UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

ARIADNE DE ALMEIDA BRANCO OLIVEIRA

ESTUDO DAS RESPOSTAS DOS ASTROCITOS HIPOTALAMICOS AO
TRATAMENTO IN VITRO COM ACIDOS GRAXOS SATURADOS

UBERLANDIA

2015



ARJADNE DE ALMEIDA BRANCO OLIVEIRA

ESTUDO DAS RESPOSTAS DOS ASTROCITOS HIPOTALAMICOS AO
TRATAMENTO IN VITRO COM ACIDOS GRAXOS SATURADOS

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia Celular e Estrutural
Aplicadas da Universidade Federal de
Uberlandia como requisito parcial a obtencdo
do titulo de Mestre.

Orientadora: Profa. Dra. Renata Graciele
Zanon

UBERLANDIA

2015



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

048¢
2015

Oliveira, Aniadne de Almeida Branco, 1990-

Estudo das respostas dos astrocitos hipotalimicos ao tratamento in
vitro com acidos graxos saturados / Arnadne de Almeida Branco
Oliveira. - 2015.

80 f il

Orientadora: Renata Graciele Zanon.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlindia,
Programa de Péos-Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural Aplicadas.

Inclui bibliografia.

I. Citologia - Teses. 2. Astrocitos - Teses. 3. Cérebro - Teses. 4.
Citocinas - Teses. 1. Zanon, Renata Graciele. II. Universidade Federal de
Uberlandia. Programa de Pos-Graduagdo em Biologia Celular e
Estrutural Aplicadas. III. Titulo.

CDU: 581




AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por Seu amor e graca se fazerem presentes em todos os dias da
minha vida.

A todos aqueles que me cercam de carinho e amor, que me sustentam nas dificuldades
e me fazem querer ser cada dia melhor.

A minha orientadora Dra. Renata Zanon, pela oportunidade, paciéncia, dedicagdo e

conhecimentos transmitidos.

Aos companheiros de laboratorio, por toda a colaboragdo e auxilio prestados durante

o desenvolvimento do trabalho.

A todos aqueles que nos auxiliaram e nos socorreram durante as inumeras

adversidades enfrentadas na fase experimental do trabalho.

Aos colaboradores externos, que muito acrescentaram e contribuiram com o trabalho
abrindo as portas de seus laboratorios e dedicando parte de seu tempo para nos auxiliar em

diversas etapas do trabalho.



RESUMO

Dietas ricas em gordura induzem a formagdo de sinais inflamatérios no hipotalamo que
diminui sua capacidade de resposta aos hormdnios leptina e insulina, envolvidos com o
controle da saciedade e fome. O hipotdlamo contém uma grande quantidade de células gliais
destacando-se os astrdcitos, que sdo incorporados em grupos heterogéneos de neurénios que
participam do circuito de controle da homeostase energética, adicionalmente, estdo
envolvidos com varios processos, incluindo a neuroinflamag@o. Nesse sentido, o presente
trabalho buscou estudar o papel dos astrocitos hipotaldmicos nas respostas frente ao excesso
de acidos graxos e a interagdo dessas células com neurdnios também do hipotadlamo. Para
tanto, foram utilizadas culturas primarias de astrocitos hipotaldmicos e culturas primarias de
neurdnios hipotalamicos. O meio removido de culturas de astrdcitos tratados com acido graxo
(estereato ou palmitato) ou LPS (controle positivo) foi usado sobre culturas neuronais para
posterior estudo da sinaptogénese in vitro, ainda, foi realizada a dosagem das citocinas
presentes nesse meio condicionado com o kit CBA mouse-Th1/Th2/Thl7 através de
citometria de fluxo com o intuito de analisarmos o perfil de resposta inflamatéria em funcao
dos diferentes tratamentos. Com base nesse resultado, vimos que o tratamento com acido
graxo promoveu um perfil de resposta Th2 (anti-inflamatério), principalmente quando
comparado ao controle LPS de perfil Thl (pré-inflamatério). Apos o tratamento, o RNA total
dos astrocitos foi extraido para a realizagdo do sequenciamento de transcritos por RNA-Segq.
Através da analise dos genes diferencialmente expressos entre os grupos, observou-se que o
tratamento com acido graxo induziu uma resposta inflamatoria, porém de menor intensidade
em relagdo ao tratamento com LPS, e, ao mesmo tempo, alguns genes relacionados com
neuroprotecdo também foram mais expressos por astrocitos tratados com acido graxo,
colaborando com os dados do CBA. A cultura de neur6nio foi padronizada em nosso
laboratério e, posteriormente, tratada com meio condicionado. Através de imunomarcacao,
observou-se que o tratamento com o meio condicionado em astrécitos tratados com acidos
graxos reduziu a densidade sinaptica total, atingindo, principalmente sinapses excitatorias, no
entanto, o numero de neurdnios foi semelhante entre os tratamentos, porém, com a presencga
de um menor numero de nucleos picnoticos com o tratamento de éacidos graxos. Estes
resultados sugerem um papel ativo dos astrocitos frente a inflamagao induzida pelo excesso de
acidos graxos participando da modulacdo da resposta inflamatoria, aparentemente, com

efeitos neuroprotetores.

Palavras chave: astrocitos, acido graxo, hipotalamo.



ABSTRACT

High-fat diets induce the formation of inflammatory signals in the hypothalamus which
reduces their ability to respond to the hormones leptin and insulin, involved with the control
of satiety and food intake. The hypothalamus contains a large amount of glial cells
highlighting the astrocytes, which are incorporated in heterogeneous groups of neurons that
participate in the control circuit of energy homeostasis, additionally, they are involved in
various processes, including the neuroinflammation. In this sense, the present study aimed to
investigate the role of hypothalamic astrocyte responses in front of excess fatty acids and the
interaction of these cells with neurons of the hypothalamus. For that, we used primary cell
cultures of hypothalamic astrocytes and primary cultures of hypothalamic neurons. The
medium removed from astrocyte cultures treated with fatty acid (estereato or palmitate) or
LPS (positive control) was used on neuronal cultures for further in vitro study of
synaptogenesis, also, measurement of cytokines present in conditioned medium was
performed with the CBA kit mouse-Thl /Th2/Th17 by flow cytometry with the aim of
analyzing the profile of inflammatory response considering the different treatments. In front
of this result, we have seen that the treatment with fatty acid promoted a profile of Th2
response (anti-inflammatory), especially when compared to Th1 profile (pro-inflammatory) of
the LPS control. After the treatment, the total RNA of astrocytes was extracted for the
sequencing of transcripts by RNA-Seq. Through the analysis of the genes differentially
expressed between the groups, it was observed that treatment with fatty acid induced an
inflammatory response, however, with lesser intensity in relation to treatment with LPS, and,
at the same time, some genes related to neuroprotection were more expressed in astrocytes
treated with fatty acid, collaborating with the data of the CBA. The culture of neuron was
standardized in our laboratory and, subsequently, treated with conditioned medium. By
immunostaining, we observed that treatment with the conditioned medium in astrocytes
treated with fatty acids reduced the total synaptic density, primarily affecting excitatory
synapses, on the other hand, the number of neurons was similar between treatments, however,
with the presence of a reduced number of pyknotic nuclei after the treatment with fatty acids.
These results suggest an active role of astrocyte in inflammation induced by the excess of
fatty acids, participating in the modulation of the inflammatory response, apparently, with

neuroprotective effects.

Key words: astrocytes, fatty acid, hypothalamus.
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1. INTRODUCAO
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A obesidade ¢ um dos maiores desafios de saude publica do século XXI. Sua
prevaléncia triplicou em muitos paises da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) desde a
década de 1980, e o nlimero de pessoas afetadas continuam a aumentar num ritmo alarmante,
especialmente entre criangas. No mundo todo, ha 2,1 bilhdes de pessoas acima do peso, um
salto em relacdo a 1980, quando o numero chegava a 875 milhdes (IHME, 2015). Segundo a
OMS, entre 1980 e 2013, a propor¢do de adultos obesos no mundo subiu de 28,8% para
36,9% entre os homens e de 29,8% para 38,0% entre as mulheres. No Brasil, de acordo com
levantamento realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o indice de
pessoas com excesso de peso beira os 60%, ou seja, cerca de 82 milhdes de adultos
apresentam o indice de massa corporal (IMC) igual ou maior que 25 kg/m* (sobrepeso). A
obesidade, caracterizada por IMC igual ou superior 30 kg/mz, foi diagnosticada em quase um
terco do total de homens com excesso de peso e mais de um ter¢o no caso das mulheres com
excesso de peso (Pesquisa Nacional de Saude, IBGE, 2013).

Além de causar varias dificuldades fisicas e problemas psicologicos, o excesso de peso
aumenta drasticamente o risco para o surgimento de uma série de doengas ndo transmissiveis,
incluindo doengas cardiovasculares, cancer e diabetes. A epidemia da obesidade esta ligada ao
aumento da oferta de alimentos energéticos, com muitas calorias e gorduras (OMS, 2015). O
IBGE analisou, em 2008 e 2009, o consumo alimentar pessoal no Brasil e mostrou excessivo
consumo de agucar por 61% da populagao e excessivo consumo de gordura saturada para 82%
da populacdo. As dietas ricas em gorduras sdo a principal causa de obesidade. Estudos
epidemioldgicos mostram que populacdes que consomem preferencialmente dietas com alto
teor de gordura sdo especialmente propensas ao ganho de massa corporal (Ogden et al., 2007).

O excesso de lipidios na dieta causa um processo inflamatério sistémico (Visser et al.,
1999; Vgontzas et al., 2000) com consequéncias importantes, principalmente, quando
alcancam o centro controlador da fome e da saciedade localizado no Sistema Nervoso Central
(SNC), o hipotalamo, causando inflamagdo ¢ morte de neurdnios responsaveis por secretar
neuropeptideos que promovem a sensacdo de saciedade (Moraes et al., 2009). Tal fato
estimulou pesquisadores a investigarem os mecanismos que relacionam o consumo de dietas
hiperlipidicas ao desenvolvimento de um balango inadequado entre consumo e gasto

energético.
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1.1  Sistema Nervoso Central e o controle do balango energético

O acoplamento entre o status energético corporal com os mecanismos que regulam
fome, saciedade e termogénese ¢ mantido por uma regido especifica do SNC, o hipotalamo.
Neurdnios hipotalamicos especializados conectam essas informacdes através da sinalizagdo
central de leptina e insulina, dois dos principais hormoénios reguladores da homeostase
energética corporal (Figura 1).

Duas populagdes diferentes de neuronios do nucleo arqueado do hipotalamo
(neurdénios de primeira ordem) agem como sensores de estoque energético no corpo e
coordenam uma segunda rede neuronal (neurdnios de segunda ordem) localizada nos nticleos
lateral e paraventricular do hipotalamo que, por sua vez, controla o balanco entre fome e
saciedade, e, pro- e anti-termogénese (Schwartz et al., 2000; Velloso, 2009). Os neurdnios de
primeira ordem sdo capazes de detectar mudangas séricas stbitas ou cronicas de leptina e
insulina e, como resposta, uma populacdo de células expressa peptideos estimuladores da
fome (neuropeptideo Y, NPY, e, proteina relacionada ao agouti, AgRP) e, por isso,
denominados neurdnios orexigénicos; enquanto, uma segunda populacdo de células expressa
peptideos inibidores da fome (hormodnio estimulador de melanocito alfa, o-MSH, que ¢
clivado a partir de proopiomelanocortina, POMC, e, transcrito regulado por cocaina e
anfetamina, CART), denominados neurdnios anorexigénicos. Os neurdnios de segunda ordem
do hipotalamo lateral sintetizam predominantemente a orexina e outro neuropeptideo
predominantemente anti-termogénico (horménio concentrador de melanina, MCH), enquanto
os neurdnios do nucleo paraventricular produzem neuropeptideos anorexigénico (hormoénio
liberador de tireotrofina, TRH) e pro-termogénico (hormonio liberador de corticotrofina,
CRH) (Schwartz et al., 2000 Velloso, 2009).

