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RESUMO

A obesidade € um problema de saude global e esta diretamente associada com o
risco de desenvolvimento de outras doengas metabdlicas. Um estilo de vida
saudavel, incluindo uma alimentacao equilibrada, € essencial para a manutengéo da
eutrofia. Os mamiferos possuem um poderoso sistema que é responsavel pela
regulacdo da homeostasia energética, sendo que, no hipotdlamo estédo localizados
neurdnios relacionados com o acoplamento entre a fome e a saciedade. Estes
neurdnios sao afetados pela ingestdo excessiva de lipideos, especialmente por
acidos graxos saturados de cadeia longa, e pela obesidade. Sabe-se que a
obesidade é marcada pela presenca de uma inflamacgéao subclinica e alteracao em
diversas vias relacionadas ao estresse celular. Em camundongos com obesidade
induzida por dieta hiperlipidica, ha falha na regulagdo da macroautofagia e do
sistema ubiquitina-proteasoma em neurénios do hipotdlamo, que s&o mecanismos
responsaveis pela proteostasia celular. Este trabalho teve como objetivo investigar a
modulacado de autofagia mediada por chaperonas em neurbnios hipotalamicos de
animais obesos. Esse tipo de autofagia é responsavel por degradar proteinas
citosolicas que contém um motivo especifico de aminoacidos, por meio da atuacéo
principal de duas proteinas, denominadas de HSC-70 e LAMP-2A. Nossos
resultados mostraram que animais que consumiram dieta hiperlipidica por 3 dias
apresentaram maior ativacao de autofagia mediada por chaperonas em hipotalamo.
Apés este periodo, houve menor ativacdo de autofagia mediada por chaperonas
nesta regido. Além disso, neurdnios hipotalamicos expostos ao palmitato, um acido
graxo saturado, apresentaram ativacdo de autofagia mediada por chaperonas. A
exposicao destes neurbnios hipotaldmicos a um ambiente inflamatério também levou
a ativacado de autofagia mediada por chaperonas nessas células. Em situagdes de
estresse celular, a ativacao da autofagia mediada por chaperonas é essencial para a
manutengdo da proteostasia. Em contrapartida, a diminuigdo neste sistema leva a
maior suceptibilidade celular a estimulos estressores. Portanto, o excesso de acidos
graxos saturados afeta a autofagia mediada por chaperonas em neurdnios do
hipotalamo, fato que pode contribuir para a disfuncdo neuronal e formagédo de
agregados proteicos. A manutencao dos niveis basais de autofagia por meio de

intervencdes farmacoldgicas ou dietéticas pode representar uma terapia importante



no tratamento de doencas metabdlicas.

Palavras chave: obesidade, autofagia, CMA, acido palmitico, hipotalamo



ABSTRACT

Obesity has become a global health issue and is directly related with increased risk
of developing other metabolic diseases. A healthy lifestyle, including a balanced diet,
is essential for the maintenance of a healthy body mass. Mammals have a powerful
system responsible for the regulation of energy homeostasis. Neurons from
hypothalamus are responsible for the coupling between food intake and satiety.
These neurons are affected by lipid excess, especially long-chain saturated fatty
acids and obesity. A subclinical inflammatory state is the hallmark of obesity. Also,
obesity leads to the dysregulation in several systems related to stress response. In
mice with diet-induced obesity, there is a failure in the regulation of macroautophagy
and ubiquitin- proteasome system in hypothalamic neurons. These systems are
responsible for the cytosolic protein renewal and therefore for cellular proteostasis.
This work aimed to study the chaperone-mediated autophagy modulation in obese
mice. This type of autophagy is responsible for the degradation of proteins which
have a specific amino acid motif. There are two main proteins responsible for
chaperone-mediated autophagy machinery, called HSC-70 and LAMP-A. Our results
showed an upregulation in chaperone-mediated autophagy in hypothalamus of mice
fed a high-fat diet for 3 days. Longer exposure to high-fat diet led to downregulation
in hypothalamic chaperone-mediated autophagy. Furthermore, direct exposure of
hypothalamic neurons to palmitate, a saturated fatty acid, led to chaperone-mediated
autophagy activation. After an insult, the activation of chaperone mediated autophagy
is essential for proteostasis maintenance. On the other hand, failure in this system
could lead to increased cellular susceptibility to stressors. Thus, saturated fatty acid
excess affects neuronal chaperone-mediated autophagy and this could contribute to
neuronal dysfunction and protein aggregate formation in hypothalamic neurons.
Therefore, the maintenance of basal chaperone-mediated autophagy levels with
pharmacology or dietary interventions could represent an important therapy in the
treatment of metabolic disorders.

Key words: obesity, autophagy, palmitic acid, hypothalamus
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1. Introducao

1.1 O panorama da obesidade

A obesidade € caracterizada pelo excesso de tecido adiposo e esta
associada com o risco de desenvolvimento de diversas doengas, como doencas
cardiovasculares, acidente vascular cerebral, osteoartrite, diabetes e cancer de
mama, ovario, prostata, figado, rim e célon (WHO, 2017).

No mundo a obesidade triplicou desde 1975, sendo que em 2016 cerca
de 1,9 bilhdo de adultos apresentavam sobrepeso e 650 milhdes, obesidade (WHO,
2017). No Brasil mais da metade da populacado apresenta-se acima do peso e
18,9% dos individuos estao obesos. Em dez anos, houve um aumento de 60% nos
casos de obesidade no pais (BRASIL, 2017). Esses dados sao alarmantes, visto o
impacto negativo que essa doencga possui na qualidade de vida dos individuos.

Além disso, a obesidade consome uma larga fatia de custos dos sistemas
de saude nos paises desenvolvidos e nos paises em desenvolvimento. Esse impacto
econ6mico afeta também os gastos privados da sociedade como um todo
(TREMMEL et al., 2017). Os custos diretos para o sistema publico de saude do
Brasil com as doencas cronicas nao transmissiveis giram em torno de 7,5 bilhdes de
reais por ano, representando 69% do total de gastos ambulatoriais e hospitalares
(BRASIL, 2005). Projecbes estimam que esses custos podem dobrar até 2050
(RTVELADZE et al., 2013).

O processo de transicdo nutricional estd intimamente conectado ao
aumento da prevaléncia de obesidade no Brasil e no mundo. A transi¢gdo nutricional
se refere a alteracdo no padrdo de consumo alimentar e composi¢cao corporal da
populacédo, que acompanha as mudangas econdmicas € sociais de seu pais. Tal fato
esta associado ao aumento no consumo de alimentos com alta densidade energética
e ricos em lipideos, e também com o aumento da inatividade fisica (BATISTA FILHO;
RISSIN, 2003; PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004; COUTINHO; GENTIL; TORAL,
2008; WANDERLEY; FERREIRA, 2010).
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1.2 O consumo alimentar e a obesidade

Dados da Pesquisa de Orcamentos Familiares (2008-2009) relacionados
ao consumo alimentar da populagao brasileira apontam que existe um consumo
inadequado de frutas e verduras e um alto consumo de bebidas agucaradas,
principalmente pelos adolescentes da populacdo brasileira. Um dado alarmente
mostra que 61% da populagdo consome uma quantidade excessiva de agucar e
82% ultrapassa a recomendacao de ingestao de gordura saturada (BRASIL, 2010).

Uma meta-analise mostrou que a diminuicao do consumo de lipideos esta
associada a redugao no peso corporal e na circunferéncia de quadril. Além disso, a
adequada ingestao de lipideos, entre 25% a 30% do valor energético total, € um
fator determinante para a manutencao do peso corporal saudavel (HOOPER et al.,
2012). Adicionalmente, uma revisao sistematica de 57 estudos de coorte encontrou
que o aumento de peso esta diretamente e proporcionalmente relacionado ao
aumento de taxas mortalidade (PROSPECTIVE STUDIES COLLABORATION et al.,
2009).

Recentemente, em um estudo de coorte, foi demonstrado que o tipo de
lipideo ingerido exerce influéncia sobre o risco de mortalidade total e por causa
especifica e reforcou o papel benéfico do consumo de lipideos insaturados em
detrimento do consumo de acidos graxos saturados e trans (WANG et al., 2016).

1.3 A homeostasia energética

A manutencdo do peso corporal é regulada por um poderoso sistema que
tem como objetivo promover a estabilidade do peso frente a oscilagdes na ingestao
calérica ou no gasto energético. A este processo damos o nome de homeostasia
energética (ROSENBAUM; LEIBEL, 2014; KRASHES; LOWELL; GARFIELD, 2016).

