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RESUMO



No trabalho desenvolvido na presente dissertagcdo buscou-se determinar se a
rapamicina, uma indutora autofigica que age através da inibicdo da via mTOR,
exerce atividade neuroprotetora no modelo de disfuncdo cognitiva induzida pela
sobrecarga neonatal de ferro, sendo capaz de melhorar a memoéria. Ha estudos
demonstrando que a rapamicina € capaz de amenizar o acumulo de agregados
proteicos téxicos observados nas doencas neurodegenerativas, diminuir a morte
celular e os sintomas cognitivos relacionados a essas desordens. A autofagia é
um evento de autodigestdo celular e remocédo de componentes em condi¢cbes
fisiolégicas e também patologicas. No contexto da neurodegeneracdo, é
importante para a célula um alto e refinado controle da regulacdo autofagica, para
que a remocao de depositos protéicos possa ser efetuada corretamente. Ainda, ja
estd bem elucidado que a sobrecarga de ferro neonatal estad relacionada a
diversos déficits cognitivos, e que o depdsito desse metal ocorre seletiva e
progressivamente com a idade, podendo representar um importante fator de risco
para o desenvolvimento da neurodegeneracdo em seres humanos. Ratos machos
receberam veiculo ou ferro carbonila (30mg/kg) do 12° ao 14° dia pos-natal. Na
idade adulta, foram tratados com veiculo ou Rapamicina na dose de 0,25 mg/kg
durante 14 dias e testados na tarefa de memoria de esquiva inibitoria. Os
resultados indicaram que a rapamicina conseguiu reverter os déficits cognitivos de
ratos Wistar tratados com sobrecarga de ferro no periodo neonatal. Apds a
realizacdo da tarefa comportamental os animais foram eutanasiados e 0s niveis
de proteinas criticamente envolvidas na via da autofagia foram quantificados
através de Western blotting no hipocampo. A quantificacdo das proteinas foi
realizada atravées da medida das densidades das bandas individuais,
normalizadas pela densidade de [-actina. Os resultados da analise protéica
indicaram que o tratamento com ferro no periodo neonatal induziu reducdo dos
niveis de Beclina 1 e LC3 no hipocampo. O tratamento crénico com rapamicina
restaurou a expressao proteica de LC3 no hipocampo. Os resultados sugerem
gue a sobrecarga de ferro prejudica o processo autofagico. A reversdo dos efeitos
cognitivos e moleculares pela rapamicina indica o seu potencial efeito

neuroprotetor.



Palavras-chave: Neurodegeneracdo; Sobrecarga de ferro; Autofagia,;
Rapamicina; Déficits cognitivos.

ABSTRACT



The aim of the present study was to determine whether rapamycin, an
autophagic inducer acting through the inhibition of the mTOR pathway, exerts
neuroprotective activity in the cognitive dysfunction model induced by neonatal
iron overload, and is able to improve memory. There are studies demonstrating
that rapamycin is able to ameliorate the accumulation of toxic protein aggregates
observed in neurodegenerative diseases, decrease cell death and cognitive
symptoms related to these disorders. Autophagy is an event of cellular
autodigestion and removal of components under physiological and pathological
conditions. In the context of neurodegeneration, it is important for cell a high and
refined control of autophagic regulation, so that the removal of protein deposits
can be performed correctly. Moreover, it is already well understood that neonatal
iron overload is related to several cognitive deficits, and the deposition of this
metal occurs selectively and progressively with age, and may represent an
important risk factor for the development of neurodegeneration in humans. Male
Wistar rats received a single daily oral dose of vehicle or iron carbonyl (30 mg/kg)
at postnatal days 12-14. At the age of 4 months, they received daily
intraperitoneal injections of vehicle or rapamycin (0.25 mg/kg) for 14 days. The
results showed that iron given in the neonatal period impaired inhibitory avoidance
memory and induced a decrease in proteins critically involved in the autophagy
pathway, Beclin 1 and LC3, in the hippocampus. Rapamycin in the adulthood
reversed iron-induced memory deficits and recovered LC3 levels in iron treated
rats. Our results suggest that iron accumulation, as observed in
neurodegenerative disorders hinders autophagy, which might play a role in iron-
induced neurotoxicity. Rapamycin, by inducing authophagy, was able to
ameliorate iron-induced cognitive impairments. These findings support the use of
rapamycin as a potential neuroprotective treatment of cognitive decline associated

to neurodegenerative disorders.

Key words: Iron; autophagy; rapamycin; cognitive deficits; neurodegenerative

disorders.
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1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Neurodegeneracao

O envelhecimento € um processo complexo e multifatorial, que conta com
uma série de modificacdes bioldgicas, as quais reduzem a capacidade fisioldgica
e funcional (Ahmed et al., 2001; Tosato et al., 2007). Esse evento é demarcado
pela interacdo de diversas altera¢cdes metabdlicas, como o acumulo de danos no
DNA que causam instabilidade gendmica (Garinis et al., 2008), processos de
senescéncia celular (Sedelnikova et al., 2004) e encurtamento telomérico (Ahmed
et al.,, 2001). Ha também uma menor capacidade do organismo de manter a
homeostase em condigbes de estresse (Kristein et al., 2015), alteragbes na
sinalizacdo celular, diminuicdo na capacidade de remocdo de proteinas
danificadas, disfuncdo mitocondrial (Hagen et al., 1997, Alexeyev et al., 2004) e
progressivo aumento do estresse oxidativo, além de modificacdes epigenéticas
(Fraga e Esteller, 2007).

Sabe-se que a complexidade dessas alteracdes € influenciada por
determinacdes genéticas, nutricdo, estilo de vida e ambiente (Busse, 1987). A
desregulacédo desses eventos contribui para que a idade seja considerada um
importante fator de risco para diversas doencas, como disfuncbes
cardiovasculares, doencas neoplasicas e desordens neurodegenerativas, como a
Doenca de Parkinson, Doenca de Alzheimer e Doenca de Huntington (Nussbaum,
2003; Bates, 2003; Ross, 2004).

