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ALTERACOES MORFOLOGICAS INDUZIDAS POR PROPIONATO DE
TESTOSTERONA EM CULTURA DE CELULAS CHO-K1

Resumo

Esteroides Anabolicos Androgénicos (EAA) representam um grupo de compostos naturais e
sintéticos formados pela Testosterona e seus derivados. Sao drogas de uso exclusivo na
medicina, para o tratamento de diferentes doengas, embora venha sendo usado
indiscriminadamente para aumentar o rendimento fisico e proporcionar hipertrofia muscular.
O objetivo do presente estudo foi avaliar a citotoxicidade do hormoénio Propionato de
Testosterona in vitro. A linhagem celular utilizada foi a CHO-K1, proveniente de Ovario de
Hamster Chinés. As células CHO-KI1 foram incubadas com o hormoénio Propionato de
Testosterona em diferentes concentracdes (50 e 100nM) durante 6 ou 24 horas. Apds a
incubacdo, as células foram analisadas através do Teste MTT (analisa a viabilidade celular por
meio da Atividade Mitocondrial) e de marcadores fluorescentes especificos para nicleo
(DAPI), mitocondria (Mitotracker), reticulo endoplasmatico (DiOCe(3)) e citoesqueleto
(Faloidina TRITC). Através da atividade mitocondrial observamos que doses menores do
esterdide anabdlico ndo causaram alteracdes significativas, quando comparada com doses
maiores. Os resultados com as sondas fluorescentes mostraram danos significativos nas
organelas em estudo, bem como retracdo citoplasmatica, alteragdo na distribui¢do e estrutura
dos filamentos de actina no citoesqueleto, formacao de vesiculas e perda da caracteristica de
rede no reticulo endoplasmatico.

Palavras-chaves: Esteroides Anabodlicos Androgénicos, Propionato de Testosterona, Cultura

de Células, Hormonio, Citotoxicidade.



MORPHOLOGICAL ALTERATIONS INDUCED BY TESTOSTERONE
PROPIONATE IN CELLS CULTURE CHO-K1

ABSTRACT

Androgenic anabolic steroids (EAA) represent group of natural and synthetic compounds
formed by testosterone and its derivations. They are drugs for exclusive medical use, for the
treatment of different diseases, however they have also been used for an increase of physical
performance and muscle gaining. The aim of this research has been to asses the citoxicity of
the Testosterone Propionate Hormone in vitro. The cell line used has the CHO-K1, coming
from the Chinese Hamster’s Ovary. The CHO-K1 cells were incubated with the Testosterone
Propionate Hormone in different dosages (50 and 100nM) during the period of 6 or 24 hours.
After the incubation, the cells were analyzed employing the MTT assay (which analyses the
cell viability by means of mitochondrial activity) and through fluorescent markers specific to
the nucleus (DAPI) mitochondria (Mitotracker), endoplasmatic reticulum (DIOC4(3)) and
cytoskeleton (Phalloidin TRITC). Through the mitochondrial activity we could observe that
smaller dosages of the anabolic steroid not cause significant alterations on the organelles, as
well as, cytoplasmic retraction, alterations in the distribution and structure of the actin
filaments of the cytoskeleton and formation of vesicles on the endoplasmatic reticulum.

Key-words: Androgenic Anabolic Steroid, Testosterone Propionate, Cell Culture, Hormone,
Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Os esterdides Anabdlicos Androgénicos representam um grupo de compostos naturais
e sintéticos formados a partir da testosterona ou um dos seus derivados ", cuja indicago
terap€utica classica estd associada a situacdes de hipogonadismo e quadros de deficiéncia do
metabolismo protéico. Além disso, ¢ responsavel pela diferenciacdo sexual masculina, pelas

@

caracteristicas sexuais secunddrias e poténcia sexual Atuando sobre os receptores

androgénicos, modulam tanto efeitos anabolicos quanto androgénicos .

As acdes da Testosterona e dos androgenos correlatos podem ser divididas em duas
categorias principais: efeitos androgénicos, relacionados com a fungdo reprodutora, ¢ efeitos
anabolicos, que dizem respeito a estimulacdo do crescimento e maturacdo dos tecidos nao
reprodutores. Assim os mecanismos intracelulares semelhantes, via um tnico tipo de receptor,
participam destas duas categorias de efeitos, ndo havendo, portanto a possibilidade de
dissocia-los. .

Estudos demonstram que altas doses de EAA podem acarretar varios efeitos adversos
como atrofia do tecido testicular (homem) e mamario (mulher), mudangas subcelulares dos
hepatocitos, peliose hepatica, hiperplasia hepatocelular e carcinomas, condi¢des atribuidas
principalmente em administracio dos esterdides 17-alquilados . De forma complementar, os

efeitos deletérios na funcdo neuronal

, alteracdo do metabolismo glicidico e do perfil
tiredideo (diminui¢do do T3, T4, TSH, TBG), alteragdes renais, tais como elevagao da creatina
(tumor de Wilms) ®?, também séo relacionados ao uso dos EAA.

O uso dos EAA foi declarado ilegal pelos setores governamentais desportivos
nacionais € internacionais, embora ainda sejam utilizados por atletas e outros usuarios sem

s L. N ., 10,5, 11
prescri¢ao médica, oferecendo sério risco a saude (10,5, 1)

1.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo avaliar in vitro o efeito do Propionato de Testosterona

em doses subclinicas.



1.1.2 Objetivos especificos

- Avaliar a citotoxicidade do Propionato de Testosterona em cultura de células

CHO-KI;

- Avaliar as possiveis alteragdes morfologicas induzidas pelo Propionato de
Testosterona em células CHO-K1 empregando marcadores especificos para nucleo,

mitocondria, reticulo endoplasmatico e citoesqueleto.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Testosterona

A Testosterona, nos seres humanos ¢ o androgénio mais importante, secretado pelos
testiculose sendo produzido numa taxa de 8 mg/dia. Cerca de 95% desse hormonio ¢
produzido pelas células de Leydig e apenas 5% pelas glandulas supra renais. Em mulheres, a
Testosterona ¢ secretada pelos ovarios e glandulas supra renais, sendo que quase 50% da
testosterona secretada (0,25mg/dia) ¢ sintetizada extraglandularmente, onde a androstenediona
produzida pela supra renal ¢ convertida em Testosterona''?. As concentragdes no plasma sao
de 15-65 ng/dl em mulheres ¢ 300-1000 ng/dl em homens ©.