Durante o jejum, predomina a sinalizacdo que induz a fome, com expressdao de NPY e
AgRP e inibigdo da produgdo de POMC/MSH e CART, o contrario, ocorre no estado
alimentado, que sinaliza para o aumento da saciedade e termogénese. Esta resposta
coordenada ¢ simultaneamente dependente da disponibilidade de nutrientes, dos niveis de
leptina e insulina, e, de outras substdncias como o horménio intestinal colecistoquinina
(CCK), peptideo analogo ao glucagon (GLP-1) e peptideo insulinotropico glicose-dependente
(GIP) (Badman e Flier, 2005).
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Figura 1 — Regulagdo funcional de neurdnios hipotalamicos do nucleo arqueado (ARC) responsivos a
leptina e a insulina. A- Durante o jejum, baixos niveis de leptina e insulina levam a redugdo da
producdo de MSH e CART e ao aumento da produgdo de NPY e AgRP no ARC. Os neur6nios
NPY/AgRPérgicos inibem a produgdo de CRH e TRH no nucleo paraventricular (PVN) e estimulam a
producgéo de orexina e MCH por neuronios do hipotalamo lateral (LH), promovendo aumento da fome
e reduco da termogénese. B- Apos a alimentagdo, niveis elevados de leptina e insulina inibem a
producdo de NPY e CART e estimulam a producdo de MSH e CART por neurénios do ARC.
Neurdnios MSH/CARTérgicos inibem a produgdo de orexina e MCH pelo LH e estimulam a produgao
de CRH e TRH pelo PVN, levando a saciedade e aumento da termogénese. 3°V, terceiro ventriculo.

1.2  Processo inflamatdrio hipotaldmico frente a dieta hiperlipidica

A obesidade associada a inflamagao hipotalamica foi inicialmente descrita em 2005
depois de ter sido descobertas vias inflamatorias ativas no hipotalamo de ratos alimentados
com dieta rica em gordura (De Souza et al., 2005). Este trabalho revelou o aumento da
regulacdo de citocinas inflamatérias como o TNF-a, IL-1p e IL-6 no hipotalamo. Estudos
subsequentes mostraram que a neuroinflamac¢do induzida pela dieta hiperlipidica promovia
prejuizo aos circuitos neuronais relacionados com o controle homeostatico das reservas
corporais de energia, favorecendo assim o ganho de massa adiposa (Velloso, 2009).

Dentro desse contexto, o consumo de dieta hiperlipidica induz a expressao de genes
pro-inflamatérios no SNC que, via JNK e NFkB levam a transcri¢do génica de citocinas que
sustentam o processo inflamatério no hipotadlamo (Milanski et al., 2009). Esses sinais
inflamatorios que culminam em alteragdes nas vias metabdlicas de sinalizagdo intracelular,
como o fator de transcricdo 3 (STAT3), o supressor de sinalizagdo de citocina (SOCS3) e
proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), em conjunto, diminuem a responsividade do
hipotalamo a leptina e insulina, provavelmente, devido ao estresse de reticulo (Morentin e

Lopez, 2010). Dessa redugdo de resposta aos hormdnios, instala-se um quadro de resisténcia a
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leptina e insulina que, progressivamente, acarreta na perda do equilibrio entre ingestdo de
alimentos e termogénese, contribuindo para um balango energético positivo (De Souza et al.,
2005; Munzberg e Myers, 2005).

O mecanismo pelo qual o consumo de dietas hiperlipidicas ativa o processo
inflamatorio hipotalamico tem sido extensivamente estudado. Milanski et al. (2009)
identificaram a ativagdo de receptores da familia toll-like, especialmente o TLR4 (toll like
receptor 4- Figura 2 ), que ¢é expresso tanto pela microglia quanto pelos astrocitos (Carpentier
et al., 2008). Dessa forma, acidos graxos de cadeia longa ativam TLR4 e induzem estresse de
reticulo endoplasmatico especialmente nos neurdnios anorexigénicos hipotalamicos do nucleo
arqueado que produz um efeito negativo sobre a sinalizagdo neuronal em resposta a leptina e
insulina e compromete a secre¢do dos derivados anorexigenos, POMC/MSH e CART (Figura
3), correspondendo a um aumento do apetite € um balango energético positivo (Zhang et al.,

2008).



15

LPS

citocinas

.9 -

Figura 2 — Modulagdo da inflamaggo hipotalamica via receptor TLR4. O receptor TLR4 atua como
alvo molecular predominante de acidos graxos saturados no hipotalamo, desencadeando uma rede de
sinalizacdo intracelular que induz resposta inflamatoria.
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Fonte: Valdercos et al., 2015 (10.1146/annurev-physiol-021014-071656) — Open Access License.

Figura 3 — Contribui¢des para a inflamag&o hipotalamica. a) fung¢@o hipotaldmica normal envolve uma
interagdo reciproca entre neurdnios AgRP/NPY e POMC/CART no nucleo arqueado do hipotalamo.
Esses neurdnios respondem a sinais de leptina e insulina e regulam tanto as vias de ingestdo de
alimentos e o gasto energético. b) No cenario de excesso alimentar cronico, este regulamento afinado é
interrompido pelo acimulo de nutrientes, incluindo por acidos graxos, microglia e astrocitos (ambos
os quais passam por uma forma especifica de alteragio morfoldgica e funcional) e citocinas
inflamatdrias que exercem efeitos multiplos sobre uma variedade de tipos de células. Neste contexto
inflamatorio, a atividade normal dos neurénios AgRP/NPY e POMC/CART da lugar a disfungdo, com
efeitos potencialmente prejudiciais sobre a homeostase da energia, glicose e lipidios.

Existem pontos de cross-talk entre as vias moleculares do processo inflamatdrio e da
apoptose que permeiam entre os sinais induzidos pelos receptores toll-like e receptores da
familia TNF (tumor mnecrosis factor) (Siegel et al., 2003). Dessa forma, o processo
inflamatorio hipotaldmico pode promover apoptose de neurdnios de nucleos envolvidos com a
regulacdo da fome, saciedade e termogénese (Figura 4). Isso foi confirmado em um estudo

que mostrou que o consumo prolongado de dieta hiperlipidica induziu uma resposta pro-
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apoptoética preferencialmente em neurdnios anorexigénicos. Com a morte neuronal ocorreu
reducdo da densidade de sinapses nos nucleos arqueado e lateral do hipotalamo, um efeito que
foi dependente da composi¢do da dieta (acidos graxos de cadeia longa) e ndo da ingestdo

calorica (Moraes et al., 2009).
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Fonte: Moraes et al., 2009( doi:10.1371/journal.pone.0005045.g002) - Open Access License

TUNEL positive cells (%)

Figura 4 — Técnica TUNEL para identificacdo de apoptose, realizada em cortes de hipotalamo de
animais controle (CT) e alimentados com dieta hiperlipidica (HF). Em A, sdo mostrados secc¢des da
regido do nucleo arqueado (Arc) e lateral (LH). As setas apontam neurdnios marcados em amarelo,
representando células positivas para apoptose. O grafico em B quantifica as células apoptoticas,
mostrando grande diferenca entre a quantidade de neuronios comprometidos no hipotalamo de animais
HF (com dieta rica em gordura). Escala =20 um.

1.3  Participagdo dos astrocitos no processo inflamatorio e apoptose

A morte neuronal no SNC é um evento que tem a participagdo dos constituintes da
glia, a microglia e os astrocitos. O primeiro tem fungdo conhecida como parte do Sistema
Fagocitario Mononuclear e participa ativamente do processo inflamatorio e de defesa do
tecido, liberando citocinas e interleucinas (Streit ¢ Kreutzberg, 1988). No SNC, a microglia é
fonte primaria de producdo de TNF-alfa e IFN-gama, o que apresenta implicagdes no
desenvolvimento da neurotoxicidade ¢ da apoptose (Kraft et al., 2009). Uma vez que a
inflamacdo hipotalamica observada na obesidade ¢ decorrente de uma ingestdo cronica de
acidos graxos, as células microgliais tendem a diminuir suas respostas enquanto os astrocitos
assumem papéis importantes tanto na inflamacdo quanto no processo de eliminagdo sinaptica

e morte neuronal (Aldskogius et al., 1999; Dong e Benveniste, 2001; Zanon e Oliveira, 2006).
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Ao contrario do proposto no passado, os astrocitos desempenham um papel ativo no
SNC, participando em varias fungdes dentro do cérebro, incluindo o fornecimento de
nutrientes para os neurdnios, inflamacdo e a liberacdo de neuromoduladores, tais como o
glutamato, o ATP e GABA (Sofroniew e Vinters, 2010). Adicionalmente, t€ém relacdo com os
processos de manutengdo e eliminagdo sinaptica, sendo, atualmente, considerados a terceira
parte da sinapse (Aldskogius et al., 1999; Ullian et al., 2001; Pekny et al., 2007). Embora a
sua fungdo especifica no hipotalamo seja mal compreendida, ha indicios de que eles possam
responder a eventos de sinaliza¢cdo que tém como alvo nucleos hipotaldmicos. Por exemplo,
os astrocitos hipotalamicos expressam varias isoformas do receptor de leptina (Oberheim et
al., 2006; Kim et al., 2014), sugerindo que a leptina pode exercer efeitos diretos sobre eles.
Os astrocitos podem também modular neurénios envolvidos na regulagdo metabolica,
desempenhando papéis essenciais na transmissdo da homeostase, expressando altos niveis de
transportadores que fazem a remocdo de neurotransmissores como glutamato, GABA e
glicina da fenda sinaptica (Sofroniew e Vinters, 2010). Além disso, apds uma lesdo tecidual,
seja por trauma ou doenga, os astrocitos tornam-se reativos (astrogliose ou astrogliose reativa
— Figura 5). Processo caracterizado principalmente por hipertrofia das projecdes astrocitarias
e pelo aumento da expressdo de proteinas do citoesqueleto conhecidas como filamentos
intermediarios, compostos por nestina, vimentina e GFAP (glial fibrillary acid protein)
(Pekny et al., 2007).

Dietas hiperlipidicas estdo associadas com a presenca de astrogliose dentro do
hipotalamo, e, essa reacdo glial, possivelmente, envolvida no desenvolvimento de resisténcia
a leptina e insulina (Thaler ef al., 2012; Marino et al., 2011). Ao explorar o que desencadeia
astrogliose como resposta a supernutricdo de gorduras, estudos in vitro relataram aumento da
expressdo de TNF-alfa, IL-6 e IL-1 apds tratamento com acido graxo de cadeia longa, o que
indica que os astrocitos respondam diretamente ao excesso de acido graxo (Gupta et al.,

2012).
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Figura 5 — As diversas populagdes celulares no microambiente local do hipotalamo mediobasal e suas
respectivas transi¢oes de condi¢des basais a fases reativas na sindrome metabdlica. Com exposi¢do a
um ambiente hipercaldrico, microglia e astrocitos entram rapidamente estados reativos (Kalin, et al.,
2015).

