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Resumen

La autofagia es un proceso homeostatico fundamental para degradar y reciclar los
componentes celulares. Este proceso tiene un rol critico, ya que su desregulacion
contribuye al desarrollo de diversas enfermedades y, entre ellas, la obesidad. Estudios
previos in vitro e in vivo muestran que la inhibicion de la autofagia en neuronas
hipotaldmicas promueve ademas de alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad,
disminucién de la sefializacidon de insulina y de los niveles transcripcionales de Pomc
(pro-opiomelanocortina) en el hipotadlamo. Ademas, hemos observado que en ratones
alimentados crénicamente con una dieta alta en grasa y en cultivos de neuronas
hipotalamicas expuestos a dcido palmitico, el flujo autofagico se encuentra bloqueado y
la sensibilidad a insulina se encuentra disminuida. Estos hallazgos muestran evidencia
de que la autofagia en las neuronas hipotaldmicas cumpliria un rol importante para

mantener el balance energético.

Siendo el acido palmitico y el acido estedrico, dos de los acidos grasos saturados que
aumentan de forma significativa en el cerebro de ratones alimentados con una dieta alta
en grasas, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar en la linea celular de neuronas
hipotalamicas de ratdn N43/5 si los acidos grasos saturados, palmitico (C 16:0) y
estedrico (C 18:0), tienen efectos similares en la autofagia y en funciones caracteristicas
de neuronas hipotalamicas tales como la sefializaciéon de insulina y transcripcién del
péptido anorexigénico Pomc. Los resultados indicaron que ambos acidos grasos
saturados inhiben el flujo autofagico y disminuyen la sensibilidad a insulina en la linea
celular N43/5. Ademas, el tratamiento con acido palmitico, pero no con el acido

estedrico, disminuyd los niveles de mRNA de Pomc.

En conclusidon, los dacidos grasos saturados inhiben la autofagia y disminuyen la
sefializacion de insulina en las células N43/5. Ademas, la inhibicion de la autofagia a
través del silenciamiento de Atg7y Becnl también disminuyd la sensibilidad a la insulina,
lo cual sugiere que el proceso de autofagia es necesario para que la via de sefalizacion
de insulina hipotaldmica ocurra de manera adecuada. Por lo tanto, el efecto de los

acidos grasos en la seializacidn de la insulina podria ser a través de la inhibicidn del flujo
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autofagico. Por ultimo, el dcido palmitico y el dcido estedrico tienen efectos distintos en
la regulacién de Pomc. En este punto, sin embargo, son necesarios mas estudios para
comprender los distintos mecanismos moleculares que justificarian esta diferencia en la

regulacion de Pomc.

Palabras clave: autofagia, obesidad, pro-opiomelanocortina (Pomc), insulina, dcido

palmitico, dcido estedrico.
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1. Introduccion

1.1. La dieta alta en grasas incrementa los niveles de acidos grasos saturados
en el cerebro.

La obesidad es una enfermedad crénica que se caracteriza por la acumulacion excesiva
o anormal de triglicéridos en el tejido adiposo cuando la ingesta excede el gasto
energético. Por definicién las personas obesas son las que tienen un indice de masa
corporal (IMC) igual o superior a 30 kg/m? (1). La obesidad es la mayor causante de
resistencia a insulina y es un factor de riesgo para el desarrollo de diabetes de tipo 2,
enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer (2). La prevalencia de esta
enfermedad casi se ha triplicado entre 1975 y 2016, llegando, en 2016, a mas de 650
millones de adultos obesos y, por lo menos 2.8 millones de personas a nivel mundial
mueren cada afio por causa del sobrepeso u obesidad (1). También en Per la incidencia
de obesidad ha ido aumentando y en el 2017, el 21,0 % de personas mayores de 15 afios

presentaron obesidad (3).

Uno de los principales factores que han incrementado las tasas de obesidad en las
Ultimas décadas es el consumo de dietas altas en grasa y ricas en acidos grasos saturados
(4,5). En personas obesas se observa un incremento significativo de estos acidos grasos
en el plasma (6) y estudios en ratones indican que estos se acumulan en el cerebro
después de una dieta alta en grasas (HFD) (7-10). Especificamente, el dcido palmitico
(PA, C16:0) y el acido estearico (SA, C18:0) son los acidos mas frecuentes en los
fosfolipidos de las membranas celulares y son los dos acidos grasos saturados que se
encuentran en mayor concentracion en el cerebro (10). Ademas, estudios previos de
nuestro y otros laboratorios han demostrado que PA y SA incrementan
significativamente en el cerebro, y especificamente en el hipotalamo, de roedores
macho después del consumo de una dieta alta en grasas, mientras que permanecen sin
cambio en las hembras alimentadas con la misma dieta (10-12). Este incremento de
acidos grasos saturados en el hipotalamo podria causar alteraciones en el sistema de

regulacién de la ingesta y por lo tanto estar asociada al desarrollo de la obesidad.



1.2. Las dietas altas en grasas afectan la cascada de sefializacién de insulina y los
niveles de mRNA de Pomc en el hipotalamo.

El hipotdlamo es la principal area del sistema nervioso central que se encarga de la
regulacion del balance energético, de la ingesta de alimentos, de la sensibilidad
periférica a la insulina y de la homeostasis de la glucosa (13). En el hipotalamo
mediobasal se encuentra el nucleo arcuato y, dentro de este nucleo, dos poblaciones de
neuronas de primer orden se encargan de integrar las sefiales hormonales vy
nutricionales de la periferia para generar respuestas que mantengan el balance
energético. Las neuronas del péptido relacionado al Agouti (AgRP) constituyen el nodo
orexigénico y liberan AgRP para promover la ingesta de alimentos; mientras que las
neuronas de pro-opiomelanocortina (POMC) constituyen el nodo anorexigénico y
expresan el gen Pomc el cual es el precursor de multiples péptidos bioactivos; entre
ellos, la hormona estimulante de melanocito-a (a-MSH), la cual inhibe la ingesta de
alimentos y aumenta el gasto energético (14,15). La insulina actla de manera especifica
en ambos grupos neuronales para modular la homeostasis energética y la produccién y
utilizacidn de glucosa en los érganos periféricos. Esta accidn se da a través de la unién
de la insulina a sus receptores en las neuronas POMC y AgRP, activando varias vias de
sefializacion, entre estas, la via de sefializacion de fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K), que
rio abajo regula eventos transcripcionales que incrementan la expresion del gen Pomcy

disminuyen la de Agrp con la finalidad de aumentar el tono anorexigénico (14).

Se ha determinado que el consumo de dietas altas en grasas (HFD) reduce la capacidad
de la insulina para desencadenar esta cascada de sefializacion rio abajo. En ratas
alimentadas con HFD se observd que la administracidn intraventricular de insulina no
generaba el efecto de reduccion de la ingesta de alimentos y este evento estaba
asociado a una disminucion en la fosforilacion de AKT en el hipotalamo frente al
estimulo de insulina (16—18). Ademas, estudios previos indican que el tratamiento in
vitro, en lineas celulares hipotaldmicas, e in vivo en ratones inyectados

intracerebralmente con acido palmitico promueve resistencia a la insulina (11,19). Si



este efecto es especifico del acido palmitico o es un efecto caracteristico de los acidos

grasos saturados, aln no se sabe.