Segundo dados recentes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a
populacdo global de idosos com mais de 60 anos, que em 2014 era de 841
milhdes vai passar para 2 bilhdes até 2050. Concomitante com o aumento dessa
populacdo ha também, a maior incidéncia de desordens neurodegenerativas.
Portanto, torna-se evidente a iminente necessidade de atengao que as doencas
neurodegenerativas ensejam, no contexto da manutencao da qualidade de vida

destes individuos.
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As doencas neurodegenerativas sdo marcadas pela sintomatologia clinica
progressiva e inicio insidioso, aliado a isso ha o progndstico tardio e a perda
neuronal gradual (Mrak et al.,1997). A Doenca de Alzheimer é a forma mais
comum de doenca neurodegenerativa com deméncia relacionada a idade (Selkoe,
2002), e foi descrita pela primeira vez em 1907, pelo psiquiatra e neuropatologista
alemao Alois Alzheimer, durante uma reunido da Sociedade dos Psiquiatras do
Sudoeste Alemado em Tibingen. Alois Alzheimer examinou o cérebro de uma
mulher que apresentava sintomas como delirios paranoides, afetacdo da memoaria
e subsequente afasia progressiva e verificou as caracteristicas histopatoldgicas
que atualmente ja estdo bem associadas a Doenca de Alzheimer: perda massiva
de neurdnios e presenca de placas de amildide e emaranhados neurofibrilares
(Cipriani et al., 2011).

A Doenca de Alzheimer tem como principais sintomas clinicos o declinio
cognitivo e a perda de memdria (Sun et al.,, 2012). Outros sintomas comuns
incluem uma perda representativa de memoria, diminuicdo expressiva ha
capacidade de resolver problemas, dificuldade em completar tarefas diarias e
mudancas no humor, comportamento e personalidade, além de problemas na

expressao e desorientacao (Sun et al., 2012; Alzheimer’s Association 2010).

A Doenca de Alzheimer é caracterizada por uma série de alteracdes
neuropatolégicas. A neurotoxicidade observada nessa enfermidade é associada
principalmente a formacdo de placas senis com depésitos do peptideo beta
amildide (Forstl et al., 1995; Taylor et al.,, 2002; Ross et al., 2004;) aos
emaranhados neurofibrilares de formas altamente fosforiladas da proteina Tau
(Anderton et al., 2001), perda neuronal e acumulo de formas oligoméricas
sollveis da proteina precursora amiloide (APP) (Selkoe, 2002) em regifes do
cérebro cruciais para a memoaria, neuroinflamacédo (McGreer, 2007) e disfuncao
mitocondrial (Bachurin et al., 2003). A expressdo de proteinas danificadas ou
agregados irregulares representa um grande fator de risco nas doencas ligadas a
idade (Hartl et al. 2011). Todas essas caracteristicas patolégicas perfazem uma
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rede interativa e colaboram para a morte neuronal e o estresse oxidativo, sendo
que este Ultimo j& esta extensivamente datado como caracteristica primordial das

disfuncbes do envelhecimento (Harmann, 1956-1972; Moreira et al., 2007).

A gravidade da desordem também se refere ao tratamento, visto que nao
h& tratamentos efetivos, pois estes sdo sintomaticos e ndo impedem a progressao
da doenca e o declinio cognitivo (Kumar et al.,, 2015). Apesar de expressivos
estudos terem sido feitos durante as ultimas décadas, e diversos progressos
efetuados, os tratamentos clinicos ainda perfazem apenas relativo alivio dos

sintomas cognitivos (Chu, 2012).

Os crescentes avancos em técnicas de neuroimagem através de
marcadores biolégicos despertam grande interesse para o diagndstico precoce
antes da manifestacdo sintomatol6gica da doenca. Também tem se efetuado uma
série de estudos a respeito das cascatas de eventos neuroquimicos progressivos
da desordem, bem como o conhecimento sobre a biologia molecular das placas e
dos emaranhados neurofibrilares tem possibilitado importantes contribuicfes para

intervencoes terapéuticas (Sperling, 2007; Chu, 2012).

1.1.2 O ferro e as doencgas neurodegenerativas

O ferro é o metal mais abundante do corpo humano e é requerido na
maioria dos sistemas biolégicos (Valko et al., 2005; Jomova et al., 2010), sendo
essencial a diversos processos no crescimento e sobrevivéncia da maioria dos
organismos. Como alguns exemplos dessas fun¢gées ha o seu envolvimento nos
mecanismos de replicacdo de DNA, fosforilacdo oxidativa, sintese de mielina,
cofator de enzimas como citocromo c, e proteinas de transporte de oxigénio,
como hemoglobina e mioglobina (Schréder, 2013; Krishan, 2015, Uttara, 2009). A
relacdo do ferro com funcgdes biologicas decorre de seu potencial REDOX, ao
alterar suas formas de cation divalente, ou ferroso (Fe?*) para o cétion trivalente,
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ou férrico (Fe®*), tendo assim, a capacidade de aceitar ou doar elétrons (Phippen
et al., 2008). Essa capacidade de interconversdo faz com que, em excesso, 0
ferro possa causar estresse oxidativo ao catalisar a formacdo de radicais
hidroxila, através da reacdo de Fenton, que s&do extremamente tOxicos para
lipidios de membrana, proteinas e &acidos nucleicos (Gaasch et al., 2007,
Schroder et al., 2013). Portanto, apesar de extremamente requisitado para as
reacoes de oxidacdo-reducdo, em um ambiente rico em oxigénio, o ferro pode ser

essencialmente prejudicial.

Nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo diversos estudos com esse
metal, visto que o cérebro é o segundo local onde o armazenamento de ferro tem
sua maior distribuicdo, sendo o figado o principal 6rgdo de armazenamento e de
homeostase do ferro (Connor et al., 1995; Schroder et al., 2013; Milic et al., 2015),
e também devido a sua essencialidade a diversos processos no sistema nervoso
central (Zheng e Monnot, 2012). Além disso, os neurbnios dependem diretamente
do ferro, sendo cofator para muitas enzimas envolvidas com o metabolismo
energético cerebral e a sintese de neurotransmissores, como a tirosina

hidroxilase, requerida para sintese de dopamina (Moos, 2004; Zecca et al., 2004).