Em suma, o processo inflamatorio, bem como a apoptose no tecido nervoso, é um
processo multicelular, tempo-dependente ¢ regulado por uma variedade de eventos
moleculares extra e intracelulares. Definir agdes e papéis especificos dos astrocitos reativos,
tanto na sua complexidade como na sua dindmica temporal, representa um desafio. Num
trabalho prévio, comecamos a estudar a participagdo do astrocito nas respostas frente a
presenca de alto teor de gordura. Para tanto, em culturas purificadas de astrocitos do
hipotalamo, pudemos observar que essas células apresentam-se comparativamente mais
reativas, aumentando a expressdo da proteina GFAP, apos adigdo de palmitato e estereato
diluidos em meio de cultura celular (Figuras 6 e 7). Além disso, os astrocitos reativos tratados
com acidos graxos de cadeia longa, principalmente com estereato, mostraram imunomarcacao
para NFKB (Figura 6), um fator de transcrigao ativado via TLR-4 que aumenta a transcri¢do
de genes que codificam citocinas e moléculas de adesdo perpetuando as respostas

inflamatoérias (Nishikori, 2005).
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Figura 6 — Imunomarcagdo anti-GFAP e anti-NFKB apds 5 dias de tratamento com estereato sobre
astrocitos hipotalamicos. A figura apresenta culturas controles (A e E) e tratadas com diferentes doses
de estereato, sendo (B e F) concentragdo de 100uM, (C e G) 200uM e (D e H) overdose de 10x da
maior concentracdo utilizada (2mM). Observe que o tratamento com doses crescentes de estereato
intensifica a expressdo de GFAP e NFKB. A queda, mostrada pela quantificagdo de pixel nas culturas
tratadas com overdose traduz a diminui¢do do nimero de células devido, provavelmente, a toxicidade
causada pelo excesso de estereato no meio de cultura. Escala = 100 pm. [*] p<0,05; [**] p<0,01;
[***] p<0,001. Dados néo publicados.
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Figura 7 — Imunomarcacdo anti-GFAP e anti-NFKB apds 5 dias de tratamento com palmitato sobre
astrocitos hipotalamicos. A figura apresenta culturas controles (A e E) e tratadas com diferentes doses
de palmitato, sendo (B e F) concentragdo de 200uM, (C e G) 500uM e (D e H) overdose de 10x da
maior concentracdo utilizada (SmM). Observe que o tratamento com a dose de 500uM aumenta a
expressdo de GFAP, mas ndo de NFKB, porém sem diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos. Escala = 100 pm. Dados ndo publicados.

Como continuagdo desta primeira etapa de investigacdo, buscou-se estudar a
influéncia de meio de cultura condicionado em culturas de astrocitos tratados com estereato e
palmitato, sobre culturas de linhagem de neurdnios hipotaldmicos (CLU-189). Ao realizar o
tratamento das culturas CLU189 com o meio condicionado era esperado que este meio
promovesse uma taxa de apoptose maior do que os controles, devido a alta concentracdo de
TNF-a no meio (conforme detectado pela técnica de ELISA), ja que essa citocina se
correlaciona com morte celular e neurodegeneragdo (Chao et al, 1996; Kim et al., 2002;
Bermel e Rudick, 2007). Porém, de acordo com os resultados obtidos, o meio condicionado
induziu taxa de morte celular semelhante as culturas controles com nivel de TNF reduzidos.

Deste modo, observou-se que o meio condicionado em astrocitos tratados com acidos graxos
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em contato com os neurdnios de linhagem ndo promoveram maior morte celular,
demonstrando um efeito possivelmente neuroprotetor quando comparados os efeitos desses
meios condicionados com o meio condicionado controle.

Diferentemente de linhagens neuronais como as CLU189, quando os neurdnios sdo
extraidos do tecido e cultivados, ecles retém os processos basicos subjacentes ao
comportamento fisiologico, sendo capazes de gerar potenciais de acdo e reestabelecerem
conectividade in vitro (Belsham er al., 2004). Sendo assim, usando como modelo
experimental culturas primarias de neuronios hipotaldmicos podemos avaliar a influéncia do
meio condicionado em astrocitos tratados com acidos graxos sobre a rede neuronal, buscando
dados como a densidade sindptica total bem como a propor¢do de sinapses inibitorias e
excitatorias. Dessa forma, buscou-se estabelecer condigdes experimentais mais proximas as
caracteristicas dos neurdnios in vivo através da padronizagdo de culturas primarias de

neur6nios hipotalamicos.

1.4 Astrdcitos, produgdo de citocinas e fatores de crescimento

Embora a microglia constitua as principais células residentes do Sistema Imune do
cérebro, os astrocitos também sdo células imunocompetentes, ¢ agem como reguladores
importantes da inflamacdo cerebral (Farina et al., 2007). Os astrocitos podem liberar uma
grande variedade de citocinas e também sdo alvo de sinalizacdo autdcrina e pardcrina de
citocina por meio de diversos receptores que eles expressam (Valdearcos et al., 2015).

Sendo uma importante fonte de fatores pr6 e anti-inflamatorios, os astrocitos
apresentam papel fundamental na resposta imunolédgica e inflamatéria no SNC (Dong e
Benveniste, 2001). Na auséncia de lesdo, a expressdo de citocinas e quimiocinas pelos
astrocitos ¢ limitada, porém, frente a doencas como Parkinson, Alzheimer, Esclerose Multipla
e traumas, ocorre uma hiperproducdo de citocinas e quimiocinas como as interleucinas-1, -6,
-8 e -10, IFN-a, IFN-B, TNF-a, TGF-B, entre outras (Dong e Benveniste, 2001; Piehl e
Lidman, 2001; Nakagawa et al., 2005). Suzumura et al. (2006) estudaram o efeito de citocinas
produzidas pela glia sobre os processos de degeneracdo e regeneracdo neuronal. Seus
resultados mostraram que as citocinas utilizadas (IL-1, IFN-y e TNF-a) ndo causaram morte
celular. No entanto, outros autores observaram correlagdo entre producdo das citocinas acima
mencionadas com morte ¢ degeneracdo neuronal e com diversas doencas neurodegenerativas
(Chao et al., 1996; Kim et al., 2002; Bermel e Rudick, 2007; Yamamoto et al., 2007).

Citocinas pro-inflamatorias, apesar de contribuirem com respostas positivas num

primeiro momento pds-lesional, como estimularem a produgdo de fatores neurotroficos (Dong
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e Benveniste, 2001), logo se tornam excessivamente toxicas para as células nervosas
causando prejuizos, sustentando condi¢des inflamatorias cronicas envolvidas na patogénese
de doengas neurologicas como, por exemplo, o IFN gama na Esclerose Multipla e na doenga
de Alzheimer (Dong e Benveniste, 2001; Yamamoto et al., 2007). Muitas citocinas
apresentam agOes paradoxais de beneficio e prejuizo, que dependem do tempo e da
intensidade da lesdo tecidual. Nesse caso temos, por exemplo, o TNF-a que ¢ uma citocina
multifuncional mediadora pro-inflamatdoria que em algumas situagdes apresenta dualidade
funcional estando relacionada a neurodegeneracdo no SNC quando superexpressa em
camundongos provocando gliose ¢ desmielinizagdo (Probert ef al., 1995) e, que também, ¢
reconhecida como uma citocina reativa regulada em resposta a lesdo traumatica ou
excitotoxica do cérebro exercendo portanto fungdes potencialmente neuroprotetoras (Wajant
et al, 2003).

Além de serem produtores de citocinas, os astrocitos também contribuem com a
producdo de fatores neurotroficos, sendo, no SNC, a principal fonte dessas substancias. Os
fatores neurotroficos constituem um grupo heterogéneo de polipeptideos soluveis, que
permitem sobrevivéncia, diferenciacdo, manutencdo e, quando possivel, a regeneracdo axonal
no SNC e SNP, agindo através de receptores especificos (Halegoua et al., 1991;
Terenghi, 1999; Richardson, 1999). Eles podem ser classificados em trés grupos: as
neurotrofinas, os ligantes dos receptores GDNF (glial cell-line derived neurotrophic factor) e
as citocinas neuropoiéticas (Ekestern, 2004).

Astrocitos reativos sao capazes de expressar NGF (fator de crescimento neural), CNTF
(fator neurotréfico ciliar), e FGF-2 (fator de crescimento fibroblastico 2) (Lu et al., 1991;
Asada et al., 1995; Frautschy, 1991). O fator de crescimento neural (NGF) é uma das
principais neurotrofinas e desempenha papel fundamental na regeneracdo de nervos
periféricos (SUN et al., 2009). O CNTF tem demonstrado ser responsavel por auxiliar na
sobrevivéncia de neurdnios motores tanto in vitro quanto in vivo, resgatando-os da morte
natural programada (Hammanberg et al., 2000). Sabe-se que o FGF-2 é uma proteina
mitogénica capaz de agir em multiplos tipos de células tal como fibroblastos e células da glia
(Davis e Stroobant, 1990; Baird ¢ Klagsbrun, 1991). O GDNF, por sua vez, ¢ produzido in
vivo e em cultura de astrocitos e também apresenta importantes efeitos neuroprotetores,
diminuindo a morte celular programada, a degeneracdo apos axotomia do nervo facial em
animais adultos e neonatos em até 80% (Bohn, 2004). Evidéncias demonstram que as
neurotrofinas BDNF e o NT-3 promovem brotamento e elongacdo axonal apos lesdo nervosa

periférica e durante o desenvolvimento (Mendell er al., 2001). Além desses, diversas
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moléculas e substancias atuam protegendo as células nervosas e contribuindo com o processo
regenerativo tecidual, como as proteinas de choque térmico (Kalmar ez al., 2002) e o fator de
crescimento endotelial vascular (Zachary, 2005).

O potencial das células da glia em expressar fatores neurotréficos conduziu a hipotese
de que os astrocitos in vivo podem ser capazes de fornecer aos neurdnios fatores necessarios
apropriados para a sua sobrevivéncia e manutengdo. Por outro lado, como ja vimos,
expressam substancias inflamatorias. Nossos resultados com as culturas de CLU189 indicam
papel neuroprotetor para o meio condicionado em astrocitos que foram tratados com acidos
graxos saturados. Nosso intuito ¢ analisar esse meio condicionado e as culturas de astrocitos
no sentido de entendermos o seu envolvimento na inflamagdo hipotalamica que ocorre na
obesidade, bem como, analisar a interacdo dessas substancias produzidas pelos astrocitos com

neurdnios da regido hipotalamica.
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2. OBJETIVO
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2.1 Objetivo geral:

Estudar o papel dos astrocitos nas respostas frente ao excesso de acidos graxos e a

interacdo dessas células com neuronios hipotalamicos.

2.2  Objetivos especificos:

e Padronizacdo da cultura neuronal hipotalamica primaria;

e Estudo da sinaptogénese em culturas neuronais primarias do hipotdlamo tratadas com

meio condicionado em astrdcitos tratados com acidos graxos;

e Determinar o perfil de expressdo de citocinas nos meios condicionados em astrocitos

tratados com acidos graxos;

e Analisar a expressdo génica induzida pelo tratamento com acidos graxos em astrocitos

hipotalamicos.
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3. MATERIAL E METODO
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3.1 Animais
Foram utilizadas trés ninhadas (cada: 5-6 animais neonatos no primeiro ou segundo
dia pods-natal, ambos os sexos) de camundongos fémeas Swiss para a cultura primaria de
astrocitos (Figura 8). Para a cultura primaria de neurdénios foram utilizados embrides E12
extraidos via cesarea de dez camundongos Swiss fémeas adultas. Todos os experimentos com
utilizacdo de animais foram aprovados pelo Centro de Bioterismo de Experimentacdo Animal

da Universidade Federal de Uberlandia (CBEA/UFU) sob o protocolo n® 097/10 — Anexo A.

