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RESUMO

A obesidade resulta de um desequilibrio entre o consumo e o0 gasto energético, e esta
a associada a diversas comorbidades, como doencas cardiovasculares, hipertenséao,
e resisténcia a insulina e diabete tipo 2. A leptina € um hormdnio produzido pelos
adipdcitos no tecido que atua principalmente em nucleos hipotalamicos para reduzir o
consumo e estimular o gasto de energia. Um exemplo de mecanismo de resposta a
sinalizacao da leptina é a ativacdo do sistema nervoso simpatico com a consequente
liberacdo de catecolaminas, como a norepinefrina. O estado de obesidade induz
inflamacédo crénica no tecido adiposo, o qual compreende diversos outros tipos
celulares além dos adipdcitos. Assim, o controle da homeostase energética depende
do mecanismo coordenado entre diversos sistemas no tecido adiposo, como o sistema
nervoso e o inflamatério. Apesar da acdo da leptina no cérebro ser bastante estudada,
relatos recentes tém reportado a presenca do seu receptor, LepR, em células de
orgdos periféricos. Esta dissertacdo apresenta, por meio de microscopia confocal e
imageamento Optico 3D, células que expressam o receptor de leptina no entorno das
fibras nervosas que inervam o tecido adiposo subcutaneo, bem como em ganglios
simpaticos. Considerando a localizacdo destas células ao redor das fibras nervosas,
hipotetizou-se que estas constituiriam a camada perineural dos nervos, o que foi
comprovado por microscopia eletrénica de transmissao. As células LepR organizam-
se em camadas e apresentam morfologia achatada e alongada, com inumeras
cavéolas, caracteristicas tipicas das células perineurais. Em consonancia com estes
resultados, o sequenciamento de RNA de células LepR separadas de géanglios
simpéticos indicaram a expressao de marcadores de células do perineuro, bem como
de algumas citocinas inflamatérias, como a Interleucina-33. E importante notar que,
além do receptor da leptina, estas células também expressam o receptor adrenérgico
B2, o qual possui implicacdo na obesidade. Estudos ex vivo buscaram investigar o
papel funcional das células perineurais LepR no contexto da inflamacao, em resposta
a leptina e norepinefrina. Além disso, foi observado o padrdo de resposta a estes
estimulos por meio de imageamento dos niveis intracelulares de calcio. Este trabalho,
portanto, traz a descricdo e caracterizacdo de células perineurais que expressam o
LepR no tecido adiposo e em outros tecidos relevantes associados ao sistema
nervoso periférico, e explora a sua funcionalidade no contexto da inflamacéao, que esta
intimamente associada a problemas de obesidade.

Palavras-chave: receptor de leptina, receptor adrenérgico beta 2, obesidade,
imageamento optico 3D, interleucina-33



ABSTRACT

Obesity is a pathological condition that derives from the imbalance between energy
intake and expenditure, and is associated to comorbidities such as cardiovascular
diseases, hypertension, and insulin resistance and type 2 diabetes. Leptin is a
hormone produced by adipocytes in the adipose tissue which has its primary targets
in hypothalamic nuclei to reduce food intake and stimulate energy expenditure. One
example of leptin’s signaling response by the organism is the activation of the
sympathetic nervous system, which leads to the release of catecholamines, such as
norepinephrine. Low grade, chronic inflammation is induced in the adipose tissue of
obese individuals, thus the control of energy homeostasis depends on the coordinated
mechanism between different systems in the adipose tissue, in particular the nervous
and inflammatory systems. Leptin’s actions in the brain are well established, however
recent studies have shown peripheral cells expressing the leptin receptor, LepR. This
dissertation presents, by confocal microscopy and 3D optical imaging, the expression
of LepR in cells which surround nerve fibers that innervate the subcutaneous white
adipose tissue, as well as in sympathetic ganglia. Considering its location around the
nerve fibers, it was hypothesized that these cells constituted the nerves’ perineurial
layer, which was confirmed by transmission electron microscopy. The LepR cells are
organized in layers of flat and elongated cells that present many caveolae in their
cytoplasm, which is in accordance with the morphological and anatomical description
of these cells. In addition, RNA sequencing of LepR cells sorted from sympathetic
ganglia indicated the expression of perineurial markers, as well as a few inflammatory
cytokines, such as Interleukin-33. It is important to note that, besides the leptin
receptor, these cells also expressed the adrenergic receptor 32, which has been
associated to the context of obesity. Ex vivo studies sought to investigate the functional
role of these perineurial LepR cells in the context of inflammation after exposure to
leptin and norepinephrine. Additionaly, calcium intracellular response to these stimuli
was assessed by live imaging. Therefore, this work describes and characterizes LepR-
expressing perineurial cells in the adipose tissue, as well as other tissues associated
to the peripheral nervous system, and explores its functionality in the context of
inflammation, which is closely linked to obesity.

Keywords: leptin receptor, adrenergic receptor beta 2, obesity, 3D optical imaging,
interleukin-33
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1 INTRODUCAO

A obesidade pode ser definida como uma condi¢cdo médica multifatorial na qual
0 acumulo excessivo de gordura torna-se prejudicial a saude do individuo
(Organization, 2017). Trata-se se um fendmeno global cuja ocorréncia vem
aumentando em niveis alarmantes nas ultimas décadas, evidenciando-se como um
desafio para a saude publica (Friedman, 2000; Organization, 2017). Neste contexto, a
comunicacédo entre o tecido adiposo e o sistema nervoso tem sido alvo de intensos
estudos ha décadas devido ao seu papel chave no controle da homeostase
energética, definida como o equilibrio entre 0 consumo e o gasto energético, cuja
perturbacdo esta associada a obesidade (O'dea et al., 1982; Bartness et al., 2007;
Richard, 2015; Seoane-Collazo et al., 2015; Cornejo et al., 2016; Caron et al., 2018).

1.1 O SISTEMA NERVOSO E O CONTROLE DA HOMEOSTASE ENERGETICA

O sistema nervoso € responsavel pela deteccdo de sinais que representam
mudancas no estado energético do organismo, seguida pela integracdo destes sinais,
e efetivacdo de respostas a estes eventos para reestabelecer o equilibrio (Guyton e
Hall, 2005). O sistema nervoso dos vertebrados pode ser dividido em duas grandes
partes: o sistema nervoso central (SNC) e o sistema nervoso periférico (SNP) (Guyton
e Hall, 2005; Lent, 2005). O primeiro é constituido pelo encéfalo (tronco encefalico,
cerebelo, diencéfalo e hemisférios cerebrais) e pela medula espinhal, sendo esta a
porcdo que segue no interior da coluna vertebral, e aquele protegido pela caixa
craniana (Kandel et al., 2000; Lent, 2005). Os hemisférios cerebrais possuem
compartimentos com func¢des e anatomia especializadas, porém que atuam em
conjunto a fim de orguestrar o comportamento e a resposta a estimulos do organismo
(Lent, 2005). Uma destas regides € o hipotdlamo, que possui papel fundamental no
controle de condic¢des internas do organismo, como temperatura corporal, estados de
fome/saciedade e comportamento alimentar (Guyton e Hall, 2005; Parker e Bloom,
2012; Seoane-Collazo et al., 2015).

O SNP, por sua vez, é responsavel principalmente pela conexao e transmissao
da informacéo entre 0 SNC e 6rgdos e membros periféricos, sendo composto por

grupos de corpos celulares organizados em ganglios nervosos, bem como por nervos
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periféricos (Kandel et al., 2000). O SNP é constituido pelo sistema nervoso somatico,
gue controla e integra informacdes sensoriais e motoras, essencialmente em um nivel
voluntério, e pelo sistema nervoso autbnomo, que medeia sinais viscerais e tem papel
fundamental, por exemplo, na homeostase energética (Kandel et al., 2000; Richard,
2015; Guarino et al., 2017). O sistema nervoso autbnomo € composto pelos sistemas
nervosos entérico, parassimpatico e simpatico (SNS) (Kandel et al., 2000; Lent, 2005).
O SNS exerce suas acdes por meio da liberacdo do neurotransmissor norepinefrina
(NE), uma catecolamina produzida nas células cromafins da medula adrenal, bem
como nos neurbnios simpaticos, em uma via biossintética que tem a tirosina
hidroxilase (TH) como enzima limitante, a qual pode ser utilizada como marcadora
destes neuronios (Eisenhofer et al., 2004). A organizagéo anatdmica do SNS consiste
em duas cadeias paravertebrais de ganglios nervosos, nos quais se encontram corpos
celulares de neurbnios que recebem a aferéncia de neurdnios principalmente
colinérgicos provenientes da medula espinhal e do tronco encefélico (pré-
ganglibnicos), e projetam os seus ax6nios (pos-ganglibnicos) em fibras nervosas para
inervar os tecidos-alvo, nos quais liberam a NE (Kandel et al., 2000; Lent, 2005). Uma
das respostas mais conhecidas do sistema nervoso simpatico € o reflexo de luta ou
fuga, caracterizado, por exemplo, pelo aumento da frequéncia -cardiaca,
vasoconstricao, e ativacdo de vias catabdlicas, como glicogendlise e lipdlise (Kandel
et al., 2000; Thorp e Schlaich, 2015).

Em relacdo aos nervos periféricos, membros do SNP, a sua organizacédo e
anatomia € conhecida ha quase 200 anos e pode ser generalizada para todos os
nervos do SNP: projecdes axonais sdo individualmente envolvidas por células de
Schwann mielinizantes ou n&o mielinizantes, formando complexos envolvidos por trés
camadas de revestimento com morfologia e fungcéo especializadas: o epineuro, 0
endoneuro e o perineuro (Gamble e Eames, 1964; Peltonen et al., 2013; Kucenas,
2015). O epineuro representa a camada mais externa, que envolve todo o nervo, e é
composto principalmente por adipocitos e matriz extracelular rica em colageno tipo | e
fibroblastos, possuindo fungcdo de sustentacdo, porém ndo de formacao de barreira
(Peltonen et al., 2013; Liu et al., 2018). O endoneuro, a camada mais interna e proxima
aos complexos formados entre axénios e células de Schwann, é identificado pela
presenca de fibras de colageno tipo lll, alguns fibroblastos e células do sistema imune,

bem como capilares sanguineos revestidos por tecido endotelial com a formacao de
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juncdes de ocluséo (Peltonen et al., 2013; Reinhold e Rittner, 2017). O perineuro, por
sua vez, ocupa a camada intermediaria entre 0 endoneuro e o epineuro, e é
caracterizado por camadas de células achatadas e alongadas, com lamina basal
dupla, e intimamente conectadas por complexos de jungdes celulares, como juncdes
de oclusdo (Gamble e Eames, 1964; Reinhold e Rittner, 2017). A funcao principal do
endoneuro e do perineuro esta associada a formacédo da barreira hemato-nervosa,
gue permite a troca de nutrientes com 0 sangue para suprimento dos nervos e outros
tecidos, porém oferecendo protecdo ao minimizar a entrada de toxinas e células do
sistema imune que poderiam perturbar este microambiente (Reinhold e Rittner, 2017).
Além disso, o citoplasma de células perineurais apresenta um elevado numero de
invaginacdes da membrana que formam vesiculas chamadas cavéolas, geralmente
associadas ao processo de transporte transcitose, que envolve a passagem de
moléculas através da célula, sendo tipico de células de barreiras (Armulik et al., 2010;
Kucenas, 2015). Assim, observa-se que a formacdo de um SNP funcional e eficiente

requer a coordenacéo e comunicacgao afinada entre diversos tipos celulares.

1.2 O TECIDO ADIPOSO, LEPTINA E OBESIDADE

Como mencionado, o desequilibrio entre 0 consumo e o gasto energético, em
favor daquele, € uma das causas do aumento de peso (a palavra “obesidade” possui
origem no termo latino obedere, “comer em excesso”); no entanto, fatores genéticos,
como mutacfes em genes controladores do apetite, ndo podem ser desconsiderados
(Zhang et al., 1994; Gonzalez-Muniesa et al., 2017). Dentre estes genes, observam-
se agueles que codificam para a leptina, cuja clonagem em 1994 é considerado um
ponto chave na investigacdo da obesidade, e os seus receptores (Munzberg e
Morrison, 2015). A leptina € a principal adipocina produzida pelos adipécitos no tecido
adiposo branco, que tem como efeito mais estudado a comunicac¢éo ao cérebro dos
niveis de gordura presentes na periferia, atuando como indicadora do status
energético do organismo (Friedman e Halaas, 1998; Caron et al., 2018).