A testosterona ¢ basicamente transportada no plasma por proteinas plasmaticas como
albumina e a proteina ligadora de andrégeno (SHBG — Sex hormone binding globulin). 2% da
testosterona sérica encontra-se livre, 30% ligada a SHBG e 68% ligada a albumina e outras
proteinas 13
Todos os esterdides anabolizantes sintéticos e semi-sintéticos comercializados sao

derivados da Testosterona '*!%).

2.1.1 Analogos sintéticos da Testosterona

A Testosterona ¢ o androgeno natural com maior poténcia bioldgica no homem (exceto
a DHT que ¢ 2,5 vezes mais ativa). Porém, sofre rapida degrada¢do quando administrada por
via oral ou intramuscular, sendo pouco Wtil para terapia '®. Sendo assim, muitos analogos
sintéticos foram estudados quanto a sua utilidade terapéutica, por apresentarem maior poténcia
biologica ou degradagdo mais lenta que a testosterona. Entre os andlogos sintéticos obtidos por
esterificacdo da molécula da testosterona na posi¢do 17 beta hidroxi destacam-se cipionato, o
enantato, o undecanoato e o propionato de Testosterona. Quanto maior o radical introduzido
na posicdo 17 b-hidroxi, maior é a meia vida biologica .

Entre todos analogos sintéticos da testosterona disponiveis, os ésteres na posicao 17b-

hidroxi sd@o os Unicos a serem metabolizados, permitindo a monitorizacdo bioquimica da



terapéutica por meio de dosagens da testosterona plasmatica. A testosterona formada ¢
metabolizada pela mesma via do horménio natural %),

Os derivados sintéticos da testosterona podem ser administrados tanto na forma oral
quanto na forma injetavel, além de outras formas farmacéuticas de administragdo como

2 /. yqe .
@ Qs esterdides anabolicos mais

pellets, implantes (via parenteral) e via transdérmica
utilizados por via oral incluem a oximetalona, a oxandrolona, a metandrostenelona e o
estanozolol. Os injetaveis podem ser o decanoato de nandrolona, o felinpropionato de

nandrolona e o propionato de testosterona .

O—COCH,CH;

O

Figura 1: Estrutura Quimica Propionato de Testosterona
Fonte: (16).

2.1.2 Mecanismos de a¢ao da Testosterona

A testosterona ¢ um hormonio esteroidal lipossolivel, podendo atravessar livremente
as bicamadas lipidicas que constituem a membrana plasmatica. Assim a testosterona entra na
célula por difusdo passiva e se liga ao receptor androgeno (AR) localizado no citoplasma ®. O
receptor androgeno € um receptor intracelular, membro da familia de receptores esteroidais
nucleares e codificados por um gene no cromossomo X 7).

Ap6s a ligacdo do hormoénio, o complexo AR/horménio, sofre uma mudanga
conformacional, translocando-se para o nucleo celular. No nucleo ocorre dimerizacdo e
interacdo direta com a maquinaria de transcrigdo basal e/ou com vdarias proteinas co-
ativadoras, aumentando a transcri¢do do gene alvo a ser regulado. Ocorre assim sintese de
RNA mensageiro, que ¢ transportado para o citoplasma e dirige a sintese protéica e outras

. ~ ALl 1
mudangas celulares que constituem agdo androgénica 13



2.2 Efeitos fisiologicos

Os androgenos virilizam o trato urogenital do embrido masculino. Se a sintese fetal ¢
deficiente, ou ac¢do androgénica ¢ ineficaz nos tecidos alvo, o fendtipo genital pode ser
feminino ou ambiguo. Na puberdade, t€ém papel importante na espermatogénese; no adulto sdo
importantes para manter a libido, massa e for¢ga muscular, distribuicdo lipidica, massa 6Ossea,
eritropoese, crescimento prostatico, crescimento de pelos, e espermatogénese . A
ginecomastia (sindrome da feminizagdo) ocorre quando o hormonio em questdo ¢ utilizado
para obtencdo dos efeitos anabolicos .

Altas doses de testosterona no homem adulto suprimem a liberagdo de gonadotrofinas e
causam atrofias dos 6rgdos sexuais acessorios masculinos. A testosterona ¢ capaz de estimular
a eritropoese, estimulando a formagdo de eritropoetina .

Os efeitos anabolicos acontecem pela acdo em receptores androgenos presentes em
tecidos como musculatura esquelética. Embora ndo sejam esclarecidos, os beneficios no
desenvolvimento muscular atlético sdo usados e abusados por atletas e treinadores esportistas
para melhora da capacidade. Além do efeito anabolico, ha ainda o efeito anti-catabdlico, o que
¢ importante para o aumento da massa muscular, efeito que se da pelo bloqueio dos efeitos
catabolicos induzidos por glicocorticoides, que sdo excretados em resposta ao estresse ou

. ~ , 5 LA (13,1
melhora na ingestdo de proteinas, e ao aumento da retencio de nitrogénio ">+,

2.3 Indicacdes terapéuticas

Devido 4 rapida degradagdo da testosterona quando administrada por via oral !*2%,
vem sendo desenvolvidos andlogos sintéticos desse hormdnio que apresenta grande utilidade
terapéutica nos seguintes casos:

Hipogonadismo: Pode ser causado por desordens dos testiculos, hipofise ou
hipotadlamo. A deficiéncia de testosterona pode estar relacionada com disfuncao das células de
Leydig, secrecdo insuficiente de LH ou GNRH. Diagndsticos clinicos, testes laboratoriais,
permitem que a terapia hormonal se inicie *". O uso de testosterona e analogos no tratamento
de doengas cronicas associadas ao catabolismo ¢ bem estudado em HIV/AIDS, por causa da
significante proporgdo dessa populagio ter hipogonadismo ©.

Os esterdides estdo entre as principais drogas para o tratamento da endometriose *?, da

(23) (24)

sindrome de Turner *”’ e tratamento da disfung@o sexual apos a menopausa



Na menopausa, os esterdides t€ém demonstrado prevenir perda Ossea (osteoporose) e

aliviar os sintomas do climatério tdo eficientemente quanto uma convencional terapia de

reposi¢do hormonal *>2%.

Estes esterdides também sdo utilizados com sucesso no tratamento de adolescentes

@7

com problemas de crescimento ", e idosos com deficiéncia androgénicas. Desta forma,

estudos vém sendo realizados para o seu uso como meio de contracepgio *°.