3.2 Cultura primdria de astrdécitos

A extracdo de tecido foi realizada com material cirargico estéril. Culturas purificadas
de astrocitos foram estabelecidas através da dissociagdo do hipotdlamo de camundongos
neonatos da linhagem Swiss (Figura 8). Sequencialmente, foram realizadas a fragmentacao e
tripsiniza¢do dos hipotalamos durante 10 minutos a 37°C em tampdo fosfato sem célcio e
magnésio (PBS flush, 0,1M, pH 7,4, com antibidtico, Nutricell). Os fragmentos celulares
precipitados foram descartados e a solugdo com células sobrenadante foi transferida para um
tubo falcon de 15 mL contendo 400uL de albumina bovina diluida a 4% em meio de cultura
DMEM. O tubo com células foi submetido a centrifugacao (1.500 RPM por 10 minutos). O
sobrenadante foi eliminado e o precipitado foi semeado em garrafa de cultura de 25cm” e
estocadas em incubadora sob temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO, até atingir a
confluéncia. Apos a confluéncia celular na garrafa de cultivo, as células foram descoladas
com tripsina, homogeneizadas e semeadas em volume igual em 4 garrafas de 25cm” para a
obtencdo de culturas mais puras. Pelo menos trés repiques foram usados para a purificacao
das culturas de astrocitos, anteriormente a cada repique celular, as garrafas foram agitadas por
pelo menos cinco minutos para descolamento de células menores como oligodendrocitos e

microglias.

3.3 Cultura primdria de neurénios hipotaldmicos
Previamente, placas de cultura de 6 ¢ 24 pogos foram tratadas com poli-D-lisina (0,25
mL por pogo; Spg/mL, Sigma — P6407), incubadas em temperatura ambiente por pelo menos
2h. Posteriormente, o excesso de liquido foi retirado e as placas foram lavadas duas vezes
com PBS flush e incubadas overnight a 37°C. Durante o processo de padronizagdo da cultura
de neuronios foram utilizados embrides de camundongos Swiss E12 a E18. Para a extracdo do
hipotalamo foi realizada a cesarea para a retirada dos embrides que foram mantidos em meio

PBS flush gelado com antibiotico. Os hipotalamos foram extraidos e triturados com auxilio de
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pinga fina em meio Neurobasal (2mL, Gibco - 21103) acondicionados em tubo Falcon de 15
mL. Em seguida, o tecido foi dissociado aproximadamente 15 vezes com auxilio de pipeta
Pasteur de vidro e, apds descanso de cinco minutos, houve a formagdo de precipitado no
fundo do tubo e coletou-se o sobrenadante, o qual foi transferindo para um novo tubo com
ImL de meio Neurobasal. A quantidade de neurdnios foi contada com auxilio de camera de
Neubauer ¢ um numero de 5x10° células/mL foi semeado em cada pogo na placa de 6

orificios e 10° células/mL em cada pogo da placa de 24 orificios. As culturas foram mantidas

em meio Neurobasal acrescido do suplemento B-27 (2%, Gibco - 17504), L-Glutamina (1%
Sigma — G7513), Antibiotico (0,10% Sigma — P4333) e Ara-C (0,01% Sigma — C6645) em
incubadora a 37°C e atmosfera de 5% de CO,.
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Figura 8 - Tlustragdo da localizac@o do hipotalamo no SNC.
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3.4 Tratamento com dcidos graxos saturados e LPS

Baseado no trabalho prévio de Milanski ef al. (2009) os acidos graxos (AG) que
causaram uma rea¢do inflamatdéria mais intensa no hipotdlamo foram os éacidos esteérico
(AG1/18 carbonos) e palmitato (AG2/16 carbonos). Ambos os acidos foram diluidos em
alcool para a produgdo de solugdo estoque ¢ em seguida diluidos em solu¢do de BSA em
concentracdo 3:1 (AG:BSA) e administrados numa concentracdo de 200uM nas culturas de
astrocitos conforme foi testado em trabalho de iniciacdo cientifica desenvolvido anteriormente
pela aluna Erica Vieira no Laboratério de Neurociéncia — UFU. Para o experimento de

producdo de meio condicionado realizou-se administragdo de AG em culturas purificadas de
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astrocitos, o meio foi mantido em contato com os astrocitos por trés dias e, em seguida,
recolhidos e congelados para posterior analise e utilizacdo no tratamento das culturas
neuronais. Como aperfeigoamento dos experimentos desenvolvidos pelo grupo, adicionamos
posteriormente o tratamento das culturas com Neurobasal+LPS (1%) ou Neurobasal+Alcool

para produgdo de meios condicionados controles positivo e negativo, respectivamente.

3.5 Tratamento das Culturas neuronais
Ap0s o terceiro dia de tratamento das culturas de astrocitos com AG1 e AG2 o meio
de cultura (condicionado) foi recolhido, suplementado com B27, L-Glutamina, antibiotico e
Ara-C, e adicionado sobre culturas purificadas de neurdnios hipotalamicos. Apds o tempo de
manutencdo de sete dias, as culturas foram fixadas com formalina (formaldeido 4%) e

conservadas com PBS/glicerol (2:1) a 4°C para realizagdo da imunocitoquimica.

3.6 Imunocitoquimica
As culturas foram colocadas em temperatura ambiente para a climatizagdo, sendo
entdo, lavadas por duas vezes em PBS 0,01M, pH 7.4. Em seguida, as células foram
incubadas pelo periodo de uma hora em camara imida com 150uL de solu¢do de albumina
bovina 5%. Apds este periodo, os anticorpos primarios diluidos em PBS-Tween foram
aplicados, com periodo de incubacdo de 18 a 24 horas sob temperatura de 4°C em camera

umida. Os anticorpos primarios empregados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Anticorpos primarios utilizados.

Anticorpos Priméarios

Camundongo - Sinaptofisina
(1:200, Millipore)

Proteina presente nas vesiculas de neurotransmissor
nos terminais pré-sinapticos

Camundongo - VGAT
(1:500, Synaptic System)
Coelho - GABAAry2
(1:500, Synaptic System)
Coelho - PSD-95

(1:500, Cell Sinaling)
Camundongo - BIII-tubulina Microtibulo encontrado quase exclusivamente em
(1:1000, Promega) neurdnios.

Transportador vesicular de GABA
Receptor GABA

Proteina de densidade pos-sinaptica

Em sequéncia a primeira incubacdo, as culturas foram lavadas em PBS 0,01M e

incubadas com os anticorpos secundarios conjugados com particula fluorescente Alexa Fluor
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488 ou 564, anti-IgG de coelho ou camundongo (Molecular Probes, 1:1000, 488; 1:500, 546)
por 2 horas, protegidos da luz. As culturas foram lavadas em PBS 0,01M e mantidas em
glicerol/PBS (1:1) contendo DAPI (4’-6’- diamino-2-fenil-indol) marcador citoquimico de
nicleo que marca DNA. O material foi entdo observado e documentado utilizando-se
microscopio confocal (TCS-SP5, Leica) e microscopio 6tico TS200 de epifluorescéncia da
Nikon.

As sinapses excitatorias e inibitorias foram analisadas pela imunomarcacdo para PSD-
95/Sinaptofisina ¢ VGAT/GABAAry2 respectivamente. Dez imagens de campos aleatdrios
das culturas foram obtidas por microscopia confocal (Invertido, Zeiss 510 Meta) e usadas para
a quantificagdo do numero de puncta com o programa ImageJ (1.46r, National Institute of
Health, USA) . Para as duplas marcagdes, os canais verde e vermelho foram colocalizados e o
namero de puncta analisados com o plug-in “Puncta Analyze” do programa Imagel.

A analise estatistica de todos os resultados, obtidos foi realizada com o auxilio do
programa GraphPad Prisma 5 (versdo 5.03), utilizando-se 0 ANOVA um critério com pos-
teste adequado a distribuicdo dos dados. Para todos os testes, o nivel de confianca utilizado foi

de 95% (p < 0,05).

3.7 Determinacgdo de citocinas por citometria de fluxo (Cytometric Bead
Array - CBA)

As dosagens das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-17A, IFN-y ¢ TNF no meio
condicionado foram realizadas pelo método CBA, utilizando-se o kit CBA mouse-
Th1/Th2/Thl7 Cytokine Kit (BD Cytometric Bead Array, San Jose, CA, USA). Em resumo, o
meio condicionado e os padrdes de citocinas do kit foram incubados com microesferas de
captura recobertas com anticorpos especificos para as respectivas citocinas e com o anticorpo
de deteccdo marcado com ficoeritrina (PE). Apds as incubagdes foi adicionado 500uL da
solugdo de lavagem e centrifugado por 10 minutos a 1.400 RPM a 18°C. O sobrenadante foi
aspirado deixando aproximadamente 200uL da solugdo para as aquisi¢des em citometro de
fluxo, BD FACS Calibur (BD Bioscience, San Diego, CA, USA). Os resultados foram
gerados utilizando o BD FACS Diva Software e expressos em graficos.

Os resultados foram tratados com o teste de normalidade para verificar o padrdo de
distribuicdo de citocinas das amostras de acordo com cada tratamento. Para dados

paramétricos utilizamos o teste ANOVA um critério com pos-teste de Bonferroni e para os
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dados ndo-paramétricos foi usado o teste U de Mann-Whitney. O nivel de significancia para

valor de P foi 0,05 (indicados nos graficos com "*").

3.8 Sequenciamento de transcritos por RNA-Seq
Através dos recentes avangos tecnologicos no sequenciamento de DNA, atualmente ¢
possivel realizar o sequenciamento massivo de cDNA a partir de RNA celular, sendo esse
processo conhecido como RNA-seq (GARBER et al., 2011). Para essa técnica algumas etapas

foram realizadas e estio descritas abaixo:

3.8.1. Extracdo de RNA total

O RNA total foi extraido das culturas purificadas de astrocitos utilizando 2 mL do
reagente Trizol (AMRESCO) por garrafa correspondente a cada tratamento, homogeneizadas
em seguida com auxilio do cell scraper. Em seguida, foram adicionados 200 pL de
cloroformio, as amostras foram homogeneizadas em vortex por 15 segundos e mantidas por 3
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12.000xg
por 15 minutos a 4°C e a parte aquosa, na qual se encontra o RNA, foi transferida para um
novo tubo. Nesta etapa, foram adicionados 250 pL de isopropanol & fase aquosa, deixando
incubar em temperatura ambiente por 10 minutos seguidos por centrifugacdo. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 75%. O sobrenadante foi
novamente descartado ¢ ap6s a secagem o precipitado foi suspendido em 30 pl de agua
DEPC.

A qualidade destas amostras de RNA foi verificada no equipamento Agilent 2100
Bioanalyzer. As concentragdes obtidas apds extracdo do RNA total sdo apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2 — Quantidade total de RNA.

Amostra Ng
Controle 202,1
Controle LPS 5843
Tratado Estereato 238,1

Tratado Palmitato 350,3
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Para analise da qualidade do RNA, 1 ug da amostra foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 1% desnaturante em tampdo TAE 5X, corado com brometo de etidio (Figura

9).

EST ALC IO ALC LPSII LPS PALII PAL

R i S
-hliuuiinaqrm}iﬂl- !ﬁi‘!zhh

Figura 9 - Avaliacdo da qualidade do RNA total de astrdcitos. Eletroforese em gel de agarose 1%.