Las neuronas POMC tienen un rol importante promoviendo el gasto energético vy
previniendo la deposicién excesiva de tejido adiposo. En estudios en roedores con
obesidad inducida por consumo de HFD, se observd la disminucion de los niveles de
mMRNA de Pomc (20,21) y del nimero de neuronas inmunoreactivas para a-MSH (22)
respecto a los ratones alimentados con la dieta control. Esta disminucién de a-MSH y de
los niveles de mRNA de Pomc en respuesta a una HFD podria ser responsable del

aumento de la ingesta, resultando en obesidad (20,22).

Por lo tanto, lo descrito anteriormente evidencia que las HFD podrian promover la
obesidad no solo por el exceso de calorias, sino también por los cambios que producen
en los mecanismos neuronales que controlan la homeostasis energética de todo el
cuerpo. En este contexto, resulta relevante estudiar in vitro, el efecto de los acidos
grasos saturados en las funciones caracteristicas de las neuronas hipotaldmicas tales

como la respuesta a insulina y la transcripcién de Pomc.

1.3. Las dietas altas en grasas (HFD) alteran el proceso de autofagia hipotaldmica.

La macroautofagia (referido como “autofagia” mas adelante) es un proceso
homeostatico presente en todas las células eucariotas, fundamental para degradar y
reciclar los componentes celulares. Para que este proceso ocurra son necesarias varias
proteinas ATG (“autophagy-related”), como ATG3, ATG5, ATG7, ATG10 y ATG12, que
regulan etapas de formacidn (iniciacién, nucleacion, elongacion) y cierre de la nueva
vesicula autofagica. Cuando la autofagia se induce (iniciacién), el complejo ULK1 (unc-
51 like autophagy activating kinase 1), ATG9 (autophagy-related protein 9) y el complejo
BECLIN-1 PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) son necesarios para formar la estructura
precursora de la membrana autofagosomal (23), la cual continta su elongacién para
encerrar los componentes citoplasmaticos que tienen que ser degradados (24).

Finalmente, la membrana se cierra y forma el autofagosoma, el cual se fusiona con el



lisosoma para formar el autolisosoma, donde el contenido es degradado por las enzimas
lisosomales y las nuevas macromoléculas generadas son recicladas en el citoplasma (25).
Todo este proceso se define como flujo autofagico, término que comprende los eventos

celulares desde la formacion del autofagosoma hasta su degradacién lisosomal (26).

Existen dos términos para referirse a las alteraciones de la autofagia: inhibicion de la
autofagia y bloqueo del flujo autofdgico. La inhibicién de la autofagia ocurre tras una
alteracion en las etapas tempranas que impide la formacién de autofagosomas. Por otro
lado, el bloqueo del flujo autofagico ocurre en etapas posteriores a la formacién de los
autofagosomas; por ejemplo, cuando el contenido no puede ser degradado debido a
que las enzimas lisosomales pierden su actividad hidrolitica o no hay fusién entre el

autofagosomay el lisosoma (27).

El flujo autofagico puede ser evaluado a través de la conversion de LC3l a LC3Il y/o
cuantificando los niveles de p62. Cuando la autofagia se encuentra en niveles basales, la
mayor parte de LC3 (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) se encuentra
soluble en el citoplasma en la forma LC3lI. Si la autofagia es inducida y el flujo autofagico
va avanzando, una fraccion de LC3l pasa a la forma lipidica LC3Il a través de la
conjugacién con fosfatidiletanolamina y se une a la membrana autofagosmal. Por lo
tanto, el aumento de la conversion de LC3l a LC3Il es un indicador de formacion de
vesiculas autofdgicas. Sin embargo, si el flujo autofagico es interrumpido, por ejemplo,
en un escenario donde ocurre un bloqueo de la fusidn del autofagosoma con el lisosoma,
los niveles de LC3Il también estaran aumentados debido a la acumulacidén de vesiculas
autofdgicas incapaces de degradar el cargo. Para determinar si el aumento de vesiculas
autofagicas se debe a la induccidn de la autofagia o a un bloqueo del flujo autofagico, se
analiza un segundo marcador: p62 (también conocido como sequestosomel —SQSTM1-
), el cual es una proteina adaptadora que interactia con LC3ll y que se encarga de
reclutar el cargo citoplasmatico (28). p62 se degrada especificamente por autofagia (27),
por lo tanto, la induccidn de autofagia se refleja por una degradacién de p62, mientras

que el blogueo del flujo autofagico es reflejado por la acumulacién de la misma proteina.
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En roedores, la dieta alta en grasas causa una disfuncién hipotalamica que incluye la
disminucion de la autofagia y/o la inhibicidn del flujo autofagico (29,30). Estos datos
sugieren que la obesidad y el aumento de acidos grasos saturados en el cerebro estan
asociados al dafio hipotaldmico en el cual la autofagia podria cumplir un rol importante
(31). Los eventos que llevan a la disfuncion autofagica en el hipotdlamo no han sido

todavia dilucidados.

En humanos obesos y en ratones con obesidad inducida por una dieta alta en grasa se
han reportado alteraciones en la autofagia (disminuida o aumentada dependiendo del
tejido en estudio) en drganos metabdlicamente activos como el higado, musculo
esquelético y tejido adiposo (32). Experimentos en roedores alimentados créonicamente
con una dieta alta en grasa indican que la autofagia se encuentra alterada en el
hipotalamo (8,29): los estudios de los equipos de Portovedo e Ignacio-Souza, indican
que la autofagia se encuentra disminuida (29,33), mientras que estudios previos de
nuestro laboratorio (Laboratorio de Autofagia y Metabolismo-UC) sugieren que el flujo
autofagico seria bloqueado después de alimentacién crénica con una dieta alta en
grasas. Ademads, Thaler y colaboradores mostraron que después de una alimentacién
crénica con una dieta alta en grasas, el nimero de vesiculas autofagicas se encontraba
aumentado especificamente en neuronas POMC (31). Esto indica un efecto especifico
de la dieta en este tipo neuronal, si este aumento de vesiculas autofagicas
(autofagosomas) es debido a un aumento o bloqueo del flujo autofagico todavia es

desconocido.

1.4. La autofagia es necesaria para la funcion fisiologica de las neuronas
hipotalamicas en el control del balance energético.

Estudios en ratones knock-down para el gen esencial de autofagia Atg7 en el hipotalamo
medio basal (30) y knock-out para el mismo gen en neuronas POMC, indican que la
inhibicién de la autofagia esta asociada al desarrollo de la obesidad debido al aumento
de la ingesta de alimentos y a la disminucion de la lipolisis. Ademas estos animales

presentan menor tolerancia a la glucosa y un aumento en los niveles plasmaticos de
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insulina (23,34,35). Los efectos de disminucién en la tolerancia a la glucosa y aumento
de los niveles de insulina en el plasma podrian ser secundarios al aumento de peso de
los animales y, aun no se ha descrito si la inhibicion de la autofagia en neuronas
hipotaldmicas podria alterar de forma directa la via de sefializacién de insulina

hipotalamica.

Por otro lado, en un estudio en ratones sometidos a HFD, el knock-out del gen Atg12 en
neuronas POMC ocasiond la reduccién de los niveles de mRNA de Pomc asociado al
aumento de la ingesta y a un incremento exacerbado del peso inducido por la dieta (36).
Estos resultados sugieren que la autofagia regula la expresion de Pomc vy, por ende, la
funcién anorexigénica de las neuronas, lo cual podria explicar los efectos observados

después del knock-out de los genes esenciales de autofagia.

