico realizaddlias&ndo os
indexadores Bcl, Bax e DHEA foram encontrados 4gest ndo relacionados
diretamente com a funcédo cardiaca. Os artigos éactms avaliaram o efeito da DHEA
e restricdo caldrica em camundongos transgénicos deficiéncia na via apoptoética

p53 em timo (Wanget al, 1997). Outro artigo avaliou a expressao altedl®cl2 e



Bax em foliculos ovarianos de ratos com sindromewdio policisticos tratados com
DHEA (Baset al, 2011).

Apesar dos menores niveis intracelulares de radicaes identificados pelos
niveis de DCFH, quando foi avaliada a expressateijgsedas enzimas SOD (Figura 27)
e CAT (Figura 28) ndo foram encontradas diferengstaitisticas entre os grupos
exprimentais. Em cardiomiécitos H9C2, com seis $iata tratamento hipoxico, foi
observado um aumento da atividade da enzima SOBn(zdt al, 2015). Entretanto,
em neurdnios, a condi¢ao hipdxica diminuiu a exgiesla SOD (Rani e Prasad, 2014).
A maioria dos estudos que avaliaram condi¢bes Gpéxem células HI9C2, em
diferentes tempos de exposicdo, verificaram a d#dé das enzimas antioxidantes
(SOD e CAT) e encontraram um aumento na atividadeardbas (Bryart al, 2011;
Camposet al, 2014; Huet al, 2014). Na pesquisa bibliogréafica realizada nascjpais
bases, ndo foram encontrados artigos que tivesgailndo a expressao de SOD e CAT
em cardiomiocitos expostos a hipoxia/reoxigenagdot em experimentom vivo
guantoin vitro.

O sistema antioxidante enddgeno é constituidadierentes enzimas, como a
SOD, CAT, glutationa e tioredoxina (Droge, 2002;lliell, 2011). Mas, além dos
antioxidantes enddgenos diversos componentes ea®gém a funcdo de neutralizar
radicais livres e que ja estdo bem estabeleciddisenaura, tais como vitaminas C e E,
acido lipdico, coenzima 4Q flavonoides e outros polifenois (Droge, 2002; lidall,
2011) e mesmo a DHEA (Rom e Harkin, 1991; Khetlial, 1998; Aragneaet al, 2000;
Aragno et al, 2009). Em células aeroObicas, os radicais livi@s sonstantemente
produzidos e, uma vez produzidos eles sdo removposdefesas antioxidantes
incluindo SOD,CAT, glutationa-peroxidase e supeatéxiismutase (Droge, 2002,

Djordjevic, 2004; Halliwell, 2011).



Apesar de nado termos encontrado diferenca egtatigntre os grupos
experimentais, € importante ressaltar que, do pdateista bioldgico, uma diminuicdo
de 37% e 50% na expressao de SOD e CAT, respeentanpode ser fisiologicamente
relevante. Além disso, a diminuicdo de EROs avalipdlos niveis de DCFH pode
indicar que a propria DHEA, estaria neutralizand® mdicais livres e assim
possivelmente determinando menor expressao de SOBTenos grupos tratados com
DHEA. Foi observado que a DHEA protege as funcéé@scondriais apds anoxia-
reoxigenacado em um mecanismo possivelmente enwddvema acéo direta da DHEA
nas membranas mitocondriais (Mo®h al, 2002). Adicionalmente, em alvéolas,
vitro, a DHEA inibiu a liberacdo espontanea do radicglesoxido (Rom e Harkin,
1991).

Cabe salientar que estes resultados sao preliesigamais estudos precisam ser
realizados a fim de avaliar o mecanismo de a¢cdoHIBA sobre a formacgao de EROs,
de mecanismos de protecao antioxidante, bem conagda da DHEA sobre o

metabolismo de cardiomidcitos.

6. CONCLUSOES
A utilizacdo da metodologia para a implantacdo geflets com DHEA

mostrou-se efetiva em manter as concentracfesaséte DHEA altas durante 30 dias
sem alterar a testosterona. Isto foi verificadaa@am machos quanto em fémeas. Para
as trés doses utilizadas as fémeas se mostrarasnser@iveis ao efeito do tratamento
com DHEA do que os machos. Nos animais sem trat@mém observado que existe
uma diferenca metabdlica inerente ao sexo, ou aejaetabolizacdo de substratos foi

diferente entre machos e fémeas.



A administracdo de dieta hipercaldrica durantdéevin trés semanas para ratos
machos foi capaz de induzir obesidade. O tratameato DHEA foi efetivo em
melhorar parametros séricos, como glicemia, corag@d de alanina-amino-
transferase, acido urico e ureia. Com relacdo ambuksmo tecidual, apds a dieta
hipercal6rica e o tratamento com DHEA observaranalseracoes significativas na
oxidacdo de glicose e na sintese de glicogéniata da alanina no figado. No tecido
adiposo foi observado efeito na captacédo de 2-dboose e oxidagdo de glicose. No
coracao verificou-se alteracdo no conteudo de pAKde glicogénio. No musculo

esquelético ndo foi observado efeito da DHEA.