Como observado no gel o RNA total de astrocitos apresentou duas bandas bem
definidas em quase todas as amostras. Apenas uma amostra apresentou leve arraste (amostra
LPS), mas também foi considerada viavel e com boa qualidade para a construgdo da

biblioteca assim como as demais amostras.

3.8.2. Construcdo de bibliotecas
Para deplecdo do RNA ribossomal (rRNA), o RNA total foi incubado com sondas

especificas para captura de rRNA utilizando kit RiboMinus (Invitrogen) segundo
recomendacdes do fabricante. A qualidade do RNA foi checada pelo software BD FACSDiva
V8.0 e a quantificacdo do RNA purificado foi feita por espectofotometria (NanoDrop ND-

1000). As concentracdes das amostras seguem na Tabela 3.
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Tabela 3 — Concentracdo obtida de mRNA das amostras.

Amostra ng/pL
Controle 24,7
Controle LPS 79,1
Tratado Estereato 443
Tratado Palmitato 334

As bibliotecas de cDNA foram preparadas utilizando kit lon Total RNA-Seq V2 (Life
Tecnhologies) segundo recomendacdes do fabricante. Somente moléculas maiores que 100 pb
foram selecionadas utilizando sistema E-gel (Invitrogen). Em seguida cDNAs foram
purificados em microcolunas utilizando kit QIAquick PCR Purification (Quiagen) seguindo
recomendacdes do fabricante. As amostras foram entdo quantificadas em duplicata utilizando

kit QuBit dsRNA Assay (Invitrogen) por espectofotometria (NanoDrop ND-1000/ Tabela 4).

Tabela 4 — Quantificagdo de cDNA.

Amostra ng/pl
Controle 29,5
Controle LPS 33,8
Tratado Estereato 39,7
Tratado Palmitato 26,6
Controle 1T 40,6
Controle LPS 11 12,9
Tratado Estereato I1 26,3

Tratado Palmitato I1 21,7
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Os fragmentos amplificados apresentaram bandas de aproximadamente 200pb como
ilustrado na Figura 10, esses foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% em

tampao EDTA corado com brometo de etidio.

Figura 10 - Validaggo da biblioteca. Padrao Ladder 50pb.

3.8.3. Sequenciamento

As bibliotecas recém-construidas foram utilizadas como moldes em PCR de emulsao
usando o kit Jon PI™ Hi-Q™ Chef Kit (Life Technologies) em sistema automatizado lon
Chef (Life Tecnhologies). As amostras foram depositas em Chip PI IC. O sequenciamento foi
realizado em sequenciador de nova geracao lon Proton (Life Technologies) utilizando kit Jon
PI Sequencing IC 200 (Life Technologies) segundo recomendacdes do fabricante.

Foram geradas oito bibliotecas do tipo single referente a duplicata das amostras
tratadas e controles. Foram obtidas 70.026.821 reads, variando em tamanhos de 113-72 pb. Os

resultados obtidos nesta plataforma sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Dados gerados na plataforma Ion Proton™ System.

Amostra Tipo de Biblioteca Tamanho médio das Nimero de reads
reads

Controle Single" 93 pb 8.284.187

Controle LPS Single 98 pb 5.666.082

Tratado Estereato Single 98 pb 11.689.013

Tratado Palmitato Single 107 pb 12.280.934
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Controle IT Single 122 pb 9.684.233
Controle LPS II Single 145 pb 8.702.857
Tratado Estereato I1 Single 121 pb 5.144.373
Tratado Palmitato IT Single 122 pb 7.056.647

*Single: o sequenciador faz a leitura dos fragmentos de apenas um lado para o outro.

3.8.4. Andlises de Bioinformadtica

Do ponto de vista da bioinformatica, a analise de dados RNA-Seq, mais
especificamente a comparag@o e analise da expressdo genética, foi constituida pelas fases de
alinhamento, sumariacdo, normalizacdo, expressdo diferencial ¢ a anotagdo dos genes de
interesse.

As reads geradas pelo lon Proton foram recortadas de acordo com o programa FastQ
Quality Trimmer implementado no pacote Galaxy de dominio publico. As sequéncias que
apresentaram  qualidade  avaliada peloindice  Solexamenor que 20  foram
eliminadas. Reads com alta qualidade foram utilizadas para mapeamento contra o genoma de
referéncia utilizando programa TopHat (Galaxy). A taxa de expressdo diferencial de cada
gene foi calculada utilizando o programa CuffDiff (Galaxy) e os valores foram normalizados
pelo método de normalizagdo de biblioteca utilizando a média geométrica. Os valores de
FPKM (fragmentos por kilobase de genoma por milhdes de reads mapeados) foram
calculados e o teste-f estatistico foi realizado para estimar a significancia entre as médias de
abundéncia em FPKM de cada amostra. Erros do tipo I foram controlados com a aplicagdo da

correcdo de Benjamini-Hochberg para testes multiplos (Trapnell ez al., 2010).
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4. RESULTADOS
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4.1 Padronizagdo da cultura primdria de neurénios hipotaldmicos

O processo de estudo para padronizacdo de culturas primarias de neuronios se deu
através da andlise comparativa entre protocolos ja estabelecidos e experiéncias internas do
grupo através da colaboracdo com a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ/2013) e
Universidade de Génova (UniGe/2012). As culturas desenvolvidas pelo nosso grupo foram
baseadas principalmente no protocolo utilizado na UFRJ (Diniz et al., 2012).

Ap6s testes com diferentes fases de desenvolvimento dos embrides viu-se que culturas
realizadas com embrides entre os dias gestacionais E12-E14 (Figura 11A) apresentaram maior
qualidade e melhor desenvolvimento in vitro quando comparadas com outras culturas de
embrides em fase mais avancada de desenvolvimento (E16-E18). Culturas realizadas com
embrides E14-E16 (Figura 11B) também se mostraram viaveis, contudo apresentaram
quantidades relativamente inferiores de neur6nios e muitos debris celulares quando

comparadas.

E12 (A) e E16 (B) ap6s uma semana de cultivo.

Ao longo de todo o processo de padronizagdo foram inseridas algumas etapas que
estdo descritas a seguir:

e Todo o processo de extragdo passou a ser realizado sobre placas de gelo a fim de
diminuir a morte dos neurdnios durante os reriodos de procedimentos cirargicos;

e As pontas das pipetas Pasteur de vidro foram queimadas para se tornarem mais
abauladas para nio danificarem os neurdnios durante o processo de dissociagao;

e Apoés alguns testes, optou-se por ndo centrifugar o sobrenadante com células apos a
dissociacdo para evitar a degradagdo dos neur6nios;

o A adicdo de Ara-C foi considerada viavel para a contencdo da proliferagao de células da

glia desde o primeiro dia de cultivo.
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e As trocas de meio ficaram determinadas em intervalos maximos de 4 dias, substituindo

apenas metade do meio por meio novo.

Apbs a obtencdo das culturas padronizadas ndo foi possivel prosseguir com os
tratamentos com meio condicionado devido a fatores externos de interferéncias como
contaminagdes, demora na manutencdo de equipamentos danificados e quedas/picos
constantes de energia que acabavam por ocasionar a morte da cultura tendo em vista a alta

sensibilidade da mesma.

4.2 Culturas primdrias de neurénios hipotaldmicos tratadas com meio
condicionado

Foram realizadas imunomarcagdes em culturas neuronais a fim de se estudar a
viabilidade celular e a sinaptogénses nas diferentes condi¢des de tratamento. Sobre as culturas
neuronais, foi adicionado meio condicionado em astrocitos tratados com AG1 ou AG2 e,
ainda, meio condicionado somente em astrocitos sem tratamento.

A densidade sinaptica total foi analisada por meio da imunomarcagdo anti-
sinaptofisina (Figura 12) em que foi observada a diminuicdo da densidade sinaptica nos
tratamentos com os acidos graxos em relagdo ao controle (Figura 12F). Sendo as sinapses
excitatorias mais afetadas (Figura 12E). Em relacdo as sinapses inibitorias, identificadas
através da marcagdo para VGAT/GABATr respectivamente (Figura 13) foi observado maior
namero de sinapses no grupo tratado com palmitato em relagdo ao controle (Figura 13D).

Através da imunomarcacao anti-lll-tubulina foi possivel analisar a porcentagem de
neurdnios totais nas culturas tratadas com palmitato e o controle (Figura 14). Assim, as
culturas tratadas com palmitato apresentaram maior nimero de neuroénios quando comparadas
ao controle (Figura 14C). No entanto, com maior numero de células com nucleos picnéticos

(Figura 14D).
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Figura 12 — Culturas primdrias de neurdnios hipotalamicos tratadas com meio condicionado. Imunofluorescéncia anti-sinaptofisina e anti-PSD95 em
culturas primarias de neurdnios hipotalamicos apds uma semana de tratamento com o meio condicionado. A figura mostra o controle (A) e culturas

tratadas com meio condicionado palmitato e estearato de (B e C), respectivamente. As quantificagdes de pontos estdo apresentados nos graficos D, E e
F. Escala =20 pm.
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Figura 13 — Culturas primarias de neurdnios hipotalamicos tratadas com meio condicionado. Imunofluorescéncia anti- VGAT e anti- GABAr
em culturas primdarias de neurdnios hipotaldmicos ap6s uma semana de tratamento com o meio condicionado. A figura mostra o controle (A) e
culturas tratadas com meio condicionado palmitato e estearato de (B e C), respectivamente. As quantificacdes de pontos estdo apresentados nos
graficos D, E e F. Escala =20 um.
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Figura 14 — Imunofluorescéncia anti-ftublll e citoquimina para nucleo usando DAPI em culturas primarias de
neurdnios hipotaldmicos ap6s uma semana de tratamento com o meio condicionado. A figura mostra o controle
(A) e cultura tratada com meio condicionado palmitato (B). As quantificagdes de células e ntcleos picndticos
estdo apresentados nos graficos C e D. Escala 40um.
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4.3 Variagdo da produgdo de citocinas frente aos diferentes tratamentos

Os niveis das citocinas pro e anti-inflamatorias foram determinados por citometria de
fluxo pelo método CBA em que os resultados foram analisados em relagdo ao controle
negativo e comparados entre os grupos tratados e controle positivo (LPS).

Deste modo, a Figura 15 mostra que os niveis de IL-10, TNF- a, IL-6, IFN- vy e IL-
17A apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre as amostras tratadas e LPS,
porém o mesmo nao foi observado para as citocinas IL-2 e [L-4.