Finalmente, resultados previos de nuestro laboratorio muestran que ratones macho
alimentados con una dieta alta en grasas de forma crdénica presentan, ademas de
obesidad e intolerancia a la glucosa, cantidades elevadas de acido palmitico y acido
estedrico a nivel cerebral (9,10). Ademas, resultados de nuestro laboratorio indican que
en la linea celular de neuronas hipotaldmicas de ratén N43/5 (37) y en cultivo primario
de neuronas del hipotdlamo de ratones, el acido palmitico inhibe el flujo autofagico. De
forma interesante, estudios previos también indican que el tratamiento in vitro, en
distintos tipos celulares, e in vivo en ratones inyectados intracerebralmente con acido
palmitico promueve resistencia a la insulina (11,37,38). Si esta resistencia a la insulina
es debida a la inhibicion de la autofagia a nivel de las neuronas hipotalamicas y como
esto afecta los niveles de péptidos anorexigénicos hipotalamicos aun no esta descrito y

fue parte de este proyecto de tesis.

En conclusidn, este trabajo tuvo como objetivo evaluar si el dcido palmitico y estearico
tienen efectos similares en la autofagia y si estos afectan funciones importantes de las
neuronas hipotalamicas para mantener el balance energético y evitar el desarrollo de la
obesidad. Con respecto a este ultimo punto, como “read-out’ de la funcién neuronal se

evalud la respuesta a insulina y los niveles transcripcionales del péptido anorexigénico
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POMC en el modelo celular de neuronas hipotalamicas de raton N43/5. Por ultimo,
también se evalué el efecto de la inhibicion de la autofagia, mediante el silenciamiento
de genes esenciales de autofagia, en la via de sefalizacion de insulina y los niveles

transcripcionales de Pomc en la linea celular propuesta.

Cabe resaltar que algunos experimentos realizados para este proyecto de tesis también
fueron parte del articulo de cientifico: “Palmitic Acid Reduces the Autophagy Flux and
Insulin Sensitivity Through the Activation of the Free Fatty Acid Receptor 1 (FFAR1) in

the Hypothalamic Neuronal Cell Line N43/5” (37).
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2. Hipotesis

El dcido palmitico y el 4cido estedrico bloquean el flujo autofagico, reducen la respuesta
a insulina y los niveles transcripcionales de Pomc en la linea celular hipotaldmica de

ratéon N43/5.

3. Objetivo general

Evaluar el efecto del acido palmitico y el acido estedrico sobre el flujo autofagico, sobre
la respuesta a insulina y sobre los niveles transcripcionales de Pomc en la linea celular

hipotalamica de ratén N43/5.

4. Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto del acido palmitico y el 4cido estedrico sobre el flujo autofagico

en la linea celular hipotaldmica N43/5.

2. Evaluar el efecto del acido palmitico y el acido estearico sobre la fosforilacion de

AKT inducida por insulina en la linea celular hipotalamica N43/5.

3. Evaluar el efecto del acido palmitico y el acido estearico sobre los niveles

transcripcionales de Pomc en la linea celular hipotalamica N43/5.

4. Evaluar el efecto de la inhibicién de la autofagia, mediante el silenciamiento de
genes esenciales de autofagia, sobre la fosforilacion de AKT inducida por insulina
y sobre los niveles transcripcionales de Pomc en la linea celular hipotalamica

N43/5.
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5. Materiales y métodos

5.1. Cultivo celular

Los experimentos fueron realizados en la linea celular de ratén N43/5 (Cellutions
Biosystems, USA), la cual es considerada como un modelo de neuronas hipotaldmicas
POMC (39,40).

Las células N43/5 se mantuvieron a 372C con CO2 al 5%, en medio DMEM alto en glucosa
(4.5 g/1) (11995-040, Gibco, USA) suplementado con FBS (10437028, Gibco, USA) al 10%
y 100 U/ml penicilina estreptomicina (15140122, Gibco, USA).

5.2. Tratamientos Celulares

En todos los experimentos, el tratamiento con BSA (vehiculo) (152401, MP Biomedicals,
USA) fue usado como control. Las células fueron tratadas con 100 uM de acido palmitico
o estearico (Sigma-Aldrich, USA) conjugados con BSA. Estas concentraciones de acidos
grasos son similares a las encontradas en el cerebro de ratones obesos alimentados por
cuatro meses con dieta alta en grasas (7). El efecto de estos acidos grasos sobre la
autofagia se evalud después de 6 horas de tratamiento, tiempo al cual, segun datos
previos del laboratorio, el flujo autofagico esta significativamente reducido en células
tratadas con acido palmitico. Para evaluar si los acidos grasos tenian un efecto similar
sobre la autofagia a tiempos mas cortos, adicionalmente se realizaron experimentosa 1
hora de tratamiento. Las células fueron co-tratadas con el inhibidor clasico del flujo
autofagico Bafilomicina Al (BafAl, 100 nM) (B1793, Sigma-Aldrich, USA), o con su
vehiculo DMSO (BM-0660, Winkler, Chile).

Para evaluar el efecto sobre los niveles de Pomc las células fueron tratadas por 6 horas
con BSA y 4cido palmitico o estedrico (100 uM).

Por ultimo, para ver el efecto de los 4cidos grasos sobre la cascada de sefializacién de
insulina, las células fueron tratadas con BSA, acido palmitico o acido estedrico por 6

horasy después tratadas con insulina (1 nM) (10516, Sigma-Aldrich, USA) por 15 minutos.
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5.3. Evaluacion de la autofagia y flujo autofagico

La presencia de vesiculas autofagicas fue evaluada por inmunofluorescencia usando
anticuerpos para LC3. Con esta técnica también se evalud p62. Mediante Western Blot,

se evalué la conversion de LC3I a LC3Il y los niveles de p62.

Para determinar si el aumento de LC3Il y p62 se debe al aumento de la autofagiao a la
acumulacién de vesiculas autofagicas incapaces de degradar el cargo, se comparo el
efecto de los acidos grasos con el efecto de la Bafilomicina Al (Baf A1, 100 nM), un
inhibidor quimico de la bomba de protones (V-ATPasa), que es usado frecuentemente
para bloquear el flujo autofagico, evitando la acidificacion del lisosoma, lo cual impide
la degradacién del material intra-vesicular y ocasiona la acumulacién de vesiculas

autofagicas.

5.4. Western Blot

Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos y fueron mantenidas hasta alcanzar
un 80% de confluencia. Después de los tratamientos, las células se lisaron con tampdn
RIPA mas inhibidores de fosfatasas/proteasas (Merck Millipore, USA) y de cada muestra,
30-40 pg de proteinas desnaturalizadas se separaron en SDS-PAGE al 8%. Las proteinas
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se incubaron con 5% de BSA (BM-0150,
Winkler, Chile) -buffer tris salino- Tween 20 0.1% (TBS-T) para bloquear las uniones no
especificas de los anticuerpos a utilizar posteriormente. Las membranas se incubaron
con anticuerpos primarios durante toda la noche sobre un agitador a 42C. Al dia
siguiente, las membranas se lavaron en buffer tris salino con Tween 0.1% (TBS-T) y
fueron incubadas con anticuerpos secundarios durante 1 hora a temperatura ambiente.
Las proteinas se revelaron con el substrato quimioluminiscente Supersignal West Pico
(34580, Thermofisher, USA). La densitometria de las bandas fue cuantificada mediante

el programa Imagel (National Institute of Health, USA).