Em pacientes com queimaduras graves hd um significante decréscimo dos niveis de

(28)

testosterona "’ podendo os efeitos anabolicos dos esterdides anabolicos androgénicos exercer

uma importante fungdo no ganho de peso e recuperagdo desses pacientes %331,

Anorexia e baixo peso sdo também comumente ocorréncias em pacientes com cancer
©2 contribuindo para deficiéncia androgena ®®. A terapia de EAA no céncer pode, além de
diminuir a perda de massa corporal magra devido ao catabolismo intenso, resultar em outros
beneficios como aumento dos niveis de hemoglobinas ¢ do volume das células sanguineas
vermelhas, ja que pacientes com cancer sao anémicos devido a ma nutricdo ou os efeitos de
doencas cronicas Y.

Por aumentarem a eritropoiese, os EAA podem também ser utilizados no tratamento de
anemias por faléncia da medula 6ssea, mielofibrose e anemia aplastica ***®. Numerosos
estudos sugerem que andrégenos estimulam eritropoese por mecanismo direto e indireto !,
Em niveis fisiologicos os androgenos estdo envolvidos na diferenciacdo neuronal,

neuroprotecio, desenvolvimento e sobrevivéncia de células neuronais 7.

2.4 Organelas celulares postuladas como alvos no processo de morte celular

Experimentos com células em cultura representam uma importante ferramenta para
caracterizar os eventos que possibilitam as células superar o controle normal, identificar bases
genéticas e os processos fenotipicos que estio envolvidos na transformagéo celular ©”.

Através de células em cultura € possivel estudar o comportamento celular considerando
a proliferacdo cinética ou a biossintese de diversos componentes da matriz extracelular @8,

Por meio da cultura celular também ¢é possivel avaliar os efeitos de determinados
tratamentos em organelas de interesse através da utilizagdo de sondas fluorescentes que

marcam especificamente o que se quer estudar, como por exemplo:



2.4.1 Nucleo

O nucleo da célula eucaridtica é extremamente complexo, tanto estruturalmente quanto
em relacdo a sua atividade biologica, quando comparado ao nucledide relativamente simples
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dos procariotos . E ele quem contém a informacdo genética. Estd envolto por uma

membrana interna e outra externa, que contém poros para o transporte de substancias entre o
nucleo e o citoplasma “°.

No compartimento nuclear localizam-se os cromossomos, cada um formado por uma
unica molécula de DNA combinada com numerosas proteinas, diversas classes de RNA, a
saber, 0 mensageiro, o transportador e o ribossdmico e o nucléolo, onde se localizam os genes

dos RNA ribossdémico “V.

2.4.2 MitocoOndria

Sdo estruturas cilindricas com cerca de 3um de largura e 0,5um de didmetro, que
possuem duas membranas, uma interna formada por uma série de reentrancias (cristas
mitocondriais) delimitando o que se chama de matriz mitocondrial, e uma externa, que esta
separada da membrana interna por um espago chamado intermembranoso. Estdo localizadas
nas regides da célula onde a demanda de energia ¢ maior; assim se deslocam de um lado a
outro do citoplasma, para as zonas que necessitam mais de energia “?.

Essas organelas contém seu proprio DNA e RNA e um sistema completo de transcrigdo
e traducdo incluindo ribossomos, o que lhes permite sintetizar algumas de suas proprias
proteinas “3),

Sua principal fungdo ¢ a producdo de energia em forma de ATP (Adenosina-trifosfato)
que ¢ obtida através da transferéncia da energia existente nas ligagdes quimicas das moléculas
que suprem ao ADP (Adenosina-difosfato). Isso se da através de trés processos:

descarboxilacio oxidativa, ciclo do acido citrico (ou de Krebs) e fosforilacdo oxidativa V.

2.4.3 Citoesqueleto

O citoesqueleto desempenha papel crucial na sustentagdo celular e alteragdes em sua

estrutura podem influenciar as interacdes adesivas das células *¥.



Esta rede ¢ composta por filamentos de actina, microtibulos e filamentos
intermediarios que, por sua vez, sdo formados por subunidades quimicamente distintas, actina,
tubulina e proteinas classificadas como proteinas de filamentos intermediarios “*.

Este complexo de elementos fibrilares tem sido reconhecido como importante fator na
mediacdo da sinalizacdo dependente e independente de adesdo “**”. Em particular, mudangas
na organizacao do citoesqueleto de actina resultam em alteragdo na fosforilacao de residuos de
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Tirosina de iniimeras proteinas sinalizadoras localizadas na regio de adesdo focal “*.

2.4.4 Reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (RE) foi descoberto quando a microscopia eletronica foi
introduzida nos estudos das células. As primeiras micrografias mostraram um componente
reticular que ndo atingia a membrana plasmatica — dai os termos “reticulo” e
“endoplasmatico”. E dividido em 2 setores que se diferenciam pela presenca ou auséncia de
ribossomos em sua face citosolica. Sio denominados respectivamente reticulo endoplasmatico
liso e reticulo endoplasmatico rugoso “".

A funcdo central desta organela ¢ a biossintese de lipidios e proteinas. Sua membrana
¢ o sitio de producdo de todas as proteinas transmembranas e lipidios para a maioria das
organelas da célula, incluindo o préprio RE, o aparelho de Golgi, lisossomos, endossomos,
vesiculas secretoras ¢ membrana plasmatica . O objetivo é suprir demandas funcionais,
renovar membranas desgastadas pelo envelhecimento ou ainda duplicé-las antes da divisdo

celular V. Além disso, o RE esta envolvido no processo de homeostase do Ca™* .



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagem celular

A linhagem celular utilizada neste trabalho, CHO-K1 (ATCC CCL-61 American Type
Culture Collection, Rockville, MD) derivada de Ovario de Hamster Chinés adulto, foi

adquirida da Associag@o Técnica Cientifica Paul Ehrlich (UFRJ-RJ, Brasil).

3.2 Hormonio

O hormdnio utilizado foi o Esterdide Anabolizante Androgénico Propionato de
Testosterona, derivado sintético da Testosterona (SP Farma Ltda, BR, Lote #020701), diluido
em 6leo EDENOR KV 85 (Cognis, Brasil) a uma solucao estoque de 1mM. A solugdo estoque
ImM foi diluida em meio de cultura HAM-F12 e Metanol (Merck) (10uL de solucdo estoque,
10uL de metanol e 980uL de meio) para que se pudesse obter uma concentracdo de
Propionato de Testosterona a 10uM. A partir desta foram preparadas as concentragdes de 50 e

100nM que foram utilizadas em todos os experimentos.