O tecido adiposo é constituido por uma pletora de tipos celulares, além dos
adipécitos, como fibroblastos, células endoteliais e do sistema imuntario, bem como
fibras nervosas do sistema auténomo (Rosen e Spiegelman, 2014; Caron et al., 2018).

Inicialmente visto como somente um reservatorio energético por meio do acumulo de
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lipidios no citoplasma dos adipocitos, o melhor entendimento sobre este tecido
complexo tem elucidados pontos fundamentais na compreenséo dos disturbios da
obesidade. Por exemplo, devido a producdo de leptina e outras adipocinas com
importantes fun¢des enddcrinas por estas células e outros componentes celulares, o
tecido adiposo atualmente € considerado um o6rgdo enddcrino com relevante no
controle do metabolismo (Kershaw e Flier, 2004; Rosen e Spiegelman, 2014).

A leptina chega ao cérebro nas regibes proximas aos Orgaos
circunventriculares, os quais possuem fenestragédo na barreira hematoencefalica que
permite que sinais periféricos cheguem aos seus alvos neuronais (Golden et al., 1997;
Fry e Ferguson, 2007; Hoyda et al., 2009; Cornejo et al., 2016). A entrada desta
adipocina no cérebro, demasiadamente grande para cruzar a barreira
hematoencefélica passivamente, é mediada por transportadores nestas regides,
destacando-se a area prostrema, no tronco cerebral, e a eminéncia média, a qual
possui contato com o ndcleo arqueado do hipotalamo (Woods e Stock, 1996; Scott et
al., 2009; Atasoy et al., 2012). E consenso que o transporte de leptina para o cérebro
é realizado por meio da circulacdo sanguinea, contudo o exato mecanismo e a rota
realizada, se ocorre de forma direta ou indireta a partir dos adipdcitos, ainda néo foi
exatamente descrito (Golden et al., 1997; Barateiro et al., 2017).

O principal efeito da leptina ao chegar ao cérebro é associado a inibicdo de
neurbnios que promovem o apetite, em especial nos nucleos hipotalamicos dorso-
medial, lateral, paraventricular, e arqueado, de forma que a informac&o sobre 0s niveis
de gordura leva a ativacdo de um mecanismo de manutencdo homeostatica em
individuos fisiologicamente normais (Friedman e Halaas, 1998; Gropp et al., 2005; Xu
et al., 2018). Contudo, em um contexto patoldgico de obesidade, apesar dos altos
indices de leptina no sangue, esta adipocina ndo € capaz de realizar as suas fungdes
de regulacdo de controle metabdlico, consistindo em uma situacdo de resisténcia a
leptina (Myers et al., 2010). Apesar de n&o haver consenso sobre as origens e causas
da resisténcia a leptina, uma mecanismo proposto € o de falha na transducéo do sinal
por meio dos seus receptores (Barateiro et al., 2017).

Seis subtipos de receptores de leptina (LepR) foram descritos (LepRa, LepRb,
LepRc, LepRd, LepRe, and LepRf), os quais resultam de splicing alternativo quando
da expressao do gene LepR, e possuem estrutura e funcéo distintas (Lee et al., 1996;
Wada et al., 2014). Todas as isoformas, a excecao de LepRe, compartilham um
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dominio extracelular comum, bem como dominios transmembrana; no entanto,
somente LepRb é conhecido por exercer funcdes de transducéo de sinal mediante a
ativacéo de vias como a JAK (Janus quinase)-STAT (transdutor de sinal ativador de
transcricéo) e IRS (substrato de receptor de insulina)/PI3K (fosfoinositideo 3 quinase)
(Wada et al., 2014; Cornejo et al., 2016). Mutacdes no gene LepR que geram
receptores disfuncionais tém profundos impactos no controle metabdlico devido a
insensibilidade do organismo aos sinais da leptina, que tornam os individuos
extremamente obesos, como 0s modelos de camundongos db/db e ratos Zucker
(Chen et al., 1996; Chua et al., 1996). Em relacdo ao transporte de leptina ao SNC,
apesar da identidade molecular dos seus transportadores ainda ser desconhecida, a
entrada da leptina no encéfalo independe da presenca de seus receptores, verificada
em um estudo que injetou leptina com marcadores radioativos e detectou a presenca
de radioatividade no cérebro de camundongos (db/db) (Maness et al., 2000).
Recentemente, diversos estudos tém relatado a presenca do receptor de leptina em
nivel periférico, por exemplo em células do sistema imune, na mucosa intestinal, no
figado, e em células mesenquimais (Saxena et al., 2002; Zhou et al., 2014; Reis et al.,
2015; Yuan et al., 2018). No entanto, a relacdo destas células com o controle
metabdlico ndo é bem definida.

Nota-se que, além do efeito de supressdo do apetite, o controle metabdlico
exercido pela leptina é realizado mediante a ativacdo do SNS em nivel periférico,
sendo que esta relacdo entre o hipotalamo e o0 SNS para manutencdo da homeostasia
€ bem elucidada (Lent, 2005). A lipdlise consiste na hidrélise de moléculas de
triacilglicerdis a acidos graxos livres, que podem sofrer B-oxidacdo para uso como
combustivel das células, logo fornecendo substrato energético no contexto de
ativacao simpética (Lieberman e Peet, 2017). A ativacdo do SNS gera uma resposta
de iniciacdo da lipdlise, sendo que a estimulacdo deste sistema leva a liberacao de
acidos graxos, ao passo que a inibicdo de neurdnios simpaticos periféricos induz
mobilizagcdo de lipidios (Guarino et al., 2017). Recentemente, foi reportado que a
ativacao deste sistema pela leptina promove o gasto energético por meio do estimulo
a termogénese no tecido adiposo marrom, bem como a browning e lipdlise do tecido
adiposo branco via aumento da liberagdo de NE e consequente atuagcdo em
receptores adrenérgicos dos adipdcitos (Bartness et al., 2014; Seoane-Collazo et al.,
2015; Zeng et al., 2015; Caron et al., 2018).
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Neste contexto, a comunicacao entre o tecido adiposo e 0s sistemas nervoso e
imunitario tem sido objeto de estudos recentes, sendo que a obesidade é
caracterizada por um estado inflamatério crénico (Bartness et al., 2007; Reilly e Saltiel,
2017; Caron et al., 2018).

1.3 O SISTEMA IMUNITARIO E A SUA IMPLICACAO NA OBESIDADE

De uma forma genérica, o sistema imunitario pode apresentar dois tipos de
resposta com efeitos antagbnicos: resposta imune tipo 1, a qual é caracterizada por
intensa atividade fagocitica e liberacdo de citocinas que desencadeiam uma cascata
de sinalizacdo pro-inflamatoéria, e a resposta imune tipo 2, com um perfil anti-
inflamatoério de regeneracdo tecidual (Spellberg e Edwards, 2001; Gieseck et al.,
2018). No tecido adiposo de individuos ndo obesos, observa-se um ambiente de
resposta imune tipo 2, com a producdo de citocinas anti-inflamatérias, como a
interleucina 33 (l-33), a qual induz uma cascata de ativacdo de células, como as
linfoides inatas e os eosindfilos, que produzem outras citocinas anti-inflamatdrias,
polarizam os macroéfagos residentes para um perfil de ativacdo “alternativa”, também
culminando na producédo de proteinas anti-inflamatorias (Lumeng et al., 2007; Davies
et al., 2013; Vasanthakumar et al., 2015; Reilly e Saltiel, 2017). A presenca de
macréfagos residentes no tecido adiposo € conhecida e estudada ha décadas, porém
recentemente foi descoberta uma populacdo de macrofagos associados as fibras
nervosas que inervam este tecido, e atuam na captacéo e degradacéo da NE liberada
pelos neurbnios simpaticos (Davies et al., 2013; Pirzgalska et al., 2017). Estes
macréfagos possuem um perfil pré-inflamatério constitutivo e podem ter a fungéo de
proteger o tecido contra potenciais efeitos nocivos do excesso de NE (Pirzgalska et
al.,, 2017). Desta forma, a manutencdo da homeostase do tecido adiposo é
coordenada entre diversos tipos celulares que tém por fim regular o armazenamento
e a mobilizacdo de energia de acordo com a necessidade do organismo (Braune et
al., 2017; Reilly e Saltiel, 2017).

Por outro lado, no contexto patoldgico de obesidade, os mecanismos de
controle homeostéaticos sdo colocados a prova a fim de reagir contra o balanco
energeético positivo. Por exemplo, leptina, catecolaminas, e insulina sédo secretadas no

tecido adiposo em elevados niveis, causando uma um estresse exacerbado nos
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adipécitos, que se expandem e proliferam, bem como respondem iniciando uma
programacao pro-inflamatoria (Lumeng et al.,, 2007; Reilly e Saltiel, 2017). Neste
sentido, observa-se uma inversao na resposta imune para o tipo 1 no tecido adiposo,
principalmente caracterizada pela polarizagdo de macrofagos com ativagao “classica”,
qgue produzem citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral (TNF-a),
e I-1B, contexto intimamente associado com o desenvolvimento de resisténcia a
insulina e doencas metabdlicas (Lazar, 2005; Lee et al., 2018).

Além da resisténcia a leptina, ja mencionada, e a insulina, que esta associada
a diabete tipo 2, o contexto de obesidade também é acompanhado de disfuncdo na
resposta a catecolaminas, como a NE. Diversos estudos apontam para um aumento
no nivel de ativacdo simpética em individuos obesos (Richard, 2015; Thorp e Schlaich,
2015; Guarino et al.,, 2017). Considerando o papel de inducado lipolitica das
catecolaminas no tecido adiposo, esta resposta pode ser considerada em termos de
manutencdo homeostatica, contudo em situacdes de distlrbios metabdlicos, como
resisténcia a leptina e insulina, ha uma sobreativacéo crénica do SNS, gerando uma
reducdo na sensibilidade dos receptores beta adrenérgicos nos adipécitos (Thorp e
Schlaich, 2015; Guarino et al., 2017). Desta forma, a regulacéo negativa da expressao
destes receptores em um contexto de atividade prolongada do SNS causa uma
consequente reducdo dos seus efeitos catabdlicos, como a termogénese, que leva ao
aumento de peso, alimentando um ciclo que perpetua o estado de obesidade (Guarino
et al., 2017).

Neste contexto de controle do metabolismo no tecido adiposo, que possui a
integracdo de diversos elementos, como 0 SNS, o sistema imunitario e adipdcitos, 0s
quais produzem leptina, esforcos tém se voltado para estudar a comunicacéo entre
estes componentes no tecido adiposo (Guarino et al., 2017; Reilly e Saltiel, 2017
Caron et al.,, 2018). Neste sentido, esta dissertacdo apresenta a caracterizacao
morfologica e de expressao génica de células perineurais que expressam o LepR nas
fibras nervosas que inervam o tecido adiposo, bem como nos ganglios simpaticos
cervicais superiores (GCSs). Além disso, o papel funcional destas células no contexto

de integracao entre o tecido adiposo, SNS e inflamacéo € investigado.
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OBJETIVOS

O objetivo geral desta dissertacdo € descrever, caracterizar e investigar a
funcionalidade de células que expressam o receptor de leptina (LepR) em tecidos
periféricos associados ao sistema nervoso simpatico (SNS) de camundongos. Para

atingir este objetivo geral, uma série de objetivos especificos foi delineada:

1) estabelecer um modelo animal que permita o imageamento das células LepR
com reporteres fluorescentes;

2) verificar a expressdo de LepR em tecidos associados ao SNS por meio de
microscopia de fluorescéncia;

3) descrever a ultraestrutura destas células por microscopia eletrbnica;

4) caracterizar o tipo celular das céulas LepR por meio do seu perfil de expressao
génica, analisado por sequenciamento de RNA,;

5) avaliar a resposta dessas células a estimulos do SNS, bem como a leptina, em

especial a sua implicacao no contexto inflamatério em modelos ex vivo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Os camundongos das linhas LepRb-cre (nim. 008320), LSL-GCaMP3 (num.
014538) e LSL-ChR2-YFP (num. 012569) foram adquiridos do Jackson Laboratory
(JAX; EUA); j& os camundongos B6 (C57BL/B6J) foram adquiridos de Charles River
Laboratories (EUA).