Para evaluar el flujo autofagico se usaron los anticuerpos primarios anti-LC3 I/Il (1:1000,

4108, Cell Signaling Technology, USA) y anti-p62 (1:3000, HO0008878-M01, Abnova,
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Taiwan). Debido a que la insulina activa la via fosfatidilinositol 3 kinasa (PI13K/Akt) en el
hipotdlamo y que los defectos en la transduccion de esta via estan implicados en la
resistencia a la insulina en la obesidad y diabetes (8, 26), se usaron los anticuerpos anti-
AKT (1:1000, 9272, Cell Signaling Technology, USA) y anti-pAKT (Ser473) (1:1000, 9271,
Cell Signaling Technology, USA) para evaluar la seializacién de insulina. Se evalué -
actina (1:10 000, A1978, Sigma-Aldrich, USA) como control de carga. Se usaron
anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa de rabano picante (Goat Anti-Mouse
IgG (H + L)-HRP Conjugate, 1706516; Goat Anti-Rabbit IgG (H + L)-HRP Conjugate,
1706515; Bio-Rad, USA).

Con respecto a los experimentos para evaluar el flujo autofagico, se calcularon los ratios
LC31I/(LC31+LC31l) y p62/actina. Estos datos fueron normalizados respecto al control
(BSA) a 1 h de tratamiento. Para evaluar la sefalizacidn de insulina, muestras iguales
fueron separadas y corridas en dos geles paralelos, uno para evaluar AKT y otro para p-
AKT. Los ratios p-AKT/AKT presentados en las graficas fueron calculados a partir de

AKT/actina y p-AKT/actina. Estos datos fueron normalizados respecto al control (BSA).

5.5. PCR en tiempo real (qPCR)

El RNA fue extraido del cultivo celular N43/5, usando el kit E.Z.N.A total RNA (Omega
bio-tek, USA). El cDNA fue sintetizado usando el kit iScriptTM cDNA (Bio-Rad, USA) a
partir de 1 ug de RNA. Las reacciones de PCR cuantitativo fueron conducidas por Step
One System Real Time PCR (Applied Biosystems, USA) para evaluar los niveles relativos
de Pomc. Hprt fue usado como housekeeping. Para los analisis de cuantificacion relativa

se utilizo el método AACT.

El “forward primer” usado para el gen Hprt fue AAGCCTAAGATGAGCGCAAG y el “reverse
primer” fue TTACTAGGCAGATGGCCACA. Mientras que para el gen Pomc, el “forward
primer” wusado fue CTGGAGACGCCCGTGTTTC vy el “reverse primer” fue
TGGACTCGGCTCTGGACTG.
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5.6. Inmunofluorescencia

Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos de vidrio puestos previamente en
placas de 24 pocillos, y fueron mantenidas hasta alcanzar un 80% de confluencia. Luego
de los tratamientos con BSA y acidos grasos, las células fueron fijadas con metanol
durante 10 min., bloqueadas con 3 % BSA, PBS durante 1 hora y luego incubadas toda la
noche a 4°C con anticuerpos primarios para LC3 I/Il (1:250; Cell Signaling Technology,
USA) y p62 (1:300; Abnova, Taiwan). Al dia siguiente, las células fueron incubadas con
los respectivos anticuerpos secundarios conjugados con fluoréforo (1:300; Alexa Fluor,
Life Technologies) durante 1h a temperatura ambiente. Las imagenes fueron tomadas

en el microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse Ti, Japén).

En la célula, LC3 | tiene un patrén difuso en el citosol y cuando la autofagia es activada,
LC3 | pasa a la forma LC3 Il, la cual se une a la membrana de los autofagosomas y se
acumula en estas vesiculas autofagicas. Como consecuencia, LC3 Il se caracteriza por
presentar un patrén punteado o estructuras redondas también llamadas “dots” (27).
Con respecto a p62, la inhibicidon de la autofagia esta correlacionada con la acumulacién
de p62 en la célula, lo cual se evidencia por la formacién de agregados o “dots” de esta
proteina (27). El nimero de dots de LC3 Il o p62 por célula fue obtenido calculando el
promedio de los dots de al menos 100 células por cada experimento. El promedio de
cada tratamiento fue normalizado respecto al control (BSA). La cuantificacidn de dots se

realizé con el programa Confocal Uniovi Image J (NIH, USA).

5.7. Silenciamiento de genes

La importancia de la autofagia para el control hipotaldmico del balance energético ha
sido establecida usualmente en roedores Knockout y knockdown para el gen esencial de
autofagia Atg7 en el hipotdlamo mediobasal (30) y neuronas POMC (34,35,41). La
inhibicién de la autofagia en estos ratones promueve significativamente el aumento de
peso debido a un aumento en la ingesta de alimentos, acompafiado de desérdenes
metabdlicos como intolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia (30,34,41). Debido a lo

observado in vivo, se decidid realizar el silenciamiento del gen Atg7 y adicionalmente se
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silencié un segundo gen esencial de autofagia, Becnl1, con el fin de corroborar que los
efectos de la inhibicion de la autofagia no son especificos del gen que se esta

silenciando, y que son debidos a la inhibicidn del proceso autofagico.

ATG7 o BECLIN-1 (Becnl) fueron silenciados usando siRNAs especificos contra las
proteinas de interés  (SASI_MmO01 00044616 y  SASI_MmO01_00048143,
respectivamente; Sigma-Aldrich, USA). La transfeccidn se realizé usando Lipofectamina
RNAiMax (Invitrogen, USA) siguiendo las instrucciones de manufactura. Como control
negativo las células fueron tratadas solo con Lipofectamina RNAiMax. 48 hrs luego de la
transfeccion las células fueron estimuladas con insulina o colectadas segln corresponda.
La eficiencia del silenciamiento fue evaluada por medio de la cuantificaciéon de la

proteina de interés por WB y/o por RT-gPCR.

5.8. Analisis Estadistico

Los graficos de los resultados obtenidos se muestran con la media £ SEM a partir de al
menos tres experimentos independientes. En algunos casos se realizaron mas
experimentos para reducir la varianza de los datos. Los andlisis estadisticos fueron
hechos con Microsoft Office Excel 2016 y el software GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc., USA), empleando ANOVA de dos vias y t de Student o las pruebas
equivalentes para datos no paramétricos. Un valor de P<0.05 fue considerado
estadisticamente significativo. Se usé el test de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad

de los datos.
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6. Resultados

6.1. El acido palmitico y el acido estedrico inhiben el flujo autofagicoaly6
horas de tratamiento en linea celular N43/5.

Para evaluar si el acido palmitico y el estedrico afectan la autofagia basal en la linea
celular hipotalamica N43/5, las células fueron tratadas con BSA (vehiculo), acido
palmitico (100 uM) y acido estearico (100 uM) en ausencia y presencia de Bafilomicina
A1l (BafAl, 100 nM) durante 1y 6 horas. Como muestra el western blot, en las células
con tratamientos durante 1 h, el d4cido palmitico y estedrico aumentan
significativamente los niveles de LC3 11/(LC3I+LC3Il) respecto al control (Figuras 1Ay B),
lo cual indica que hay un incremento en el nimero de vesiculas autofagicas. Con el
tratamiento con BafAl, un inhibidor del flujo que promueve la acumulacién de vesiculas
autofagicas, no se observa el efecto del aumento de los niveles de LC3 II/(LC31+LC3ll) y
de p62 cuando las células se exponen a este farmaco por 1 h (Figuras 1A y B). Con
respecto a los niveles de p62, no hay diferencias en la densidad de las bandas; no
obstante, en las células tratadas con acido palmitico y estedrico se observa la presencia
de una doble banda, lo que sugiere que estos acidos grasos saturados podrian estar
ocasionando una modificacion post-traduccional en p62 (Figura 1Ay C).