3.3 Crescimento e manutenc¢ao da cultura celular CHO-K1

Partindo-se inicialmente de uma ampola de congelamento (NALGENE®) contendo
células CHO-K1 estocadas em nitrogénio liquido, foi preparada uma garrafa de cultura de
25¢m? (TPP, Switzerland), contendo 1mL de cultura de células (~10* células/mL), mais 2 mL
de meio de cultura HAM-F12 enriquecido com 10% soro fetal bovino (GIBCO BRL). A
garrafa foi entdo incubada em estufa com controle automatico de temperatura (37°C) e pressdo
de CO, (5%) (Forma Specific). O crescimento celular foi devidamente acompanhado por meio
de observacdo em microscopio invertido Olympus CK40 e as células subcultivadas pelo
processo de tripsinizacao. O repique das células foi realizado quando havia a formag¢do de uma

monocamada confluente.

3.4 Teste da atividade mitocondrial de células CHO-K1 incubadas com o Propionato de
Testosterona em diferentes concentracoes

Neste estudo e nos seguintes foram utilizados 6 grupos: Grupo Controle 6 horas

(somente células); Grupo Controle 24 horas (somente células); Grupo 50nM por 6 horas



(células incubadas com 50nM de Proprionato de Testosterona por 6 horas); Grupo 50nM por
24 horas (células incubadas com 50nM de Proprionato de Testosterona por 24 horas); Grupo
100nM por 6 horas (células incubadas com 100nM de Proprionato de Testosterona por 6
horas); Grupo 100nM por 24 horas (células incubadas com 100nM de Proprionato de
Testosterona por 24 horas);

Para a avaliacdo da atividade mitocondrial através da técnica MTT as células CHO-K1
foram tripsinizadas e plaqueadas a uma densidade de 5x10* células/mL em placas de 96 pogos,
contendo meio de cultura HAM-F12 suplementado com 10% de SFB e incubadas por uma
noite para adesdo a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO,. No dia seguinte, foi
adicionado as células, o Horménio Propionato de Testosterona, nas concentracdes de 50 e
100nM. As células foram incubadas na presen¢a do hormdnio Propionato de Testosterona
durante 6 ou 24 horas a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO..

Apbs incubagdo, a atividade mitocondrial foi avaliada pela analise baseada na redugdo
do sal 3-[(4,5 dimethylthiazol-2-yf)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT) solavel em agua
para o formazan, insoltivel e de cor roxa, produto das desidrogenases mitocondriais presentes
apenas em células metabolicamente ativas. Para tal, os pocos foram lavados com PBS, em
seguida foi adicionado o MTT diluido em PBS na concentracdo de 0,5mg/mL. As placas
foram entdo incubadas por 1 hora a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO,. Os
cristais de formazan formados foram dissolvidos através da adicdo do solvente organico
Dimetil Sulféxido (DMSO) e mantidos 30 minutos sob agitacdo. Apds este periodo foi
efetuada a leitura das placas no leitor de Elisa Spectracount (Packard, USA) utilizando filtro

de 570nm. Os dados obtidos foram tratados de acordo com a formula:

% Atividade Mitocondrial: (Absorbancia de Células Tratadas - Absorbancia do Branco) X 100

(Absorbancia de Células Controle - Absorbancia do Branco)

Os resultados foram plotados no programa Origin (Origin 7.0 SRO, Origin Lab
Corporation, Northampton, MA 01060 USA) com média e desvio padrdo de 6 amostras
(grupos controle 6 e 24 horas, Proprionato de Testosterona na concentragdo 50nM por 6 e 24
horas e Proprionato de Testosterona na concentracao 1000nM por 6 e 24 horas) em triplicata.

Os testes estatisticos utilizados foram ANOVA e o Friedman.




3.5 Microscopia de Fluorescéncia utilizando-se marcadores especificos para diferentes
organelas celulares

Para todas as marcagdes, as células foram tripsinizadas e plaqueadas a uma densidade
de 5x10° células/mL em placas de 24 pogos (TPP, Switzerland) contendo laminulas estéreis,
com meio de cultura HAM-F12 suplementado com 10% de SFB e incubadas por uma noite
para adesdo a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO,. No dia seguinte, foram
adicionadas as células o hormdnio Propionato de Testosterona, diluido nas concentragdes de
50 e 100nM durante 6 ou 24 horas a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO,. Este

experimento foi realizado em duplicata.

3.5.1 Marcagao para ntcleo:

A condensagdo da cromatina e a fragmentacdo do nucleo foram estudadas através da
coloracio com DAPI, que ¢ um marcador especifico para o nicleo, possibilitando a
visualizagao do processo mitético celular.

Apbs os procedimentos previamente descritos, as células CHO-K1 foram fixadas com
Paraformaldeido 4% (diluido em tampao PHEM 0,IM) por 10 minutos, lavadas com o
referido tampao e marcadas com DAPI (4, 6' - diamidino, 2' phenylindole - Molecular Probes)

na concentrac¢do 0,03uM durante 10 minutos.

3.5.2 Marcagdo para mitocondria:

Apo6s os procedimentos previamente descritos, as células CHO-K1 foram marcadas
com MitoTracker Orange™ na concentragao de 150nM por 20 minutos, lavadas com meio de
cultura fresco e pré-aquecido (37°C) e fixadas com Paraformaldeido 3,7% (diluido em meio de

cultura sem soro) por 15 minutos.

3.5.3. Marcagdo para citoesqueleto:

Apos os procedimentos previamente descritos, as células CHO-K1 foram fixadas em
Paraformaldeido 4% com 0,1% Triton X100 em PBS a 37°C por 15 minutos, lavadas com

PBS e marcadas com Faloidina TRITC (500 pg/mL) por 30 minutos a temperatura ambiente.



3.5.4 Marcagao do reticulo endoplasmatico

Apos os procedimentos previamente descritos, as células CHO-K1 foram marcadas
com DioCy(3) (Img.mL™") por 15 minutos, lavadas com PBS e fixadas em Paraformaldeido

4% por 10 minutos.