A incubacdo de cardiomiocitos H9C2 com 0,1 uM d¢EB promoveu uma
reducéo significativa na producéo de espéciesvesatie oxigénio apds submissdo a um
protocolo de hipdxia e reoxigenagdo. As enzimasoddantes SOD e CAT néo
apresentaram efeitos significativos apesar de sete@do mostrar-se reduzido apoés
tratamento com DHEA. O tratamento com DHEA foi capa reduzir o contetdo de

caspase 3.

O tratamento com DHEA parece ter um efeito positemo protetor celular,
uma vez que diminui o estresse oxidativo e a egficede enzimas pro-apoptoéticas em
cardiomiécitos submetidos a um protocolo de hip&xiaeoxigenagdo. A0 mesmo
tempo, no modelo in vivo, foi observado que o tregato com DHEA pode aumentar a

fosforilacdo da proteina AKT no coracao de ratdsrgtidos a uma dieta hipercalérica.



Figura 30. Proposta da agédo metabdlica da DHEA no metaboli@rearbiodratos em animais
submetidos a uma dieta hipercaldrica.



7. PERSPECTIVAS:
Diante dos resultados encontrados a partir desbaltro, novas perguntas foram

geradas e, com isto, algumas perspectivas:

a)

b)

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

Verificar parametros metabdlicos (captacdo, o@dag sintese de lipideos) em
musculo (esquelético e cardiaco), figado e tecilpoao (branco e marrom)
utilizando como substratos: glicose, alanina eiteyc

Verificar concentragdes de substratos frios emdfig@licogénio, triglicerideos
e colesterol total), coragdo e musculo esqueléglbrogénio);

Verificar a concentracdo de DHEA nos proprios tesidomo: coracdo, musculo
esquelético, figado e tecido adiposo;

Em linhagem celular de cardiomiocitos, utilizanddase de 0,1 uM de DHEA
verificar parametros metabolicos, inflamatorioseesdtresse oxidativo:
Captacéao de glicose, oxidacéo e sintese de lipalpastir de glicose
Metabolismo da leucina;

Investigar o mecanismo intracelular de acdo da DHEA melhorar glicemia
utilizando bloqueador da via da PI3K utilizando Wwainnin;

Avaliar, no meio de incubacéo das células fatonélamatoérios (TNFa, ILs e
caspases clivadas);

Avaliar o efeito da DHEA sobre o conteddo e atidielade enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GSH

Avaliar o conteudo de marcadores de dano oxidatetular como F-8-

isoprostanos e malondialdeido;



Avaliar a resposta celular ao estresse oxidativie@ndo a expressao do fator

nuclear eritrdide (nrf2) e o elemento responsiviioaidante (ARE);
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ANEXO

Ms. Ref. No.: SBMB-D-15-00364

Title: DHEA effects on metabolic parameters in tagsted with hypercaloric diet
The Journal of Steroid Biochemistry and Molecularl&gy

Dear Dr. Luiz Carlos Carlos Kucharski,

Your submission "DHEA effects on metabolic paramsete rats treated with
hypercaloric diet" has been assigned manuscripbea@BMB-D-15-00364.

To track the status of your paper, please do thewmg:

1. Go to this URL; http://ees.elsevier.com/sbmb/

2. Enter your login details

3. Click [Author Login]
This takes you to the Author Main Menu.

4. Click [Submissions Being Processed]

Thank you for submitting your work to The JourniBteroid Biochemistry and
Molecular Biology.

Kind regards,
The Journal of Steroid Biochemistry and Moleculasl &gy
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For guidelines on how to track your manuscript ESEplease go the following address:
http://help.elsevier.com/app/answers/detail/p/782@4/89

Please note that the editorial process varies derably from journal to journal. To
view a sample editorial process, please click here:
http://ees.elsevier.com/eeshelp/sample_editoriatgss.pdf

For further assistance, please visit our customgpart site at
http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7928teHyou can search for solutions on a
range of topics, find answers to frequently askeeistjons and learn more about EES
via interactive tutorials. You will also find oudZ support contact details should you
need any further assistance from one of our custsopgort representatives.




Editors-in-Chief

J.Adamski,

German Res. Cntr. for Environmental Health (GmbH),

Inst. of Developmental Genetics, Helmholtz Zentidimchen,

Ingolstadter Landstr. 1, 85764, Oberschleissheiarm@any

August 21, 2015

Dear Editor Dr. Adamski

Enclosed please find the original of the manusaigitled “DHEA effects on
metabolic parameters in rats treated with hypermatbet” which we made the revision
and are submitting for publication in the Journfabteroid Biochemistry and Molecular
Biology. All authors have made contributions to jadirts of paper and gave to final
approval of the version to be submitted.

Sincerely,

Dr. Luiz Carlos Kucharski

Dr. Luiz Carlos Kucharski

Depto. de Fisiologia, ICBS, UFRGS
Rua Sarmento Leite, n° 500
90.050-170 Porto Alegre, RS, Brazil
Fax +55 51 33 08 36 56

E-mail: kuchars@ufrgs.br