O tratamento com LPS estimulou a libera¢do de quantidades maiores de TNF-a, IL-6,
IFN-y e IL-17A quando comparado as amostras tratadas com acido graxo, sendo todas essas
citocinas consideradas pro-inflamatdrias. Por outro lado, a produgdo de IL-10, citocina anti-
inflamatoria, apresentou resultado significantemente maior nos grupos tratados com acido
graxo quando comparados ao grupo tratado com LPS. Nao foram detectadas diferencas entre

as amostras tratadas com estereato e palmitato.
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Figura 15 — Analise do meio condicionado obtido através do tratamento de culturas primarias de
astrocitos com acidos graxos saturados e LPS. Intensidade média de fluorescéncia para citocinas
diversas presentes nos grupos tratados e controle. A) IL-10; B) TNF-alfa; C) IL-6; D) IFN-gama; E)
IL-17A; F) IL-2; G) IL-4.
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4.4 Sequenciamento de transcriptoma por RNA-Seq

4.4.1 Tratamento de qualidade das reads geradas

Através do programa TopHat (Galaxy) foi verificada a qualidade das reads ¢ os dados
gerados podem ser visualizados nos graficos a seguir em que A e B representam os grupos
controles, C e D grupos controle LPS, E e F grupos tratados estereato ¢ G ¢ H tratados palmitato. A
Figura 16 mostra uma visdo geral dos valores de qualidade das bases em cada posi¢do nos
arquivos gerados apos o sequencimento das bibliotecas. Assim, nota-se que a média de
qualidade por base gerada para as bibliotecas foi baixa, o que interferiu no mapeamento dos
genes tendo em vista que apenas as reads com alta qualidade (maior que 15 Phred) foram

utilizadas para o mapeamento do genoma de referéncia.
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Figura 16 - — Diagrama de extremos e quartis mostrando o valor de qualidade por base gerados na
plataforma Ion Proton™ System. Para cada posi¢fo, faixa interna representa a amplitude inter-
quartil (25-75%) e a linha horizontal preta representa a qualidade.

Ap6s a avaliagdo de qualidade das reads foi realizado um tratamento para remocao das
bases de baixa qualidade (reads menores do que 20pb). Apos este tratamento foram excluidas
em média 56% das reads relativas as duas bibliotecas geradas. O niimero de reads contendo a
sequéncia leader foi aproximado nas bibliotecas geradas. As reads obtidas de boa qualidade

para as bibliotecas foram de apenas 44% (Tabela 6).

Tabela 6 — Reads sequenciadas na plataforma lon Proton™ System apos tratamento de qualidade.

Amostra Readstotais Reads mapeadas (TopHAt) Reads mapeadas (%)
Controle 5.666.082 2.502.855 442
Controle 11 8.702.857 2.834.408 32,6
Controle LPS 8.284.187 3.602.252 43,5
Controle LPS 9.684.233 4.099.163 42,3
11

Tratado 11.689.013 6.732.711 57,6
Estereato

Tratado 5.144.373 2.074.174 40,3
Estereato 11

Tratado 12.280.934 6.710.640 54,6
Palmitato

Tratado 7.056.647 2.628.064 37,2

Palmitato 11
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4.4.2 Montagem do transcriptoma e andlise de expressao diferencial

O programa Cuffditt foi utilizado para comparar as amostras e detectar possiveis

mudangas significativas na expressio diferencial para cada gene (Figura 17).

CTRLvs LPS
CTR

LPS vs AG1
CTRL vs AG2

X
3
>
@

Figura 17 — Diagrama de comparacio entre as diferentes amostras. CRTL: controle; LPS; AGl1:
Tratado Estereato; AG2 Tratado Palmitato. Em rosa comparacdo entre amostras controle ¢ LPS, em
verde controle e tratado estereato, em azul LPS e tratado estereato, azul claro controle e tratado
palmitato e em amarelo LPS e tratado palmitato. As intersec¢des de cores representam expressao
diferencial significativa em comum, ¢ a quantidade de genes ¢ indicada pelos nimeros.

Foram detectados 81 genes considerados diferencialmente expressos que foram
comparados entre 0os grupos experimentais para observacdo do aumento ou diminuicdo da
expressdo em relagdo aos controles negativos e positivos. Os resultados obtidos podem ser

observados na Tabela 7.



Tabela 7 — Genes diferencialmente expressos.

GENE CxLPS CxPal CxEst LPSxPal LPSxEst PalxEst

Afap1 * * * ns ns ns

Arhgef2 * * ns ns ns ns

Cbx6,Npcd,Nptxr * * * ns ns ns

Chpf2,Mir671 ns ns ns ns ns #

Col4a1 ns * * ns Ns ns

Col5a1 ns * ns ns ns ns

Ctsl ns * ns ns ns ns

Cyp26b1 ns * * ns ns ns

Emp2 ns * ns ns ns ns

Epb4.112 * * ns ns ns ns

ExtI3 * ns ns ns ns ns

Fam168b ns * ns ns ns ns

Fgfr1 * ns ns ns ns ns

Fxyd1 ns * ns * ns ns

H2afx ns ns ns ns * ns

Hs6st2 ns * ns ns ns ns

lgdcc4 ns ns ns ns ns

Kihl13 ns * ns ns ns ns

Mef2d ns * ns ns ns ns

Mir6901,Sned1 * ns ns # # ns

Mir719,Nupl1 # ns ns * # ns

Mmp3 ns ns ns ns # ns

Mtss1l * ns ns ns ns ns

Myl12a ns * ns ns ns ns

49
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Ndufa7 # * * ns ns ns
Ndufb7 # ns ns ns ns ns
Nfic * * ns ns ns ns
Nfix * * ns ns ns ns
Ptprs * ns ns ns ns ns
Rabggtb,Snord45c ns * ns ns ns *

Rbm33 * ns ns ns ns ns
Rgma ns * ns ns ns ns
Rin1 ns ns ns ns # ns
Rpl5 * ns ns # # m
Rpn1 * * ns ns ns ns
Rps21 ns * * ns ns ns
Scarna3a ns * ns ns ns ns
Sdha * ns * ns ns ns
Sfrp1 * ns ns ns ns ns
Slc39a14 * ns ns ns ns ns
Slc7a11 ns * * ns ns ns
Snora64 ns * * ns # ns
Snord100 ns * * # ns ns
Snord123 ns * * ns # ns
Snord35b ns ns ns # # ns
Snord4a ns ns ns ns # ns
Snord87 ns ns ns # # ns
Sod2 * ns ns ns ns ns
Tnks1bp1 ns * ns ns ns ns
Trim25 * ns ns ns ns ns
Trim7 * ns * ns ns ns
Ube4b ns * ns ns ns ns
Unc119 ns ns * ns ns ns
Zcchc24 ns * ns ns ns ns

ns: nao significativo; (*): aumento da expressiao; (#): diminuicio da expressio.

Analisando a tabela acima, observou-se que para alguns genes o tratamento com acido
graxo apresentou respostas semelhantes as culturas tratadas com LPS quando s@o comparadas
ao controle (C). Nessa situa¢do, notamos o aumento da expressao dos genes af357425, afapl,
cab39, cbx6, col4a5 e eif3b. No entanto, um maior niimero de genes apresentou um padrao de
expressdo diferente entre as culturas tratadas com LPS e 4cido graxo quando ambas sdo
comparadas ao controle. Nesse tipo de resposta se enquadram os seguintes genes: cpedl,
emrl, extl3, fgfrl, gbp4, gbp9, igdcc4, jagl, mpegl, mtssll, myh10, myol8a, tbm33, sfipl,
slc3914, sod2, trim25 (aumentados somente no LPS); cold4al, cyp26bl, F2r, fam168b, rps21,
rgma, slc7all, snora64, snord100, snord123 (aumentados nos tratamentos com &cidos
graxos). E, ainda, comparando as respostas diferenciais entre as culturas tratadas com LPS e
com acido graxo temos uma diminui¢do da expressdo dos genes hspa8, mir705, mir6901,

rpl5, snord35b e snord87.
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A fim de facilitar a compreensdo a cerca dos mecanismos relacionados a resposta das
culturas astrocitarias aos tratamentos com 4cido graxo, a Tabela 8 apresenta os genes
agrupados de acordo com suas principais caracteristicas e fungdes biologicas. Esta
organizagdo permitiu melhor avaliar as caracteristicas funcionais de cada gene e selecionar

aqueles de maior relevancia, de acordo com o tema tratado, para serem discutidos abaixo.



Tabela 8 — Genes agrupados de acordo com os principais processos biologicos ao quais participam da regulagao.
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Relaciio de processos biolégicos associados aos genes

Apoptose

Afapl
F2r
Myol8a
Sfrpl

Regulagiao Sintese de
da expressiao  proteinas de
génica membrana
/transporte
AF357425 Emp2
Fgfrl Emrl
H2A Fxydl
Hcfel Igdcc4
Mef2d Jagl
Nfic Lhfpl2
Nfix Slc39al4
Rabggtb Slc7all
Snord45c
Tnks1bpl

Sintese de
proteinas da
matriz
extracelular

Chpf2
Col4al
Col4a5
Col5al
Extl3
Hs6st2
Mmp3

Resposta

Inflamatoria

Afapl
Arhgef2
Apoe
Cxcl5
Cyp26bl
F2r
Fam168b
Gbp4,Gbp9
Sfrpl
Trim25
Uncl19
Cxcl5
F2r
Hspa8

Adesao
celular

Cercam
Fat4
Fgfrl

Sintese de
proteinas
reguladoras da
respiracio
celular
Etfb
Ndufa7
Ndufb7
Sdha
Zcche24

Regulacio e sintese
proteica

Componentes do
reticulo
endoplasmatico

Ckap4 Cab39
Cpedl Gene Cbx6
Rpnl Ctsl
Eif3b
Fosl2
klhl13
Mir8097,Rnf19a
Rbm33
Rpl5
Rps21
Snora64
Snord100
Snord4a
Snord87/ Ube4b

Fenotipo nao
identificado

Mirl25a,Spaca6
Scarna3a
Snord35b
Snord123
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5. DISCUSSAO
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O hipotalamo neuroendodcrino ¢ constituido por uma matriz complexa de fenotipos
neuronais distintos, cada um expressando um conjunto especifico de neuropeptideos,
neurotransmissores e receptores (Everitt e Hokfelt, 1990), responsavel pela regulacdo do
balango energético e do metabolismo da glicose. Neste trabalho, através de revisdo
bibliografica, mostramos que a inflamacao hipotaldmica aparentemente ¢ a principal causa da
obesidade (Kailin ef al., 2015; Valdearcos et al., 2015).

Nesse contexto, mediante a dieta hiperlipidica, vias inflamatorias sdo ativadas em
areas do hipotdlamo que exercem controle central sobre a glicose, gordura e o metabolismo
energético. Em particular, a inflamag@o ocorre no hipotalamo mediobasal (MBH), que contem
o nucleo arqueado (ARC) (Hundal et al., 2002). A disfun¢do neuronal esta associada com a
reatividade imune inata gerada pela interagdo entre os neurd6nios e outras populacdes de
células no hipotdlamo durante as mudancgas metabolicas geradas pelo ambiente hiperlipidico
(Kélin et al., 2015). A resposta reativa € caracterizada pela glia com secre¢do de citocinas e
aumento dos niveis de sinais intracelulares inflamatorios (Michelucci et al., 2015).

Tendo em vista que o mais abundante componente da glia do SNC sdo os astrocitos e a
variedade funcional e plasticidade dessas células, nosso estudo buscou compreender o
envolvimento dos astrocitos nesse ambiente rico em 4cidos graxos (AGs). Como
desenvolvimento do processo de investigacdo, buscamos padronizar culturas primarias de
neurdnios hipotaldmicos a fim de melhor avaliarmos a interagdo desses com substancias
produzidas por astrocitos tratados com AGs. Algumas metodologias experimentais aplicadas
em pesquisas relacionadas a inflamacdo hipotaldmica usam embrides mais maduros para a
obtencdo da cultura primaria (Belsham ef al., 2015; Bélanger et al., 2011; Burcelin et al.,
2003), porém em nossas experiéncias, estabelecemos o periodo gestacional E12-E14 como a
melhor fase para a aquisi¢do de culturas com boa qualidade em termos de morfologia ¢
desenvolvimento dos neur6nios. Entretanto, durante o desenvolvimento e dominio deste
procedimento diversos problemas técnicos limitaram a evolug¢do do processo investigativo.