3.5.5 Montagem das laminas e registro do material

Apds cada marcagdo, as laminulas foram montadas sobre laminas contendo N-propil
galato e entdo vedadas com esmalte em sua periferia. Foram feitas fotomicrografias do
material em Microscopio de Epifluorescéncia modelo Leica DMLB com sistema fotografico

MPS-30, utilizando-se os filtros ultravioleta, verde e azul.



4 RESULTADOS

4.1 Teste de citotoxicidade através da técnica de MTT (atividade mitocondrial)

Os resultados obtidos apds o teste de citotoxicidade pelo método MTT (figura 2)
mostraram que o periodo compreendido entre 6 e 24 horas, ao qual as células foram
submetidas a concentracao de S0nM, nado causou alteragdes significativas a viabilidade celular.
Com 6 horas o numero de células viaveis estava em torno de 80%. Entretanto o numero de
células vivas aumentou significativamente chegando atingir 50% acima do controle (calculado
como 100%) em 24 horas.

Os resultados demonstraram que a maior concentragdo utilizada (100nM), foi a que
causou maiores alteracdes as células, em ambos os tempos de exposi¢do. Observamos que
apds 6 horas de tratamento com o esterdide anabolizante, em contraste com as células que
receberam 50nM, houve uma queda da viabilidade celular com valores em torno de 57%. O

mesmo foi observado com as células que foram expostas por 24 horas.

200 -

180 -

160 -

% Células Vivas

Atividade Mitocondrial

6 horas 24 horas

Figura 2: Atividade mitocondrial, apos incubac¢io com diferentes concentracoes do hormonio
anabolizante Propionato de Testosterona, por diferentes periodos de tempo, avaliada pelo teste MTT
(3-[(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]).



4.2 Microscopia de Fluorescéncia

4.2.1 Reticulo Endoplasmatico

Através da andlise das fotomicrografias obtidas apdés a marcagdo do reticulo
endoplasmatico, verificou-se que as células do grupo controle estavam bem espalhadas e com
o reticulo endoplasmatico se estendendo na forma de uma rede tubular ao longo de todo o

citosol (Figura A).

Figura 3: Células CHO-K1, com reticulo endoplasmatico marcado com DioCg(3). Grupo A: Células do
grupo controle, 6 horas. Em volta de todo nucleo esta o reticulo endoplasmatico (RE). A seta indica a distribuigdo
desta organela em forma de uma rede tubular. Grupo B: Células tratadas com 50nM de Propionato de
Testosterona durante 6 horas. As setas indicam a presenga de vesiculas no citoplasma no lugar do reticulo
endoplasmatico. A caracteristica de rede tubular ndo ¢ mais vista facilmente. GRUPO C: Célula tratada com
100nM de Propionato de Testosterona durante 6 horas. Esta concentragdo causou a completa vesiculagdo do
reticulo endoplasmatico (seta). GRUPO D: Células do grupo controle, 24 horas. Verifica-se a distribui¢do normal
desta organela, sem alteragdes morfologicas. GRUPO E: Células tratadas com 50nM de Propionato de
Testosterona durante 24 horas. O reticulo endoplasmatico se tornou uma imensa quantidade de pequenas
vesiculas (seta). GRUPO F: Células tratadas com 100nM de Propionato de Testosterona durante 24 horas,
também nesta concentragdo, ¢ possivel verificar a completa vesiculacdo do reticulo endoplasmatico (seta).
Aumento: 1000X.

Apo6s 6 horas de incubacdo com o Propionato de Testosterona, na concentragdo de
50nM do hormonio, notou-se a presenga de vesiculas no citoplasma e o inicio da perda da

caracteristica de rede (Figura B).



Com a concentragdo de 100nM do hormoénio, verificou-se stress celular e perda da
adesdo, além da retracdo celular (Figura C). Apo6s 24 horas, embora as células do grupo
controle ainda apresentassem-se bem espalhadas, integras e com o reticulo distribuido por
todo o citosol em forma de rede, as células incubadas com a concentracdo de 50nM do
hormonio ndo apresentavam o reticulo distribuido uniformemente, em vez disso, onde estaria
esta tipica distribuicao encontrou-se um grande nimero de vesiculas no citoplasma (Figura E).
Com a concentragdo de 100nM do hormoénio, verificou-se stress celular, perda da adesdo e

comprometimento da integridade da membrana (Figura F).

4.2.1 Nucleo

Figura 4: Células CHO-K1, ap6s marcacio DAPI para nicleo. GRUPO A: Grupo Controle, 6 horas, os
nucleos apresentam-se integros e com formato acompanhando o da célula. GRUPO B: Células tratadas com
50nM do hormoénio Propionato de Testosterona durante 6 horas. Os nucleos continuam integros. GRUPO C:
Células tratadas com 100nM de Propionato de Testosterona durante 6 horas, observa-se presenca de corpos
apoptoticos (seta). GRUPO D: Grupo controle, 24 horas, também ndo se verifica nenhuma alteracdo no nucleo,
permanecendo integro. GRUPO E: Células tratadas com 50nM de Propionato de Testosterona durante 24 horas, €
possivel notar nicleos com caracteristicas apoptoticas, assim como os nucleos do Grupo F, tratados com 100nM
de Propionato de Testosterona. Aumento: 400X.



ApoOs a andlise das fotomicrografias foi observado que as células do grupo controle
apresentavam-se bem espalhadas com formato alongado, o ntcleo integro e acompanhando o
formato da mesma (Figura A). Apés 6 horas de exposicdo a concentracdo de 50nM do
Propionato de Testosterona, as células ndo apresentaram alteragdes significativas quanto a
integridade do nucleo (Figura B). Ao contrario do que observamos as células expostas na
concentracdo de 100nM, estas perderam o formato inicial, houve também uma alteracao
quanto a forma dos nucleos de alongados para redondos e algumas células apresentaram perda
de adesao (Figura C).

ApOs 24 horas de incubagdo as células do grupo controle nao apresentavam diferencas.
Em contrapartida as células incubadas com a concentragdo de 50nM do hormdnio perderam o
formato original. Nesta concentracdo ¢ possivel observar a presenga de nucleo com
caracteristicas apoptodticas (Figura E), o que também foi verificado nas células expostas a
concentracdo de 100nM. Nesta ultima concentracdo, no entanto, o nimero de células contendo

nucleos com caracteristicas apoptoticas era maior.

4.2.2 MitocOndria

Apds a marcagdo das mitocondrias, as fotomicrografias foram analisadas e revelaram
um grupo controle apresentando distribuicdo normal das mitocondrias ao redor do nucleo e
também por todo o citoplasma (Figura 5A).