O Sistema Nervoso Central € altamente vulneravel ao dano causado pelos
radicais livres, 0s quais tem a capacidade de acelerar a morte celular ao danificar
proteinas, acidos nucleicos e lipidios. Isso se deve a alta demanda de oxigénio e
ferro para o correto funcionamento cerebral, e as poucas defesas antioxidantes
endoégenas. Sobretudo, com o avanco da idade, as defesas antioxidantes se
encontram diminuidas (Chen et al.,, 2012), sendo um grande desafio para o
cérebro utilizar a quantidade adequada de ferro e em contrapartida impedir a

toxicidade associada ao metal.
O metabolismo desregulado do ferro e a geracdo de espécies reativas de
oxigénio ja estdo bem estabelecidos como fatores chave nas doencas

neurodegenerativas, conhecidas como neurodegeneracdo com acumulo de ferro
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cerebral, ou NBIA (Batista-Nascimento, 2012). Portanto, é imprescindivel que os
niveis de ferro na célula sejam altamente balanceados (Stohs e Bagchi, 1995).

A homeostase do ferro é regulada rigorosamente em diversos niveis, por
meio da absorcao, armazenamento e reciclagem (Milic, 2016). Na absorcao do
trato gastrointestinal, envolve uma extensa série de interacdes entre proteinas
que incluem a Transferrina (Tf), a principal proteina de transporte de ferro, o qual
€ mediado pelo receptor de transferrina (TfR), o produto do gene da
hemocromatose (HFE), e proteinas regulatorias do ferro (IRPs), responsaveis
pelo controle pds transcricional de Tf e TfR, ao modificar suas quantidades de
acordo com a necessidade da célula (Batista-Nascimento, 2012). Esse conjunto
de mecanismos determina a quantidade de ferro que estard disponivel para
atravessar o enterdcito e entrar na corrente sanguinea (Zecca, 2004; Sharp e
Srai, 2007).

A nivel cerebral, sob condi¢cBes fisiolégicas normais, o cérebro regula
sensivelmente o balanco de ferro através de trés sistemas orquestrados: 1) o
influxo de ferro para o cérebro via transporte mediado por TfR; 2) o
armazenamento e sequestro de ferro, que é altamente dependente da ferritina
disponivel, e 3) o efluxo de ferro cujas taxas sao controladas pelo fluxo do liquido
cefalorraquidiano (CSF) para a circulacdo sanguinea (Zheng 2012; Zecca et al.,
2004).

Diversos estudos também tém demonstrado que o ferro se acumula
progressiva e seletivamente no cérebro com a idade. O depdsito de ferro foi
observado em cérebros de pacientes sofrendo de doencas neurodegenerativas,
como Alzheimer, Parkinson e Huntington, de forma drasticamente maior que em
individuos controle saudaveis, tanto em estudos post mortem quanto in vivo
utilizando técnicas de ressonancia magnética (Sofic et al., 1988; Dexter et
al.,1989; Bartzokis et al., 1997;1999).
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Os mecanismos pelos quais se origina esse acumulo nas patologias
permanecem pouco elucidados. Também néo esté esclarecido se o acumulo de
ferro € um evento primario, ou seja, se € 0 processo inicial que desencadeia a
morte neuronal nestas doencas ou se ele € uma consequéncia do progresso da
doenca. Ha na literatura 3 principais explicacdes para o aumento dos depoésitos
de ferro cerebral. Sendo 1) hemorragia, 2) influxo de macrofagos contendo ferro
na corrente sanguinea ou 3) desregulacdo do transporte de ferro através da
Barreira Hemato-encefalica (BHE) (Dusek et al., 2015; Zecca, 2004). Koeppen et
al., (2008) demonstraram que a hemorragia cerebral pode fornecer grande
quantidade de ferro através do grupo prostético heme degradado. Células
fagociticas contendo ferro estdo frequentemente presentes em &reas cerebrais
afetadas por desordens neurodegenerativas (Lopes et al.,, 2008). Além disso,
células fagociticas contendo ferro podem ser uma fonte de deposito de ferro
isoladamente, ao migrar ao sistema nervoso central como parte da resposta

inflamatdria (Andersen et al., 2014).

Além das evidéncias de que o ferro esta diretamente relacionado ao
estresse oxidativo no cérebro (Zecca, 2004), também se sabe que esta ligado
diretamente ao acumulo de placas beta amiloide e formacéo de placas senis,
contribuindo com a neurotoxicidade e patologia da doenca de Alzheimer (Mantyh
et al., 1993; Connor et al., 1992). Como demonstrado, os peptideos de beta
amiloide foram capazes de produzir diretamente perdxido de hidrogénio pela
reducdo do ferro, sugerindo seu papel primario na geracao de estresse oxidativo
(Huang, 1999).

Na Doencga de Parkinson também ha diversas evidéncias indicando que o
depdsito de ferro na substancia nigra exerce um papel essencial na severidade da
doenca (Berg, 1999). Estudos post mortem (Sofic, 1988) e técnicas de
ressonancia magnética (Wallis, 2008) demonstram o acumulo seletivo de ferro
tanto na substéncia nigra quanto em outras regides dos ganglios da base.
Estudos realizados in vitro demonstraram que a expressao de alfa-sinucleina é
modificada pela deposicdo de ferro, a qual consequentemente resulta na
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agregacdo e toxicidade associada ao acumulo de proteina (Febbraro, 2012;
Ostrerova-Golts, 2000).

1.1. 2.1 Ferro no periodo neonatal e déficits cognitivos

Ha evidéncias de que o excessivo depdsito de ferro em regides especificas
do cérebro pode gerar radicais livres e causar alteracdes no metabolismo do ferro,
colaborando para a etiologia das doencas neurodegenerativas (Zecca et al., 2004,
Sengstock et al., 1993). O periodo neonatal é critico para o estabelecimento do
conteddo normal de ferro e sua distribuicdo no cérebro adulto (Connor, 1995; Dal-
Pizzol et al., 2001; Schroder et al., 2013).

O estudo de dal-Pizzol (2001) demonstrou que a suplementacao com ferro
no periodo neonatal pode induzir o estresse oxidativo na substancia nigra em
cérebro adulto, a qual € uma das principais regides afetadas na doenca de
Parkinson. Além disso, ha também um impacto na formacédo da memoria e déficits
cognitivos (Schréder et al., 2001; de Lima et al.,, 2005). Além de aumentar
marcadores de estresse oxidativo, a sobrecarga de ferro no periodo neonatal

aumenta a ocorréncia de processos apoptoéticos (da Silva et al., 2014; 2018).

