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AVALIAGAO DO PAPEL DO PALMITATO NA MODULAGAO DE AUTOFAGIA
HIPOTALAMICA EM ANIMAIS SUBMETIDOS A CIRURGIA DE ESTEREOTAXIA E AO
TRATAMENTO EX VIVO.

Beatriz Piatezzi Siqueira*, Andressa Reginato, Josiane Miyamoto, Marciane Milanski.

Laboratério de Disturbios do Metabolismo, Faculdade de Ciéncias Aplicadas, Universidade Estadual de Campinas, Sao Paulo.

Resumo:

O acumulo metabdlico de acidos graxos promove a lipotoxicidade, nociva para a regido hipotalamica. O aumento
nos niveis circulantes de palmitato no hipotalamo pode atuar em diversas vias, como por exemplo, 0 metabolismo
das ceramidas que por sua vez podem contribuir para inflamacao e resisténcia a insulina. O uso da miriocina, droga
inibitéria da sintese de de novo ceramida parece atenuar os efeitos nocivos provocados pelas ceramidas. A
autofagia € um sistema de degradacéao lisossomal que contribui para a homeostasia celular, degradando proteinas
agregadas, organelas senescentes, por exemplo. Alteragdes no processo autofagico parecem interferir no controle
da homeostasia energética executada pelo hipotalamo, contribuindo para a progressao da obesidade. Diante o
exposto, o objetivo do projeto foi avaliar o papel do palmitato e a inibicdo da sintese de ceramidas na autofagia
hipotalamica. Para tanto, utilizamos um modelo experimental para a cirurgia estereotaxica e posterior tratamento
intracerebroventricular (icv) agudo com palmitato e miriocina. Os resultados mostraram que o tratamento icv com o
palmitato foi capaz de reduzir a ingestdo alimentar dos animais, ativar citocinas inflamatdrias no hipotalamo e
aumentar o conteudo de LAMP1 e Rab7, marcadores relacionados a fusao do autofagossomo com o lisossomo. No
entanto, a miriocina parece parece atenuar os efeitos do palmitato, revertendo o efeito inflamatério e a inducao de
marcadores autofagicos. Como conclusao acreditamos que a miriocina seja capaz de restaurar os efeitos do
palmitato na modulacdo de genes autofagicos envolvidos na indugdo de autofagia, portanto, indicando que o
metabolismo de ceramidas pode influenciar na modulagéo de autofagia celular em nosso modelo.
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A obesidade é uma doenca crénica caracterizada pelo acumulo excessivo de tecido adiposo corporal considerada,
nos ultimos anos, um grave problema de saude publica'. O balango energético positivo resultante da ingestao de
alimentos de alta densidade caldrica aliados a redugao do gasto energético em decorréncia do menor esforco fisico
nas atividades cotidianas, contribuem para o surgimento e progressdo da obesidade®. Esse controle da
homeostasia energética é realizado principalmente pelo hipotalamo. Porém, em decorréncia da alta ingestdo de
acidos graxos saturados, especialmente os de cadeia longa, os individuos obesos apresentam importantes
alteragbes no controle hipotalamico da homeostasia energética®. Em conjunto ao quadro de obesidade, o tecido
adiposo chega ao seu limite maximo, e os acidos graxos sao conduzidos para tecidos ectépicos, sofrendo uma
série de reacdes oxidativas. Este quadro nocivo denomina-se lipotoxicidade*. A area hipotalamica pode ser
prejudicada por este evento e, acidos graxos saturados, como o palmitato (PA) sdo capazes de atingir a regido
central®. No hipotalamo, o PA induz uma cascata de sinalizag&o das vias inflamatorias, provoca resisténcia neuronal
a hormonios periféricos, interage com receptores da imunidade inata e atua no metabolismo de esfingolipidios®”#°.
Da classe dos esfingolipidios, existem as ceramidas, classificadas como um grupo de lipidios bioativos™.
Acredita-se também que o metabolismo de ceramidas bem como ativacdo de vias inflamatdrias possam estar
envolvidos na desregulagdo de diversas vias de sinalizagéo intracelular'"'?. Dados em literatura mostram que o uso
da miriocina, droga inibitéria da sintese de de novo ceramidas que acontece através do bloqueio da acgao
enzimatica da Serina Palmitoil Transferase (SPT), enzima catalisadora da transformagéo de ceramidas através da
molécula de palmitoil-CoA, foi suficiente para atenuar a sinalizagao inflamatéria, melhorar parametros bioquimicos,
além de estimular a perda de peso independente da ingestdo energética em roedores™. A autofagia € um sistema
de degradacgéao lisossomal que contribui para a homeostasia celular, removendo proteinas agregadas, organelas
senescentes, por exemplo e esta envolvida as alteragdes hipotaldmicas nos modelos de obesidade' ™. Alteragtes
no processo autofagico parecem interferir no controle da homeostasia energética executada pelo hipotalamo'®.