O sistema nervoso central (SNC) é responsavel por coordenar estimulos
de fome e saciedade em resposta a sinais provenientes da periferia, sendo que no
hipotalamo estdo localizados neurbnios de primeira ordem que respondem
rapidamente a oscilagcdes metabdlicas (KRASHES; LOWELL; GARFIELD, 2016).

O sistema da melanocortina compreende circuitos de neurbnios com

origem no nucleo arqueado do hipotdlamo que expressam a proteina relacionada
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ao Agouti (AgRP) e o neuropeptideo Y (NPY) ou neurbnios que expressam
proopiomelanocortina (POMC); neurénios POMC do nucleo do trato solitario (NTS) e
os alvos destes neurbnios que expressam os receptores de melanocortina tipo 3 e 4
(MC3R e MCA4R, respectivamente). Os peptideos da melanocortina agem como
agonistas de MC3R e MC4R no SNC e, de forma contraria, AQRP age como um
potente antagonista destes receptores. Ademais, as fibras de neurbénios POMC se
projetam para demais regides do SNC e do hipotdlamo, como por exemplo para o
nucleo paraventricular (PVN). Neurdnios produtores de AgRP e NPY apresentam
projecoes para PVN, hipotdlamo dorsomedial (DMH) e hipotadlamo lateral (LH), no
entanto as fibras de neurdnios POMC abrangem uma regido mais ampla do SNC
(CONE, 2005).

O ndcleo arqueado do hipotalamo esta situado numa regiao privilegiada
do SNC: entre o terceiro ventriculo e a eminéncia média, proximo do sistema
vascular e portanto, de fatores enddécrinos presentes no sangue e no liquido
cefalorraquidiano (CONE, 2005). Recentemente foi demonstrado que alguns
neurbnios AgRP se situam fora da barreira hematoencefalica e, com isso, sédo
capazes de responder mais rapido a sinais metabdlicos provenientes do plasma
(OLOFSSON et al., 2013; YULYANINGSIH et al., 2017).

Ambas populacées de neurbnios do nucleo arqueado, NPY/AgRP e
POMC, expressam receptor de insulina (IR) e de leptina (ObR) (NISWENDER;
BASKIN; SCHWARTZ, 2004; CONE, 2005). A insulina, horménio produzido pelas
células B-pancreaticas, e a leptina, produzida pelo tecido adiposo branco, agem
como sinais adipostaticos no SNC, circulando no sangue em quantidades
proporcionais a massa de tecido adiposo. Em neurdnios NPY/AgRP, o aumento dos
niveis de insulina e leptina levam a hiperpolariza¢do e diminuigcdo na taxa de disparo
neuronal desta populacdo de neurdnios e consequentemente, reducdo da ingestéao
alimentar. De forma oposta, quando os niveis de insulina e leptina estdo elevados,
neurébnios POMC sao ativados e ha liberacdo do hormdnio estimulador dos
melandcitos a (a-MSH). Entdo o a-MSH se liga a receptores MC3R e MC4R em
neurdnios de segunda ordem e h& diminui¢cdo da ingestao alimentar (NISWENDER,;
BASKIN; SCHWARTZ, 2004; KRASHES; LOWELL; GARFIELD, 2016).

Outros hormonios e nutrientes também exercem efeitos no sistema da
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melanocortina. Por exemplo, a grelina, um peptideo produzido principalmente por
células do estdmago, tem sua liberacao inibida pela presenca de nutrientes e um
potente efeito no apetite. No SNC, a grelina se liga ao receptor secretagogo do
horménio de crescimento (GHSR) em neurénios NPY/AgRP, levando a ativagéao
destes neurbnios, liberacdo de GABA e inibicaio de neurbnios POMC e
consequentemente, aumento da ingestao alimentar (CONE, 2005).

Neurdnio de segunda ordem

Apetite Saciedade

Nucleo arqueado

NPY/AgRP

)

Grelina Leptina Grelina Leptina

Figura 1. O sistema da melanocortina no nucleo arqueado do hipotalamo. Os
neurbnios de ordem primaria, presentes no nucleo arqueado do hipotalamo,
compreendem neurdnios produtores de NPY/AgRP, com efeitos orexigenos e
neurénios POMC, com efeitos anorexigenos. Estes neurdnios possuem projecoes
para demais nucleos do hipotalamo, como o hipotalamo lateral que contém
neurbnios orexigenos e 0 nudcleo paraventricular com neurdnios anorexigenos.
Neurdnios NPY/AgRP e POMC expressam receptores como ObR e GHSR. Em
neurénios NPY/AgRP, um estado de jejum leva a ativacdo destes neurdnios, pelo
aumento de horménios como a grelina. Quando ativados, NPY/AgRP antagonisam
neurénios POMC e levam a ativacdo de neurdnios de segunda ordem, presentes no
hipotalamo lateral, responsaveis pelos estimulos de ingestao alimentar. De forma
contraria, horménios como a leptina ativam neurénios POMC, ha entao liberacao de
a-MSH que, em neurdnios de segunda ordem do hipotalamo paraventricular, se liga
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a MC4R e leva a diminuigcdo da ingestao alimentar.

1.4 O consumo de dieta hiperlipidica e a inflamacao

Sabe-se que a obesidade e o consumo de dieta hiperlipidica estao
relacionados a um processo inflamatério crénico de baixo grau, que por sua vez é
responsavel pela ativagdo de diversos mecanismos envolvidos na patogénese da

obesidade.

Em 1993 foi demonstrado pela primeira vez que existe aumento na
produgédo de Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a), uma citocina proinflamatéria, em
tecido adiposo de camundongos com obesidade induzida pelo consumo de dieta
hiperlipidica (HOTAMISLIGIL et al., 1993). No hipotalamo de camundongos obesos
também ha aumento de citocinas proinflamatérias, como TNF-a e Interleucina-13
(IL1-B) (DE SOUZA et al., 2005). A presenca aumentada destas citocinas no
hipotalamo ocorre um dia ap6s o consumo de dieta hiperlipidica (THALER et al.,
2012).

O aumento destas citocinas proinflamatérias leva a resisténcia a
sinalizacao da leptina e insulina no hipotdlamo e em outros tecidos (HOTAMISLIGIL
et al., 1996; DE SOUZA et al., 2005; MILANSKI et al., 2009; MUNZBERG et al.,
2004). Esse mecanismo envolve a ativagdo de quinase c-Jun N-teminal (JNK) e da
proteina quinase do inibidor do NF-kB (IKK), que agem fosforilando em serina
proteinas da via de sinalizagdo de insulina. Essa fosforilagdo consiste em uma
fosforilagdo inibitéria, que leva a resisténcia hipotalamica a estes hormdnios e
consequente perda do controle da fome (DE SOUZA et al., 2005; ZHANG et al.,
2008; BENZLER et al., 2015).

Alguns mecanismos estdo associados a ativagao de vias inflamatdrias em
modelos de obesidade, como por exemplo ativagao de toll like receptor 4 (TLR4),
aumento na produgdo de ceramidas, presenca de estresse de reticulo
endoplasmatico (RE), entre outros.

Os TLR4 sao componentes do sistema imune inato e parte da familia dos
receptores de reconhecimento de padrées (PRRs), responsivos a padroes
moleculares associados a patdgenos. Estes receptores em especial reconhecem

lipopolissacarideos presentes na parede celular de bactérias gram-negativas (YI XU
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et al., 2007; AKIRA e TAKEDA, 2004). Quando ativados, os TLR4 iniciam uma
cascata de sinalizacdo que culmina na ativagdo de IKK e produgdo de citocinas
inflamatérias (AKIRA e TAKEDA, 2004). Além disso, o TLR4 € ativado em resposta
ao excesso de acidos graxos saturados, fato que contribui para a resposta

inflamatéria e resisténcia a insulina e leptina no hipotalamo (MILANSKI et al., 2009).

Em neurdnios hipotalamicos a exposicao ao palmitato leva ao aumento na
sintese de novo de ceramidas e resisténcia a insulina (CAMPANA et al., 2017). As
ceramidas sao lipideos bioativos produzidos majoritariamente a partir de acidos
graxos saturados como o palmitato. Na obesidade, o excesso de ceramidas é um
importante fator relacionado ao estado de lipotoxicidade (CRUCIANI-
GUGLIELMACCI et al., 2017).