Os efeitos do ferro durante o periodo neonatal sobre parametros cognitivos
estdo bem elucidados. O estudo de Schrdoder et al., (2001) mostrou que ratos que
receberam ferro durante determinado periodo do desenvolvimento cerebral,
tiveram déficits de memoria espacial e prejuizo na tarefa de esquiva inibitoria, um
tipo de condicionamento aversivo. Além disso, outro estudo (De Lima et al., 2005)
demonstrou que o tratamento com ferro neonatal prejudica a memoéria de
reconhecimento de longa duracdo em ratos adultos e aumenta o estresse

oxidativo em regides cerebrais relacionadas a formacdo de memoria.

Outra evidéncia é a distribuicdo regional do ferro neonatal, que induziu um
aumento seletivo nos niveis do metal na nigra e nos ganglios da base em ratos
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(Schroder et al.,, 2001). Estudos indicam que a absorcdo de ferro é méxima
durante o periodo pés-natal, com um pico no décimo quinto dia pos-parto, e uma
vez absorvido pelo cérebro durante o periodo de desenvolvimento, o ferro fica
retido no cérebro ndo podendo mais retornar ao plasma (Dwork et al., 1990; Tailor
and Morgan, 1990, Schroder et al., 2001). Além disso, referente a memoria,
estudos com ratos idosos demonstraram que animais que receberam ferro no
periodo neonatal apresentaram um prejuizo significativo na retencdo da memoria

de longa e curta duracéo (De Lima et al., 2007; Rech et al., 2010).

Reforcando a relacéo do ferro com o prejuizo de memaria, a administracédo
de quelantes de ferro demonstrou-se eficaz como potencial estratégia ao atenuar
os déficits cognitivos em diversos modelos animais de disfuncdo cognitiva.
Estudos utilizando Deferroxamina (DFO), um quelante de ferro, em ratos idosos
normais, viu-se que foi capaz de reverter déficits cognitivos, ao melhorar a
memoria de reconhecimento e diminuir o dano oxidativo (De Lima et al., 2008).
Ainda, o tratamento com Deferroxamina melhorou a memoéria de curta duracéo e
também diminuiu 0 dano oxidativo em areas cerebrais especificas que estédo
envolvidas na formacao da memoéria, como o cértex e o hipocampo. Jiang et al.,
(2006) também demonstraram atividades neuroprotetoras do quelante
Deferroxamina quando a concentracdo de ferro na substancia nigra estava

aumentada.

O ferro também esta envolvido com a dindmica mitocondrial e parametros
apoptéticos. O tratamento com ferro no periodo neonatal reduziu os niveis de
proteinas de fissdo mitocondrial no hipocampo e no cértex de ratos, além de
induzir significativamente os niveis da proteina caspase 3 (ativada no evento
apoptotico), tanto hipocampal quanto cortical (Da Silva et al., 2014). Ainda,
também se verificou em outro estudo um aumento dos niveis da proteina PAR-
gue é um marcador apoptoético (Miwa et al., 2011). Conclui-se, portanto, que a
regulacéo do ferro € essencial no contexto de prejuizos cognitivos relacionados a
neurodegeneracdo (da Silva et al., 2013; Fagherazzi et al., 2012). Portanto, em
conjunto, esses dados sugerem que o ferro estd envolvido em eventos
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progressivos do processo de envelhecimento, sob diversas perspectivas, e sua

modulacdo € essencial no contexto da neurodegeneracao e prejuizos funcionais.

1.1.3 Autofagia

Ha duas formas principais pelas quais é possivel as células eucarioticas
realizar a degradacdo de proteinas e organelas: através da via proteolitica
dependente do sistema ubiquitina proteossoma e através da autofagia (Ravikumar
et al., 2003). A autofagia € um mecanismo que foi descrito pela primeira vez por
Christian de Duve em 1967. Nesse estudo, foi induzida a autofagia através do
horménio pancreatico glucagon em figados de ratos, e observou-se a degradacao
de mitocdndrias e de outras estruturas intracelulares dentro dos lisossomos desse
orgdo. No entanto, recentemente esse processo foi redescoberto, sendo sugerido
em diversos estudos com um processo altamente benéfico para o correto
funcionamento fisiolégico, bem como tem sido demonstrada sua importancia na
regulacdo do crescimento, desenvolvimento e envelhecimento de mamiferos.
(Wang et al., 2019).

O termo cunhado significa literalmente “autodigestdo”, fazendo referéncia
ao seu mecanismo de atuacdo, ao englobar particulas e fragmentos da prépria
estrutura celular, dessa forma reciclando partes ou removendo totalmente o
material a ser degradado. Portanto, a autofagia pode ser definida, de modo geral,
como um processo catabdlico de degradacdo e reciclagem, responsavel pela
remocao e digestdo de conteudos celulares, organelas e proteinas malformadas
ou danificadas (Cheung, 2011).

Esse mecanismo é dependente da maquinaria lisossémica, € possui um
alto nivel de conservacao entre os eucariotos, o que é facilmente explicavel, visto
que sua funcdo € primordial para proteger e adaptar o organismo em uma
situacdo estressora, até que a célula consiga retornar ao seu estado de
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homeostase. Além disso, a autofagia basal € extremamente necesséaria enquanto
via de limpeza sob condigbes normais de fornecimento de nutrientes, e nao
apenas em condicfes patoldgicas. Sobretudo, para proteger as células de efeitos
toxicos de proteinas disfuncionais que ndo podem ser removidas via divisdo

celular (Mizushima et al., 2008).

Inicialmente e por um longo tempo, os estudos a respeito desse processo
se concentraram em um tipo especifico de estresse, denominado “privagdo de
nutrientes”, um mecanismo bastante Util para protecéo celular ao fornecer energia
pela degradacdo de macromoléculas em moléculas menores, e assim, facilitar o
engolfamento (Tsukada 1993; Shen e Mizushima, 2014). Atualmente, entretanto,
estudos tem relacionado essa via a variadas condicbes patolégicas, como
canceres e doencas neurodegenerativas (Klionsky, 2007; Mizushima et al., 2008).
Sabe-se que esse processo esta presente em diversas e heterogéneas situacdes
biolégicas, sendo primordial no contexto neoplasico, na supressdo tumoral
(Gozuacik et al., 2004), no envelhecimento (Rubinsztein et al., 2011), na
estabilidade gendmica (Netea-Maier et al., 2015) e em diferentes formas de
estresse, como o0 estresse oxidativo, hipdxia e estresse osmético (Nowikovsky et
al., 2009).