Todos os animais foram cruzados e mantidos no biotério do Instituto
Gulbenkian de Ciéncia, em Oeiras, Portugal, em alojamento especifico para a espécie,
em racks ventiladas (Tecniplast, Italia) com temperatura (22 + 2°C) e umidade (40-
60%) controladas, e ciclo de claro:escuro de 12:12 horas. O fornecimento de racao
(padréo para a espécie) e agua autoclavada foi realizado ad libitum. A frequéncia de
troca das caixas seguiu a rotina do biotério.

Todos os procedimentos realizados nos camundongos seguiram as normas de
bem-estar animal indicadas pela Federation for Laboratory Animal Science
Associations (FELASA) e foram aprovados pelo Comité de Etica do Instituto
Gulbenkian de Ciéncia.

Diantes dos resultados apresentados nas Figuras 1 e 2, que indicam a
especificidade da recombinacéo do sistema cre-lox para os animais LepRb;LSL-Chr2-
YFP, os quais expressam o a proteina fluorescente amarela (YFP) nas células LepR,
camundongos LepRb;LSL-Chr2-YFP, bem como seus tecidos e células, serdo

chamados de LepR-YFP nesta dissertacao.

2.2IMUNOFLUORESCENCIA E MICROSCOPIA CONFOCAL

Para a analise de imunofluorescéncia de ganglios cervicais superiores (GCS) e
fibras nervosas do tecido adiposo, os tecidos foram dissecados e fixados em uma
solucdo de 4% paraformaldeido (PFA; Sigma-Aldrich, EUA) por 2h a temperatura
ambiente, com agitacdo. Para a imagem da Figura 6B, os ganglios foram incubados
em uma solugcédo de 30% sacarose (Alfa Aesar, Haverhill, EUA) para crioprotecéo e
subsequente congelamento e corte em sec¢des de 16 ym utilizando um criostato Leica

CM3050 S. Tanto as criossec¢des quanto os tecidos whole mount foram incubados em
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uma solucdo de permeabilizacdo e bloqueio contendo 3% albumina sérica bovina
(BSA), 2% soro de cabra, 0,1% Tween e 0,01% NaNs, em tampéo fosfato salino (PBS)
1x, por 1h a temperatura ambiente. Na sequéncia, os tecidos foram incubados com
anticorpos primarios a 4°C overnight. Diante da auséncia de validagdo de anticorpos
comerciais anti-LepR em animais db/db, os quais ndo possuem o receptor de leptina,
a imunofluorescéncia de LepR foi verificada mediante o uso dos anticorpos primarios
anti-GFP nos animais LepR-YFP (Abcam, ab6556 e ab13970, 1:500) (Scott et al.,
2009). Nota-se que esta etapa € utilizada para a magnificagéo do sinal YFP, obtendo-
se melhores niveis de contraste de imagem, e que nao se verificou diferenca entre a
deteccdo com anti-GFP (proteina fluorescente verde) e o sinal observado somente
com o imageamento do YFP endbgeno das células LepR-YFP. Os demais anticorpos
utilizados foram anti-TH (Millipore, AB152, 1:500), anti 11-33 (R&D, AF 3626, 1:50) e
anti-ocludina (Life Technologies, 71-500, 1:100). Apos a incubagédo com os anticorpos
primarios, as amostras foram lavadas em PBS de 3 a 5 vezes por 10 minutos, com
subsequente incubacdo com o0s anticorpos secundarios por 1-2h a temperatura
ambiente. Apds esta incubacgéo, as amostras foram novamente lavadas e montadas
em laminas para microscopia, cobertas com Fluoromount-G com 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI; Thermo Fischer, EUA), sobre as quais uma laminula foi aplicada.
Tanto o passo de bloqueio/permeabilizacéo, quanto as incubacdes e lavados foram
realizados com agitagcdo para os tecidos whole mount, e sem agitacdo para as
criossegdes. Tecidos de animais que ndo expressam GFP (camundongos B6) foram
utilizados como controle negativo para os experimentos utilizando anti-GFP, e os
demais controles negativos foram realizados mediante o0 mesmo protocolo de
incubacdes, contudo com solucéo de permeabilizacdo/blogueio no local anticorpo
primario.

Para o experimento das Figura 1 e 2, animais LepR-YFP em jejum overnight
foram injetados com leptina (2 mg/kg) ou PBS (volume equivalente). Apds 45 minutos,
os camundongos foram eutanasiados por CO2, e imediatamente perfundidos
transcardialmente com PBS por 5 minutos, seguido por 4% PFA por 10 minutos. Apos,
os encéfalos foram dissecados, pos-fixados em 4% PFA por 48h, e cortados em
secdes de 20 um na regido do nacleo arqueado do hipotadlamo utilizando um vibratomo
Leica VT 1000 S. A imunomarcagao seguiu o protocolo descrito por Knight et al.
(2010): as fatias foram pré-tratadas com uma solucdo de 1% H202 + 1% NaOH em
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agua por 10 minutos, seguido de 0.3% glicina (Sigma-Aldrich) em PBS por 10 min, e
0.03% SDS em PBS por 10 min, antes de serem permeabilizadas/bloqueadas e
incubadas com o anticorpo anti-pSTAT3 (Cell Signalling, 9181, 1:1000) por 24h a 4°C.

Projecdes Opticas em séries ao longo do eixo z foram adquiridas em um
microscopio confocal Leica SP5, utilizando uma objetiva de 20x ou 40x, feixes de laser
de 405, 488, 561 e 633 e dectores HyD em modo padrédo ajustado para a deteccao
dos fluorocromos conjugados aos anticorpos secundarios (AlexaFluor 488, 594 e 647)
e a DAPI. A andlise das imagens foi realizada utilizando o software FIJl. Ao menos
trés experimentos independentes foram realizados em cada figura de microscopia

confocal.

2.3MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para a analise da ultraestrutura das células LepR-YFP que envolvem as fibras
nervosas que inervam o tecido adiposo subcutaneo (TAsc) de camundongos LepR-
YFP, estas foram cuidadosamente dissecadas e fixadas em uma solucao de 4% PFA
em 0.1M tampao fosfato (pH 7,4). Apés uma série de lavagens em PBS, as amostras
foram incubadas com glicina (50 mM) e permeabilizadas com uma solucao de 0,25%
saponina e 0,1% BSA em PBS. Na sequéncia as fibras foram incubadas com uma
solucéo de bloqueio (0,2% BSA, 5% soro de cabra, 50 mM NH4Cl, 0,1% saponina, 20
mM tampéo fosfato e 150 mM NacCl) por 20 min, e incubada com anticorpo anti-GFP
(Invitrogen, A-11122, 1:500) por 2h a temperatura ambiente. As amostras foram
lavadas e incubadas com anticorpo secundario conjugado com particulas de ouro de
1.4nm (Nanogold; Nanoprobes, EUA). Estas nanoparticulas sofreram dilatagcdo com
uma solucdo de ampliacéo de particulas de ouro (GE BEEM; Nanoprobes), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Apds, as amostras foram envolvidas com resina
(Electron Microscopy Science, EUA) e curadas por 48h a 60°C. Os blocos de resina
foram cortados utilizando um ultramicrétomo Leica EM UCY7, e fatias ultrafinas (70-90
nm) foram coletadas e visualizadas em um microscopio eletronico de transmisséao FEI
Talos 120 kV, e as imagens adquiridas com uma camera com sensor Ceta 16M CMOS
(FEI, Holanda).

Comparado ao PFA isoladamente, a fixacdo com glutaraldeido permite uma

interacdo mais potente entre as proteinas do tecido, de forma que a morfologia das
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amostras pode ser melhor preservada utilizando este agente de fixacdo; no entanto,
o glutaraldeido afeta a antigenicidade do tecido, de forma que a amostra se torna
incompativel com a marcacao de anticorpos (Griffiths, 1993). Apos a validagéo de que
as particulas de ouro foram observadas exclusivamente nas camadas periféricas das
fibras, novas amostras de fibras foram dissecadas, a fim de se obterem amostras com
morfologia melhor preservadas. Neste experimento, as fibras nervosas foram fixadas
com 2% PFA, 2,5% glutaraldeido em 0,1 M tampao de cacodilato de sédio (Sigma-
Aldrich), e pos-fixadas com 2% tetroxido de ésmio (Electron Microscopy Science) em
0,1 M tampéo de cacodilato de sodio. Apés, as amostras foram incubadas com 1%
acetato de uranila (Electron Microscopy Science) em agua por 40 minutos, e
gradualmente desidratada em etanol 20, 40, 60, 80 e 100%, antes de ser lavada em
oxido de propileno (Sigma-Aldrich) por duas vezes e incubada overnight em uma
solucédo 1:1 de Oxido de propileno e Epon 812 (Electron Microscopy Science). Na
sequéncia, foram realizados os mesmos processos de formacao de bloco de resina,

corte e visualizagdo/aquisicao descritos anteriormente.

2.4CLAREAMENTO E IMAGEAMENTO MESOSCOPICO DO TECIDO ADIPOSO DE
CAMUNDONGOS LEPR-YFP

A fim de verificar a localizagdo anatébmica das células LepR-YFP no tecido
adiposo com um todo, o TAsc de camundongos LepR-YFP foi dissecado e processado
em um protocolo de clareamento adaptado dos procedimentos descritos por Pan et
al. (2016) e Renier et al. (2014). Ao passo em que tentativas de executar o protocolo
descrito por aqueles autores resultaram incompativeis com a manutencao do sinal
YFP, bem como com 0s anticorpos utilizados, o protocolo utilizado por Renier et al.
(2014) mostrou-se desafiante em relacdo a necessidade de se usar reagentes frescos
devido a rapida oxidagdo de diclorometano e éter dibenzilico. Logo, baseado nestes
dois procedimentos, foi desenvolvido um protocolo de clareamento do tecido adiposo
compativel com anticorpos anti-GFP (Abcam, ab6556 e ab13970, 1:500). Os testes
com anti-TH apresentaram problemas de penetracéo do anticorpo, no entanto.

Os camundongos LepR-YFP foram eutanasiados por CO2, e imediatamente
perfundidos transcardialmente com PBS por 5 minutos, seguido por 4% PFA por 10

minutos. Apds, os TAsc foram dissecados, limpos de qualquer residuo como poeira

21



ou pelo sob uma lupa, e pés-fixados em 4% PFA overnight, em agitacdo. As amostras
foram incubadas com uma solucao de permeabilizacéo/bloqueio (10% dimetilsulfoxido
(DMSO), 6% soro de cabra, 0,2% TritonX-100, 0,02% NaNs, em PBS) por 24h a 37°C,
e logo com o anticorpo primario diluido em solugéo A (5% DMSO, 3% soro de cabra,
0,2% Tween-20, 10 pg/ml heparina, em PBS) por 3 dias a 37°C. Ao fim deste periodo,
os tecidos foram lavados em uma solucao PT+H (0,2 % Tween-20, 10 ug/ml heparina,
em PBS) 5 vezes, sendo o Ultimo passo overnight. Na sequéncia, as amostras foram
incubadas com o anticorpo secundario diluido em solucdo A por 3 dias a 37°C, e
novamente lavadas conforme descrito para o passo anterior. Apos esta série de
incubacdes, as amostras foram montadas em um molde com solucéo de 1% agarose
(Invitrogen) em agua. Apés a polimerizagdo da agarose, o0 bloco foi desidratado em
passos de 20%, 40%, 60%, 80%, 100% metanol (Sigma-Aldrich) (1h cada passo a
temperatura ambiente), e uma etapa adicional a 100% metanol overnight para garantir
a desidratacdo da amostra. A seguir, o bloco foi incubado com uma solucédo 1:1 de
metanol e BABB (alcool benzilico 1:2 benzoato de benzila; Millipore e Sigma-Aldrich,
respectivamente) por 4h a temperatura ambiente, antes de ser finalmente incubado
com o agente clarificante, BABB, até o clareamento da amostra, cerca de 3 dias.
Para a aquisicdo da imagem da Figura 5A, foi utilizado um sistema de
tomografia por projecéo optica (OPT, em inglés), detalhado por Zeng et al. (2015). Um
total de 1600 imagens do tecido inteiro clarificado no bloco de agarose (uma imagem
a cada 0,225° de rotacao do bloco) foram adquiridas utilizando uma lente 1x montada
em um tubo InfiniTube (Infinity, EUA) e projetadas em uma camera Hamamatsu
FlashLT sCMOS. Apoés a aquisi¢cao, a série de imagens foi pré-processada utilizando
FIJI para realinhar os eixos de rotacdo em relacdo a camera e remover pixels
anormais, e a reconstrucao tomogréfica foi realizada utilizando o software Skyscan
NRecon. O FIJI também foi utilizado para péds-processamento e para obter
reconstru¢cdes 3D por projecdo de intensidades méaximas do tomograma.
Considerando a elevada autofluorescéncia dos vasos sanguineos quando excitados
por luz azul, e pela perda da fluorescéncia do YFP enddgeno apos o tratamento com
metanol, o canal adquirido com filtros de comprimento de onda de emissao de 528/48
nm foi utilizado como plano de fundo para o sinal adquirido com a marcagdo com

anticorpo. Dentro desta estratégia, foram utilizados anticorpos secundarios
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conjugados com AlexaFluor-594, e o sinal das células LepR-YFP foi detectado no
canal adquirido com filtros de 609/37 nm.