A obesidade esta relacionada também com a presenca de estresse de RE
em neurdnios hipotalamicos que, por sua vez, leva a ativacao da via de NF-kB
(ZHANG et al., 2008). Além disso, o estresse de RE leva ao comprometimento no
processamento de POMC/a-MSH e perda do controle de ingestao alimentar (CAKIR
et al., 2013).

O RE é uma organela com fungcdao na sintese e enovelamento de
proteinas, biossintese de lipideos e armazenamento de calcio. Alteracées no
microambiente do RE podem levar ao acumulo de proteinas mal formadas, a
principal marca do estresse de RE. Tal evento inicia a ativagdo de uma resposta
adaptativa chamada de Unfolded Protein Response (UPR) (SZEGEZDI et al., 2009;
MANDL et al., 2009; HOTAMISLIGIL, 2006). A UPR tem como alvo o aumento da
capacidade do RE de enovelar proteinas e assim, o retorno da homeostasia do RE.
De forma importante, as vias de ativagdo de UPR levam a indugéo de inflamacéo e,
consequentemente, resisténcia a insulina. Ainda, dependendo do grau e cronicidade
de estresse de RE, a morte celular por apoptose pode ser ativada (SZEGEZDI et al.,
2009; MANDL et al., 2009).

Em humanos com obesidade a inflamacao crénica de baixo grau também
esta presente (ZICCARDI et al., 2002; VAN DE SANDE-LEE et al., 2011). Por meio
de ressonancia magnética, demonstrou-se que ha presenca de gliose na regiao do
hipotalamo mediobasal em humanos obesos (THALER et al., 2011). Além disso,
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individuos obesos apresentam uma alteracdo funcional em regides do SNC
relacionadas a ingestao alimentar, sendo que a perda de peso acentuada leva ao
aumento na concentracdo de IL-10 em liquido cefalorraquidiano e reversao parcial
da disfuncao hipotalamica (VAN DE SANDE-LEE et al., 2011). Perda de peso
associada a mudancas de habitos alimentares e pratica de atividade fisica esta,
ainda, relacionada a diminuicdo na concentracdo sérica de marcadores
inflamatérios, como por exemplo IL-6, IL-18 e proteina C reativa (PCR), em mulheres
obesas (ESPOSITO et al., 2002, 2003).

Portanto, estudos em modelos experimentais e humanos demonstram que
a obesidade esta associada ao dano neuronal em uma area do SNC essencial para
o controle do peso corporal que é o hipotalamo.

1.5 Os sistemas de degradacao e o metabolismo celular

Trabalhos recentes demonstraram que os sistemas de degradagéao
intracelulares estdo envolvidos na génese da obesidade, conforme o revisado por
Cavadas e colaboradores (2010). O sistema ubiquitina-proteassoma e a autofagia
sdo os maiores reguladores do controle de qualidade proteica da célula e, portanto,
sd0 0s principais responsaveis pela homeostasia intracelular. Frente a estimulos
estressores e diversas doengas, esses sistemas atuam protegendo a célula por meio
da manutencgéo de sua proteostasia, i.e. homeostasia proteica (JACKSON; HEWITT,
2016; DIKIC, 2017).

O sistema ubiquitina proteassoma (UPS) atua por meio de proteinas
denominadas ubiquitinas que, por meio de ligacdes covalentes se ligam as proteinas
alvo. A adicao de cadeias de ubiquitina, i.e. poliubiquitinacdo, € um sinal para que a
proteina-alvo seja degradada pelo proteassoma (ORENSTEIN; CUERVOA, 2010;
WEISSMAN; SHABEK; CIECHANOVER, 2011).

O UPS é responsavel pela degradacao de inUmeras proteinas, que por
sua vez controlam os mais variados processos intracelulares. Ignacio-Souza e
colaboradores (2014) demonstraram que a exposi¢ao crénica a dieta hiperlipidica
leva a falha no UPS e acumulo de proteinas ubiquitinadas em hipotalamo de animais
obesos.
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Outro mecanismo de degradacdo de conteudos intracelulares é a
autofagia. O termo autofagia refere-se ao processo de degradagdo de material
citoplasmatico por meio dos lisossomos (KAUSHIK et al., 2011; GALLUZZI et al.,
2017). Os alvos de degradacao podem ser enddgenos, e.g. mitocondrias, ou
exogenos, e.g. patégenos. Outro aspecto importante da autofagia é o fato de que ela
pode atuar de forma nao seletiva, em um estado de jejum, ou de forma seletiva,
degradando organelas danificadas e até mesmo patégenos intracelulares, conferindo
a este processo um importante papel no controle homeostatico da célula (LEVINE;
KLIONSKY, 2017).

A autofagia atua na célula por meio de diferentes mecanismos, podendo
portanto ser dividida em trés tipos: macroautofagia, microautofagia e autofagia
mediada por chaperonas (CMA). Na microautofagia a superficie do lisossomo sofre
uma invaginacdo e captura o material do citosol a ser degradado. Na
macroautofagia, frequentemente chamada de autofagia apenas, é formada uma
vesicula de dupla-membrana, denominada autofagossomo, que se funde ao
lisossomo, formando o autofagolisossomo. No autofagolisossomo proteinas,
organelas e lipideos sao degradados pelas enzimas lisossomais. J& na CMA, uma
chaperona citosolica encaminha proteinas especificas para a proteina associada a
membrana no lisossomo 2A (LAMP-2A), que transloca o material para o interior do
lisossomo onde ocorre a degradacdo proteica (PARZYCH; KLIONSKY, 2014;
JACKSON; HEWITT, 2016; RAVANAN; SRIKUMAR; TALWAR, 2017).

Dados recentes mostraram que a autofagia esta diminuida em
camundongos obesos. Além disso, o tratamento intracerebroventricular com
rapamicina, um indutor de autofagia, leva a diminuicio de marcadores de
inflamacédo, estresse de reticulo endoplasmatico e apoptose nestes animais
(PORTOVEDO et al., 2015). Ademais, a manutencao das taxas basais de autofagia
em neurdnios hipotalamicos é essencial para a manutencdo da funcionalidade
destas células (COUPE et al., 2012; KAUSHIK et al., 2011, QUAN et al., 2012;
MENG e CAI, 2011).

1.6 Autofagia mediada por chaperonas: regulacao e mecanismos

O conceito de degradacéao lisossomal seletiva foi publicado pela primeira
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vez em 1989, apos a identificagdo de uma proteina de 73 kDa, pertencente a familia
das 70-kilodalton heat shock proteins (HSP-70), como sendo responsavel por se
ligar a regibes peptidicas e marcar proteinas intracelulares para a degradacao
lisossomal em resposta a deprivacao de nutrientes (CHIANG et al., 1989). Pouco
tempo depois, identificou-se a sequéncia de peptideos necessaria para que
proteinas do citosol fossem degradadas pelo lisossomo (DICE, 1990).

Na CMA todas as proteinas alvo contém um motivo de pentapeptideos,
denominado KFERQ, necessario para que a proteina heat shock cognate 71 kDa
protein (HSC-70), identificada no trabalho de 1989, as reconheca. Esse motivo
depende das caracteristicas fisicas dos aminoacidos e ndo de sua sequéncia. O
KFERQ ¢é determinado, portanto pela presenca de residuos carregados
positivamente, negativamente, hidrofébicos e um quarto aminoacido com residuo
carregado positivamente ou hidrofébico, sempre flanqueados por uma glutamina em
algum dos lados (KAUSHIK, S.; CUERVO, 2013).

A degradacao das proteinas alvo é regulada por meio da acessibilidade
do KFERQ na proteina. Este motivo pode ficar acessivel apds o desdobramento
parcial da proteina, desligamento de complexos ou até mesmo modificagcdes pds-
traducionais (KAUSHIK, S.; CUERVO, 2013).

Apés o reconhecimento da proteina pela HSC-70, ocorre o
encaminhamento do complexo para a proteina LAMP-2A. Um fato importante é que
a quantidade de LAMP-2A na membrana lisossomal é limitante para a modulacéo
dos niveis de CMA na célula (KAUSHIK et al., 2011; KAUSHIK, S.; CUERVO, 2013).
Nesse contexto, alteracbes na transcricdo, na sua degradacdo pelo proprio
lisossomo e na subcompartimentalizacdo desta proteina sdo 0s mecanismos
responsaveis pelas oscilagdes no conteudo de LAMP-2A na membrana do lisossomo
(KAUSHIK, S.; CUERVO, 2013).