A autofagia também € a via mais utilizada para a degradacéo de organelas
intracelulares danificadas e proteinas agregadas ou malformadas (Mizushima et
al., 2008). Visto que a presenca de agregados proteicos € uma caracteristica
comum e esta presente na maioria das doencas neurodegenerativas, incluindo
Alzheimer (placas de beta amiloide e Tau), Parkinson (alfa sinucleina) e
Huntington (huntingtina) (Frake et al., 2015), é esperado que a autofagia exerca
funcdo crucial na remocdo desses agregados toxicos, ao diminuir os efeitos

prejudiciais e proteger a célula (Zheung, 2011, Menzies et al., 2017).

Além disso, a autofagia € capaz de proteger contra doencas infecciosas e
promover imunidade, sendo a principal forma de imunidade inata contra invasores
exogenos (Deretic et al., 2013). Tanto em doencas infecciosas quanto nas
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inflamacbes observadas nas desordens neurodegenerativas verificou-se que a
estimulacdo da autofagia teve efeitos protetores em ensaios pré-clinicos
(Rubinsztein et al., 2015). H& estudos com diversos modelos animais
demonstrando que ao modular a autofagia pela via dependente da mTOR
(mammalian target of rapamycin) ha um aumento da depuracdo de proteinas
toxicas (Menzier et al., 2017). Ainda, a inibicAo da autofagia foi capaz de
aumentar a toxicidade dessas proteinas e levar a um consideravel aumento nos
agregados (Frake et al., 2015). Essa modulacéo tem sido feita nos estudos com o
farmaco rapamicina, e representa uma estratégia promissora em doencas com
acumulo de proteinas (Menzies et al., 2017; Spilman et al., 2010; Frake et al.,
2015).

1.1.3.1 Maquinaria e mecanismo autofégico

Recentemente, a maquinaria autofagica foi “redescoberta” no que se refere
a mecanismos moleculares e genes envolvidos. Estudos com Saccharomyces
cerevisiae demonstraram que a familia de genes relacionados a autofagia (Atg) &
extensa, havendo mais de 30 diferentes genes identificados, e muitos destes
estdo conservados e apresentam homélogos em mamiferos (Klionsky, 2007,
Nakatigawa et al., 2009; Galluzi et al., 2014).

Ha trés diferentes mecanismos pelos quais a autofagia pode fazer o
processamento das estruturas celulares: macroautofagia, microautofagia e
autofagia mediada por chaperonas (Todde et al., 2009) (Figura 1). A
macroautofagia € uma via conservada nos mamiferos e 0 processo mais
recorrente nos eventos autofagicos. Consiste no transporte de substratos aos
lisossomos atraveés da formacdo de vesiculas criadas a partir de uma membrana
de isolamento, formando uma estrutura de dupla membrana denominada
autofagossoma, a qual age como uma estrutura “isolante” de proteinas e
organelas. Para que a degradacdo desses substratos ocorra, o autofagossoma
sofre uma fusdo com o lisossomo, formando assim um autolisossoma, no qual
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posteriormente ocorrerd a quebra e reciclagem desse material pelas hidrolases
lisossomais (Klionsky, 2007; Mizushima et al., 2008).

A formacdo do autofagossoma é altamente regulada pela montagem
ordenada de uma familia de proteinas denominadas ATG (AuTophaGy-related)
(Mehrpour et al., 2010; Mizushima et al., 2011), sendo que o complexo Beclina
1/Vps34 é o nacleo essencial para a formacao do autofagossoma, podendo tanto
estimular quanto suprimir o inicio do processo autofagico, participando de
diferentes passos, incluindo a biossintese e maturacdo do autofagossoma
(Pickford et al., 2008).

Na microautofagia ao contrario da macroautofagia, nao ha a formacéo da
estrutura intermediaria do autofagossoma, consistindo em um processo de
invaginagao ou protuséo direta da membrana lisossomal (Santabrogio e Cuervo,
2011), por meio da qual os substratos sédo engolfados e posteriormente
degradados pelas enzimas lisossomais, podendo ser tanto seletivo quanto néo
seletivo. Esse processo e seus mecanismos nas patologias ainda € pouco

elucidado, em parte devido a dificuldade de andlise.

Ja a autofagia mediada pelas chaperonas consiste em uma via altamente
especifica (Dice, 2007). Os substratos a serem degradados por essa via sao
marcadas pelo motivo contendo o pentapeptideo KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-GIn)
(Dice, 1990), o qual € reconhecido por um complexo formado com a proteina
citosdlica de choque térmico (HSPA8/HSC70), que faz o transporte do substrato
até a membrana do lisossomo onde ocorre 0 seu desdobramento e ligacdo a
mondmeros do receptor LAMP2A (proteina associada a membrana do lisossomo)
(Cuervo et al., 2014).

22



Macroautofagia

[Lisossomo
INDUCAO NUCLEAGAO ALONGAMENTO A
Proteinas e Hidrolase
| N
~_, Qrganelas » ® ®
) ° L PP Q
R 00 —— o —_— & e
Fagofaro Autofagossomo Autolisossoma ;@ LAMP2A
ULK1-ATG13-  Beclin 1-ATG14L- ATGS-ATG12-ATG16L "Q/_ o
FIP200-ATG101  VPS15-VPS34 and LC3-PE Proteina citosdlica FAx 3
Mitocsndria A_2 HSC70
Microautofagia Autofagia
mediada por
chaperonas

Figura 1 — Organizagado geral do processo autofagico e subtipos de autofagia em
mamiferos. O processo de macroautofagia inicia com a captura do material
citoplasmatico por uma vesicula de membrana dupla chamada de fagéforo ou membrana
de isolamento. A membrana da formacdo da vesicula pode ter origem do reticulo
endoplasmético (ER), Aparelho de Golgi, membrana plasmética ou mitocéndrias. Com o
fechamento do fagoforo, € formado o autofagossomo, cuja membrana externa se fusiona
com o lisossomo, formando o autolissomo, onde o material interno serd degradado.
Adaptado de Kaur, 2015.