Ao término de 6 horas de incubagdo com 50nM do Propionato de Testosterona nado
houve mudancas significativas na distribui¢do das mitocondrias em comparagdo ao grupo
controle (Figura 5 B).

Apo6s 24 horas os grupos de 50nM e 100nM do hormdnio, apresentaram retragdo
citoplasmatica e as mitocondrias se encontram com aspecto globular (Figura 5E e 5F).
Entretanto ap6s o tempo de 6 horas o grupo exposto a 100nM do hormonio, apresentou
mitocondrias com uma morfologia mais alongada, filamentosa (Figura 5C); com 24 horas as
células controle apresentavam as mesmas caracteristicas, ou seja, ndo houve mudancas

significativas entre 6 e 24 horas (Figura 5A, 5D).



Figura 5: Células CHO-K1, mitocondrias apés marcag¢ido, com o marcador molecular Mitotracker.
GRUPO A: Células do grupo controle, as mitocondrias distribuem-se principalmente ao redor do nucleo e
também por todo o citoplasma. GRUPO B: Células que receberam 50nM do Propionato de Testosterona durante
6 horas; estas células ndo apresentaram diferengas significativas em relagdo ao controle. GRUPO C: Células
tratadas com 100nM de Propionato de Testosterona durante 6 horas; observam-se mitocondrias ao redor do
nucleo e com aspecto filamentoso. GRUPO D: Grupo controle, apds 24 horas, estas células se mantiveram
integras. GRUPO E: Células tratadas com 50nM de Propionato de Testosterona apds 24 horas, nota-se a
modificagdo quanto a forma da mitocondria para globular. GRUPO F: Células tratadas com 100nM de
Propionato de Testosterona apo6s 24 horas; neste grupo é possivel observar a retragdo citoplasmatica além forma
da mitocondria de filamentosa para globular. Aumento: 400X.

4.2.4 Citoesqueleto

A distribuicdo e estrutura dos filamentos de actina, apds o tratamento com Propionato
de Testosterona foram acompanhadas através da técnica de microcospia de fluorescéncia,
utilizando Faloidina TRITC como marcador. A distribui¢do e organizacdo dos filamentos de

grande parte das células do grupo de conirole (Fig. 6A) obedeceram a um mesmo padrdo. E

possivel observar uma distribuicdo homogénia dos filamentos por todo o citoplasma celular.



Em contrapartida as células submetidas ao tratamento com Propionato de Testosterona,
na concentragao de 50nM no tempo 24 horas e na concentracao de 100nM nos tempos de 6 ¢
24 horas demonstraram alteracdes significativas na distribui¢dao dos filamentos de actina.

Posterior ao tratamento das células com o Propionato de Testosterona no tempo de 6
horas na concentragdo de 100nM do hormdnio, observou-se uma redugdo dos filamentos de

actina na regido central da célula.

-
Figura 6: Células CHO-K1, técnica microscopia de fluorescéncia, utilizando Faloidina TRITC como
marcador. GRUPO A: Grupo controle, 24 horas, observa-se a distribuicdo homogénea da estrutura dos
filamentos de actina por todo o citoplasma. GRUPO B: Células apds o tratamento com 50nM de Propionato de
Testosterona durante 6 horas; os filamentos de actina se encontram mais na periferia das células em relagdo ao
grupo controle. GRUPO C: Células tratadas com 100nM de Propionato de Testosterona, apds 6 horas, é possivel
notar também os filamentos de actina mais na periferia das células. GRUPO D: Células foram tratadas com 50nM
de Propionato de Testosterona, durante 24 horas, observamos retracao citoplasmatica, assim como na distirbui¢ao
dos filamentos. GRUPO E: Nesse grupo as células receberam 100nM de Propionato de Testosterona ¢ possivel

observar total retracdo citoplasmatica, além da distribui¢do dos filamentos de actina na periferia das células.
Aumento: 400X.



No periodo de 24 horas na concentracdo de 100nM do horménio as células
apresentaram marcagao reduzida, principalmente na regido central. Nessas células as fibras de
estresse sdo encontradas na periferia celular. Do mesmo modo as células incubadas por 24
horas na concentra¢do de 100nM do hormonio Propionato de Testosterona demonstraram uma
desorganizagdo do citoesqueleto, porém acompanhada de retragdo celular com forte marcacao
na regido cortical.

Ao analisar os grupos controle (Figura A) e o grupo exposto a 100nM apds 24 horas de
exposi¢cdo do hormoénio (Figura E) foi perceptivel a retragdo celular além da distribuicdo na
periferia das células dos filamentos de actina.

Os dados obtidos evidenciaram o citoesqueleto como sendo alvo do hormdnio
Propionato de Testosterona causando alteragdes severas na estrutura e distribuicdo dos
filamentos de actina de células CHO-K1, além da retragdo celular. Consequentemente acarreta

danos a organizagdo interna, estabilidade mecanica e estrutural das células.



5 DISCUSSAO

Os esterdides Anabolicos Androgénicos, incluindo Propionato de Testosterona, sao
utilizados além de suas indicagdes terap€uticas, por atletas interessados em melhorar o
desempenho esportivo e ndo atletas interessados em melhorar a forca fisica e aparéncia ©°.
Porém, o uso indiscriminado dos esterdides anabdlicos androgénicos pode acarretar sérios
danos a satde, tais como lesdo hepdtica, ictericia colestatica, necrose avascular de cabega
femoral, ansiedade, euforia, acne, alopecia, hepatite, atrofia testicular, entre outros ®,

A importancia de se estudar os efeitos causados por esterdides anabolicos em cultura
de células esta no fato de que, desta maneira ¢ possivel observar quais estruturas sao afetadas e
qual a dimensdo das alteracdes causadas a célula. Além disso, este tipo de estudo fornece
dados que auxiliam na avaliagdo sobre as conseqiiéncias para a vida da célula apds a interagao
com o hormonio.

Sendo assim, este estudo foi desenvolvido com o intuito de se observar a citotoxicidade
ocasionada as células CHO-K1 ap6s interacdo com o hormdnio Propionato de Testosterona.

Através dos resultados obtidos com o teste de citotoxicidade, utilizando o método de
redu¢do do sal MTT pode-se verificar que o Propionato de Testosterona influenciou na
atividade mitocondrial através da reducdo da reacdo com as desidrogenases mitocondriais.
Estrada e colaboradores (2006) observaram esse decréscimo da atividade mitocondrial usando
10uM de testosterona em células neuronais .