Este trabalho teve como objetivo avaliar o papel do palmitato e a inibicdo da sintese de ceramidas na autofagia
hipotalamica.

Os animais foram submetidos a canulagao de ventriculo lateral através de cirurgia estereotaxica. Apés o periodo de
recuperagdo do implante, foram utilizados em procedimentos experimentais com tratamento via
intracerebroventricular (icv) com palmitato e/ou miriocina. Os animais foram tratados de 7-9 dias, divididos nos
seguintes grupos: controle (CT); controle miriocina (CT + MIR); palmitato controle (PA) (180 uM) e palmitato +
miriocina (PA MIR) (300 nM). Todos receberam 2ulL/cada reagente.

Resultados e Discussao
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Figura 1. Ingestdo alimentar (g) de camundongos tratados com veiculo; veiculo (CT) + miriocina (CT MIR); palmitato
(PA) (180 uM); palmitato + miriocina (PA MIR) (300 nM) durante 7-9 dias. Os valores sdo mostrados como média e erro
padrdo da média. *P <0,05. n = 4 - 6 animais/grupo.
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Figura 2. Ganho de peso (g) em camundongos tratados com veiculo (CT); veiculo + miriocina (CT+MIR); palmitato (PA)
(180 uM); palmitato + miriocina (PA+MIR) (300 nM) durante 7-9 dias. Os valores sdo mostrados como média e erro
padrao da média. *P <0,05. n = 4 - 6 animais/grupo.
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Figura 3. Expressdo do conteudo transcrito de RNA de POMC, NPY e AgRP respectivamente, por RT-qPCR no

hipotalamo de camundongos tratados com veiculo (CT); veiculo + miriocina (CT MIR); palmitato (PA) (180 uM); palmitato
+ miriocina (PA MIR) (300 nM) durante 7-9 dias. *P <0,05. n = 4 - 6 animais/grupo.
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Figura 4. Expressao do conteudo transcrito de RNA de TNF-a, IL-1B, IL-10, NF-kB respectivamente, por RT-qPCR no
hipotalamo de camundongos tratados com veiculo (CT); veiculo + miriocina (CT MIR); palmitato (PA) (180 uM); palmitato
+ miriocina (PA MIR) (300 nM) durante 7-9 dias. *P <0,05. n = 4 - 6 animais/grupo.
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Figura 5. Expressédo do conteudo transcrito de RNA de LAMP-1, Rab7 e MAPLC3 respectivamente, por RT-qPCR no
hipotalamo de camundongos tratados com veiculo (CT); veiculo + miriocina (CT MIR); palmitato (PA) (180 uM); palmitato
+ miriocina (PA MIR) (300 nM) durante 7-9 dias. *P <0,05. n = 4 - 6 animais/grupo.

O tratamento com palmitato (PA) foi capaz de diminuir a ingestdo alimentar quando comparado ao seu controle
(CT). E, como consequéncia da ingestao alimentar, o palmitato (PA) assim como a miriocina (CT MIR) foram
capazes de reduzir a massa corporal apds o periodo de tratamento comparado ao valor de massa corpérea basal.
Em relagdo ao conteudo transcrito de marcadores inflamatérios, encontramos que o uso da miriocina, inibidor da
sintese de ceramidas, foi capaz de reverter o papel pro-inflamatério do acido graxo palmitato, reduzindo a
expressao de citocinas inflamatdrias no hipotalamo, como TNF-q, IL-1B e a expressao de NF-kB. Ademais, quanto
a maquinaria autofagica, o PA é capaz de aumentar o conteudo de LAMP1 e Rab7, marcadores relacionados a
fusdao do autofagossomo com o lisossomo. Interessante, o tratamento com PA combinado ao uso de miriocina (PA
MIR) foi capaz de atenuar a indugdo na expressao desses genes. Em conjunto, nossos resultados mostram que o
tratamento com miriocina parece ser eficaz para a redugdao de marcadores proé-inflamatérios e parece influenciar na

modulagdo de genes da maquinaria autofagica. Ademais, o palmitato parece modular da autofagia hipotalémica,
aumentando-a.



Conclui-se que palmitato parece induzir ao aumento na autofagia hipotaldmica. Em contrapartida, o tratamento com
miriocina parece ser eficaz para a reducao de marcadores pro-inflamatorios e parece influenciar na modulagao de
genes da maquinaria autofagica. No entanto, por influenciar na ingestdo alimentar mesmo em animais controle,
acreditamos que seja necessario investigar novas doses e tempos de tratamento de miriocina para a confirmagao
dos nossos achados referentes a modulagao de autofagia.
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