1.1.3.2 Progressdo morfoldgica e maquinaria molecular da macroautofagia

Como mencionado anteriormente, foram caracterizadas uma seérie de
moléculas envolvidas no processo autofagico, sobretudo apds a identificacdo dos
genes relacionados a autofagia (Atg) em Saccharomyces cerevisiae (Maiuri et al.,
2007, Klionsky, 2007). Acredita-se que a formagédo do autofagossoma envolve
uma cascata de sinalizagcbes altamente orquestrada a partir da nucleacao
vesicular de uma membrana de isolamento (Cheung, 2011). A formacédo da
vesicula autofagica envolve trés etapas basicas: Iniciacdo ou formagédo do
fagofaro, alongamento ou captura do substrato a ser degradado e maturacao,

finalizando com a fusdo do autofagossoma com o lisossomo, seguido da
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degradacdo proteolitica através das proteases lisossomais (Glick 2010; Ghavami
2014).

O processo autofagico envolvendo a familia das proteinas Atg é regulado
principalmente pela mTOR, a qual em condig8es fisiolégicas normais regula a
autofagia negativamente, ao bloquear a atividade quinase da ULK (Ubiquitin like
Kinase). A etapa inicial de sintese da membrana de isolamento, também
conhecido como pré autofagossoma ou fagoforo é uma caracteristica marcante
que a distingue de outros processos de nucleacdo, pois aqui ela acontece de
novo, a partir de outras membranas, e ndo como um brotamento de uma
membrana isolada (Yang e Klionsky, 2009). Alguns autores chamam essa
membrana de isolamento primaria de PAS, ou pré autofagossoma, que
posteriormente se expande para circundar porcfes do citoplasma e formar o

autofagossomo maduro (Xie e Klionsky, 2007).

Nos mamiferos, a origem da membrana inicial que formara o
autofagossomo ainda néo esta bem clara, mas parece originar-se primariamente
do reticulo endoplasmatico (Axe et al., 2008; Yla-Anttila 2009). Outras membranas
também tém sido sugeridas e parecem estar envolvidas na formacdo da
membrana do fagéforo, como a face trans do Complexo de Golgi, a mitocondria,
membrana plasméatica, compartimentos endossomais (Axe et al., 2008, Puri et al.,
2013; Mizushima et al., 2007; Takahashi et al., 2011), e a partir do envelope

nuclear sob condi¢des de privagao ou estresse (English et al., 2009, Glick 2010).

Nessa fase inicial esta envolvida o complexo de iniciacdo ULK1/2 (serina
treonina quinase) com proteinas da familia Atg, principalmente a Atgl3
(Hosokawa et al., 2009). A Atg 13 se liga a ULK1 e medeia a interagao desse com
complexo com a FIP200, levando a formagdo da maquinaria ULK1-Atgl3-
FIP200, que interagem diretamente com a mTORC1. A ULK1 pode ser ativada
por AMP (AMPK), que atua como medidor dos niveis de energia intracelular, ou
em processo independente de AMPK, pela mTOR (Kim, 2011). A ativacado do
complexo ULK é necessaria para o recrutamento de outro complexo relacionado
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ao inicio da autofagia: o complexo PI3K de classe Il (enzima fosfatidilinositol-3-
quinase) que inclui a Vps34 (vesicular protein sorting 34), Beclina-1 (BECN1) e a
subunidade regulatoria p150. A Vps34 interage coma beclina-1 para formar os
sitios de iniciagdo no pré autofagossoma e assim permitir 0 recrutamento de
outras proteinas Atg (Menzies et al., 2017; Ghavani et al., 2014). A regulacdo do
complexo PI3K acontece positivamente, através da AMBRA1l (molécula
reguladora da beclina-1), que é fosforilada pela ULK e translocada ao reticulo
endoplasmatico, onde participa da formacdo do autofagossoma (Nazio et al.,
2013), e negativamente pela BCL2, que se liga a beclina-1 e impede sua

interacédo desta com PI3K, inibindo a autofagia (Deegan et al., 2013).

O papel do complexo PI3k/Vps34 e sua proteina de ligacdo Beclina-1 na
formacdo do pré autofagossomo estd bem elucidada nos mamiferos. Vps34 usa
fosfatidilinositol para gerar fosfatidilinositol trifosfato (PI3P), que € essencial para a
etapa de alongamento do PAS (Xie et al., 2007). Ainda permanecem incertos 0s
exatos mecanismos pelos quais a ULK1 regula a inducdo de autofagia, mas a
forma ativa desse complexo parece servir como reguladora negativa da mTORCL1
(Wirth et al., 2013).

A fase seguinte da maquinaria € o alongamento dessa vesicula, através de
dois importantes sistemas de proteinas. O primeiro € através de proteinas Atgl2 e
Atg5, cujas reacfes de conjugacdo sao facilitadas pela Atg7, Atgl0 e Atgl6
(Mizushima, Noda, et al., 1998). A Atg7 (enzima ativadora de ubiquitina E1) ativa
a proteina Atgl2, que é entdo transferida a AtglO (enzima conjugadora de
ubiquitina E2) e, posteriormente € ligada covalentemente a Atg5 (Ohsumi 2001,
Mizushima et al., 2007).

Essa estrutura conjugada Atgl2-Atg5 forma um grande complexo com
Atgl6 (Atgl2-Atg5-Atgl6L) que é essencial para a etapa de alongamento do
fagofaro, ao especificar o local de lipidacdo de LC3 na membrana do
autofagossoma (Fujita et al., 2008). Entretanto, uma vez que o autofagossoma
esteja formado, o conjugado Atg5-Atl2 se dissocia da membrana externa,
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fazendo desse sistema um marcador relativamente pobre do processo autofagico,
sendo as medidas da LC3 parametros mais confiaveis em fungdo da maior
persisténcia no evento (Kabeya et al., 2000; Glick et al., 2010).