A las 6 horas de tratamiento, el acido palmitico y estedrico aumentan significativamente
los niveles de LC3 11/(LC3I+LC3II) y p62 con respecto al control (BSA 6 hrs). Estos niveles
no aumentaron mas en presencia de BafAl (BSA-BafAl vs PA-BafAl; BSA-BafAl vs SA-
BafAl; Figural), sugiriendo que el acido palmitico y el estedrico bloquean el flujo

autofagico.

Para corroborar estos resultados, mediante inmunofluorescencia se analizé el patrén de
vesiculas autofagicas caracterizadas por la formacién de agregados o dots de LC3 y p62.
Respecto al control (BSA), los tratamientos con acido palmitico y estearico aumentaron
el nimero y tamafio de los dots de LC3 y p62 a 1 y 6 horas de tratamiento (Figura 2;
Anexos figura 7). Ademads, en el ensayo con BafAl, el incremento de dots mediado por

la exposicidn a los dos acidos grasos no fue mayor respecto al tratamiento con BSA-
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BafAl (Figura 2; Anexos figura 7), confirmando que los dcidos grasos saturados estarian

inhibiendo en flujo autofagico.

De acuerdo a estos resultados el incremento de LC3 Il y p62, dado por la exposicion a

ambos dacidos grasos, se deberia a una acumulacién de vesiculas autofagicas incapaces

de degradar el cargo y no a una mayor sintesis de autofagosomas. Por lo tanto, se

sugiere que el acido palmitico y el dcido estearico inhiben el flujo autofagico a partir de

la primera hora de exposicién a dichos acidos grasos.
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(A) Western blots representativos del ratio LC3I respecto al total (LC31 +LC31l) y de los niveles de p62 en células
N43/5 tratadas durante 1 hy 6 hrs con BSA (vehiculo), dcido palmitico (100 pM), acido estearico (100 uM) en
presencia o ausencia de BafA1 (100 nM), con sus respectivas cuantificaciones (B, C). Los ratios LC3II/(LC3I+LC3Il) y
p62/BE-actina presentados en las graficas fueron calculados normalizando los ratios de los tratamientos respecto al
control (BSA) a 1 h de tratamiento. Los datos estan representados como la media + SEM. Se realiz6 ANOVA de dos

vias seguido del test de comparaciones multiples de Sidak. *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001. (B) n=3; (C) n=4.
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Figura 2.

(A, B) Imagenes representativas de células N43/5 tratadas durante 1 hy 6 hrs con BSA (vehiculo), dcido palmitico
(100 uM), acido estedrico (100 uM) en ausencia o presencia de BafA1 (100 nM), marcadas para LC3 (verde) y p62
(rojo). Nucleo marcado con DAPI (azul). Largo de la barra: 10 um. Cuantificacidon de dots de LC3 y p62 por célula,
frente al tratamiento con acido palmitico (C, D) y acido estedrico (E, F). Los datos estan representados como la

media + SEM. Se realizé6 ANOVA de dos vias seguido del test de comparaciones multiples de Sidak. *p < 0.05, **p

<0.01, ***p < 0.001, ****p<0.0001. n=3.
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6.2. El acido palmitico y el acido estearico reducen la sensibilidad a la
insulina a las 6 horas de tratamiento en la linea celular N43/5.

Para evaluar si el dcido palmitico y el estedrico reducen la sensibilidad a insulina, se
determiné la fosforilacion de AKT (p-AKT) en la linea celular N43/5 después de la
exposicion a estos acidos grasos saturados durante 6 horas. En los controles (BSA), la
exposicidn a insulina durante 15 minutos aumento significativamente la fosforilacion de
AKT respecto a los niveles basales, indicando que el modelo celular es sensible a insulina
(Figura 3). Por el contrario, el acido palmitico y el estearico no ocasionaron la misma

respuesta frente a la exposicion a insulina (Figura 3).

A B
BSA PA, Insulina
Insulina N + - + 2.5 _— x
1
p-AKT | e o = cokos |
< 154
B-actina | —— — e — — | 43 kDa =
§ 1.0
AKT | | sokpa =
0.5+
-acti 43 kD
B-actina | | a oo,

T
BSA PA

c D
BSA SA
Insulina
Insulina = + - + . 0
p-AKT I- e s s | 60 kDa 204
-
¥
B-actina [ s s s | 43 kDa < 157
¢
< 1.0
0.5+
B-actina |- S e s | 43 kDa 0.0 : I
BSA SA

25



Figura 3.

(A, C) Western blots representativos de los niveles de la fosforilacion de AKT (Ser473) en
células N43/5 tratadas durante 6 horas con BSA (vehiculo), acido palmitico (100 uM), acido
estedrico (100 uM) con o sin estimulacidn de insulina durante 15 min; con sus respectivas
cuantificaciones (B, D). Los ratios p-AKT/AKT presentados en las graficas fueron calculados
normalizando los ratios de los tratamientos respecto al control (BSA). Los datos estan
representados como la media + SEM. Se realiz6 ANOVA de dos vias seguido del test de

comparaciones multiples de Sidak. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001, ****p<0.0001. n=3.

6.3. El acido palmitico, pero no el estearico, disminuye los niveles
transcripcionales de Pomc en la linea celular N43/5.

Para elucidar si los acidos grasos saturados afectan la regulacion hipotaldmica del
balance energético, la aproximacion experimental consistié en evaluar si el acido
palmitico y el 4cido estedrico afectan los niveles de mRNA de Pomc. Para ello, las células
fueron tratadas durante 6 horas con BSA (vehiculo), acido palmitico (100 uM) y acido
estedrico (100 uM). El tratamiento durante 6 horas con dcido palmitico redujo los niveles
relativos de Pomc en un 50 % respecto a las células tratadas con BSA (Figura 4A). Por el
contrario, no hubo diferencia en los niveles de Pomc entre las células tratadas con el

acido estearico y el control (Figura 4B).
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Figura 4.

(A, B) Niveles relativos de mRNA de Pomc en células N43/5 medidos mediante real-time
PCR. Las células fueron tratadas durante 6 horas con BSA (vehiculo), acido palmitico (100
UM) y acido estearico (100 uM). Los datos estan representados como la media + SEM y
normalizados respecto al control (BSA). Se aplico t test para evaluar las diferencias entre

tratamientos. *p < 0.05. n=3.

6.4. Elsilenciamiento de Atg7 y Becnl1 reducen la sensibilidad a insulina en
la linea celular N43/5.

En los experimentos anteriores se obtuvo que los dos grasos saturados bloquean el flujo
autofagico y reducen la sensibilidad de insulina. Para evaluar si la reduccién de insulina
esta mediada por la inhibicién de la autofagia, se silenciaron dos genes esenciales de
este proceso.

Debido a que los experimentos in vivo en ratones muestran que el knockout de Atg7 en
el hipotdlamo (30) y en las neuronas POMC (34,35,41) promueve significativamente el
aumento de peso acompaifado de desérdenes metabdlicos como intolerancia a la
glucosa e hiperinsulinemia; se decidio realizar el silenciamiento del gen Atg7 (Anexos
figura 9) y adicionalmente se silencid un segundo gen esencial de autofagia, Beclinl
(Becn1) (Anexos figura 8) con el fin de corroborar que los efectos no son especificos del

gen que se estd silenciando y que se deben a la inhibicién del proceso autofagico.