O grupo de células que recebeu 50nM do hormoénio apresentou elevada atividade
mitocondrial com 24 horas de incubagdo (Figura 2). Isto se deve ao fato de que a testosterona
e seus derivados promoverem o aumento da sintese protéica que ¢ dependente da atividade
mitocondrial.

Através da ligagdo do hormdnio com proteinas intracelulares na membrana celular, ha
a formacdo de um complexo hormonio receptor que ¢ translocado a sitios de ligacdo na
cromatina. Essa ligacdo ird promover transcri¢do de genes, que levara a produgdo de mRNA,

’ L 2
resultando no aumento da sintese protéica

. Este aumento de sintese protéica pode estar
relacionado também com o maior nimero de divisoes celulares, elevando o nimero de células
viaveis. Isso mostra que num primeiro momento o hormdnio exerce um efeito estimulatério
para esta linhagem (até 24 horas de exposi¢cdo). Em contra partida as fotomicrografias obtidas
apds a marcagdo de DAPI (nucleo) e DioCg(3) (reticulo endoplasmatico) (Figuras 4D e 5D,

respectivamente) mostram que nas mesmas 24 horas com 50nM de concentracdo, hd a



presenca de nucleos apoptdticos e perda da caracteristica de rede tubular do reticulo
endoplasmatico. Portanto, apesar do aumento do numero de células, muitas delas apresentam
danos devido a presen¢a do hormdnio.

Welder e colaboradores descreveram em 1995 que a concentracdo de 100uM de
Propionato de Testosterona durante 4horas de exposi¢do exerceu efeitos toxicos sobre a
cultura primaria de células de miocardio utilizada em seu experimento.

Para a analise de estruturas celulares como o nucleo, o reticulo endoplasmatico e as
mitocondrias foram utilizados marcadores moleculares especificos para cada uma destas
organelas, a saber, DAPI, DioC6(3) e MitoTracker Orange, respectivamente. As
fotomicrografias das marcagdes com DAPI e Mitotracker, ambos apos incubagdao com
concentragdo de 50nM do hormoénio por 6 horas (Figuras 4B, 5B respectivamente),
corroboraram com o resultado obtido pelo teste de atividade mitocondrial. Nesta concentracao
o nucleo e as mitocondrias ndo apresentaram diferengas significativas em comparagdo com o
grupo controle. Visto que até 24 horas o hormdnio exerceu um efeito estimulatorio, os nicleos
tinham o aspecto normal assim como as mitocondrias, que mostravam quantidade e
distribuicdo semelhantes ao grupo controle.

Através das fotomicrografias obtidas através do marcador DAPI, foi possivel verificar
a presenga de nucleos apoptoticos, em células submetidas a concentracao de 100nM em 6
horas de exposi¢do (Figura 4C). Porém o periodo decorrido por 24 horas mostrou-se mais
prejudicial. Neste periodo, ambas as concentragdes (50 e 100nM), promoveram o
aparecimento de células apresentando nucleos apoptoticos (Figuras 4E, 4F). O mesmo foi

(52), em seu estudo com miodcitos ventriculares de rato

observado por Zaugg e colaboradores
adulto no qual demonstraram que esteroides anabdlicos androgénicos podem induzir processo
de morte celular por apoptose.

Utilizando-se o marcador MitoTracker Orange™ pode-se observar que em 6 horas com
100nM de concentragao (Figura 5C), as mitocondrias apresentaram diferengas em comparacao
com os grupos anteriores (controle e 50nM, Figuras 5A, 5B respectivamente). As
mitocondrias estavam com uma distribuicdo maior ao redor do nucleo. Esta mesma
caracteristica também foi constatada nas concentracdes de 50 e 100nM durante 24 horas
(Figuras 5D e 5F). Como foi evidenciada a presenca de nucleos apoptoéticos neste periodo.
Provavelmente a disponibilidade das mitocondrias ao redor do nucleo se deve ao fato do

evento apoptdtico estar acontecendo, ja que esta organela desempenha um papel fundamental

para a realizag@o deste processo.



Segundo Alberts 2

, as mitocondrias estdo localizadas nas regides da célula onde a
demanda de energia ¢ maior; assim se deslocam de um lado a outro do citoplasma, para as
zonas que necessitam mais de energia. Alberts “ também afirma que o numero de
mitocondrias por célula pode ser regulado de acordo com a necessidade. E muito provavel que
o aumento do nimero de organelas (principalmente ao redor do ntcleo) tenha se dado pelo
fato das mitocondrias participarem ativamente do processo apoptotico e também para suprir a
demanda de energia para que a célula pudesse metabolizar o horménio.

Os resultados obtidos com as fotomicrografias de reticulo endoplasmatico revelaram
uma grande quantidade de vesiculas apos exposi¢do a 50nM de propionato de testosterona por
6 horas.

Como ja descrito, os hormodnios esterdides anabolicos possuem a propriedade de
aumentar a sintese de proteinas. Para isso esses hormonios induzem a transcri¢cao de genes, o
que resulta na producdo de mRNA. Tal mRNA serd traduzido em proteina no reticulo
endoplasmatico rugoso. Apds a tradugdo, as recém sintetizadas proteinas serdo exportadas
para seus devidos fins através de vesiculas. Isso explica a presenca destas estruturas na figura
(3B). Com 100nM, porém, a caracteristica de rede inicialmente presente (figura 3C), foi
perdida, o que pode significar que o aumento demasiado de sintese protéica foi prejudicial de
acordo com o maior tempo de exposi¢cao ao hormoénio. A figura 3C revelou que o reticulo
endoplasmatico se tornou uma grande quantidade de pequenas vesiculas, provavelmente
devido a alta demanda de exportagdo das proteinas recém sintetizadas.

Com 24 horas de exposi¢do a 100nM foi possivel notar o desaparecimento do reticulo
endoplasmatico (figura 3F). Devido a alta atividade a que foi submetida, induzida pelo
hormdnio, esta organela sofreu stress que resultou na perda da integridade de suas
caracteristicas morfologicas.