O processamento ou lipidacdo da LC3 € o outro sistema ligado a ubiquitina
envolvido na formacdo do autofagossoma. A LC3 (proteina de cadeia leve
associada a microtubulo) é codificada pelo homoélogo mamifero do gene Atg8. Na
inducdo da autofagia, A LC3-1 esta presente no citosol da célula e é clivada para
gerar a isoforma LC3-ll processada, que passa a se localizar em ambas as
superficies externa e interna do autofagossoma, onde exerce os papeis de auxiliar
na fusdo das membranas para a expansao e o fechamento do fagofaro, formando
0 autofagossoma, onde permanece associada ao longo de sua vida util. Dessa
forma, os niveis de LC3-ll se correlacionam diretamente com o numero de
autofagossomas (Nakatogawa, 2007; Kabeya 2003). J4 esta evidente que a
sintese e o0 processamento da LC3 estdo aumentados durante autofagia na
maioria dos tipos celulares, inclusive no sistema nervoso central, fazendo dela um
parametro confiavel do evento (Glick et al., 2010 Ravikumar et al., 2010; Cheung
et al., 2011) (Figura 2).

Além desse papel na fusdo da membrana do autofagossomo, ha
crescentes estudos demonstrando que a LC3 funcionaria como um “receptor” na
membrana do fagoéforo, selecionando o material a ser degradado ao interagir com
moléculas “adaptadoras”, fazendo que com que essa membrana consiga
selecionar especificamente o0s agregados proteicos ou organelas que serao
degradados (Moscat et al., 2007, Stolz et al., 2014).

O préximo passo na maturagdo do autofagossomo € chamado
“desacoplador”, onde ocorre a fusdo com o lisossomo para formar o
autolisossoma (Mizushima, 2007) e posteriormente a degradacao do material
engolfado. Nessa etapa, esta descrita principalmente a Atg9, que auxilia no
desacoplamento das proteinas Atg do autofagossoma madura. Também se sabe
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que a catepsina B e D (cisteinas-proteases lisossomais) sdo essenciais para a
formacao do autolisossoma (Eskelinen 2005).
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Figura 2 - Maquinaria molecular central da autofagia. Esquema representativo
das principais proteinas envolvidas no processo autofagico em mamiferos e as
respectivas etapas. De modo generalizado, pode-se dividir em trés grandes
grupos: O complexo ULK1, o complexo PI3K e o complexo da familia de proteinas
Atg-LC3. Adaptado de Nixon, 2013.

1.1.3.3 mTOR e avia de sinalizacdo da autofagia

A mTOR foi descrita pela primeira vez em 1991 como uma proteina alvo do

antifingico e agente imunossupressor rapamicina (Heitman, 1991). E uma
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proteina serina-treonina quinase codificada pelo gene mTOR, possuindo um peso
molecular elevado, de cerca de 300 kD. A mTOR controla uma grande variedade
de processos celulares e € descrita como um regulador mestre do metabolismo
celular, por regular o crescimento, diferenciacdo e proliferacdo celular em
resposta a diversas situagfes fisiologicas. A mTOR também desempenha um
papel crucial na regulagdo da autofagia, sendo bem descrita a inibicdo de sua
atividade durante a inanicdo de nutrientes, e assim, a inducdo da autofagia em
eucariotos (Alers et al., 2012). Sua via de sinalizacdo é desregulada em muitas
doencas humanas, incluindo doencas neoplasicas, diabetes e desordens

neurodegenerativas (Laplante e Sabatini, 2012).

Estdo identificados dois tipos funcional e estruturalmente distintos de
complexos mMTOR. O complexo mTOR de tipo | (MTORC1) € composto de 5
subunidades: A mTOR, subunidade catalitica RAPTOR (Proteina regulatéria da
MTOR), mLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8), PRAS40 (proline-rich
Akt substrate of 40 kDa) e DEPTOR (DEP-domain containing mTOR-interacting
protein). O MTORCL1 funciona como um sensor do metabolismo de nutrientes em
condicdes normais e de estresse, também esta envolvido na proliferacdo e
crescimento celular, através da regulacéo da traducado de proteinas, e diretamente
como regulador negativo da autofagia, fosforilando o ULK e Atg 13, as quais séo
essenciais para a formacéo do pré autofagossoma. A fosforilagdo da ULK1 e Atg

13 inibe a autofagia (Meijer e Codogno 2004).

O complexo mTOR de tipo 2 (MTORC?2) é composto por rictor (rapamycin-
insensitive companion of mMTOR), mSIN1 (mammalian stress-activated mitogen-
activated protein kinase-interacting protein 1), Protor-1, mLST8 e DEPTOR
(Sarbassov 2005, Laplante e Sabatini, 2012). MTORC2 modula a organiza¢do do
citoesqueleto, sobrevivéncia e proliferacdo celular através da ativacdo de
AKT/PKB (Sarbassov, 2005).

Essa diferenciagdo é substancialmente caracterizada pela sensibilidade a
rapamicina. A rapamicina tem sua atividade inibitéria com maior eficiéncia no
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complexo mTORC1 em comparagdo com mTORC2 (Laplante 2009-2012). A
inibicdo da mTORC1 e inducéo da autofagia estdo associadas com a reducao da
fosforilacdo da proteina ribossomal p70S% sendo outro parametro que pode ser

avaliado na autofagia (Klionsky et al., 2000; Sarkar 2013).

1.1.4 Autofagia e neurodegeneragéo

Apesar de ser um mecanismo muito eficiente quando ativado em condicdes
de hipdxia e privacado nutricional, diversos estudos tém demonstrado que a
autofagia exerce um papel de extrema importancia no contexto das doencas
neurodegenerativas, pois como ja comentado, a maioria delas apresenta ao
menos em algum grau a presenca de agregados intraneurais de proteina
malformadas, as quais servem como substrato para a degradacdo autofagica.
Além disso, € de grande valia para a homeostase neuronal que se recicle e
remova adequadamente pela via autofagica essas estruturas, visto que nao é
possivel que isso se faca através da divisdo celular (Menzies 2017; Hara et al.,
2006).