Apés a aquisicdo de imagens da gordura inteira, buscou-se imagear em maior
resolucdo &reas do TAsc nas quais se verificou a presenca de células LepR-YFP,
como na Figura 5B. Para tal, as mesmas amostras submetidas ao OPT tiveram
imagens adquiridas em um sistema baseado em microscopia light-sheet, no qual uma
série de imagens € adquirida através do tecido transparente, cada qual com um Unico
plano focal iluminado (Gualda et al., 2013). O bloco de ilumina¢do do microscépio
consiste ha combinacao de linhas de lasers de comprimentos de onda de 473 nm e
561 nm para adquirir, respectivamente a autofluorescéncia do tecido e o sinal de
LepR-YFP por meio de anticorpos secundarios conjugados com AlexaFluor-594. O
escaneamento do laser é realizado no eixo vertical com o auxilio de espelhos
galvanométricos (Cambridge Technology, EUA) e a iluminacé&o bilateral é feita com
duas objetivas de 4x. Para deteccdo, uma objetiva de 4x foi posicionada
perpendicularmente ao plano de excitagéo para coletar a fluorescéncia emitida, sendo
as imagens projetadas em uma camera Hamamatsu Flash4.0 sCMOS.

2.5CULTURA DE EXPLANTES DE GANGLIOS CERVICAIS SUPERIORES

Ambos os GCSs de camundongos com idade entre 4 e 8 semanas foram
extraidos em camara de fluxo laminar sob um estereomicroscopio Zeiss Stemi 2000,
e imediatamente colocados em DMEM (meio Eagle modificado por Dulbecco)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para a remocéao dos tecidos conjuntivo e adiposo que
envolvem a capsula dos ganglios. ApGs esta etapa de limpeza, os ganglios foram
transferidos para uma camara de cultivo de tecidos de oito (Sarstedt, Numbrecht,
Alemanha) ou 24 pocos (Corning, Nova lorque, NY, EUA) que haviam sido
previamente revestidas com poli-D-lisina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), de
acordo com as instrucbes do fabricante. Na sequéncia, 5 uyl de Matrigel (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA) foram aplicados sobre os ganglios para servir-lhes
de substrato. Os ganglios foram, entédo, incubados por 7 min a 37 °C (5% CO2), e a
seguir foram adicionados, por poco, 250 (placas de 8 pocos) ou 400 pL (placas de 24
pocos) de DMEM sem vermelho de fenol (Invitrogen) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Invitrogen), 2 mM L-glutamina (Biowest, Nuaillé, Franca), e fator de
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crescimento nervoso (Sigma-Aldrich). Os ganglios foram cultivados por, no minimo,
24h antes de terem o seu meio trocado e serem manipulados.

Para os experimentos das figuras 17 e 18, os explantes de GCSs de
camundongos B6 foram tratados com a) veiculo (meio de cultivo e agua), b)
acetilcolina (Sigma-Aldrich, 10 nM), c) leptina (R&D Systems, EUA; 50 ng/ml) ou d)
acetilcolina + leptina por 15 ou 30 minutos. Leptina foi diluida em meio de cultivo, e
acetilcolina em agua, sendo que a condigao “veiculo” teve agua e meio de cultivo
adicionados proporcionalmente ao volume aplicado nas condi¢gbes experimentais. 24h
apos o tratamento, 0s sobrenadantes e os explantes foram coletados, congelados em
gelo seco e armazenados a -80°C até serem processados.

Para a extracdo de acido ribonucleico (RNA), ambos os ganglios do mesmo
camundongo foram utilizados como uma amostra; para 0s experimentos que utilizam

o meio de cultivo, o meio de cada ganglio foi analisado separadamente.

2.6IMAGEAMENTO DA VARIACAO DOS NIVEIS INTRACELULARES DE CALCIO
EM CELULAS LEPR

Os indicadores de célcio geneticamente modificados, como a familia GCaMP
(que tem como um dos membros o GCaMP3), permitem, com alta sensibilidade, o
imageamento dos niveis intracelulares de calcio, favorecendo estudos funcionais da
dindmica deste cétion nas células em resposta a determinados estimulos (Cai et al.,
2014; Partridge, 2015). Em células neuronais, e em astrdcitos, foi demonstrado que
as variacdes nos niveis de GCaMP sdao correlatas as flutuacdes de atividade destas
células, podendo ser utilizada como um indicador de atividade celular (Gonzalez et al.,
2016; Srinivasan et al., 2016). Neste estudo, animais LepR-cre foram cruzados com
camundongos LSL-GCaMP3 para permitir a expressdo deste indicador
especificamente nas células LepR. Os ensaios foram realizados em explantes de
GCSs extraidos de animais LepR-GCaMP3 e cultivados conforme o item 2.5. Apos
24h em cultivo, os explantes foram transferidos a uma camara com temperatura e
niveis de CO:2 controlados (37°C e 5%, respectivamente), que envolve 0 microscopio
confocal spinning disk Yokogawa CSU-X utilizado para a aquisicdo das imagens. Os
experimentos iniciaram-se 30 minutos ap0s a aclimatacdo dos explantes a esta

camara, quando o meio de cultivo foi trocado. Utilizando uma objetiva de 20x, um
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campo de visdo com células LepR-GCaMP3 foi escolhido por explante de GCS; o
ajuste do foco foi realizado em um plano do eixo z, e o modo de autofoco do
microscopio foi ativado para corrigir para movimentos da célula. Uma série de imagens
em lapso de tempo com intervalo de 500 ms foi adquirida de forma ininterrupta do
inicio ao fim do experimento, com a incidéncia de um laser de 488 nm para excitacao
e filtro de transmisséao de 525/50 nm em uma camera Andor iXon+ EMCCD. Os niveis
de fluorescéncia basal foram adquiridos por 15 ou 30 minutos; apos este periodo, 0s
explantes tiveram veiculo administrado. Apds 15 minutos, foram aplicados a)
acetilcolina (10 nM), b) leptina (50 ng/ml) ou c) acetilcolina + leptina, que seguiram
sendo imageadas por 15 ou 30 minutos.

Na sequéncia, células individuais tiveram os seus niveis de fluorescéncia
medidos utilizando-se FIJI, os quais foram corrigidos pela fluorescéncia do
background para cada intervalo de tempo. Utilizou-se a razdo entre a fluorescéncia
apos 5 min de administracdo da droga e a mediana da fluorescéncia basal dos 3 min
anteriores a aplicacdo para representacdo das mudancas de fluorescéncia. Os dados
da Figura 21B, representativos da variacdo da fluorescéncia ao longo da aquisicao,

foram calculados mediante a formula AF/Fo = (Ftempo x — Finiciat) / Finicial.

2.7SUSPENSAO DE CELULAS-UNICAS E SEPARACAO DE CELULAS ATIVADAS
POR FLUORESCENCIA

Para a separacdo especifica de células que expressam o repérter YFP nos
animais LepR-YFP, a técnica de separacdo de células ativadas por fluorescéncia
(FACS, em inglés) foi utilizada em um separador de células de alta velocidade
FACSAria llu (Becton Dickinson, EUA). Para tal, uma suspensao de células unicas foi
obtida a partir do processamento enzimatico e mecanico dos tecidos de interesse,
como anteriormente publicado (Pirzgalska et al., 2017): a) fibras nervosas foram
cuidadosamente dissecadas do TAsc inguinal destes camundongos, e digeridas por
hialuronidase (150 pg/mL; Sigma-Aldrich) por 30 min em agitagéo a 37°C, lavadas em
tampao para FACS (2% SFB e 0.02% NaNs, em PBS), e subsequentemente
incubadas com colagenase (1 mg/mL Sigma-Aldrich) por 15 min sob as mesmas
condi¢des; b) GCSs e glandulas pituitarias foram dissecados e incubados com
colagenase (2.5 mg/ml) por 10 min a 37°C, lavados, e digeridos com 0.25% tripsina
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(Biowest) por 30 min a 37°C; e c¢) o tecido adiposo visceral (TAv) gonadal, cujas fibras
sao de dificil remocéo, foram processados com colagenase (1 mg/mL) por 30 min.
Apés, todas as suspensdes passaram por digestdo mecéanica utilizando uma seringa
de calibre 26 G e foram filtradas em uma malha de nylon de 70 um. O marcador de
células mortas Sytox Blue (Molecular Probes, EUA) foi incubado com as suspensdes
10 min antes de se iniciar o procedimento de separacao das células, para que somente
células viaveis fossem separadas.

Para a separacdo das células por FACS, as soluc¢des foram processadas no
FACSAria llu, mediante a utilizacédo de lasers com comprimento de onda de 407 nm e
488 nm para excitar a fluorescéncia de Sytox Blue e YFP, respectivamente; filtros
opticos para deteccdo a 450/40 nm e 530/30 nm foram configurados. O nozzle de
tamanho de 100 pm foi utilizado. Tecidos de animais que ndo expressam YFP foram
utilizados como controle de compensacao da fluorescéncia. Apés a triagem de células
viaveis (Sytox Blue negativas), células positivas e negativas para YFP foram
selecionadas e coletadas em tubos distintos com reagente TRIzol (Invitrogen) para a
extracdo de RNA e subsequente reacdo em cadeia da polimerase da transcricao
reversa em tempo real (QRT-PCR). Para o sequenciamento de RNA das células YFP,
500 células foram coletadas por tubo em um tampdo com desoxirribonucleotideos
fosfatados (ANTP; 3.4 uM) (Promega, EUA) e albumina bovina ultrapura (BSA; 33
mg/ul) (Life Technologies), imediatamente congeladas em gelo seco, armazenadas a
-80°C, e enviadas para extracdo de RNA e sequenciamento na Agency for Science,

Technology and Research (A*STAR), em Singapura.