O fornecimento de animais para a obtencdo das culturas foi relativamente restrito
devido a grande demanda enfrentada pelo CBEA/UFU e o longo periodo de espera entre a
aquisi¢do, cruzamento e gestacdo dos animais. Durante este mesmo periodo, a universidade
passou por reformas nas suas instalagdes elétricas, que causaram quedas constantes no
abastecimento de energia, prejudicando a manutencdo das culturas na incubadora, fazendo
com que esta permanecesse por horas fora da temperatura ideal, ocasionando a morte dos

neurénios e tornando a cultura inviavel. Subsequentemente, os equipamentos foram
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danificados e permaneceram cerca de nove meses em conserto, o que dificultou ainda mais a
continuidade dos experimentos.

Com isso, apesar do desenvolvimento do dominio da técnica e a producdo de meio
condicionado tratado com &cido graxo, LPS e controle, ndo foi possivel concluir os
tratamentos das culturas de neurénios para analise imunocitoquimica. Os resultados aqui
apresentados foram obtidos durante o periodo de aprendizagem da técnica de obtencdo de
culturas primdrias de neurdnios hipotaldmicos realizado na UFRJ. Deste modo, foram
avaliados aspectos na quantificagdo da densidade sinaptica e morte celular in vitro, através de
imunocitoquimica, de culturas de neurénios hipotaldmicos apds adicdo de meio de cultura
condicionado em culturas purificadas de astrécitos tratados com acidos graxos de cadeia
longa em comparacdo a cultura controle. Durante este periodo, o grupo ainda ndo havia
acrescentado o controle positivo LPS.

Esses resultados mostraram um decréscimo na densidade sinaptica das culturas de
neurdnios hipotalamicos tratadas com estereato e palmitado, especialmente em relagdo as
sinapses excitatorias, sugerindo que o tratamento com o meio condicionado de astrocitos
interfere na plasticidade sinaptica in vitro. A plasticidade sinaptica ¢ a capacidade dos
neurdnios em alterar a quantidade e intensidade de suas sinapses, no entanto, os astrocitos
apresentam também a capacidade de modular varios aspectos das sinapses, tendo em vista
que, fazem contatos com sitios sinapticos onde liberam fatores soliveis que podem aumentar
o numero de sinapses, fornecem isolamento sinaptico restringindo a propagacdo de
neurotransmissor para as sinapses vizinhas e liberam compostos neuroativos que podem
influenciar diretamente a transmissdo sinaptica (Barker e Ullian, 2010). Adicionalmente,
astrocitos reativos, como observamos em nossas células in vitro e tratadas com AGs, sdo
antigenicamente semelhantes aos astrocitos imaturos, sugerindo que seriam capazes de voltar
a expressar muitos dos mesmos sinais que promovem a formagdo e eliminagdo de sinapses
durante o desenvolvimento do Sistema Nervoso (Stevens ef al., 2007). Nessa mesma direcdo,
outra contribui¢do dos astrocitos reativos para a regulacdo da fungdo sinaptica é a produgado de
fatores troficos, moléculas da matriz extracelular e sinais que promovem a limpeza de
proteinas toxicas, como a proteina beta-amildide, e ainda, por auxiliarem a fagocitose de
axonios em degeneragdo (Wyss-Coray et al., 2001)

Esses fatores neurotroficos podem ainda contribuir para o resgate ou protecdo de
neur6nio in vitro (Eriksen e Druse, 2001; Hailer et al., 2001; Liu et al, 1998; Wang e
Cynader, 1999). Nossos resultados mostraram uma diminuicdo de ntcleos picndticos

(indicativos de morte celular) nas culturas tratadas com meio condicionado em relagdo ao
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controle, o que sugere maior sobrevivéncia das células em cultura. Fatores troficos ou de
crescimento seriam responsaveis por esse efeito neuroprotetor. Nesse sentido, os fatores NGF,
BDNF e GDNF (Bruno et al., 2001; Mizuta et al., 2001 ), o fator de crescimento de
fibroblastos-2 (Albrecht ef al., 2002) e citocinas inflamatorias (Eskes et al., 2002; D’Onofrio
et al., 2001; Pavelko et al., 2003) mostram capacidade de protecdo de células nervosas.

Citocinas sdo os principais agentes da cascata neuroinflamatdria (Rothwell e Hopkins
1995; Rothwell 1999; Allan e Rothwell 2003). As citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-1p e
IL-6 estao envolvidas na patogénese de doencas neurodegenerativas e traumatismo encefalico.
Em contraste, as citocinas anti-inflamatérias TGF-B1, IL-4 e IL-10 reduzem o potencial de
lesdo por regulagdo negativa das citocinas pré-inflamatorias e estimulam a reparagdo de
tecidos (Ledeboer et al., 2000;. Vitkovic et al., 2001). Portanto, o equilibrio da interagdo
molecular entre citocinas pro e anti-inflamatorias determina o resultado da resposta imune
(Mahmoud et al., 2013). Conduzindo respostas de degeneracdo se citocinas pro-inflamatorias
estdo excessivas, enquanto, a maior quantidade de citocinas anti-inflamatorias estd associada
com a susceptibilidade a infecgdes sistémicas (Munoz et al, 1991;. Kasai et al., 1997).

A fun¢do imune dos astrocitos ¢ reconhecida tendo em vista que sdo uma fonte
abundante de citocinas e de outros mediadores inflamatorios na lesdo cerebral e infecgao
(Dong e Benveniste, 2001; Gorina et al., 2009; Sofroniew e Vinters, 2010). Deste modo, foi
nosso interesse avaliar o perfil das citocinas produzidas pelos astrocitos sob os tratamentos
com AGs. A estimulac@o dos astrocitos com o tratamento LPS mostrou aumentar a producao
de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IFN-y), concordando com relatos anteriores (Lu
et al., 2010; Gorina et al, 2011). Nossos resultados mostraram ainda que, no que diz respeito a
manuten¢do do equilibrio de citocinas, o tratamento de acidos graxos saturados em astrocitos
apresentou valores reduzidos de citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IFN-y e IL-6 e aumento
da citocina anti-inflamatoria IL-10 em relagdo ao tratamento com LPS.

TNF-a, IFN-y e IL-6 mostraram um perfil mais inflamatorio para as repostas dos
astrocitos tratados com LPS. No entanto, vale destacar que, a quantificagcdo realizada para
nivel de fluorescéncia foi relativa a emissdo controle (sem tratamento), assim sendo, as
culturas tratadas com AGs também mostraram aumento da expressdo dessas citocinas, porém
em menor intensidade do que as células tratadas com LPS. Mostrando, portanto, que os
astrocitos podem sim influenciar o processo inflamatorio hipotaldmico.

A ligagdo entre a citocina TNF-a e obesidade foi estabelecida ha duas décadas em
estudos do tecido adiposo, no qual, o bloqueio a sinalizagdo de TNF melhorou a sensibilidade

a insulina em ratos obesos (Hotamisligil et al., 1993). Em um estudo anterior do nosso grupo,
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foi mostrado que os astrocitos hipotalamicos frente aos altos niveis de acidos graxos
intensificaram a expressdo de NFKB e a producdo de TNF-a como também mostrado por
Gupta et al. (2012). O IFN-y, que também mostrou niveis diferentes para os tratamentos com
LPS e AGs, produz muitos dos seus efeitos biologicos através da ativacdo da via de JAK-
STAT-NFKB, embora outras vias possam ser ativadas (Cho et al., 2007; Gough et al., 2008).
Ja a IL-6 pode promover efeitos pré ou anti-inflamatorios, dependendo das circunstancias do
ambiente (Valdearcos et al., 2015). Esta exerce efeitos neurotroficos e neuroprotetores e ainda
pode funcionar como um mediador da inflamacdo, desmielinizagdo e astrogliose, dependendo
do contexto celular. Avaliagdes anteriores determinaram que a fonte predominante de IL-6 no
SNC ¢ de astrocitos ativos (Van Wagorner e Benveniste, 1999).

Dentre os resultados em relagdo aos niveis de citocinas, foi interessante a alta
concentragdo da IL-10 no meio condicionado de astrdcitos tratados com acidos graxos. Em
Ropelle et al. (2010) observou-se que a infusdo de IL-10 recombinante no terceiro ventriculo
promoveu a restauracdo da homeostase energética nos ratos obesos mediante a anulagdo do
estresse de reticulo, bloqueando a ativacdo IKKp, e a fosforilagdo STAT3. Adicionalmente,
Valdearcos et al. (2015) sugerem ainda a IL-10 como um alvo potencial para pesquisas
relacionadas a inflamagao hipotalamica induzida por dieta.

Relembrando que ¢ o equilibrio entre citocinas anti e pro-inflamatérias modula as
respostas imunes, podemos considerar que os astrocitos estimulados com 4cidos graxos in
vitro contribuiram com a manutencdo desse equilibrio, regulando de forma mais suave a
expressdo de citocinas pro-inflamatorias e, concomitantemente, aumentando de forma mais
intensa a sintese de IL-10. Podemos sugerir um possivel mecanismo protetor para os
astrocitos nessa situacdo como também ja foi sugerido por Hamby e Sofroniew (2010), sendo
que para esses autores, os astrocitos realizam uma regulacdo negativa da resposta inflamatoria
que protege os neurdnios de citocinas pro-inflamatorias excessivas.

Para uma analise mais abrangente das respostas dos astrdcitos diante a adi¢do de AGs
recorremos a técnica RNAseq que verificou os genes diferencialmente expressos entre os
grupos de culturas de astrocitos. Nossos resultados apontaram a expressao diferenciada de
poucos genes por motivos implicitos ao tempo de coleta e extragdo do RNA total das
amostras apos tratamento e, diante disso, procurou-se estudar cada gene diferencialmente
expresso, e, quando este, com seu papel bioldgico, mostrou ter potencial para dar suporte a
participacdo dos astrocitos na inflamagdo ou na neuroprotecdo, para esses genes, realizamos
buscas na literatura cientifica de forma mais aprofundada. Dessa forma, os proximos

paragrafos tratam desses genes, lembrando que em nossos resultados tivemos genes
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diferencialmente expressos em relacdo ao controle, sendo, nesse caso, os tratamentos com
AGs e LPS com respostas semelhantes ou respostas diferentes entre si.

Primeiramente verificamos as semelhancas entre os tratamentos com AGs e LPS.
Temos, assim, o aumento da expressdo dos genes Afapl (Actin filament associated protein 1),
Cab39 (Calcium-binding protein 39) e Colda5 (Collagen, type IV, alpha 5) que foram
associados a possivel atividade protetora dos astrocitos.

A proteina codificada pelo gene Afapl ¢ parceira de ligagdo a Src quinase que
desempenha um papel fundamental na diferenciagdo, proliferagdo e sobrevivéncia celular
(Brown e Cooper, 1996). Pouco se conhece sobre a fung¢do das AFAPs no sistema
nervoso. Estudos indicam que AFAPs s3o amplamente expressas no cérebro e cerebelo em
desenvolvimento, porém diminuem no cérebro adulto, permanecendo elevadas apenas em
regides que se submetem a neurogénese continua, sugerindo um papel na diferenciacdo de
neurénios (Clump et al., 2003). Harder et al. (2008) sugerem ainda que AFAP possa ser uma
das proteinas de ligacdo cruzada a actina que regulam o crescimento dinamico do cone de
actina em resposta a atividade de Src.