Posteriormente se midieron los niveles de p-AKT sin y con estimulo de insulina. En los
controles (células tratadas con lipofectamina), la exposiciéon a insulina durante 15
minutos aumento significativamente la fosforilacion de AKT (Figura 5), mientras que
este incremento se redujo significativamente bajo el silenciamiento de ambos genes
(Figura 5). Por lo tanto, la inhibicién de la autofagia, mediante el silenciamiento de Atg7

y Becn1, reducen la sensibilidad a la insulina en células N43/5.
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(A, C) Western blots representativos de los niveles de la fosforilacién de AKT (Ser473) en
células N43/5 transfectadas con siRNA para Becnl (A) y Atg7 (C) con o sin estimulacion de
insulina durante 15 min y, sus respectivas cuantificaciones (B, D). Los ratios p-AKT/AKT
presentados en las graficas fueron calculados normalizando los ratios de los tratamientos
respecto al control. Como control las células fueron incubadas solo con lipofectamina
RNAiIMAX. Los datos estan representados como la media + SEM. Se realiz6 ANOVA de dos

vias seguido del test de comparaciones multiples de Sidak. *p < 0.05, **p <0.01. n=3.
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6.5. Elsilenciamiento de Atg7, pero no de Becnl1, incrementa los niveles
transcripcionales de Pomc en la linea celular N43/5.

Para evaluar si la autofagia es fundamental para la regulacion hipotalamica del balance
energético, se bloqued la autofagia mediante el silenciamiento de los genes Atg7 y
Becn1 en las células N43/5 (Anexos figura 8 y 9) y se midieron los niveles relativos de
mMmRNA de Pomc. El silenciamiento de Atg7 aumentd significativamente los niveles
transcripcionales de Pomc (Figura 6A), mientras que el silenciamiento de Becnl no tuvo

ningun efecto en los niveles de Pomc (Figura 6B).
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Figura 6.

(A, B) Niveles relativos de mRNA de Pomc en células N43/5 medidos mediante real-time
PCR. Las células N43/5 fueron transfectadas con siRNA para Atg7 (A) y Becn1 (C). Los
datos estdn representados como la media + SEM y normalizados respecto al control
(Lipofectamina). Se aplicd t test para evaluar las diferencias entre tratamientos. **p <

0.01. n=3.

Nota: Los experimentos realizados para obtener los resultados N2 1, 2 y 4 también
contribuyeron al articulo cientifico: “Palmitic Acid Reduces the Autophagy Flux and
Insulin Sensitivity Through the Activation of the Free Fatty Acid Receptor 1 (FFAR1) in
the Hypothalamic Neuronal Cell Line N43/5”.
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7. Discusion

El acido palmitico y el acido estedrico son dos de los acidos grasos saturados mas
abundantes en la dieta (44) y los que aumentan de forma significativa en el cerebro de
ratones macho alimentados con una dieta alta en grasas (HFD) (11,45). Con la finalidad
de comprender cual es el efecto del aumento en la concentracion de estos acidos grasos
en la funcion de las neuronas hipotalamicas, se evalué especificamente el efecto del
acido palmitico y el 4cido estearico en la autofagia, en la sefializacién de insulina y en
los niveles de mRNA de Pomc. Los resultados indican que ambos acidos grasos saturados
inhiben el flujo autofagico y disminuyen la sensibilidad a insulina en la linea celular
N43/5. Ademas, la inhibicion de la autofagia a través del silenciamiento de Atg7 y Becn1
también disminuyé la sensibilidad a insulina. El tratamiento con acido palmitico, pero
no con el acido estedrico, disminuyd los niveles de mRNA de Pomc. Finalmente, solo el
silenciamiento de Atg7 ocasiond un incremento en los niveles transcripcionales de

Pomc.

En roedores se ha demostrado que después de ser alimentados con una HFD, la
autofagia basal es disfuncional en el hipotdlamo (8,29,30,33). Los resultados de esta
tesis indican que el acido palmitico y estearico bloquearian el flujo autofagico al
interrumpir la degradacion del cargo (Figura 1y 2; Anexos figura 7). Adicionalmente,
resultados de nuestro equipo de trabajo mostraron que el pretratamiento con el
inhibidor del Receptor de Acidos Grasos Libres 1 (FFAR1), GW1100, previene la
inhibicion del flujo autofagico en las células N43/5 tratadas con &acido palmitico.
Indicando que el acido palmitico inhibe el flujo autofagico a través de la activacion de
FFAR1 (37). Aunque es necesario confirmar los datos experimentalmente, se puede
especular que el acido estedrico también podria estar inhibiendo el flujo autofdgico a
través de la activacion de FFAR1, dado que este es un receptor de acidos grasos de

cadena larga, como lo es el dcido palmitico y estedrico.

Ademas, estos datos concuerdan con lo encontrado en otros tipos celulares: en cultivos

de células hepaticas y de rifidn, la exposicién a dcido palmitico inhibe el flujo autofagico
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en etapas posteriores a la formaciéon de los autofagosomas y esto estd asociado a una
desregulacioén en la capacidad de degradacion lisosomal (46—49). Sin embargo, respecto
a los resultados en la linea celular N43/5, se desconoce si los defectos en la capacidad
de degradacién del cargo, ocasionados por el acido palmitico y estedrico, son debidos a
la inhibicién de la fusion del autofagosoma con el lisosoma o a alteraciones en la
acidificacion lisosomal. Por otro lado, un estudio en células hepaticas demostrd que el
tratamiento con acido palmitico esta asociado al incremento de Rubicon, un regulador
negativo de la fusién autofagosoma-lisosoma (46). Tomando en cuenta lo anterior, el
acido palmitico y estedrico podrian estar involucrados en el incremento de la actividad

de proteinas asociadas con la inhibicion del flujo autofagico.

La exposicion a acido palmitico y estedrico ocasiond una modificacién post-traduccional
en p62 a partir de la primera hora de tratamiento (Figura 1A). En condiciones normales,
p62 se oligomeriza para secuestrar el cargo en el autofagosoma y, recientemente, se ha
visto que ubiquitinaciones en p62 pueden regular su funcién celular (50). Asimismo, se
han identificado ubiquitina ligasas que, dependiendo del sitio y numero de
ubiquitinaciones, inhiben o facilitan la actividad de p62 (50). Por ejemplo, en situaciones
de estrés celular como estrés oxidativo y acumulacién téxica de ubiquitina, ciertas E3 y
E2 ubiquitina ligasas interactuan directamente con p62 y ubiquitinan residuos
especificos que impiden la oligomerizacion de p62 y por ende inhiben la funcion de
secuestrar el cargo (51,52). En base a lo mencionado, existe la posibilidad de que el acido

palmitico y estedrico generen un estrés celular que conlleve a la modificacién de p62.