2.8EXTRACAO DE RNA E REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE DA
TRANSCRICAO REVERSA EM TEMPO REAL (qRT-PCR)

Os tecidos, logo apoés dissecagdo ou término do tratamento, e as células, na
sequéncia da sua coleta, foram imediatamente congelados em gelo seco, e
armazenados a -80 °C até o momento de extracdo de RNA. Para a extragdo de RNA,
foi utilizado o reagente TRIzol, e foram seguidas as instru¢des do fabricante. Ao final
do protocolo, o RNA total foi imediatamente utilizado para a qRT-PCR. O DNA
complementar (cDNA) foi transcrito reversamente utilizando a enzima SuperScript Il

(Invitrogen) e random primers (Invitrogen). O qPCR foi realizado utilizando o corante
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fluorescente SYBR Green (Applied Biosystems) em um equipamento ABI QuantStudio
7 (Applied Biosystems). Um volume total de 10 puL por amostra foi utilizado, sendo que
os experimentos foram realizados em triplicados. O gene Gapdh foi utilizado como
housekeeping para normalizacdo das amostras, mediante a seguinte formula para
célculo dos valores relativos de expressdo (QR): QR = 27(Ctgene de interesse - Ct Gapdh) x
100. Os seguintes primers foram utilizados:

- LepR forward, 5-TGAAGCATCGTACTGCCCACA-3’

- LepRreverse, 5-ATTCACAAGGGAAGCGCCGA-3

- Adrb2 forward, 5-GGTTATCGTCCTGGCCATCGTGTTTG-3'

- Adrb2 reverse, 5-TGGTTCGTGAAGAAGTCACAGCAAGTCTC-3'

- 1133 forward, 5-TCCAACTCCAAGATTTCCCCG-3

- 1133 reverse, 5-CATGCAGTAGACATGGCAGAA -3’

- Gapdh forward, 5-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3’

- Gapdh reverse, 5'-ACACATTGGGGGTAGGAACA-3’

2.9SEQUENCIAMENTO DE RNA DE CELULAS LEPR-YFP SEPARADAS POR
FACS

Os GCSs e glandulas pituitarias foram processados conforme o item 2.6.
Mediante a separacao de 500 células por amostra, foi utilizada uma adaptacdo do
protocolo Smart-seq2 (Picelli et al., 2014) para a preparacédo de bibliotecas de cDNA,
com as seguintes modificacdes: a) incorporacéo de 1 mg/ml BSA ultrapura ao tampao
de lise; b) adicdo de 20 uM de nucleotideo de troca da fita molde (TSO; Exiqon,
Dinamarca); c) utilizacdo de 200-250 pg de cDNA em 1/5 das instrucdes indicadas
para o protocolo de tagmentacdo do kit Illumina Nextera XT (lllumina, USA). A
distribuicdo das bibliotecas de cDNA foi monitorada utilizando um kit de alta
sensibilidade ao DNA no equipamento Perkin Elmer LabChip (Perkin Elmer, USA).
Trés amostras de cada tecido foram submetidas a sequenciamento de indexamento
pareado (duas corridas de 151 ciclos) em um equipamento lllumina HiSeq 4000
(lumina). Os dados do sequenciamento foram analisados mediante o pacote Seurat,
na linguagem de programacao R (Butler et al., 2018). Para o calculo dos valores de
transcritos por quilobase por milhdo (TPM), primeiramente foi dividido o nimero de

leituras dos transcritos de cada gene pelo seu comprimento, em quilobases (leituras
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por quilobase, RPK). Na sequéncia, somou-se o valor de todos os RPKs da amostra,
e se dividiu por 10° (obtendo-se um fator de escala da amostra, por milhdo). Para se
obter o TPM de cada gene, cada RPK é dividido por este fator de escala. Os resultados

estdo expressos como log2 (TPM).

2.10 NIVEIS DE IL-33 NO MEIO DE EXPLANTES DE GANGLIOS CERVICAIS
SUPERIORES

Os niveis de 1I-33 no meio extracelular foram avaliados por meio do ensaio de
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA), com o kit comercial Mouse IL-33 DuoSet (R&D,

DY3626), utilizando 100 ul de amostra, em duplicados.
2.11 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi conduzida mediante a utilizacdo do software GraphPad
Prism 6, e tem seus elementos descritos na legenda de cada figura. Valores de P <

0,05 foram considerados significativos, e os dados foram representados como média
* erro padrdo da média.
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3 RESULTADOS

3.1VALIDACAO DO MODELO ANIMAL MEDIANTE A CONFIRMACAO DA
EXPRESSAO DA PROTEINA FLUORESCENTE AMARELA (YFP) NO NUCLEO
ARQUEADO DE CAMUNDONGOS LEPR-YFP

Por meio do cruzamento entre animais LepR-cre e LSL-Rosa26-Chr2-YFP, ha
a excisdo do cddon de parada flanqueado por loxP especificamente nas células que
expressam LepR, as quais se tornam capaz de produzir a YFP, cuja visualizacdo pode
ser usada como reporter da presenca das células LepR nos tecidos de interesse
(Nagy, 2000; Scott et al., 2009). Para a validacdo do modelo animal, foi realizada
analise de imunofluorescéncia no nucleo arqueado do hipotdlamo, no qual as células
LepR possuem elevada expressédo e destacada relevancia, por exemplo, no controle
do peso corporal, ingesta alimentar e gasto energético (Balthasar et al., 2004; Coppari
et al., 2005; Caron et al., 2018). Como esperado, foi detectado sinal YFP em células
deste nucleo hipotalamico (Figura 1), indicando a especificidade da recombinacao do
sistema cre-lox para os animais LepR-YFP.

Para confirmar a funcionalidade do modelo utilizado nesta dissertacéo, foi
avaliada a fosforilacdo do fator de transcricdo STAT3 (do inglés, signal transducers
and activators of transcription 3), a qual ocorre quando da ligagéo da leptina ao seu
receptor no nucleo arqueado (Vaisse et al., 1996; Scott et al., 2009). Observou-se a
presenca da forma fosforilada pSTAT3 nas células YFP do hipotdlamo de
camundongos LepR-YFP injetados com leptina, o que ndo ocorreu quando os animais

foram injetados com PBS (Figura 1; em detalhe, Figura 2).

29



LepR pSTAT3 DAPI comb.

Leptina

Figura 1

Figura 1 Analise de imunofluorescéncia com microscopia confocal de fatias do nucleo arqueado do
hipotadlamo de camundongos tratados com leptina ou PBS. Escala: 100 um. Fonte: autor.

Figura 2 Andlise de imunofluorescéncia com microscopia confocal de fatias do nicleo arqueado do
hipotadlamo de camundongos tratados com leptina (detalhe da Figura 1). LepR-YFP (verde), pSTAT3
(vermelho), DAPI (azul). Escala: 100 um. Fonte: autor.
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3.2CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE CELULAS LEPR-YFP PRESENTES
NO TECIDO ADIPOSO BRANCO E EM GANGLIOS CERVICAIS SUPERIORES
DE CAMUNDONGOS

Por meio de microscopia confocal, foram observadas células YFP nas fibras
nervosas dissecadas do TAsc inguinal de camundongos LepR-YFP (Figura 3), sendo
que estas células foram detectadas exclusivamente na periferia das fibras,
envolvendo-as (Figura 4). O sinal ndo foi observado de forma continua ao longo das
fibras; em algumas regides visualizou-se um sinal em forma de mosaico (Figura 3A),

ao passo que outras observou-se um envolvimento completo da fibra (Figura 3B).

TH

DAPI

comb.

TH

Figura 3 Analise de imunofluorescéncia com microscopia confocal de fibras nervosas dissecadas do
tecido adiposo subcutédneo de camundongos LepR-YFP. Células LepR-YFP envolvem fibras nervosas
dissecadas do tecido adiposo subcutaneo inguinal de camundongos. Na regido interna, encontram-se
as projegfes axonais simpdticas marcadas com anti-TH (tirosina hidroxilase). Em A observa-se a
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expressdo com o perfil de mosaico, ao passo que em B visualiza-se uma regido de cobertura total da
fibra pelas células LepR-YFP. Escala: 50 um. Fonte: autor.

DAPI comb.

(NI O™

Figura 4 Reconstrugdo 6ptica ortogonal (x-z) da Figura 3, destacando-se a localizacdo periférica das
células LepR-YFP em relacdo aos feixes de axbnios simpaticos marcados com anti-TH (tirosina
hidroxilase). Escala: 10 um. Fonte: autor.

Com o intuito de verificar a localizacéo destas células no tecido como um todo,
um protocolo de clareamento de tecido adiposo foi optimizado, e observou-se a
presenca das células LepR-YFP exclusivamente ao redor dos nervos, além de uma
leve marcagcdo na parte externa do linfonodo inguinal (Figura 5 A,B). Observa-se
também a descontinuidade do sinal ao redor das fibras, como havia sido observado
nas fibras dissecadas, evidenciando que este perfil ndo é devido a deterioracdo
causada pela dissecacdo, e deve representar a real caracteristica das células no
tecido. Embora néo tenha sido possivel nesta dissertacdo a otimizacao de anticorpos
para a marcacdo de neurbnios que estivessem compativeis com o protocolo de
clareamento utilizado (e.g. anti-beta3 tubulina ou anti-tirosina hidroxilase), a anatomia
dos nervos é facilmente distinguida daquela dos vasos sanguineos devido a sua
morfologia espiralada e a elevada autofluorescéncia destes (Chi et al., 2018).

As fibras nervosas que inervam o tecido adiposo majoritariamente possuem
axbnios de neurbnios simpéaticos (Zeng et al., 2015), e confirmou-se a presenca de
células LepR-YFP ao redor de neurdnios mediante a presenca da tirosina hidroxilase
(TH), uma enzima limitante na sintese de catecolaminas usada como marcador do
SNS devido a sua especificidade neste tecido (Figura 3 e Figura 4). Além disso, foram
detectadas células LepR-YFP em GCSs, ganglios nervosos simpaticos (Figura 6).
Observa-se que também foram observadas células que expressam o reporter YFP
nas fibras nervosas presentes no tecido adiposo marrom, no nervo ciatico, bem como
na glandula pituitaria e nas leptomeninges, que serdo objetos de estudo em outros

projetos de pesquisa (dados ndo mostrados).
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autofluorescéncia comb

Figura 5 Imageamento do tecido adiposo ap0s protocolo de clareamento seguido de marcagdo com
imunofluorescéncia. As células LepR-YFP possuem intima associacdo com as fibras nervosas, mas
ndo com 0s vasos sanguineos no tecido adiposo subcutaneo inguinal (regies de elevada
autofluorescéncia). Em A o tecido clarificado foi imageado por tomografia por projecdo 6ptica; em B
realizou-se nova aquisicdo em microscopio light-sheet da regido hachurada, para visualizacédo
detalhada. Escalas: A 1000 um e B 200 pm. Fonte: autor.
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Figura 6 Andlise de imunofluorescéncia com microscopia confocal de ganglios cervicais superiores A
em whole mount e B crioseccionados (16 um) de camundongos LepR-YFP. Escala: 200 um. Fonte:
autor.

A fim de validar molecularmente que a fluorescéncia detectada provém de
células que realmente expressam o receptor de leptina LepR, células com marcacao
positiva e negativa para YFP foram isoladas por FACS (Figura 7). Por meio da anélise
de niveis de transcricdo de mRNA por rtPCR, verificou-se o enriqguecimento de
transcritos dos genes que codificam LepR nas células positivas para YFP processadas
de trés tecidos: fibras nervosas do tecido adiposo subcutaneo inguinal, GCSs, e tecido
adiposo visceral (TAv) gonadal (Figura 8).
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Figura 7 Estratégia de gating para a separacao de células YFP positivas e negativas de tecidos de
camundongos LepR-YFP. Fonte: autor
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Figura 8 Andlise de gRT-PCR representando os niveis de transcritos do gene Lepr em células LepR-
YFP positivas ou negativas separadas de fibras nervosas dissecadas do tecido adiposo subcutaneo
visceral (Fibras), de ganglios cervicais superiores (GCSs) e tecido adiposo visceral gonadal (TAv). Cada
ponto corresponde a média de trés replicados de cada amostra; a barra representa a média + erro
padrdo da média das amostras. Diferencas entre os grupos foram analisadas por um teste t de Student
com correcao de Welch. Fonte: autor.