A ligacdo do substrato acontece na cauda citosélica da LAMP-2A,
ocorrendo entdo a formacao de um complexo multimérico desta proteina, necessario
para translocacdo da proteina-alvo para o interior do lisossomo. Além do mais, a
proteina substrato é desdobrada antes de se translocar para o interior da organela.
Apbs, com o auxilio da HSC-70, a proteina LAMP-2A volta a sua forma monomeérica.
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E entdo que a proteina-alvo sofre a lise pelas enzimas lisossomais (KAUSHIK et al.,
2011).

Outras proteinas também auxiliam na maquinaria da CMA. A proteina
acida fibrilar glial (GFAP) em sua forma nao fosforilada é capaz de se ligar e
promover a estabilizagdo do complexo de LAMP-2A durante o processo de
translocacao. Ja em sua forma fosforilada, GFAP se associa ao fator de elongacao
1- a (EF1a) na membrana do lisossomo. Na presenca de GTP, EF1a se desliga da
membrana, GFAP deixa o complexo de translocacdo e se associa com GFAP
fosforilado. Tal fato resulta na desmontagem do complexo de LAMP-2A e diminuicao
de CMA. Além disso, a chaperona HSP-90 na face luminal do lisossomo auxilia na
estabilizacdo do complexo de LAMP-2A durante o processo de translocacéo
(KAUSHIK et al., 2011; KAUSHIK, S.; CUERVO, 2013; TASSET; CUERVO, 2016).

Proteina-alvo
HSC-70

@ #

Motivo de pentapeptideos

Ligacao Translocacao Degradacao

Membrana do lisossomo

Enzimas lisossomais

Figura 2. A autofagia mediada por chaperonas. A chaperona HSC-70 reconhece
proteinas alvo, que contém o motivo de pentapeptideos denominado KFERQ. Apds,
HSC-70 encaminha a proteina para a proteina da membrana do lisossomo, LAMP-
2A, que forma um complexo mulimérico com o auxilio de GFAP. Ha translocagéo da
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proteina-alvo para o interior do lisossomo e sua degradagdo pelas enzimas
lisossomais.

Os mecanismos que regulam a ativacdo da CMA ainda sao pouco
conhecidos. No entanto, sabe-se que este processo é regulado de forma positiva
pela desfosforilagdo da proteina quinase B (Akt) pela PH domain and leucine rich
repeat protein phosphatase 1 (PHLPP1) na membrana lisossomal. De forma oposta,
a proteina alvo da rapamicina 2 (TORC2) promove ativacdo de Akt e aumento da
razdo de pGFAP na membrana do lisossomo. Isso leva a diminuicdo de GFAP no
complexo de LAMP-2A, gerando instabilidade na formacdo do complexo e

consequente diminuicdo de CMA nas células (ARIAS et al., 2015).

Além das fungbes primordiais do processo de autofagia em manter o
controle da qualidade proteica da célula e fornecer aminoacidos e energia em
condigdes de jejum, a CMA também atua em funcgdes especificas, a depender da
proteina-alvo a ser degradada. Por exemplo, a CMA tem como alvo alguns fatores
de transcricdo e inibidores de fatores de transcricdo, regulando dessa forma os
niveis de transcricdo de seus genes alvo (ORENSTEIN; CUERVO, 2010; KAUSHIK,
S.; CUERVO, 2013).

Um exemplo da seletividade da CMA é a degradacgao do inibidor alfa de
NFkB (IkBa) em resposta ao jejum prolongado. Essa degradacdo culmina na
ativacdo de NFkB e de seu programa transcricional, que € necessario para a
adaptacao ao jejum (CUERVO et al., 1998). Outro exemplo importante é a
degradacao pela CMA de reguladores negativos da ativacdo de linfocitos T. A
delecao de LAMP-2A neste tipo celular leva a uma resposta inadequada a infecgao
(VALDOR et al., 2014).

A diminuicdo da CMA esta relacionada a maior susceptibilidade das
células a agentes estressores pelo aumento de proteinas oxidadas e danificadas no
citoplasma e consequente, aumento de apoptose celular (MASSEY et al., 2006).
Ademais, existe um declinio nos niveis de CMA no figado com o envelhecimento,
que leva ao aumento da suceptibilidade ao estresse oxidativo e disfungao hepética
em camundongos (SCHNEIDER et al., 2015). Ainda, a manutencao dos niveis de
CMA durante o envelhecimento, por meio de manipulacdo genética, associa-se ao
menor acumulo de proteinas danificadas e melhora na funcdo hepatica (ZHANG;
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CUERVO, 2008).
1.7 CMA e sua importancia para o sistema nervoso central

Em neurdnios, a diminuicdo nos sistemas de controle de qualidade
proteica € especialmente prejudicial. Isso porque essas células apresentam baixas
taxas de divisdo e um citoplasma amplo (KOGA; CUERVO, 2011), fato que pode
favorecer o aparecimento de agregados proteicos.

Assim, o acumulo de proteinas danificadas e/ou mal dobradas esta
diretamente associado a patogénese de doencas neurodegenerativas como a
doenca de Alzheimer, Parkinson e Huntington (CIECHANOVER; KWON, 2017). A
CMA esta envolvida na degradacdo de proteinas mutadas relacionadas a estas
doencas, como a a-sinucleina e a proteina tau, que por sua vez parecem contribuir
de forma negativa na CMA. A falha neste tipo de autofagia parece ser uma
particularidade das doencas neurodegenerativas (CUERVO et al., 2004; VOGIATZI
et al., 2008; XILOURI et al., 2009; KOGA; CUERVO, 2011).

Ainda no contexto das doencas neurodegenerativas, a doenca de
Alzheimer acomete uma parcela significativa dos individuos com mais de 65 anos.
Os achados comuns a esta doenga envolvem a formacéo de placas de B-amiloide
extracelulares, que contém agregados proteicos de proteina precursora de amiloide
(PPA) e emaranhados neurofibrilares, gerados pela hiperfosforilacao de proteina tau,
entre outros (GLASS et al., 2010). Ademais, concentracdes elevadas de citocinas
inflamatérias estao presentes no cérebro post mortem de individuos acometidos com
Alzheimer (SUDDUTH et al., 2013).

De forma interessante, um estudo realizou microarray de genes
envolvidos em vias inflamatorias em cérebro post mortem de adultos ou idosos
acometidos ou ndo com a doenca de Alzheimer e mostrou que envelhecimento per
se esta relacionado com mudancas significativas na expressao de genes envolvidos
com o sistema imune e inflamagédo (CRIBBS et al., 2012). Este trabalho reforga o
conceito no qual o envelhecimento leva ao aumento generalizado de inflamag&o no
SNC, que é afetado ainda mais durante a patogénese da doenca de Alzheimer.
Reforcando o papel da inflamacédo na génese de doencas neurodegenerativas, um

estudo de coorte mostrou que o aumento nas concentracbes séricas de fatores
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inflamatérios tem correlagdo positiva com o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas (ENGELHART et al., 2004). Ademais, em um modelo
transgénico de doenca de Alzheimer, o aumento na producdo de citocinas
inflamatdrias parece preceder a formacdo de placas de B-amiloide extracelulares
(HANZEL et al., 2014).

Portanto, embora a patogénese das doengas neurodegenerativas seja
complexa e diversificada, € consenso na literatura que a inflamacao de baixo grau
exerce um papel central no desenvolvimento e progressdo da neurodegeneracao,
conforme o revisado por Glass e colaboradores (2010). Além da correlacao positiva
entre o processo de envelhecimento e a produgdo aumentada de citocinas
inflamatérias, um importante trabalho demonstrou que o controle transcricional da
autofagia esta diminuido no SNC de humanos com o envelhecimento (LIPINSKI et
al., 2010), fato que sugere que a regulagéo neste sistema de degracéo proteica no
SNC com o envelhecimento pode estar alterada e, portanto, pode contribuir para o

acumulo de proteinas disfuncionais nesse contexto.

Por sua vez, o acumulo de proteinas mal dobradas é o passo inicial
necessario para a formagdo de agregados proteicos. Portanto, o declinio na
atividade dos sistemas de degradacgéo proteica, associado ao dano na estrutura de
proteinas, causado, por exemplo, pela presenca de estresse oxidativo, leva a
insolubilidade destas proteinas e consequente formacdo de agregados proteicos.
Vale ressaltar que grande parte das doencas neurodegenerativas estd associada a
formacao de agregados proteicos. Em suma, estes achados reforcam o papel central
da perda da proteostasia celular na neurodegeneracdo associada ao

envelhecimento.

