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Efeito da suplementacao de leucina sobre a mitofagia durante a diferenciacdo de mioblastos
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Resumo

A mitofagia € um processo caracterizado pela autofagia seletiva de mitocéndrias disfuncionais, a fim de garantir a
qualidade das organelas e das fun¢des exercidas por estas nas vias metabdlicas. Alguns estudos tém demonstrado que
este processo precede a diferenciacdo de mioblastos e a biogénese mitocondrial, permitindo que ocorra a
reorganizagdo celular do meio. Nesse sentido, torna-se intrigante o efeito de leucina sobre mitofagia durante a

diferenciacdo de mioblastos.
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Introducéo

A mitofagia é um processo de extrema
importancia caracterizado pela autofagia seletiva de
mitocdndrias disfuncionais, a fim de garantir a qualidade
das organelas e das fungBes exercidas por estas nas
vias metabdlicas. Leucina, um aminoacido essencial,
tem sido descrito como um importante nutriente capaz
de influenciar em diversos processos moleculares,
acentuando o processo de diferenciacdo de mioblastos,
e sendo capaz de induzir a biogénese mitocondrial, por
exemplo. Alguns estudos tém demonstrado que a
mitofagia precede a diferenciacdo de mioblastos e a
biogénese mitocondrial, permitindo que ocorra a
reorganizacdo celular do meio. Nesse sentido, o estudo
do efeito de leucina sobre mitofagia durante a
diferenciacdo de mioblasto torna-se de extrema
relevancia para melhor entendimento do tema, assim
como verificar os niveis e localizacdo de parkin nesse
processo.

Resultados e Discusséao

Células C2C12 foram submetidas a um
protocolo de 6 dias de tratamento com trés diferentes
concentracBes de leucina (0,5mM; 1mM; 2mM) apos 2, 4
e 6 dias de diferenciacao.

A fim de analisar as alteragbes morfologicas
decorrentes da suplementacdo de diferentes doses de
leucina apos 2, 4 e 6 dias de diferenciacao, foi utilizado a
técnica de coloracdo Eosina/Hematoxilina (HE). A partir
disso, foi possivel verificar a quantidade de células e
nucleos/célula de cada grupo. Foi possivel analisar que os
grupos suplementados com leucina, apés 2, 4 e 6 dias de
diferenciacdo apresentaram um maior nimero de nucleos
por fibra, de maneira proporcional ao aumento da
concentracdo de leucine ofertada. Sugerindo, portanto,
gue leucina pode influenciar no processo de diferenciacdo
através de dose dependente. Além disso, foi possivel
verificar que a dose de 1mM de leucina exerceu um maior
estimulo no processo de proliferacdo durante os 6 dias de
tratamento.

Através da técnica de Western Blot, foram
analisadas 3 proteinas de interesse para nosso estudo —
parkin, TOM20 e DRP1 — apds 4 dias de suplementacéo.
Pela andlise de parkin, foi possivel verificar um aumento
da expresséo dessa proteina nas doses de 0,5mM e 1mM
apos os dois tempos de tratamento (2 e 4 dias). Nenhuma
modulagdo vou encontrada nos grupos suplementados

com 2mM de leucina. Este resultado pode indicar que a
leucina é capaz de regular a mitofagia através de doses-
resposta.

Na analise de TOM20, observamos uma
modulacéo dessa proteina em resposta a dose de 1mM de
leucina apenas ap6s 4 dias de tratamento. As células
apresentaram um aumento de TOM20 (~200%), o que
pode ser interessante por sugerir maior ativacdo do
processo de biogénese mitocondrial.

Em relacdo a proteina DRP1, observa-se uma
modulagdo em reposta as diferentes doses de
suplementacéo de leucina apo6s 2 dias de tratamento. Os
grupos tratados ap6s 4 dias de diferenciacédo
apresentaram uma diminuicdo significativa da expresséo
dessa proteina. Estes dados podem ser intrigantes,
demonstrando que o tempo de tratamento com leucina
também pode influenciar no processo de mitofagia.

Conclusdes

Nossos resultados indicam que 0Ss grupos
submetidos a 6 dias de tratamento com leucina
apresentarem uma maior taxa de proliferacdo e, os
grupos suplementados com leucina apds 2 dias de
diferenciacdo tiveram um maior nimero de nucleos por
célula em relacdo aos demais grupos. Além disso, as
células tratadas com 1mM de leucina durante 4 dias
apresentaram um aumento na expressao de Parkin e
TOMZ20. Indicando, portando, que leucina pode exercer
um efeito regulatério no processo de mitofagia através
de dose dependente. Contudo, é necessario realizar uma
andlise apos 6 dias de diferenciacdo para confirmar a
hipotese.
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