A partir dos dados mostrados anteriormente de que as células LepR envolvem
as fibras de nervos no tecido adiposo, formulou-se a hipétese de que estas células
formariam parte da camada perineural. Para tal caracterizacdo, fibras nervosas de
animais LepR-YFP foram dissecadas e fixadas para a analise da sua ultraestrutura
por microscopia eletronica, em colaboracdo estabelecida com o grupo do Dr. Matteo
lannacone, no Ospedale San Raffaele (Mildo, Italia). Primeiramente, com o uso de
anti-GFP e anticorpo secundario conjugado com particulas de ouro, observou-se
marcacdo exclusivamente na membrana plasmatica das células localizadas na
periferia dos nervos (Figura 9A). Estes resultados estdo em concordancia com o

apresentado na Figura 4, e também com o fato que o LepR, marcado com o reporter
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YFP, possui localizacdo membranar (Wada et al., 2014). As células marcadas
apresentaram morfologia achatada e alongada ao redor de toda a fibra, com a
presenca de invaginagcdes membranas semelhantes a cavéolas (vesiculas envolvidas
na transcitose), e uma membrana basal em ambos os lados da célula. Considerando
a especificidade e ubiquidade da marcacédo observada nestas camadas periféricas, as
fibras foram processadas utilizando um protocolo de fixacdo combinando PFA,
glutaraldeido e &cido cacodilico. Este protocolo permite uma melhor preservacéo da
morfologia da amostra, porém reduz consideravelmente a antigenicidade das
proteinas, limitando o seu uso com a marcac¢ao com anticorpos (Griffiths, 1993). Esta
técnica permitiu a apresentacdo de uma ultraestrutura ainda mais resolvida (Figura
9B).

Figura 9 Analise da ultraestrutura das células LepR ao redor das fibras nervosas por microscopia
eletrdnica de transmisséo com uso de A anticorpos conjugados com particulas de ouro para determinar
aregido de marcacao das células, e B um protocolo de fixacéo classico com glutaraldeido para melhor
preservacdo da morfologia das células. Escalas: A 5 um, 2 pm e 1 um, da esquerda para a direita; B 1
pm. Fonte: autor.

Diante dos dados de microscopia eletronica apresentados, observa-se que a
ultraestrutura destas células esta de acordo com aquela descrita para as células
perineurais (Gamble e Eames, 1964; Peltohen et al., 1987; Pummi et al., 2006; Pina-

Oviedo e Ortiz-Hidalgo, 2008). Dentre outros atributos, este tipo celular é
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caracterizado por possuir complexos de jun¢des de oclusédo nas extremidades de suas
células, porém a analise ultramicroscopica foi inconclusiva neste sentido. Além disso,
a deteccdo da imunofluorescéncia de ocludina, uma proteina com importancia
funcional para as jun¢gbes de oclusdo, também se apresentou inconclusiva por
imunofluorescéncia, embora o seu sinal tenha sido observado proximo as regides

onde ha expresséao de LepR-YFP nas fibras nervosas (Figura 10).

Ocludina DAPI comb.

Figura 10 Analise de imunofluorescéncia com microscopia confocal de fibras nervosas dissecadas do
tecido adiposo subcutdneo de camundongos LepR-YFP marcadas com anti-ocludina, proteina
componente das juncées de ocluséo. Escala: 20 um. Fonte: autor.

3.3CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS CELULAS LEPR DOS GANGLIOS
CERVICAIS SUPERIORES DE CAMUNDONGOS

AplOs a caracterizacdo morfologica destas células em nivel mesosopico,
microscopico e ultramicroscépico, questionou-se qual seria a funcdo destas células,
considerando a sua localizacdo intimamente associada a células nervosas em tecidos
complexos como o tecido adiposo e ganglios nervosos. Uma das formas de
caracterizar células de interesse em nivel molecular é a separacéo destas células por
FACS, seguida pela extracdo de RNA e sintese do seu DNA complementar, para
sequenciamento dos nucleotideos que compdem o acido nucleico (sequenciamento
de RNA), permitindo a quantificacdo dos niveis dos genes transcritos pela populacéo
de células separadas. Para estes estudos, células LepR-YFP extraidas dos GCSs e
da glandula pituitaria, um tecido também periférico de origem nervosa, foram enviadas
para sequenciamento na Agency for Science, Technology and Research (A*STAR),
em Singapura, em colaboracédo com o grupo do Dr. Florent Ginhoux. Também foram
enviadas células LepR-YFP de fibras que inervam o TAsc, contudo a extragdo de RNA
de quantidade e qualidade suficientes para o sequenciamento de RNA mostrou-se

desafiante, de forma que esta analise nao foi realizada em tempo habil da conclusao
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desta dissertacdo. No entanto, considerando a relevancia desta analise no contexto
agui investigado, estes procedimentos estdo sendo repetidos. Observa-se que, além
de servir de comparacao com os dados de células provenientes dos GCSs, os dados
de sequenciamento de RNA de células LepR-YFP extraidas da glandula pituitaria néo
foram abrangidos nesta dissertacdo, e constituem parte de outro projeto em
andamento.

Em consonéncia com a caracterizagdo morfolégica apresentada no item 3.2,
verificou-se que as células LepR-YFP dos GCSs apresentaram acentuada expressao
de marcadores de células perineurais, como vimentina (Vim), fibronectina (Fnl), a-
actina 2 (Acta2), transportador de glicose 1 (Slc2al), subunidades de laminina
(Lamal, Lama3, Lama4 e Lamb2), marcadores de junc¢des de oclusdo (Ocln, Cldn1,
Tjpl), e o proteoglicano, Ng (Figura 11). Além disso, nota-se diminuta expressao de
transcritos para genes marcadores de células musculares (Des), gliais (Gfap e Aifl),
linfaticas (Lyvel), neuronais (Neurodl e Rbfox3). Surpreendentemente, observou-se
alta expressao da proteina S100b, a qual é tipica de células gliais e é utilizada como

critério de distincdo de células Schwann de células perineurais no sistema nervoso

periférico.
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Figura 11 Heatmap representando os niveis de transcricdo, em log2 (TPM), de genes marcadores de
células perineurais (verde), linfaticas (azul escuro); musculares (cinza), gliais(vermelho), e neuronais
(facsia) em células LepR-YFP de ganglios cervicais superiores (GCSs) e glandulas pituitérias (GP)
separadas por FACS. Fonte: autor.

A seguir, considerando a localizacdo das células LepR-YFP nos GCSs,
constituintes do SNS, investigou-se acerca da expressdo de receptores que
pudessem responder a estimulos adrenérgicos nestas células. Os receptores
adrenérgicos beta 2 (Adrb2), alfa 2c (Adra2c) e alfa 2a (Adra2a) apresentaram
maiores niveis de expressédo (Figura 12). A regulacdo de Adrb2 tem sido reportada
como intimamente relacionada a obesidade (Guarino et al., 2017; Pirzgalska et al.,

2017). Dessa forma, decidiu-se aprofundar neste aspecto mediante a verificacdo por
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gRT-PCR deste receptor nas células LepR-YFP de GCSs e fibras nervosas, a qual foi
confirmada (Figura 13). Assim, estas células ndo possuem somente o receptor de
leptina, mas também receptores adrenérgicos, de forma que é sensato pensar que as
suas fungdes sdo realizadas em resposta a estimulos de leptina e/ou adrenérgicos.
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Figura 12 Heatmap representando os niveis de transcricdo, em log2 (TPM), de genes que codificam
para receptores adrenérgicos em células LepR-YFP de géanglios cervicais superiores (GCSs) e
glandulas pituitarias (GP) separadas por FACS. Fonte: autor.
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Figura 13 Analise de gRT-PCR representando os niveis de transcritos do gene que codifica o receptor
adrenérgico 32 em células LepR-YFP positivas ou negativas separadas de fibras nervosas dissecadas
do tecido adiposo subcutaneo visceral (Fibras) e de génglios cervicais superiores (GCSs). Cada ponto
corresponde a média de trés replicados de cada amostra; a barra representa a média + erro padrao da
média das amostras. Fonte: autor.

Os GCSs, assim como o tecido adiposo, constituem um tecido complexo que
alberga células dos sistemas imunitario e nervoso, sendo que distirbios na regulacao
e funcéo destes sistemas estdo associados a disfuncdo do controle metabdlico e a
obesidade (Guarino et al., 2017; Reilly e Saltiel, 2017). A analise do transcriptoma das
células LepR-YFP dos GCSs indicou a expresséao génica de citocinas envolvidas tanto
na resposta pro- quanto anti-inflamatoria (Figura 14). Chama a atencéo a elevada

expressao da citocina anti-inflamatoria 1133, a qual tem sido recentemente proposta
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como ativadora do sistema de resposta imune tipo 2 no tecido adiposo (Miller et al.,
2010). Como confirmacgédo por gRT-PCR, observou-se a acentuada expressao da
citocina anti-inflamatoéria 11-33 em células LepR-YFP do TAv (Figura 15). Além disso,
também se verificou expressao de 11-33 em células LepR-YFP por imunofluorescéncia

em fibras nervosas extraidas do tecido adiposo (Figura 16).
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Figura 14 Heatmap representando os niveis de transcricdo, em log2 (TPM), de genes que codificam
citocinas anti-inflamatérias (laranja) e pré-inflamatérias (magenta) em células LepR-YFP de ganglios
cervicais superiores (GCSs) e glandulas pituitarias (GP) separadas por FACS. Fonte: autor.
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Figura 15 Andlise de gRT-PCR representando os niveis de transcritos do gene que codifica ao citocina

anti-inflamatéria 1I-33 em células LepR-YFP positivas ou negativas separadas do tecido adiposo
visceral. Cada ponto corresponde a média de trés replicados de cada amostra. Fonte: autor.
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Figura 16 Analise de imunofluorescéncia com microscopia confocal de fibras nervosas dissecadas do
tecido adiposo subcutadneo de camundongos LepR-YFP marcadas com anti-1133. Escala: 20 um.
Fonte: autor.

3.4TESTES FUNCIONAIS EM EXPLANTES DE GANGLIOS CERVICAIS
SUPERIORES DE CAMUNDONGOS LEPR-YFP TRATADOS COM LEPTINA E
ACETILCOLINA

Considerando que a) obesidade é acompanhada por um perfil pré-inflamatério
cronica no tecido adiposo, bem como por disfungédo na resposta ao SNS (Reilly e
Saltiel, 2017); b) individuos obesos possuem elevados niveis de leptina(Friedman e
Halaas, 1998), e c) conforme apresentado neste trabalho, as células LepR-YFP
expressam receptores adrenérgicos e de leptina, bem como a citocina II-33, postulou-
se a hipétese de que as células LepR-YFP responderiam a norepinefrina e/ou leptina,
individualmente ou em conjunto, de forma a modular a expresséo de 1I-33 de acordo
com o estimulo. Mais especificamente, que o aumento de leptina causaria reducao
dos niveis desta citocina anti-inflamatoria, correspondendo ao estado inflamatoério em
obesidade, contexto no qual os niveis de leptina sdo elevados. Além disso,
hipotetizou-se que a norepinefrina seria capaz de reverter este perfil pro-inflamatorio,
correspondente a um contexto homeostatico em que o SNS se encontra funcional.

Para testar esta hipotese, foi realizado o cultivo de explantes de GCSs de
camundongos B6, os quais foram tratados com a) leptina, b) acetilcolina, c) leptina +
acetilcolina, e d) veiculo (meio de cultivo + agua) por 24h para anélise de expressao
génica dos GCSs e aferimento de niveis de 1I-33 no meio de cultivo. O uso de
acelticolina deve-se ao fato de que 0s neurbnios ganglidnicos simpaticos sao ativados
por este neurotransmissor, resultando na liberagédo de norepinefrina (Pirzgalska et al.,

2017). O tratamento com leptina nos explantes de GCSs néo afetou a expresséo de
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[I-33 apds 24h, mantendo-se nos mesmos niveis que os explantes que tiveram veiculo
adicionado (Figura 17). Além disso, apesar de haver um ligeiro aumento na expressao
de 1I-33 induzida por acetilcolina, ndo foi observada diferenga entre os tratamentos.
Os niveis de 1-33 no meio de cultivo ndo foram detectaveis pela técnica de ELISA

utilizada em nenhuma amostra (dados ndo mostrados).
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Figura 17 Andlise de gRT-PCR representando os niveis de transcritos de 11-33 em explantes de
ganglios cervicais superiores tratados com leptina, acetilcolina, e leptina + acetilcolina. Cada ponto
corresponde a média de trés replicados de cada amostra; a barra representa a média + erro padrdo da
média das amostras. Diferencas entre os grupos foram analisadas por ANOVA de uma via. Fonte:
autor.