Uma funcdo recém-descoberta da CMA em neur6nios € seu papel na
degradacdao do fator de transcricio denominado myocyte enhancer factor
2D (MEF2D). Niveis diminuidos de CMA levam ao acumulo desta proteina no
citoplasma, que deixa de exercer sua fungdo no controle transcricional e leva a
morte por apoptose de neurdnios (YANG et al., 2009; GAO et al., 2014).

De forma geral, sabe-se que os neurbnios hipotalamicos sédo afetados
pela obesidade e pelo excesso de acidos graxos saturados de tal forma que ha
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presenca de agregados proteicos e estresse de reticulo endoplasmatico nestas
células. Nesse contexto, a autofagia exerce um importante papel na manutengéo da
viabilidade celular frente a estimulos estressores. Portanto, estudar os efeitos da
obesidade na CMA em neurbnios hipotalamicos se faz importante, visto que em
outras doengas de cunho neurodegenerativo a manutengéo dos niveis deste tipo de

autofagia exerce um importante efeito protetor.
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2. Objetivo geral

Avaliar a autofagia mediada por chaperonas no hipotalamo de
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e em neurdnios hipotalamicos
expostos ao palmitato, bem como investigar o papel das células da microglia nesta
relacao.

2.1 Objetivos especificos

o Avaliar a autofagia mediada por chaperonas no hipotdlamo de camundongos
submetidos a dieta hiperlipidica por 3 dias, 1, 4 ou 8 semanas;

o Investigar a modulacao da autofagia mediada por chaperonas em resposta ao

palmitato e a condi¢des inflamatdrias em neur6nios hipotalamicos;

o Analisar o papel de células da micrdglia expostas ao palmitato na atividade de
autofagia mediada por chaperonas em neurdnios do hipotalamo.
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3. Material e Métodos

3.1  Animais experimentais

Os procedimentos foram seguidos de acordo com o Conselho Nacional de
Controle de Experimentagao Animal (CONCEA) e foram certificados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas (CEUA 4245-1).
Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, provenientes do Centro
de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Os camundongos foram recebidos com 4
semanas de idade e ficaram em periodo de aclimatagédo por mais 3 semanas até
atingir a idade adulta. Entdo, com sete semanas de idade, foram divididos
aleatoriamente em dois grupos, um grupo controle (CT) que recebeu dieta padréo e
um grupo hiperlipidico (HL), cuja dieta fornecia cerca de 60% de lipideos em relacao
ao valor caldrico total (destes cerca de 88% tém como fonte a banha de porco e o
restante 6leo de soja) por 3 dias, 1, 4 ou 8 semanas. A composicao das dietas
experimentais esta descrita na tabela 1. A glicemia de jejum foi obtida ao final dos
periodos experimentais ap6s 12 horas de jejum em aparelho glicosimetro Accu-Chek
(Performa, Brasil). Todos os animais foram mantidos em gaiolas individualizadas

com agua e alimentos a vontade.

Ingredientes CT HL

Proteina (g %) 14 18,8

Carboidratos totais (g %) 72,1 36,2
Carboidratos simples (g %) 5 10
Lipideos (g %) 4 35
Fibras (g %) 5 5

kcal/g 3,80 5,35

Tabela 1 — Composicao das dietas experimentais.
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3.2 Disseccao do hipotalamo e extracao de proteinas

O hipotalamo foi dissecado por meio de uma matriz (Zivic Rodent Brain
Slicer Matrix, Zivic Instruments, Pittsburgh, USA) e em seguida homogeneizado em
400 ul de tampéao contendo 1% Triton X-100, 100 mM Tris (pH 7,4), 100 mM de
pirofosfato de sodio, 100 mM de fluoreto de sédio, 10mM de EDTA, 10 mM de
ortovanadato de sédio; 2 mM PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina por meio de Bead
Ruptor (Omni Inc., USA). Apds, o conteudo foi centrifugado a 11.000 RPM, 4 °C, por
30 minutos. O sobrenadante foi utilizado para o preparo de extrato total proteico. A
concentragao de proteina foi determinada por meio de Bradford com leitura a 595 nM
em espectrofotdmetro (BioTek, USA).

3.3 Imunoprecipitado

Para o ensaio de imunoprecipitagdo, 200 ug de proteina e 1,5 pg de
anticorpo anti-LAMP-2 (Santa Cruz Biotechnology, USA) foram adicionados aos
microtubos e incubados em rotagdo constante durante 12 horas a 4°C. Apéds, beads
de proteina A agarose foram adicionados e os tubos permaneceram em agitacao por
mais 3 horas. Em seguida, os tubos foram centrifugados e o sobrenadante foi
descartado. Trés lavagens com tampdo foram realizadas e o extrato que foi
precipitado foi utilizado para corrida de gel, na qual as membranas foram blotadas
com anticorpo anti-HSC-70 (Santa Cruz Biotechnology, USA).

3.4 Western Blot

Para o ensaio de western blot, 30 ug de proteina em tampao de Laemmli
foi aplicada em cada poco do gel de poliacrilamida. As proteinas foram separadas
pelo seu peso molecular durante a corrida de eletroforese e apds foram transferidas
para a membrana de nitrocelulose, em aparelho de transferéncia Trans Blot SD
Semi-Dry Transfer Cell (BIO-RAD, USA) banhadas com tampé&o de transferéncia
contendo 20% de metanol. A membrana foi pré incubada com uma solugdo de
blogueio (3 % de albumina; 10 mmol/L de Tris, 150 mmol/L de NaCl, 0,02 % de
Tween 20) por 2 horas. Posteriormente, foi incubada cerca de 12 horas com um
anticorpo primario. A deteccdo do complexo antigeno-anticorpo foi obtida por
quimiluminescéncia utilizando ECL western blotting substrate (Thermo Scientific,
USA), seguindo as orientagbes do fabricante. Apés a revelacdo em
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fotodocumentador, as bandas identificadas foram quantificadas por meio de
densitometria Optica através do software Un-Scan-It (Silk Scientific, USA).

3.5 Extracao de RNA e gRT-PCR

As amostras foram homogeneizadas em reagente de TRIzol (InVitrogen,
Sao Paulo, Brasil) em Bead Ruptor. Em seguida foram centrifugadas a 10500 rpm, e
o conteudo total de RNA foi isolado de acordo com as instru¢cdées do fabricante e
quantificado por espectrofotometria. Para a sintese de cDNA utilizou-se 3 ug de RNA
por meio de Hight-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
USA) seguindo as intrugdes do fabricante. As reagdes de PCR em tempo real foram
realizadas utilizando-se o sistema TagManTM (Applied Biosystems, USA). O gene da
actina (TagManTM - Applied Biosystems) foi usado como controle enddégeno da
reacado. Os valores da expressao génica foram obtidos pela analise dos resultados
no programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems, USA).

3.6 Tratamento intracerebroventricular (icv)

Camundongos adultos com 7 semanas de idade foram submetidos a
cirurgia de estereotaxia em aparato Stoelting (MARCA), de acordo com o descrito
previamente (PORTOVEDO et al., 2015). As coordenadas utilizadas para ventriculo
lateral foram: &ntero-posterior 0,34 mm, lateral 1,0 mm e profundidade 2,2 mm em
relagdo ao Bregma. A eficiéncia do correto posicionamento da canula foi testada pela
resposta de ingestdo hidrica apds injecao icv com angiotensina Il ( 2uL, 10-6M,;
Sigma, USA).