O gene cab39 codifica a proteina que ¢ componente de um complexo que se liga e
ativa LKB1 (Liver kinase B1) sendo requerida para estabilizar a interacdo entre CAB39/LKB1
(Zeqiraj et al., 2009). LKB1 ¢ uma proteina quinase serina/treonina que fosforila e ativa
diretamente a proteina quinase adenosina-monofosfato (AMPK - Boudeau et al., 2003). A
AMPK desempenha um papel regulador da homeostase energética celular controlando o
metabolismo dos lipideos e da glicose em reposta a alteragdes nos niveis de energia e
nutrientes celulares (Shackelford e Shaw, 2009). A ativagdo da AMPK no cérebro tem sido
associada a sobrevivéncia em resposta a diferentes tipos de estresse, incluindo a deplecao de
glicose, estresse oxidativo gerado pelo proteina  amiloide e ao glutamato (Culmsee et al.,
2001). Adicionalmente, LKB1 se mostrou essencial para manter a fun¢do e polaridade normal
de um subconjunto crucial de neurdnios no cérebro (Sun et al., 2010). Shaw et al. (2004)
mostraram ainda que LKB1 ¢ essencial para proteger as células da apoptose em resposta a
agentes que elevam AMP intracelular tendo em vista que células deficientes em LKBI1 se
mostram hipersensiveis a apoptose induzida por stress energético.

O gene Col4a5 codifica uma das seis subunidades da proteina colageno alfa do tipo IV
que ¢ um dos principais componentes das membranas basais (Khoshnoodi et al., 2008), um
dos elementos da matriz extracelular, apresentando-se como regulador importante da
morfogénese, crucial para a regulacdo da adesdo, migragdo e sobrevivéncia de diversos tipos

celulares (Ortega e Werb, 2002). O gene Coldal (Collagen, type IV, alpha 1) também codifica
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a proteina colageno do tipo IV, e apresentou expressdo diferencial para o tratamento com
acidos graxos. Astrocitos reativos expressam uma variedade de fatores e proteinas necessarias
para a remodelag@o do tecido em torno do local da lesdo, que t€ém papel direto na modulagdo
da matriz extracelular (Sofroniew e Vinters, 2010). Liesi e Kauppila (2001) mostraram que
astrocitos expressam e depositam colageno tipo IV na matriz extracelular quando sdo
induzidos por citocinas e TGF-1p, sugerindo a participagdo do colageno na formacdo da
cicatriz glial apos a lesdo da medula espinhal de ratos. A matriz de coldgeno formada apds
lesdo cerebral traumatica em ratos revelou reduzir o volume da lesdo, a perda neuronal ¢ o
déficit cognitivo (Shin et al., 2015). Além disso, colageno tipo IV induz a expressdo de
trombospondina-1 (TPS-1) em astrocitos reativos ap6s lesdo cerebral (Yonezawa et al., 2010),
sendo que TSP-1 esta envolvida na angiogénese e recuperacao sindptica (Christopherson et
al., 2005).

Assim como o gene coldal, os genes Cyp26bl (Cytochrome P450, family 26,
subfamily B, polypeptide 1), Nduta7 (NADH dehydrogenase ubiquinone 1 alpha subcomplex,
7,) e Slc7all (Solute carrier family 7, anionic amino acid transporter light chain, Xc, member
11) apresentaram aumento na expressdo apenas para o tratamento com AGs quando
comparados ao LPS.

Cyp26bl codifica um membro da superfamilia do citocromo P450. As proteinas
monooxigenases do citocromo P450 estdo envolvidas em muitas reagdes que catalisam o
metabolismo de drogas, sintese de colesterol, esterdides e outros lipideos (Berka et al.,
2011). As isoformas do P450 foram determinados em astrécitos humanos e de ratos e foram
consideradas funcionalmente ativas (Malaplate et al., 2004). O citocromo P450 esta envolvido
em varias fungdes do cérebro, tais como a sintese de neuroesterdides, o metabolismo do acido
araquidonico (AA) ou o metabolismo de xenobidticos e especialmente de substancias
psicoativas (Kapitulnik e Strobel, 1999). Deste modo, acredita-se que o citocromo P450
expressos nos astrocitos desempenham um papel no metabolismo do cérebro ¢ na
neuroprotecdo (Malaplate et al., 2004).

O gene ndufa7 codifica uma subunidade do Complexo I (CI) que ¢ o primeiro
complexo do sistema de fosforilacdo oxidativa mitocondrial que catalisa a transferéncia de
elétrons a partir da oxidacdo do NADH para a ubiquinona (Ugalde et al., 2004). Deficiéncias
no CI da cadeia respiratoria sdo causas frequentes de doencas mitocondriais e tém sido
associadas a doencas neurodegenerativas (Schapira e Orth, 2001). A inibicao parcial do CI em
terminais nervosos mostrou-se ser suficiente para as mitocondrias in sifu gerarem mais

espécies reativas de oxigénio (ROS) (Tretter et al., 2004), sendo que varios estudos tém
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demonstrado que o estresse oxidativo ¢ uma importante evidéncia envolvida na patogénese da
doencas neurodegenerativas (Schapira, 1999; Giasson et al., 2002). Assim, a inibicdo do CI
mostrou afetar a cadeia transportadora de elétrons, resultando a geracdo de ROS
inerentemente superior em neurdnios dopaminérgicos e que, ao longo do tempo, podem levar
ao estresse oxidativo e ao déficit de ATP, acabando por resultar em morte celular (Tretter et
al., 2004).

O principal antioxidante celular glutationa (GSH) ¢ uma linha de defesa importante
contra o estresse oxidativo, ¢ a sua deficiéncia pode lesionar o cérebro (Mizui et
al., 1992; Bobyn et al., 2002). A sintese de GSH ¢ limitada pela disponibilidade da cisteina, o
qual é facilmente oxidada em cistina no meio extracelular do cérebro (Miura et al., 1992). O
transportador cistina-glutamato, denominado Xc(-), medeia a entrada de cistina em troca de
glutamato intracelular em células de mamiferos e ¢ composto de uma subunidade de cadeia
leve (xCT, codificada pelo gene Slc7all) (Mastroberardino et al., 1998). A expressdo basal
da subunidade xCT ¢ mais elevada na barreira hematoencefalica e no fluido cerebroespinal
(CSF), sugerindo um papel de tamponamento redox no plasma e CSF (Sato et al., 2002),
sendo que este também ¢ expresso em neurdnios e astrocitos do cortex cerebral (Melendez et
al., 2005; Burdo et al., 2006). Estudos in vitro tétm mostrado que a atividade Xc(-) pode
existir em astrocitos maduros e neuronios imaturos (Murphy et al., 1990; Schubert e Piasecki,
2001; Lewerez et al., 2003). Os resultados de Shin et al. (2006) indicaram que xCT pode
fornecer neuroprotecdo, aumentando a exportagdo glutationa a partir de células ndo neuronais,
tais como astrocitos. Assim, podemos sugerir que o aumento da expressdo do gene ndufa7 e
slc7all identificado no RNAseq pode estar associado com a tentativa da regulacdo da
producdo de ROS e controle do estresse oxidativo.

Coletivamente, de acordo com os papéis biologicos associados a expressdo dos genes
Afapl, Cab39, Col4a5, Cyp26bl, Ndufa7 e Slc7all sugere um papel neuroprotetor da
resposta modulada pelos astrocitos frente ao tratamento com acidos graxos.

O tratamento com palmitato apresentou o aumento da expressdo de um numero
relativo de genes em relacdo ao controle que ndo foram observados no tratamento com
estereato e diferente da resposta ao LPS tais como os genes F2r (Coagulation factor II
(thrombin) receptor), Fam168b (Family with sequence similarity 168, member b) e Rgma
(Repulsive guidance molecule a). Estes genes estdo respectivamente relacionados a processos
inflamatorios (Huang e Karpatkin, 2000; Niessen ef al, 2008), regulagdo da apoptose
(Matsunaga et al, 2004) e modulacio do crescimento axonal neuronal (Mishra e

Heese, 2011).
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Diferentemente dos outros resultados apresentados, o gene Hspa8 (Heat shock 70kDa
protein 8) apresentou reducdo nos tratamentos com acido graxo em comparagdo ao LPS. Este
gene codifica a proteina de choque térmico 70 (Hsp70) que possui fungdes que podem estar
associadas ao cancer, doengas neurogenerativas e diabetes (Mayer e Bukau, 2005; Bruce et
al., 2003). A Hsp70 apresenta agdo moduladora sobre a resposta imunologica (Johnson &
Fleshner, 2006) em doengas cronicas como o diabetes, a obesidade e a resisténcia insulinica
(Chung et al., 2008; Rodrigues-Krause e Krausse., 2012). A diminuicdo da expressdo de
Hsp70 parece ser um fator primario que leva ao desenvolvimento de diabetes tipo 2 (Bruce et
al., 2003). Portanto, a diminui¢do da expressdo de Hsp70 nos nossos resultados aponta
diretamente uma resposta do astrocito no envolvimento com a patogénese da inflamacgéo e
diabete, estando, nesse caso, contribuindo com as doengas.

Frente ao conjunto de respostas celulares analisadas nesse trabalho podemos dizer que
os astrocitos hipotaldmicos ndo permanecem inertes ao excesso de acidos graxos em seu
microambiente, respondendo com aumento de atividade que, aparentemente, apesar de
envolvida, por um lado, com as vias inflamatérias e morte celular, por outro lado, parece ter
papel de controlar a nocividade das substancias inflamatorias, promovendo, portanto,
neuroprote¢do. Apesar disso, novas etapas de investigacdo ainda serdo realizadas: 1) analisar
o conjunto de metabolitos presentes no meio condicionado e 2) melhor caracterizar a
expressdo diferencial dos genes frente ao tratamento com dacidos graxos, através do
sequenciamento de RNA num momento mais precoce do tratamento (entre 12-24 horas)
respeitando a meia-vida do RNAm. Assim, a continuidade da pesquisa nos levara a melhor
compreensdo tanto de nossos resultados atuais como dos mecanismos neuroprotetores e
interacdo neurdnio-glia no hipotalamo frente a ingestdo de dietas com alto teor de gordura que
culminam com a inflama¢do hipotalamica e, consequente, com o descontrole do balango

fome/saciedade/gasto energético, causando a obesidade.
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6. CONCLUSOES
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A padronizacdo das culturas primarias de neuronios hipotaldmicos em nosso
laboratorio obteve sucesso com a utilizagdo do protocolo realizado na UFRJ, porém,
as melhores idades gestacionais para os embrides foram E12-E14.

O tratamento com o meio condicionado de astrocitos interferiu na plasticidade
sinaptica in vitro através da redugdo da densidade sinaptica total, especialmente
afetando as sinapses excitatorias.

O ntimero de neurdnios foi semelhante entre os tratamentos, porém, com a presenca de
um menor numero de nucleos picnoticos com o tratamento de acidos graxos,
indicando, possivel agdo neuroprotetora dos astrocitos.

O perfil de express@o de citocinas aponta agdo pro-inflamatéria e, a0 mesmo tempo,
anti-inflamatoria dos astrocitos tratados com acidos graxos. Mostrando uma tentativa
de controle do equilibrio de citocinas no microambiente celular.

O tratamento com estereato e palmitato mostrou aumentar a atividade génica e induzir
a resposta inflamatoria, porém de menor intensidade em relagdo ao LPS. Alguns genes
relacionados com neuroprote¢do também foram mais expressos por astrocitos tratados
com acido graxo.

O conjunto dos resultados sugere um papel ativo dos astrécitos frente a inflamagao
induzida pelo excesso de acidos graxos participando da modulagdo da resposta

inflamatoria, aparentemente, com efeitos neuroprotetores.
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