As citocinas pré-inflamatoria, 11-34, e anti-inflamatéria, CD200, apresentaram
altos indices de expressao nas células LepR-YFP (Figura 14), e relatos recentes
indicam a sua associacdo com o tecido adiposo e a obesidade (Baer et al., 2013;
Chang et al., 2014). Ainda a fim de investigar uma possivel modulacédo do estado
inflamatério dos GCSs por leptina e/ou acetilcolina, analisou-se a variacdo da
expressao génica destas citocinas apos os tratamentos, porém nenhuma alteracao foi

observada (Figura 18).

42



11-34 CD200
(=}
& 2.54 S 6-
r O *
= ® o 54
%2.0- 4 §,
8 15 Che *
@ .99 Y
B g 34 1
% 1.0 e ® ® _L
. -1 . —
o se° S29 1 o ® o0
® 054 [% 2 ¢
g}_ p :" § 14
5 0.0 T T g0 T - - T
w
Aceticolina - - + + Aceticolina - - + +
Leptina - + - + Leptina - + - +

Figura 18 Niveis de expresséo génica de A II-34 e B CD200 em explantes de ganglios cervicais
superiores tratados com leptina, acetilcolina, e leptina + acetilcolina. Cada ponto corresponde a média
de trés replicados de cada amostra; a barra representa a média + erro padrdo da média das amostras.
Diferencas entre os grupos foram analisadas por ANOVA de uma via. Fonte: autor.

3.5AFERICAO DOS NIVEIS INTRACELULARES DE CALCIO DAS CELULAS LEPR
EM EXPLANTES DE GANGLIOS CERVICAIS SUPERIORES TRATADAS COM
LEPTINA E ACETILCOLINA

Diante da auséncia de efeito da leptina sobre as citocinas analisadas nos
GCSs, questionou-se se as células estariam de fato respondendo aos estimulos. Para
responder a esta questado, animais LepR-cre foram cruzados com camundongos LSL-
GCaMP3 a fim de expressar o indicador de niveis de calcio geneticamente modificado,
GCaMP3, nas células que expressam o receptor de leptina (LepR-GCaMP3). Assim,
permite-se a visualizacdo e quantificacdo dos niveis de célcio das células LepR
mediante o imageamento da fluorescéncia de GCaMP3, que podem ser utilizados
como correlatos de atividade celular em resposta a estimulos (Cai et al., 2014;
Gonzalez et al., 2016). A especificidade do sinal foi observada por microscopia
confocal em explantes de GCSs em cultivo, os quais apresentaram fluorescéncia nas
células de morfologia e localizag&o similar aguela observada nos ganglios de animais
LepR-YFP (Figura 19). A dose de leptina administrada n&o gerou qualquer alteragao
do sinal de variagdo dos niveis de calcio comparados aos valores de fluorescéncia
basal, apresentando um perfil similar ao das células que tiveram somente o veiculo
adicionado (Figura 20). No entanto, surpreendentemente, observou-se uma
consideravel redugédo na atividade das células apds o tratamento com acetilcolina

(Figura 20 e 21). Nota-se que os dados de sequenciamento de RNA indicam que as
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células LepR-YFP ndo expressam receptores colinérgicos (Figura 22), de forma que
o efeito da administracdo de acetilcolina deve atuar especificamente nos neurdnios.
Portanto, estes resultados indicam que as células LepR-GCaMP3 podem ter a sua
atividade celular reduzida, e possivelmente silenciada, pelos sinais adrenérgicos

causados pelos neurdnios simpaticos dos GCSs.

Figura 19 Representacdo da morfologia de células LepR-GCaMP ex vivo em explantes cultivados de
ganglios cervicais superiores por microscopia confocal spinning disk. Escala: 50 um. Fonte: autor.
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Figura 20 Andlise da variag&o dos niveis de fluorescéncia de células LepR-GCaMP3 em explantes de
ganglios cervicais superiores tratados com leptina, acetilcolina, e leptina + acetilcolina. Cada ponto
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corresponde ao percentual da fluorescéncia aferida 5 minutos apds o estimulo sobre a média dos trés
minutos anteriores a este, para uma célula imageada. A barra representa a média + erro padrdo da
média das amostras. Diferengas entre os grupos foram analisadas por ANOVA de uma via. Fonte:

autor.
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Figura 21 Variagdo dos niveis de fluorescéncia de células LepR-GCaMP3 em explantes de GCSs
tratados com leptina, acetilcolina, e leptina + acetilcolina (Lep + ACh). A imagens de microscopia
confocal spinning disk representativas da resposta de células LepR-GCaMP 3 min antes (t = -3),
imediatamente antes (t = 0) e 5 min ap6s cada tratamento. B representacéo grafica das variacdes de
fluorescéncia ao longo do tempo em relagéo ao tratamento (t = 0, tracejado vertical). Escala: 10 um.

Fonte: autor.
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Figura 22 Heatmap representando os niveis de transcri¢cao, em log2 (TPM), de genes que codificam
para receptores colinérgicos em células LepR-YFP de ganglios cervicais superiores (GCSs) e glandulas
pituitarias (GP) separadas por FACS. Fonte: autor.
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4 DISCUSSAO

Este trabalho apresenta a caracterizagdo morfolégica em nivel mesoscopico,
microscoépico e ultramicroscépico de células que expressam o receptor de leptina
(LepR) na camada perineural de nervos do tecido adiposo subcutaneo (TAsc), bem
como nos ganglios simpaticos, GCSs. Os dados de imageamento do tecido adiposo
mostram a especificidade do sinal LepR ao redor somente dos nervos presentes neste
tecido, e ndo dos vasos sanguineos. Por microscopia confocal verificou-se que o sinal
€ encontrado somente na periferia dos nervos, o que foi confirmado pela marcacéo
observada em microscopia eletrbnica de transmissdo, indicando que as células
observadas constituem a camada perineural. Estes dados foram corroborados pelos
niveis de expressao de transcritos de genes reportados como caracteristicos destas
células.

O tecido adiposo é considerado um 6rgao enddcrino por muitos autores, dada
a sua complexidade de tipos celulares e sua intercomunicacao, sintese de adipocinas
com funcbes enddcrinas, como a leptina, e integracdo metabdlica (Kershaw e Flier,
2004; Rosen e Spiegelman, 2014). Neste tecido, observa-se a presenca de inUmeros
componentes celulares, como adipdcitos, fibroblastos, células endoteliais, linfaticas e
células do sistema imune, bem como fibras de nervos periféricos (Kershaw e Flier,
2004; Zeng et al.,, 2015). Os nervos periféricos possuem trés camadas de
revestimento, o endoneuro, 0 epineuro e o perineuro, cada qual com morfologia e
funcao especializadas (Peltonen et al., 2013). O perineuro apresenta fungéo essencial
de barreira estrutural que protege os nervos de fatores externos, como patégenos e
células do sistema imune (Parmantier et al., 1999). Além do papel de barreira fisica,
outras fungdes tém sido descritas para estas células, como a orientacdo na migracao
neuronal; na auséncia das células perineurais em neurénios motores, as células de
Schwann falham em envelopar os neurénios motores, indicando um papel de atracéo
ou de estimulo de diferenciacdo das células de Schwann por meio de fatores
secretados pelas células perineurais (Kucenas et al., 2008). O presente trabalho
buscou, por meio da caracterizacdo morfolégica e molecular, explorar possiveis
funcbBes das células perineurais LepR, em especial no papel de comunicacdo com

outras células do tecido adiposo em um contexto inflamatorio.

47



As células perineurais possuem morfologia achatada e alongada que formam
camadas concéntricas, cujo numero esta associado ao diametro da fibra nervosa: em
regides menos robustas, encontram-se de uma a trés camadas, ao passo este numero
pode chegar a dezoito nas zonas mais espessas (Reina et al., 2015). A andlise da
ultraestrutura das fibras nervosas dissecadas do TAsc nesta dissertacdo identificou
muitas se¢des em que havia somente uma ou duas camadas de células; somente em
alguns casos observaram-se trés camadas, situa¢do na qual as particulas de ouro
marcando as células LepR foram observadas principalmente nas camadas mais
internas. Estas observacdes podem indicar uma certa especificidade da marcacao
nessas camadas, sendo possivel que diferentes camadas expressem diferentes
moléculas e apresentem fungdes distintas. Além disso, a analise da ultraestrutura das
células LepR-YFP detectou a presenca de uma lamina basal dupla, de cavéolas, e
deposicao de colageno nas regides imediatamente externas a célula, caracteristicas
gue, em conjunto com a sua localizacdo, corroboram com o perfil perineural das
células descritas neste estudo (Peltohen et al., 1987; Pina-Oviedo e Ortiz-Hidalgo,
2008; Reina et al., 2015). Considerando que as células perineurais constituem uma
barreira celular, as cavéolas, que sédo caracterizadas por invagina¢cdes da membrana
gue permitem a transcitose, podem proporcionar uma alternativa para o transporte de
particulas através das células perineurais, porém ainda se desconhecem o0s
mecanismos deste transporte no perineuro (Peltonen et al., 2013). Em conjunto com
a frequente observagdo de cavéolas nas imagens de microscopia eletrbnica neste
estudo, verifica-se a elevada e consistente expressao de transcritos dos genes Cavl
e Cav2, que codificam para a proteina caveolina, constitutiva destas estruturas (dados
nao mostrados). Estes genes geralmente sdo co-expressos, ao passo que Cav3
possui expressao especificamente em células musculares (Williams e Lisanti, 2004),
e nao foi observada expressédo desta proteina nas células LepR. Observa-se que a
presenca de expressdao de S100b nos dados de sequenciamento de RNA foi
surpreendente, e futuros experimentos deveréo investigar a expressao deste gene e
sintese desta proteina pelas células LepR para esclarecer o papel da S100b na
caracterizagcdo destas células.

A formacéo da barreira perineural é caracterizada pela justaposicdo da sua
camada de células, as quais séo intimamente unidas por jun¢des de oclusdo (Pummi
et al., 2006; Pina-Oviedo e Ortiz-Hidalgo, 2008; Liu et al., 2018). Nas secdes
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observadas por microscopia eletrénica de transmissdo neste estudo, bem como na
analise de imunofluorescéncia de ocludina nas fibras inteiras, ndo se pode concluir
acerca da presenca dessas juncdes, porém esforcos deverdo ser continuados no
sentido de otimizar a dissecacdo das fibras de forma a preservar essas camadas
exteriores e seguir investigando os pontos de contato entre as células. Parmantier e
cols. (1999) realizaram um estudo sobre o papel da proteina desert hedgehog,
produzida por células de Schwann na organizagdo estrutural das células perineurais.
Na auséncia desta proteina, o complexo de jun¢gBes das células perineurais foi
perturbado, e a sua estrutura mais desorganizada, de forma que os autores
classificaram estas células como fibroblastos diferenciados que estariam realizando a
funcdo de envolvimento dos nervos. Poder-se-ia sugerir que a inconsisténcia dos
resultados aqui apresentados sobre a presenca de juncbes de oclusdo nas células
LepR consiste no fato de que estas células na realidade sejam os fibroblastos
propostos por Parmantier e cols. (1999); no entanto, fibroblastos apresentam reticulos
endoplasmaticos proeminentes, nucleos compactos, e l[amina basal Gnica (Kucenas,
2015), caracteristicas que vao de encontro as imagens de microscopia eletronica de
transmissao deste estudo. Além disso, os dados de sequenciamento de RNA aqui
apresentados mostram a elevada expressao de marcadores perineurais das células
isoladas, sendo esta a primeira hipétese de trabalho, logo a auséncia da observacao
de juncbes de oclusdo nestas células provavelmente se deve a questdes de
integridade das camadas perineurais na dissecacao das fibras do tecido adiposo, bem
como do processamento para a andlise ultramicroscopica.