3.7 Cultura de células

A linhagem de neurbnios hipotalamicos de camundongos GT1-7 foi
cultivada em meio DMEN (4.5 mg/l de glicose, Thermo Scientific, USA) contendo
10% de soro fetal bovino (SFB), 100 pl/ml de penicilina e estreptomicina. Em todos
0s experimentos, as células foram plaqueadas, divididas em controle (contendo 167
MM de BSA) ou palmitato (50, 100, 250, 500 ou 1000 uM), ambos contendo 1% de
SFB. O palmitato foi conjugado com BSA em uma proporg¢édo de 3 para 1 conforme
descrito anteriormente (PORTOVEDO et al., 2015), ou seja, para 500 uM de

palmitato havia uma concentracdo de 167 pM de albumina. Para alguns
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experimentos foi utilizada a linhagem de células da microglia BV-2. Estas células
foram tratadas em diferentes concentragdes de palmitato conjugado a albumina por
12 horas. Apds o meio foi coletado e foi adicionado um novo meio contendo apenas
0 meio de cultura por 12 horas. Esse meio final foi retirado e adicionado as células

GT1-7 para os experimentos de meio condicionado.
3.8 Extracao de lipideos e dosagem de ceramidas

Apoés o tratamento com palmitato foi adicionado 1 ml de metanol em cada
poco da placa de cultura. As células foram coletadas e colocadas em um tubo de
ensaio. Em seguida, 1 ml de cloroférmio foi adicionado aos tubos. Apds
armazenamento em freezer por 24 horas, foi adicionado aos tubos 100 yl de uma
solucao contendo 3N de NaOH e 1 ml de 1N de NaCl. Apdés homogeneizacao, os
tubos foram centrifugados a 900 g por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado.
Em seguida, foi adicionado 500 pl de NaCl, 500 ul de metanol e 50 pl de NaOH. O
conteudo de ceramida foi medido por meio de reagdo com diacilglicerol cinase e ATP
marcado. Apds separacdo em placa de silica (para cromatografia), o conteddo de
ceramida foi analisado por meio de filmes radiograficos.

3.9 High Content Screening (HCS)

ApoOs os tratamentos, as células GT1-7 foram lavadas com PBS e fixadas
por 2 minutos em metanol gelado. As células foram permeabilizadas com 0,25% de
Triton diluido em PBS por 15 minutos. Em seguida, foram blogueadas por 2 horas a
temperatura ambiente com uma solugdo de 3% de albumina em PBS. Apéds, foram
incubadas overnight com anticorpo primario para LAMP-2A (Abcam, USA) na
proporcao de 1:750 de anticorpo em PBS com 3% de albumina. No dia seguinte, a
solucao foi lavada e o anticorpo secundario (1:750) contendo flurosceina Alexafluor
488 (Abcam, USA) foi incubado por 2 horas. DAPI foi utilizado para marcacao
nuclear. Para a aquisicdo das imagens foi utilizado o equipamento de High Content
Screening (ImageXpress Micro Confocal High-Content Imaging, Molecular Devices,
USA). As imagens foram captadas com a objetiva de 20x e foram utilizadas 16 fotos
por poco. O software utilizado foi o MetaXPress (Molecular Devices, USA). Para
analise da fluorescéncia, a medida foi normalizada pela area do citoplasma da

célula.
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3.10 Analise dos resultados

Os resultados estdo apresentados como média e erro padrdo da média.
Para a comparacdao de médias entre dois grupos, foi aplicado o teste t de Student
para amostras independentes. Quando necessario, foi utilizada andlise de variancia
(ANOVA) e teste post-hoc de Bonferroni. Em todos os casos o nivel de significancia
para rejeicao da hipétese de nula foi de 5% (p<0,05). Os dados foram analisados
utilizando o programa "GraphPad Prism", versao 5 (GraphPad Software, Inc. USA).
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4, Resultados e discussao

4.1 O consumo de dieta hiperlipidica leva a disturbios metabdlicos

Os camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (HL) apresentaram
maior peso corporal do que os alimentados com a dieta controle (CT) desde 3 dias
de tratamento, sendo que a diferenga foi mantida até o ultimo tempo experimental
(Figura 3 A). Além disso, estes animais apresentam maior massa de tecido adiposo
branco epididimal em todos os tempos experimentais (Figura 3 B) e maior glicemia
de jejum apos 3 dias, 4 e 8 semanas de dieta HL (Figura 3 C). O consumo de dieta

HL por 1 semana nao alterou a glicemia de jejum entre os grupos (Figura 3 C).

Essas alteracoes precoces em parametros metabdlicos de animais
alimentados com dieta HL sdo bem documentadas na literatura (WINZELL e AHREN,
2004; BRONS et al.,, 2009; SNOOK et al., 2016). Além disso, o rapido
estabelecimento de intolerancia a glicose e hiperinsulinemia em camundongos
alimentados com dieta HL por 3 dias também foi encontrado em outros trabalhos
(WILLIAMS et al.,, 2014; LEE et al,. 2011). Williams e colaboradores (2014)
demonstraram que camundongos alimentados com uma dieta HL apresentam maior
intolerancia a glicose ap6s 3 dias de consumo de dieta HL, sendo que, apo6s 1
semana de consumo dessa dieta, os animais apresentam um decaimento de 20%
nesta intolerancia. Outro dado importante deste trabalho demonstrou, por meio de
experimento com ingestdo pareada de calorias, que a intolerancia a glicose é
rapidamente estabelecida nos animais que consomem a dieta HL de forma
indepentende do valor calérico ingerido (WILLIAMS et al., 2014).
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Figura 3 — Parametros metabdlicos em camundongos alimentados com dieta
CT ou HL por diferentes periodos experimentais. A - Peso corporal ao final do
consumo de dieta CT ou HL por 3 dias, 1, 4 ou 8 semanas. B - Peso do tecido
adiposo epididimal apdés o consumo de dieta CT ou HL por 3 dias, 1, 4 ou 8
semanas. C- Glicemia ap6s 12 horas de jejum apds o consumo de dieta CT ou HL
por 3 dias, 1, 4 ou 8 semanas. n= 10 animais por grupo em todos os experimentos. *
p < 0,05 teste t ndo pareado para cada tempo experimental. Os dados estdo
representados como média e erro padrdao da média.

4.2 O consumo de dieta HL leva a alteragc6es na maquinaria da CMA no

hipotalamo

A associacao entre a chaperona HSC-70 e a proteina lisossomal LAMP-
2A é crucial para o funcionamento da CMA. Houve uma maior associacao entre
LAMP-2A e HSC-70 apdés o consumo de dieta HL por 3 dias (Figura 4 A). Em
contrapartida, o conteudo total destas proteinas neste periodo experimental foi
diminuido em relagdo aos animais CT (Figura 4 B e C).

Ap6s 1 semana de dieta HL, houve uma menor associacdo entre as
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proteinas envolvidas na maquinaria da CMA (Figura 4 D) e uma diminuicdo no
conteudo de HSC-70 (Figura 4 F). Nao foi encontrada diferenca na LAMP-2A neste
periodo experimental (Figura 4 E). Esses dados sugerem que ha uma diminui¢do na
atividade de CMA neste periodo. Esse achado é relevante, ja que em outros
modelos experimentais a diminuicdo da CMA gera efeitos deletérios na homeostasia
celular (MASSEY et al., 2006; YANG et al., 2009). Por exemplo, o bloqueio da
expressao de LAMP-2A em fibroblastos leva a maior sensibilidade destas células a
agentes extressores (MASSEY et al., 2006). Ainda, no sistema nervoso central, a
diminuicdo desse tipo de autofagia em modelos experimentais de doencgas
neurodegenerativas leva a morte de neurénios (YANG et al., 2009).

O consumo prolongado da dieta HL leva a perda da homeostasia neuronal
(DALVI et al., 2017) a tal ponto em que ha ativacdo de morte neuronal por apoptose
(MORAES et al., 2009). Por isso, investigamos os niveis de CMA em hipotalamo de
camundongos alimentados com a dieta HL por um periodo mais longo, de 4 e 8
semanas. Em nosso modelo, o consumo crénico de dieta hiperlipidica levou a uma
tendéncia, porém sem diferenca estatistica, a diminuicdo da associacao entre HSC-
70 e LAMP-2A no hipotalamo e no conteudo total destas proteinas (Figura 4 G e H).
Estes resultados demonstram, pela primeira vez, que o consumo de uma dieta rica

em lipideos leva a alteragdo na CMA em hipotadlamo de roedores.
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Figura 4 — A autofagia mediada por chaperonas apés o consumo de dieta
hiperlipidica por diferentes periodos. A - Imunoprecipitado de LAMP-2A seguido
de western blotting de HSC-70 em hipotalamo de camundongos apés 3 dias de
consumo de dieta CT ou HL. B e C — Conteudo de LAMP-2A e HSC-70 por western
blotting, em hipotadlamo de camundongos apés 3 dias de consumo de dieta CT ou
HL. D - Imunoprecipitado de LAMP-2A seguido de western blotting de HSC-70 em
hipotalamo de camundongos apés 1 semana de consumo de dieta CT ou HL. Ee F -
Conteudo de LAMP-2A e HSC-70 por western blotting, em hipotdlamo de
camundongos apds 1 semana de consumo de dieta CT ou HL. * p < 0,05 teste t ndo
pareado. G - Imunoprecipitado de LAMP-2A seguido de western blotting de HSC-70
em hipotalamo de camundongos apods 4 € 8 semanas de consumo de dieta CT ou
HL. * p < 0,05 teste One-Way ANOVA seguido de teste post-hoc de Bonferroni. n= 4-
5 animais por grupo para todos os experimentos. * p < 0,05. Os dados estdo
representados como média e erro padrdao da média.
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4.3 Expressao de citocinas no hipotalamo de camundongos obesos