El crosstalk entre la autofagia y la sensibilidad a insulina ha sido identificada en érganos
periféricos metabdlicamente activos. Por ejemplo, en condiciones de resistencia a la
insulina, la autofagia esta disminuida en el higado, tejido cardiaco y pancreas (53-56).
Mientras que la inhibicién de la autofagia a través del knock-out (KO) de Atg7 en el
higado promueve resistencia a insulina en este tejido (57). El consumo de HFD eleva los
niveles de insulina, lo cual estd asociado a la disminucién del proceso de la autofagia
hipotalamica (30) y a su vez, la desregulacion de la autofagia en las neuronas

hipotalamicas contribuye al desarrollo de alteraciones metabdlicas asociadas a la
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obesidad, como el incremento de insulina plasmatica, hiperglicemia, intolerancia a la
glucosa vy resistencia a la leptina e insulina (30,42,58,59). Estos datos sugieren que la
desregulacién de la autofagia podria ser causa y efecto de la obesidad y que la
acumulacién de los acidos grasos saturados en el SNC de ratones macho promueve un
circulo vicioso donde la inhibicién de la autofagia podria aumentar las alteraciones
asociadas a la obesidad. En este contexto, los resultados indican que el acido palmitico,
el estedrico y la inhibicién de la autofagia mediante el silenciamiento de Atg7 y Becnl,
disminuyen la capacidad de las neuronas para responder a lainsulina (Figura 3y 5). Estos
datos indican que la inhibicién de la autofagia es suficiente para disminuir la sensibilidad
a insulina en el modelo de neuronas hipotaldmicas N43/5. Mas aun, nuestro equipo de
trabajo ha demostrado, en la misma linea celular, que el acido palmitico activa FFAR1 y
que la inhibicién del flujo autofagico y la reduccién de la sensibilidad a la insulina son
prevenidas por la inhibicién farmacolégica de FFAR1 (37). Por lo tanto, es posible que la
activacion de FFAR1 por el dcido palmitico estaria reduciendo la sensibilidad a la insulina
a través de la inhibicidn del flujo autofagico. Por otro lado, existe la posibilidad de que
la inhibicidn de la autofagia prevenga la degradacion de reguladores negativos de la via
de la sefalizacidn de insulina, como la proteina homodloga de fosfatasa y tensina (PTEN),
la cual puede ser degradada por la via autofagica-lisosomal (60). La accién de la insulina
a nivel central es critica para regular la homeostasis energética y de glucosa. Basado en
los resultados obtenidos, se puede especular que el balance de la autofagia hipotalamica

es clave para la regulacion de la glucosa periférica.

Estudios en roedores con obesidad inducida por consumo de HFD muestran una
disminucion de los niveles de mRNA de Pomc (20,21,61). Sin embargo, no esta claro si
los cambios en los niveles transcripcionales de Pomc se deben a la HFD o a la obesidad,
destacando la importancia de comprender, in vitro, los mecanismos celulares que
intervienen en el desarrollo de los fenotipos observados in vivo. En este contexto, se
evalud en la linea celular hipotaldamica N43/5 el efecto del acido palmitico y acido
estedrico en los niveles de mRNA de Pomc. Los resultados indicaron que el tratamiento
con acido palmitico, pero no con estearico, disminuyd significativamente los niveles de

mMmRNA de Pomc (Figura 4). Estos datos demuestran que el dacido palmitico; un
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componente de la HFD, que ademas estd asociado con la funcién anormal de las
neuronas hipotalamicas en la obesidad (62) afecta directamente la sintesis de POMC. En
presencia de nutrientes, como el acido palmitico, las neuronas POMC estimulan la
produccién de POMC para generar a-MSH y generar una respuesta anorexigénica (15).
En este contexto, la disminucién de Pomc observada, podria implicar una respuesta
metabdlica anormal causada por el 4cido palmitico. Sin embargo, es necesario confirmar
este supuesto mediante la evaluacion de los niveles proteicos de POMC y a-MSH ya que
se ha demostrado que la HFD también afecta los niveles de la pre-proteina POMC, de
los péptidos derivados de POMC y de la enzima carboxypeptidasa E (CPE) que se encarga
del procesamiento de POMC para producir a-MSH (63), que en conjunto desencadenan
una respuesta fisiolégica final. Cabe resaltar que la exposicidn a acido estedrico durante
6 horas no tuvo efecto en los niveles de mRNA de Pomc (Figura 4B). Si bien el acido
palmitico y estedrico son acidos grasos saturados de cadena larga, podrian modular los
cambios de Pomc mediante mecanismos diferentes o en tiempos distintos. En primera
instancia, evaluar los niveles de mRNA de Pomc en varios tiempos de exposicidn a acido
palmitico y estearico, brindaria indicios de la accion diferencial de ambos acidos grasos
en las neuronas. Ya que la insulina desencadena una cascada de sefializacién para
modular la transcripcion de Pomc (14), también se podria evaluar el efecto de la
disminucién de la sensibilidad a insulina, mediada por el acido palmitico y estearico, en

la transcripcion de Pomc.

Existe evidencia de que la inhibicién de la autofagia hipotalamica, mediante el KO de
genes esenciales de autofagia, tiene un efecto en la homeostasis energética a través de
la modulacién de la expresién y produccion de péptidos anorexigénicos (36,59). Por
ejemplo, en ratones obesos inducidos por HFD, el KO para el gen Atg12 en neuronas
POMC ocasiona la reduccion de los niveles de mRNA de Pomc asociado a un incremento
exacerbado del peso (36). Con la finalidad de evaluar el efecto de la inhibicién de la
autofagia en el modelo celular propuesto, se realizé el silenciamiento de Atg7 y Becnl
(ortdlogo de Atgb en levaduras) en la linea celular N43/5 y se obtuvo que el
silenciamiento de Atg7, pero no de Becnl, ocasiond un incremento significativo en los

niveles transcripcionales de Pomc (Figura 6). ATG7 y BECLIN1 son proteinas ATG que
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actian en etapas especificas de la iniciacién y formacidon de autofagosomas y su
silenciamiento es suficiente para la disminucién del proceso de autofagia (27), sin
embargo, solo el silenciamiento de Atg7 ocasiond el incremento en los niveles de Pomc.
Estudios in vivo en roedores ya han demostrado que el KO de Atg7 en las neuronas
POMC ocasiona un incremento del peso asociado a la ingesta de alimentos, lo cual
sugiere que la autofagia podria cumplir un rol fundamental para mantener la funcién
anorexigénica de las neuronas hipotalamicas. Por lo tanto, es probable que el aumento
de los niveles transcripcionales de Pomc después del silenciamiento de Atg7 sea
consecuencia de la inhibicion de la autofagia mientras que, el efecto del silenciamiento
de Becnl podria atribuirse a funciones no autofdgicas del gen (64), las cuales podrian
contribuir a que no se observen cambios. Por ejemplo, en la respuesta de inmunidad
innata, la deteccién del ADN citosélico es mediada por la sintetasa de GMP-AMP ciclico
[cGAMP] (cGAS) y en este escenario BECLIN 1 se une a cGAS para inhibir la sintesis de
cGAMP vy la produccidon de interferon (65). A pesar de que en el contexto de
metabolismo y funcién anorexigénica aln no se ha evidenciado que BECLIN 1 ejerce
funciones independientes de procesos relacionados con autofagia, para descartar esta
opcién se podrian realizar los mismos experimentos silenciando otras proteinas de

autofagia.