Murphy e cols. (2013) sugerem a presenca de neurbnios que expressam 0
LepR no tecido adiposo subcutdneo mediante a co-localizagdo do marcador
retrégrado Fluorogold com sinal de imunofluorescéncia de anticorpos anti-LepR no
ganglio da raiz dorsal de hamsters. No entanto, estes autores ndo apresentam dados
de marcacao de LepR no TA em si que permita a comparacgéo dos seus dados com o
apresentado neste trabalho. Além disso, a resposta eletrofisiologica observada por
Murphy e cols. (2013) nas fibras nervosas apos tratamento com leptina pode n&o estar
relacionada a presenca de LepR nos neurdnios, porém nas células perineurais, as
quais por sua vez respondem a leptina emitindo sinais no microambiente. A presenca
de LepR deu-se exclusivamente nas células que envolvem as fibras nervosas do

tecido adiposo, como analisado em diversos niveis de microscopia, bem como na
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auséncia da expressao de transcritos neuronais, dados que se opdem ao apresentado
por estes autores. Além disso, apesar de que os autores deste grupo ja haverem
proposto por meio da mesma técnica de marcacdo retrograda que neurdnios dos
ganglios entre T11 e L3 inervam o TAsc (Bartness e Song, 2007; Bartness et al.,
2014), somente em 2015 foi visualizado que este tecido é realmente inervado, em
especial por neurbnios simpaticos que atuam sobre os adipdcitos efetivamente
provocando lipdlise, portanto confirmando que as fibras observadas anteriormente ndo
representavam axonios en passant (Zeng, Pirzgalska et al. 2015). No entanto, ainda
ndo ha consenso sobre a localizacdo dos corpos celulares destes neurbnios, e
estudos de imagem utilizando marcacao por anticorpos seguidos de clareamento do
animal, podem responder a esta questado (Pan et al., 2016). Considerando o papel
lipolitico direto exercido por estes neurdnios, a confirmagdo da localizacdo de seus
corpos celulares, bem como da sua caracterizacdo molecular, € de suma importancia
considerando o potencial impacto que a modulacéo farmacolégica dessas células no
tratamento da obesidade. Adicionalmente, futuros estudos acerca das vias de
sinalizacdo utilizadas pelas células LepR para comunicacdo com 0S nheurdnios e
outros tipos celulares presentes nos nervos periféricos sdo necessarios para melhor
entender como estas células se relacionam dentro do tecido, sendo que os dados
obtidos por sequenciamento de RNA neste trabalho podem ser Uteis para o
levantamento de hipGteses sobre este tema.

Como mencionado, as células do sistema imune sdo componentes importantes
do tecido adiposo, e a obesidade é tipicamente acompanhada de um estado
inflamatorio crénico neste tecido (Reilly e Saltiel, 2017). O aumento do numero de
macrofagos é intimamente associado a este estado fisiolégico, bem como o aumento
da proporcdo de macrofagos com caracteristicas pré-inflamatérias em relacéo a
macrofagos anti-inflamatoérios (Lumeng et al., 2007; Fujisaka et al., 2009; Amano et
al., 2014). Por outro lado, como mecanismo de protecdo a este estado pro-
inflamatorio, o tecido adiposo possui uma seérie de tipos celulares, como macrofagos
anti-inflamatorios residentes, células T reguladoras (Hotamisligil, 2017; Lee et al.,
2018). Os dados de sequenciamento de RNA das células LepR descritas neste
trabalho indicam que estas expressam citocinas tanto pré- quanto anti-inflamatorias,
gue podem indicar o seu papel nha modulacdo de um contexto inflamatoério. Apesar de

ser bem estabelecida a atuagdo como barreira fisica das células perineurais como
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protecao a infeccdo exdgena aos nervos ou a sinais inflamatérios, ndo é claro o papel
de sinalizacdo destas células no contexto da inflamacéo, por exemplo mediante a
producéo e liberagcdo de citocinas (Schroder, 2001; Kucenas et al., 2008; Liu et al.,
2018).

Em relacéo ao papel das células perineurais na resposta inflamatoria, grande
parte dos estudos explora o seu papel de barreira contra patégenos e células do
sistema imune, o qual é perturbado em um contexto de neuropatia (Skaper, 2017; Liu
et al., 2018). No entanto, considerando o relevante papel das fibras nervosas e sua
comunicacdo com outros tipos celulares na homeostasia do tecido adiposo (Zeng et
al., 2015; Pirzgalska et al., 2017), levantou-se a hipétese de que as células LepR
descritas neste estudo poderiam influir na comunicacao dentro deste tecido por meio
da modulacéo da expresséao de citocinas, que poderiam estar relacionadas ao estado
de inflamacé&o crénica encontrado na gordura de individuos obesos. Primeiramente,
levando em conta relatos recentes indicando a atuacdo da citocina anti-inflamatoria 1l-
33 na regulacéo e ativacdo da resposta imune tipo 2 no tecido adiposo (Molofsky et
al., 2015; Vasanthakumar et al., 2015), bem como a alta expressao dos transcritos
dessa citocina apresentada por sequenciamento de RNA das células LepR nesta
dissertacdo, hipotetizou-se que leptina e/ou norepinefrina, duas moléculas de suma
importancia no tecido adiposo para as quais as células LepR possuem receptores,
seriam capaz de modular a expressao dessa citocina. Além disso, nota-se que apesar
do papel da II-33 no contexto de protecao anti-inflamatéria no tecido adiposo estar
sendo investigado por diversos grupos de pesquisa, ndo ha consenso sobre quais
células contribuem para a producéo e liberacdo desta citocina neste contexto, sendo
que alguns autores sugerem uma identidade endotelial e outros propdem que
fibroblastos diferenciados exercem este papel (Molofsky et al., 2015; Chang et al.,
2017). Os dados aqui apresentados sugerem que as células LepR possuem
identidade perineural e expressam a citocina 11-33, logo é possivel que a ativagéo do
sistema imune tipo 2 por esta citocina tenha origem nas células LepR.

Visto que o TAsc recebe projecdes axonais de neurbnios cujos corpos celulares
encontram-se em outras regiées, como 0s ganglios da cadeia paravertebral (Kandel
et al., 2000), a dissecacao da gordura para testar esta hipétese no tecido adiposo ex
vivo levaria ao desmembramento destes neurdnios, alterando a sua fisiologia, e muito

provavelmente também das células perineurais. Assim, considerando a presenca de
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células LepR nos ganglios simpaticos, GCSs, explantes deste tecido foram utilizados
para verificar a resposta destas células a leptina e/ou acetilcolina, em especial sobre
a expressao de citocinas. No entanto, apds realizada uma série de experimentos, ndo
foi observada alteracdo da expressdo génica de 1I-33 nos explantes tratados,
tampouco foram detectados niveis desta citocina por ELISA no meio de cultivo.

A analise de influxo de célcio nas células LepR-GCaMP3 apo6s o tratamento
dos explantes indicou que a incubacdo com acetilcolina reduz a atividade destas
células cinco minutos apds a sua administracao, e que talvez a auséncia de efeito na
expressao génica de 1I-33 esteja diluida, visto que ndo esta sendo estudado o efeito
diretamente sobre as células, mas sobre o explante inteiro. Assim, antes de se refutar
a hipétese do efeito de leptina e/ou norepinefrina sobre as células LepR neste contexto
de inflamacdo, ao menos duas linhas de experimentos podem ser realizadas: a) o
tratamento de explantes LepR-YFP com leptina e acetilcolina, com subsequente
separacao das células positivas para YFP por FACS e comparacdo da expressao
génica entre células de explantes tratados e controles; b) a otimiza¢do de um protocolo
de cultura de células LepR-YFP de fibras do TAsc separadas por FACS, para a
aplicacdo de leptina e acetilcolina e verificacdo da mobilizacdo de II-33 por
imunofluorescéncia, bem como niveis de 1I-33 no meio de cultivo. Apesar de haverem
sido idealizados para o desenvolvimento do presente estudo, estes experimentos
requerem o uso de elevado nimero de animais LepR-YFP para se obterem células
suficientes, o que nao foi possivel de se desenvolver em um tempo hébil. Nota-se que
diante do debate acerca da origem celular da 1I-33, os dados contribuidos por este
trabalho sdo promissores na caracterizacéo celular da origem desta citocina, contudo
0os experimentos funcionais ndo foram conclusivos, e novos ensaios deverdo ser
realizados para responder a esta questao.

Em relacdo aos niveis de atividade das células LepR-GCaMP3 apés tratamento
com acetilcolina, € interessante notar que houve variabilidade no padréo de resposta
de diferentes células LepR-GCaMP3. No geral, as células tém seus niveis de calcio
significativamente reduzida 5 minutos ap0s o tratamento; no entanto, ao passo que
algumas células simplesmente apresentam uma reducdo gradual na fluorescéncia
emitida, outras evidenciam uma série de picos cujo nivel basal apdés o estimulo
gradualmente diminui, e ainda outras possuem um padrdo de um unico e longo pico

de fluorescéncia imediatamente apos o estimulo, ao final do qual os niveis de atividade
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se encontram abaixo do basal anterior ao tratamento. Esta heterogeneidade de
resposta também deve ser investigada para se verificar se esta diferenca de padrao
de resposta representa uma variabilidade populacional, visto que € plausivel refletir
que a diferenca no padrédo de resposta ao tratamento com acetilcolina possa
representar células com perfil de expressédo génica diferente, constituindo, portanto,
populacdes distintas. Apesar de haver consisténcia entre o0s replicados de
sequenciamento de RNA para genes marcadores, como LepR e as citocinas
investigadas, 11-33, 1-34 e CD200, alguns transcritos apresentaram relativa
variabilidade, o que pode indicar diferentes populacfes de células LepR. Esta hipotese
pode ser testada mediante o sequenciamento de RNA de células individuais
separadas por FACS (Hu et al., 2016).

Relativamente a auséncia de resposta das células LepR-GCaMP3 apdés
tratamento com leptina, ressalta-se que a dose utilizada tinha o intuito de representar
uma concentracdo proxima aquela reportada como fisiolégica para os camundongos,
em especial no contexto de obesidade com elevados niveis deste hormoénio (Cases et
al., 2001; Morton et al., 2011; Burnett et al., 2017). Sabe-se que diversos estudos in
vitro e ex vivo utilizam doses de duas a quatro vezes mais altas que as utilizadas neste
trabalho (Dhar et al., 2014; Santos, Bobermin, et al., 2018), as quais representam
concentracfes suprafisioldgicas. Para se entender a importancia do papel da leptina
na resposta das células perineurais, e estudar o seu contexto na obesidade,
possivelmente mediante a modulacdo dos neurbnios simpaticos que se encontram
disfuncionais neste contexto, primeiramente é necessario entender se as células
verdadeiramente respondem a este estimulo. Logo, diante da auséncia de resposta
nas doses fisiolégicas, hd a necessidade de verificar a variagdo do sinal de células
LepR-GCaMP3 em concentracbes mais altas, e experimentos de dose-resposta a
leptina em explantes serdo realizados. Sobre a auséncia de niveis detectaveis de II-
33 no meio de cultivo, observa-se que a 1I-33 é rapidamente oxidada no ambiente
extracelular, em especial apés ligar-se ao seu receptor (Cohen et al., 2015), e esta
pode ser uma explicacdo para a auséncia desta citocina no meio apos 24h. Este
periodo de incubacao foi escolhido apds revisdo da literatura de experimentos que
aferem expressdo génica de citocinas in vitro/ex vivo (Gaudier-Diaz et al., 2017;
Popichak et al., 2018; Santos, Roppa, et al., 2018), e experimentos para verificar a

deteccao de 1I-33 no meio em tempos menores serao realizados.
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O presente trabalho apresenta a descricAo e caracterizacdo de células
perineurais que expressam o receptor de leptina, LepR, no tecido adiposo e em outros
tecidos relevantes associados ao sistema nervoso periférico, mediante o
congracamento de dados moleculares e morfolégicos. Observa-se que ainda ha uma
pletora de questdes abertas sobre as células perineurais e 0 seu papel fisiologico, e
os dados apresentados neste trabalho podem abrir caminho para a melhor
compreensao do seu papel no contexto funcional e patolégico. Além disso, este
trabalho traz como novidade a identificacdo do LepR como marcador para as células
perineurais. Esta descoberta tem o potencial de impactar o estudo deste tipo celular
devido a existéncia de ferramentas biolégicas disponiveis, como animais LepR-cre,
permitindo o teste de hipdteses de forma imediata, sem a necessidade de diversos

marcadores.
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