A literatura relata de forma consistente que a obesidade esta relacionada
a um estado de inflamagao crénica de baixo grau (HOTAMISLIGIL et al., 1996; DE
SOUZA et al., 2005; MILANSKI et al., 2009), que parece se iniciar no hipotalamo
(THALER et al., 2012). Verificamos que houve um aumento na expressao génica de
citocinas inflamatérias (//7b e 1/6) no hipotalamo de camundongos que receberem
dieta HL por 3 dias (Figura 5 A). Alem disso, houve aumento na //70, uma citocina
anti-inflamatéria. Ademais, nao foram encontradas diferencas na expressao destes
MRNAs apdés o consumo de dieta HL por uma semana (Figura 5 A). Thaler e
colaboradores (2012) mostraram um padrao similar no qual a ingestdo de uma dieta
HL por curto um periodo leva ao aumento da inflamacao em hipotalamo, seguido
pelo retorno da homeostasia apés 1 semana. No entanto, o estado inflamatério volta
a se estabelecer com o consumo crénico de dieta HL (DE SOUZA et al., 2005;
MILANSKI et al., 2009).

O consumo excessivo de acidos graxos saturados, aumenta os niveis
destes lipideos no hipotadlamo, levando ao acumulo de palmitato nessa regiao
(VALDEARCQOS et al., 2014), fato que reforca o seu papel na inflamagdo metabdlica.
Valdearcos e colaboradores (2014) demonstraram que apds 3 dias de tratamento por
gavagem com &cidos graxos saturados, ha aumento de ativacdo de micréglia e
producdo de citocinas inflamatérias em hipotalamo de camundongos. Logo, o
excesso de acidos graxos saturados afeta diretamente a inflamacéo hipotalamica de
forma dependente das células da microglia. Em contrapartida, o tratamento
isocal6rico com 6leo de oliva, rico em acidos graxos insaturados, nao leva ao

acumulo e ativagao de microglia nesta regido (VALDEARCOS et al., 2014).

Com relagdo a expressao de genes relacionados a autofagia, ndo houve
diferenca na expressao génica de LampZ2 e de Tfeb, um importante regulador da
biogénese de lisossomos, apds o consumo de dieta HL por 3 dias e 1 semana. Vale
ressaltar que o conteudo proteico de LAMP-2A é um fator limitante na ativagao de
CMA, porém, o mesmo pode ser regulado por diversos mecanismos, incluindo o
controle transcricional e também sua mobilizacdo para dominios da membrana do
lisossomo que favorecem sua degradacdo por esta organela (RODRIGUEZ-
NAVARRO et al., 2012).
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Figura 5 — O perfil na expressdao de genes relacionados a inflamacao e a
autofagia em hipotalamo. n= 4-6 animais por grupo para todos os
experimentos. A — Conteudo relativo de mRNA de ll1b, 116, 1110, Tfeb e Lamp2 apos
o consumo de dieta CT ou HL por 3 dias. B - Conteudo relativo de mRNA de Il1b, 116,
110, Tfeb e Lamp2 apds o consumo de dieta CT ou HL por 1 semana. * p < 0,05
teste t ndo pareado. Os dados estédo representados como média e erro padrao da
media.

4.4 O tratamento icv com palmitato altera o conteudo de proteinas
envolvidas na CMA no hipotalamo

O tratamento intracerebroventricular com acidos graxos saturados leva a
inflamacédo, ativacdo de estresse de reticulo endoplasmatico e de TLR4 em
hipotalamo de camundongos (MILANSKI et al., 2009). Essa intervengdo também é

capaz diminuir a sinalizacdo de insulina no hipotalamo (POSEY et al., 2009) e de
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atenuar a supressdo da producdo hepatica de glicose induzida pela insulina
(BENOIT et al., 2009). Ap6s o tratamento por 8 dias com palmitato, houve uma
diminuicdo no conteudo de HSC-70 no hipotdlamo de camundongos, quando
comparados aos controles que receberam apenas veiculo (Figura 6 B). Nao houve

diferenca na quantidade de LAMP-2A entre os tratamentos (Figura 6 A).

Com relagdo a homeostasia energética, os animais tratados com
palmitato apresentaram menor ingestdo alimentar, porém ndo houve diferenca
significativa no peso corporal e na glicemia de jejum ao fim do tratamento (Figura 6
C, D e E). Essa alteragdo na ingestao alimentar € esperada, ja que neurdnios do
hipotalamo podem sofrer modulagédo em sua atividade em resposta a acidos graxos
(CRUCIANI-GUGLIELMACCI et al., 2004; MIGRENNE et al., 2006).
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Figura 6 — O tratamento intracerebroventricular com palmitato modula o
conteudo de HSC-70 no hipotalamo. A e B — Contetido de LAMP-2A e HSC-70 por
western blotting em animais tratados icv por 8 dias com veiculo (BSA) ou 90 uM de
palmitato conjugado ao veiculo na proporcao de 3:1 (P90). C — Peso corporal em
animais tratados icv por 8 dias com veiculo (BSA) ou 90 uM de palmitato conjugado
ao veiculo na proporgéo de 3:1 (P90). D - Ingestao alimentar em animais tratados
icv por 8 dias com veiculo (BSA) ou 90 uM de palmitato conjugado ao veiculo na
propor¢cao de 3:1 (P90). E — Glicemia de jejum em animais tratados icv por 8 dias
com veiculo (BSA) ou 90 uM de palmitato conjugado ao veiculo na proporgéo de 3:1
(P90). n= 4-5 animais por grupo para todos os experimentos. * p < 0,05 teste t ndo
pareado. Os dados estao representados como média e erro padrao da média.



45

4.5 O tratamento com palmitato leva a ativacao de CMA em neurénios do
hipotalamo

Os neurdnios hipotalamicos parecem ser afetados diretamente pelo
excesso de palmitato. A exposicao a esse acido graxo leva a ativacao de estresse de
reticulo endoplasmatico em cultura de neurénios do hipotalamo (CHOI et al., 2010;
DALVi et al., 2017).

Por isso, analisamos a atividade de CMA em uma linhagem de células de
neurdnios hipotalamicos, denominada GT1-7, tratadas com diferentes concentragdes
de palmitato por meio de High Content Screening (HCS). Essa técnica permite, por
meio de microscopia de fluorescéncia automatizada, a aquisi¢cdo de imagens em alta
resolucdo aliada a uma robusta analise quantitativa. Para validar o uso de HCS na
andlise da atividade de CMA, uma condicdo para mimetizar o jejum foi utilizada.
Para isso, o soro fetal bovino foi retirado do meio de cultura por 24 horas. Sabe-se
que a CMA atinge um patamar maximo de atividade em situagbes de jejum
prolongado (WING et al., 1991; CUERVO et al.,, 1995). Consoante ao reportado
previamente, a escassez de soro fetal bovino aumentou 57% da marcagao de
LAMP-2A em neur6nios (Figura 7 A).

O tratamento com diferentes concentragées de palmitato, um acido graxo
saturado, foi capaz de induzir a ativacdo de CMA em neurdnios hipotalamicos.
Concentragdes fisiolégicas levaram a um discreto, porém significativo aumento na
CMA (11,3% e 8,7% com 50 uM e 100 uM respectivamente), enquanto que,
concentragcbes supra-fisiologicas de 250 uM e 500 uM de palmitato levaram a um
pronunciado aumento neste tipo de autofagia (39,8% e 23,8%, respectivamente)
(Figura 7 A e C). Usualmente, o aumento de CMA esta relacionado com a presenca
de estresse celular, ja que neste contexto ha maior formagdo de proteinas
danificadas e com isso, maior requerimento dos sistemas de degradacdo de
proteinas (KOGA et al., 2011).