Por otro lado, debido a que estos experimentos estan hechos en una linea celular,
resulta complicado especular la implicancia que tiene el aumento del transcrito de
Pomc, mediado por la inhibiciéon de la autofagia, en el equilibrio metabdlico de un
organismo. Sin embargo, es posible realizar experimentos en las células N43/5 que
contribuyan a entender el rol de la autofagia en mecanismos celulares relacionados con
la funcion anorexigénica de la neurona. Por ejemplo, los resultados obtenidos se podrian
complementar con la evaluacion de los niveles proteicos de POMC y su conversién a a -
MSH después de la inhibicidon de la autofagia. Ademds, diferentes estudios resaltan el
rol de las proteinas ATG en la secrecién de proteinas citosdlicas (66—69): Kaushik y
colaboradores demostraron que la inhibicidn de la autofagia en células hipotalamicas
N41 impide la localizacidon de a-MSH en las proyecciones neuronales, lo cual sugiere que

la autofagia podria estar involucrada en la secrecion de a-MSH. Por este motivo, resulta
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interesante explorar mdas adelante el rol de las proteinas ATG en la generacion y

secrecion de a-MSH.

En conjunto, el dcido palmitico y el acido estearico inhiben el flujo autofagico y reducen
la sensibilidad a la insulina a las seis horas de exposicidn, mientras que la inhibicién de
la autofagia también disminuye la sensibilidad a la insulina. Por lo tanto, uno de los
mecanismos por el cual el 4cido palmitico y el acido estearico disminuyen la sensibilidad
a insulina podria ser a través de la inhibicién del flujo autofagico. Con respecto a los
niveles transcripcionales de Pomc, el acido palmitico ocasiona su disminucion a las seis
horas mientras que el silenciamiento con Atg7 aumenta el transcrito. Teniendo en
cuenta la conexion entre la via de sefializacion de insulina y la autofagia y, debido a que
la insulina modula la transcripcion de Pomc (14), para obtener una conclusién mas clara,
se podria evaluar el efecto de los acidos grasos saturados en la transcripcion de Pomc

frente al estimulo de insulina.

En conclusion, el presente trabajo demuestra que el 4cido palmitico y estearico, dos de
los componentes mas abundantes de las dietas altas en grasa, tienen un efecto negativo
en la autofagia y en la sefializacidon de insulina en las neuronas hipotaldmicas N43/5.
Ademas, resalta el rol de la autofagia en la regulacién de la sefializacion neuronal de la

insulina y en la capacidad de modular los niveles transcripcionales de Pomc.
Estos resultados son un punto de partida para explorar los mecanismos celulares y

moleculares por los cuales la desregulacion de la autofagia, mediada por la exposicion a

acidos grasos saturados, puede modular la funcién anorexigénica neuronal.
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8. Conclusiones

1. El acido palmitico y el acido estedrico inhiben el flujo autofagico a 1y 6 horas de

tratamiento en linea celular de ratén N43/5.

2. El acido palmitico y el acido estedrico reducen la sensibilidad a la insulina a las 6

horas de tratamiento en la linea celular de raton N43/5.

3. El acido palmitico, pero no el estedrico, disminuye los niveles transcripcionales

de Pomc en la linea celular de ratén N43/5.

4. La inhibicion de la autofagia, a través del silenciamiento de Atg7 y Becnl,
ocasiona la reduccién en la sensibilidad a insulina en la linea celular de ratén

N43/5.

5. Son necesarios mas ensayos experimentales para determinar el efecto de la

inhibicion de la autofagia sobre los niveles transcripcionales de Pomc.

9. Limitaciones y recomendaciones

La principal limitacién de este trabajo de tesis fue que la evaluacién de los niveles
transcripcionales de Pomc no fueron suficientes para concluir si es que la funcion
anorexigénica de las neuronas era afectada. Si bien la disminucién de los niveles de
Pomc después del tratamiento con PA, y la ausencia de cambios después de tratamiento
con SA, son condiciones que podrian implicar una alteracion en la regulacién de POMC,
se sugiere confirmar este supuesto mediante la evaluacién de los niveles proteicos de
POMC y a-MSH. Por otro lado, se esperaba obtener los mismos resultados con el

silenciamiento de Atg7y Becn1, sin embargo solo el silenciamiento de Atg7 ocasiond el
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incremento de Pomc. Se sugiere realizar los mismos ensayos silenciando otras proteinas

relacionadas a autofagia.

Debido a que estos experimentos estan hechos en una linea celular, resulta complicado
especular la implicancia que tiene este aumento del transcrito de Pomc, mediado por la
inhibicion de la autofagia, en el equilibrio metabdlico de un organismo. Se sugiere
complementar los resultados obtenidos, por ejemplo, con la evaluacién de los niveles
proteicos de POMC y su conversién a a -MSH después de la inhibicién de la autofagia.
Ademas, diferentes estudios resaltan el rol de las proteinas ATG en la secrecidén de
proteinas citosdlicas (66—69): Kaushik y colaboradores demostraron que la inhibicion de
la autofagia en células hipotalamicas N41 impide la localizacion de a-MSH en las
proyecciones neuronales, lo cual sugiere que la autofagia podria estar involucrada en la
secrecion de a-MSH. Por este motivo, resulta interesante explorar mas adelante el rol
de autofagia en la generacién y secrecion de a-MSH tanto en la linea celular como en

cultivo primario, terminalmente diferenciado.

Ya que los tratamientos con PA, SA y la inhibicién de la autofagia disminuyen la
sensibilidad a la insulina y, ya que la insulina desencadena la cascada de sefializacién
para modular la transcripcion de Pomc (14), se sugiere evaluar los niveles de Pomc
después del estimulo con insulina en condiciones donde la autofagia haya sido inhibida

o con tratamientos con acidos grasos.

Se sugiere realizar experimentos futuros para determinar si el PA y el SA ocasionan la
inhibicidn del flujo autofagico mediante la inhibicién de la fusion del autofagosoma con
el lisosoma y/o mediante alteraciones en la acidificacion de los
lisosomas/autolisosomas. Finalmente, se sugiere evaluar si hay cambios en proteinas
involucradas en el metabolismo y en la autofagia, por ejemplo el factor de transcripcion
EB (TFEB) el cual es un regulador de la autofagia, de la biogénesis de lisosomas y esta
asociado al catabolismo de lipidos (70). O, por ejemplo, evaluar la proteina quinasa
activada por AMP (AMPK) la cual controla el metabolismo de lipidos y se requiere para

la maduracién del autofagosoma y su fusién con el lisosoma (71).
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10. Anexos

1. Figura 7. Imagenes representativas de células N43/5 tratadas durante 1h (A, B)
y 6 hrs (C, D) con BSA (vehiculo), acido palmitico (100 uM), acido estearico (100
KM) en ausencia o presencia de BafAl (100 nM), marcadas para LC3 (verde) y

p62 (rojo). Nucleo marcado con DAPI (azul). Largo de la barra: 10 um.
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2. Eficiencia del silenciamiento de Becn1 de ~50%, determinado mediante Western

blot.
*
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Figura 8. Western blot representativo de los niveles de BECLIN-1 (Becnl) en
células N43/5 transfectadas con siRNA para el gen Becnl con o sin tratamiento
con insulina durante 15 min. Como control las células fueron incubadas solo con
lipofectamina RNAIMAX. Los datos estan representados como la media + SEM.
Se aplicd ANOVA de una via seguido del test de comparaciones multiples de

Holm-Sidak. *p < 0.05. n=3.

3. Eficiencia del silenciamiento de Atg7 de ~80%, determinado por real-time

qPCR.
% 8] I_* Figura 9. Niveles de mRNA de Atg7 en células N43/5
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S 10
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5 0.51 RNAIMAX. Los datos estdn representados como la media
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2 + SEM. Se aplicé t test. **p < 0.01. n=3.
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