O reticulo endoplasmatico é um compartimento celular singular que esta
simultaneamente envolvido nos processos de sintese de proteinas e homeostase do Ca2™ ©?.
Diversas fungdes celulares sdo reguladas por alteragdes na concentragdo do Ca?" intracelular
% Szalai e colaboradores ©”, demonstraram evidéncias em seu trabalho indicando que
mudancas na homeostase do calcio intracelular também desempenham um papel na
modulagdo da apoptose. A abertura do PTP (“permeability transition pore”) ¢ controlada pelo
Ca*', entre outras substincias. Pulsos de Ca*>" ou a liberagdo de Ca?" induzida pelo IP3
(trifosfato de inositol) resultam na abertura do PTP, liberacdo de citocromo c, ativagdo das

caspases e apoptose nuclear em células expostas a estimulos pro-apoptoticos. O Ca? pode

ativar varias enzimas hidroliticas, incluindo lipases, proteases e nucleases %9 Desta maneira, €



possivel que os danos causados ao reticulo endoplasmatico pelo Propionato de Testosterona
tenham permitido a saida de Ca? do interior para o citosol onde pode ter participado do

processo apoptdtico demonstrado nos resultados obtidos com a marcacao do nucleo.

(52)

Um estudo feito por Zaugg e colaboradores “~’, utilizando midcitos ventriculares de

rato adulto, demonstrou que esterodides anabolicos androgénicos podem induzir processo de
morte celular por apoptose. Tal mecanismo de morte celular foi também observado por

()]

Estrada e colaboradores ", os quais realizaram um estudo com doses elevadas de Testosterona

em células neuronais e observaram apoptose.



6 CONCLUSAO

A concentragdo de 50nM do hormodnio esterdide anabolizante Propionato de
Testosterona causou um efeito estimulatério até 24 horas de exposi¢do nesta linhagem
celular em relagdo a viabilidade celular indicada pelo teste MTT (atividade mitocondrial).
Porém a concentracdo de 100nM do hormdnio foi considerada citotoxica para linhagem

utilizada por causar morte em mais de 50% das células inicialmente vidveis.

A organizagao e a estrutura dos filamentos de actina se mostraram comprometida apds

a interacao com o hormonio Propionato de Testosterona.

O esteroide anabolizante Propionato de Testosterona causou um aumento da atividade
mitocondrial ¢ mudanga na morfologia desta organela com a concentragdo de 100nM tanto

em 6 quanto 24 horas.

Para reticulo endoplasmatico a concentracdo que mais causou danos foi a de 100nM
para ambos os tempos de incubagdo, assim como também para o nucleo, que apresentou

caracteristicas que sugerem apoptose.
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APENDICE A: Descrigcao de preparacao de experimentos

Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado foi o F-12 Nutrient Mixture (HAM), dissolvido em 1L de
agua ultrapura em um béquer. Este meio possui em sua composicao basica L-Glutamina, como
nao contém bicarbonato de s6dio em sua composi¢ao, foi adicionado 1,176g de bicarbonato de
s6dio no momento do preparo, sob agitagdo. O pH foi medido e acertado para 7,2. A
conservacdo foi em camara fria de 2° a 8°C. A suplementacdo foi realizada com soro fetal

bovino (SFB) a 5%.

Soro Fetal Bovino

O soro fetal bovino ¢ utilizado na complementagdo dos meios de cultura. Em sua
composicdo basica encontra-se insulina, horménios e fatores de crescimento. A solugdo
estoque adquirida Gibco BRL ¢ pré-aquecida a 56°C em seguida estocada em frascos num

volume de 10mL cada. A conservagao ¢ feita em freezer a -20°C.

Tampao Fosfato

Para o preparo da solugdao “A” foi adicionado 2,76g de NaH, PO, H,O (Fisher
Scientific) em 100mL de agua destilada e deixado sob agitacdo até que formasse uma mistura
homogénea, o0 mesmo ocorreu com a solu¢ao B, onde foi adicionado 5,36g de Na, HPO4 7H,O
( Fisher Scientific) em 100mL de agua destilada. A solucdo tampao é uma mistura entre duas

solucdes “A e B” ( 33 mL de solucao A + 67 mL de solu¢ao B ) ( ph 7,1).

Salina Tampdo Fosfato (PBS)
Para 1L foi misturado 100mL de tampao fosfato 0,1M em 900mL de 4agua destilada.
Sob agitacdo, adicionou-se 9g de NaCl.

Tampdo PHEM
Em 500 mL de 4gua destilada sdo dissolvidos 10,36 g de Pipes, (pH 6,8); 3,25¢g de
Hepes; 1,9¢g de EDTA ¢ 0, 27g de MgCI2.

Tripsina
Para 100mL de tripsina foram dissolvidos 0,1g de Tripsina (Gibco BRL) (0,1%) ¢
0,05g de EDTA (Analyticals) (0,05%) em 100mL de PBS.



MTT (Sigma)

Para o preparo do MTT (3-[(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium
bromide]) 5Smg de MTT foi diluido em 1mL de PBS para obter uma solugdo estoque de
5mg/mL"'. O MTT foi mantido no escuro a -20°C.

Paraformaldeido 10%

Para a preparagao do PA foi aquecido 80mL de tampao fosfato 0,2M até 65°C. A
seguir adicionou-se 10g de Paraformolaldeido (Sigma®). A solucdo, sob constante agitacao,
foi clareada pela adi¢do de hidroxido de sédio 2M. Apos o resfriamento, completou com

tampao fosfato 0,2M até 100mL obtendo-se uma solugao de PA a 10%.

MitoTracker Orange™

Foi preparada uma solugdo estoque a ImM com a dissolugdo do MitoTracker
Orange™ CMTMRos em dimetil sulféoxido (DMSO). A partir desta solugao estoque, foi
preparada uma solu¢do na concentracao de 150nM, diluindo-se a solucdo estoque em meio de

cultura HAM-F12.

DioC6(3)
O DioC6(3), (3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide), foi preparado a partir de uma
solugdo estoque a 100mg.mL™" para uma concentragio final de 1mg.mL", que foi a utilizada

no experimento.

DAPI
Para o preparo deste marcador molecular na concentra¢do de 0,03uM, foram diluidos
0,06ul. de DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride) em 200uL de PBS. A

solucao foi devidamente armazenada ao abrigo da luz.

n-propil-galato
O n-propil-galato foi preparado numa concentragao a 0,02M. Foram dissolvidos 4,24 g
de n-propil-galato em 10mL de PBS aquecido a 37°C. Apo6s a dissolugao foram adicionados 90

ml de glicerina.