O palmitato é o principal acido graxo usado como substrato para sintese
de ceramidas (CHOI; SNIDER, 2015). As ceramidas fazem parte do grupo de
esfingolipideos, que s&o lipideos bioativos componentes de membranas celulares e

que também exercem fungbes regulatérias na célula. A desregulacdo no
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metabolismo de esfingolipideos esta associada a diversas doengas como cancer,
doencgas neurodegenerativas e doencas metabdlicas (LI et al., 2014) O excesso de
nutrientes, especialmente &cidos graxos saturados, leva ao aumento da sintese de
ceramidas (HU et al., 2009; WATT et al.,, 2012). Por sua vez, o desbalango no
metabolismo de esfingolipideos relacionado ao acumulo de ceraminas, gera
resisténcia a insulina em diversas células, incluindo neurbnios do hipotalamo
(CAMPANA et al., 2017). Em nosso modelo experimental, houve um aumento no
conteudo de ceramidas proporcional ao aumento nas concentragdes de palmitato em
células GT1-7 (Figura 7 B).
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Figura 7 — A exposicao ao palmitato leva a ativacao de CMA em neurénios do
hipotalamo. A — Andlise de HCS com a intensidade da fluorescéncia normalizada
pela area do citoplasma da marcagédo de LAMP-2A por Alexa Fluor 488 em células
GT1-7 tratadas com veiculo (BSA), meio de cultura sem soro fetal bovino (0% SFB)
ou diferentes concentragdes de palmitato conjugado a BSA por 24 horas. B —
Quantificagdo de ceramidas por ensaio com diacilglicerol (DAG) quinase em células
GT1-7 tratadas com veiculo (BSA) ou diferentes concentracbes de palmitato
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conjugado a BSA. C - Figuras representativas da andlise de HCS de células GT1-7
tratadas com veiculo (BSA), meio de cultura sem soro fetal bovino (0% SFB) ou
diferentes concentragbes de palmitato conjugado a BSA por 24 horas. Figura B
foram realizados 3 experimentos independentes. * p < 0,05, ** p < 0,01, ***0,0001
One-Way ANOVA seguido de teste post-hoc de Bonferroni. Os dados estao
representados como média e erro padrdao da média.

4.6 Citocinas e a ativacao de CMA em neurénios do hipotalamo

As células da microglia sdo determinantes na origem da inflamacao
hipotalamica (VALDEARCOS et al., 2014, 2017). Este tipo celular parece ser ativado
metabolicamente por acidos graxos saturados, sendo que esta resposta medeia o
desencadeamento de estresse celular em neurénios (VALDEARCOS et al., 2014).
Isso porque a deplegao farmacoldgica desse tipo celular ou a inibicdo de sua
ativagdo reduz a gliose em hipotalamo mediobasal e previne o recrutamento de
células mieldides em resposta ao excesso de lipideos (VALDEARCOS et al., 2017).
Esses efeitos sdo relevantes j& que ha presenca de gliose no hipotalamo de
roedores e humanos obesos (THALER et al., 2011), que por sua vez também
contribui para a perpetuagdo da inflamagdo caracteristica da obesidade
(DOUGLASS et al., 2017).

Por isso, utilizamos uma mistura de citocinas inflamatérias (TNFa e IFNy)
em combinagdo com palmitato na concentragdo capaz de levar ao maior aumento na
CMA em células GT1-7 (Figura 7 A). Encontramos que o tratamento com citocinas
inflamatorias e palmitato levou ao aumento da CMA em relagdo ao controle, porém,
esse aumento foi menor quando comparado ao tratamento com palmitato apenas
(Figura 8 A). Seria interessante demonstrar se essa ativagcdo de CMA nos diferentes
tratamentos € suficiente para manter a proteostasia celular dos neurbnios
hipotalamicos.

Além disso, os neurbnios foram tratados com um meio condicionado de
uma linhagem de células da micréliga, denominada BV-2, previamente tratada com
palmitato. Semelhante ao encontrado quando os neurbnios sdo diretamente
expostos ao palmitato, o meio condicionado de células BV-2 tratadas com uma
concentracdo de 100 uM de palmitato levou a ativagdo de CMA nos neurénios do

hipotalamo (Figura 8 B).

De forma geral, pode-se afirmar que a combinacdo de &cidos graxos
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saturados com fatores inflamatérios leva a inducdo de CMA em neurdnios do
hipotalamo. No entanto seria interessante verificar se por um periodo mais longo
essa ativacdo de CMA ainda conseguiria ser sustentada, ja que em nossos
experimentos com camundongos observamos que a exposi¢cao prolongada a dieta

rica em lipideos levou a diminuicdo da maquinaria de CMA no hipotalamo.
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Figura 8 — A exposicao a citocinas modula a ativacao de CMA em neurénios do
hipotalamo. A - Andlise de HCS com a intensidade da fluorescéncia normalizada
pela &rea do citoplasma da marcagédo de LAMP-2A por Alexa Fluor 488 em células
GT1-7 tratadas com veiculo (BSA), 250 uM de palmitato conjugado a BSA e mistura
de TNFa e IFNy (10 ng/ml cada) por 24 horas. B - Anédlise de HCS com a intensidade
da fluorescéncia normalizada pela area do citoplasma da marcagao de LAMP-2A por
Alexa Fluor 488 em células GT1-7 tratadas com meio condicionado de células BV-2
previamente tratadas com veiculo (BSA) ou palmitato conjugado a BSA por 12 horas.
*p <0,05e ***0,0001 One-Way ANOVA seguido de teste post-hoc de Bonferroni. Os
dados estao representados como média e erro padrdao da média.

De acordo com os resultados obtidos, podemos afirmar que a obesidade
e 0 excesso de acidos graxos saturados alteram a atividade de CMA em neurdnios
do hipotalamo. Sendo que, a ingestdo de uma dieta rica em lipideos por um curto
periodo parece ativar esse tipo de autofagia nesta regido do SNC. Em contrapartida,
periodos mais longos de ingestdo de dieta hiperlipidica parecem afetar de forma
negativa os niveis de CMA em hipotalamo. Confirmando estes achados, por meio do
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uso de uma linhagem celular de neurdnios hipotalamicos, demonstramos que o
palmitato é capaz de ativar a autofagia mediada por chaperonas em neurénios,
mesmo em concentracdes altas. Seria interessante demonstrar se essa inducao é
capaz de preservar a proteostasia nesse tipo celular por periodos mais longos, ja
que em outros tipos celulares o excesso de lipideos exerce um efeito negativo na
indugcéo de CMA (RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2012). Por fim, demonstramos que
um meio inflamatério também leva a ativacado de CMA em neurénios do hipotalamo.

Nossos achados sugerem que a CMA pode estar envolvida com a perda
da proteostasia neuronal observada no hipotdlamo de camundongos obesos
(IGNACIO-SOUZA et al., 2014), pois a diminuicdo da CMA basal prejudica a
protecao da célula contra estimulos inflamatérios e oxidativos (MASSEY et al., 2006;
SCHNEIDER et al.,, 2015). Ainda, a manutengdo dos niveis de CMA durante o
envelhecimento, por meio de manipulagdo genética, esta associada ao menor
acumulo de proteinas danificadas e melhora na fungao hepatica (ZHANG; CUERVO,
2008). Portanto, seria interessante demonstrar, por meio de manipulacao genética
ou dietética, se a inducao de CMA em hipotalamo de camundongos € capaz de
proteger as células neuronais do acumulo de proteinas disfuncionais e perda da

funcionalidade de neuroénios.

Outra perspectiva relevante é o impacto que a modulacao da CMA exerce
em vias de sinalizado especificas. Como exemplo temos o IkBa, uma proteina
responsavel por manter a sinalizagao da via de NFkB inativa, e que também ¢é alvo
da CMA. No entanto, o papel da regulagdo de NFkB pela autofagia mediada por

chaperonas em neurénios do hipotalamo ainda é desconhecido.
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5. Conclusao

O presente trabalho demonstra pela primeira vez que a obesidade e o
excesso de lipideos modulam a atividade de CMA no sistema nervoso central, mais
especificamente, no hipotalamo. Considerando que a CMA atua como um
importante mecanismo no controle da homeostasia proteica, e que por sua vez, a
perda nesse controle leva a maior suceptibilidade da célula a estimulos estressores
e até mesmo a morte, este trabalho coloca a CMA em um papel central na disfuncao

neuronal e perpetuacao da inflamag&o hipotalamica nos modelos de obesidade.
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