Beclina-1 (também conhecido como Atg6) € uma proteina autofagica que
faz parte do complexo quinase PI3K e desempenha um papel essencial na
formacdo de autofagossomas. Foi observada reduzida em cérebros de pacientes
com doenca de Alzheimer (Furuya et al., 2005). No trabalho de Pickford et al.,
(2008) confirmando o papel essencial da Beclina 1 na autofagia, o knockout do
gene Beclina 1 em camundongos PDAPP comprometeu drasticamente a
autofagia. Houve um aumento do acumulo de beta amiloide intraneuronal,
diminuicdo da autofagia neuronal, neurodegeneragdo, ruptura lisossomal e
alteracdes microgliais, indicando injuria neuronal. Também se verificou nesse
mesmo estudo que a superexpressdo de Beclina-1 reduziu os niveis de beta
amiloide tanto intracelular quanto extracelular. Ainda, corroborando com estes
achados, conforme Salminen (2013), ha claras evidéncias de que a deficiéncia de

Beclina 1, causada pela diminuicdo da expressdo ou sequestro ineficiente do
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autofagossoma provoca prejuizos na autofagia no processamento de APP na
doenca de Alzheimer.

O sistema ubiquitina-proteossoma €& um importante mecanismo de
degradacdo de proteinas agregadas, e sua desregulacao esta relacionada com a
patogénese de diversas doencas neurodegenerativas. Porém, visto que o0s
agregados proteicos encontrados nessas doencas, como beta amiloide e alfa
sinucleina, sdo estruturas de alto peso molecular, se torna dificil serem
degradadas pela via de ubiquitina proteossoma, em funcdo de seu poro
relativamente pequeno e, portanto, a via autofagica exerce um importante papel
(Klionsky et al., 2011; Ravikumar et al., 2003).

Conforme Sridhar et al. (2011), ha uma diminuicdo no volume de processos
autofagicos basais em neurbnios, a qual é dependente da idade. Essa
desregulacdo, ainda que se trate de um processo fisiolégico comum ao
envelhecimento, pode resultar em um acumulo de agregados proteicos, e dessa
forma, favorecer condi¢cdes neurodegenerativas. Também se sabe que quando
desregulada, a autofagia como evento isolado pode levar a doencas
neurodegenerativas em modelos animais (Komatsu, 2006). Portanto, o papel da
autofagia na reciclagem de proteinas téxicas tem chamado atencdo para o

desenvolvimento de possiveis estratégicas terapéuticas.

Na doenca de Alzheimer, h4 uma evidente e complexa relacdo entre
depuracdo de beta amiloide e autofagia. Sabe-se que a beta amiloide é
degradada pela via autofagica e diversos estudos demonstram que a estimulacéo
autofagica € capaz de reduzir os niveis de acumulo de beta amiloide e amenizar

déficits cognitivos associados a patologia em camundongos transgénicos para
Alzheimer (Spilman et al., 2010; Vingtdeux et al., 2011).

Em estudos com pacientes acometidos pela Doenca de Alzheimer, pela
primeira vez, foi demonstrada a ligagdo entre autofagia e a patologia no
Alzheimer. Através de microscopia eletrbnica, foram observados acumulados
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vacuolos autofagicos imaturos em cérebros de pacientes com Alzheimer, e que,
portanto, havia significativas falhas na autofagia nos pacientes com essa
desordem (Nixon et al.,, 2000-2005-2007). Posteriormente, Yu et al., (2005)
verificou que havia um expressivo acumulo de beta amiloide na auséncia desses
vacuolos, sugerindo que a autofagia esta diretamente envolvida na progresséao da
doenca de Alzheimer.

Estudos genéticos com ratos mutantes para delecdes de genes essenciais
a autofagia também tem fornecido importantes considera¢des sobre a relevancia
autofagica. Nilsson (2013) verificou que a autofagia esta diretamente envolvida na
formacdo e secrecdo de placas beta amiloide. Ao ser deletado o gene Atg7
(envolvido na formacdo do autofagossomo) em camundongos transgénicos
(assim os tornando autofagia-deficientes), houve um expressivo acumulo de
placas beta amiloide. Além disso, foi observado um prejuizo na memoria
decorrente da deficiéncia autofagica. Nos trabalhos de Hara et al., (2006) e
Komatsu et al., (2006), a delecdo dos genes ATG5 e ATG7 resultou em
disfuncbes no sistema nervoso central, com déficits progressivos na funcao
motora e reflexos anormais dos membros. Também se observou perda neuronal
massiva e acumulo de proteinas poliubiquitinadas como corpos de inclusdo nos
neurdnios deficientes em autofagia, que aumentaram em tamanho e nimero com

o envelhecimento.

Falhas lisossomais isoladas tém sido demonstradas como causas do
acumulo de proteinas no Alzheimer. Disfuncdes lisossomais podem causar o
acumulo de beta amiloide (Keilani et al., 2012). Também foi encontrado que
mutacdes no gene presenilina 1 (forma mais comum de Alzheimer familiar de
inicio precoce) interrompe a autofagia diretamente impedindo a protedlise
lisossbmica, tendo como consequéncia dessa depuracédo lisossomal defeituosa, o
acumulo de beta amiloide. Efeitos terapéuticos foram observados por esse
mesmo grupo ao modular a proteolise lisossomal na doenga de Alzheimer (Yang
et al., 2011a, Yang et al., 2011b).
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Spilman et al. (2010) e Caccamo et al. (2010) demonstraram que o0
tratamento cronico com rapamicina e consequente inibicdo da via da mTOR
amenizou prejuizos cognitivos associados a doenca de Alzheimer, como déficits
de aprendizado e diminuicdo do comprometimento da memadria em um modelo
mamifero de Alzheimer (camundongo PDAPP). Além disso, foi visto que a
administracdo da indutora autofagica rapamicina foi capaz de exercer uma funcao
proteolitica, dessa forma diminuindo os niveis de placas beta amiloide téxicas no

tecido cerebral ao depurar a proteina pela via da mTOR.

Conforme Menzies (2017), apesar de haver evidéncias crescentes da
importancia fisiologica da autofagia na normalidade fisiologica neuronal, a
manifestacdo patologica clinica da maioria das doencas neurodegenerativas €
tardia, portanto é possivel que pequenas alteracdes na maquinaria autofagica e
consequente reciclagem dos agregados possua efeitos cumulativos que se
manifestardo apenas em um periodo ja tardio da vida. Soma-se ainda, a autofagia
consistir em um processo extremamente dinamico e altamente regulado, tornando
a identificacdo da ocorréncia complexa a curto prazo em passos iniciais com

menor repercussao bioldgica.

Levando todos esses estudos em consideracdo, o presente conjunto de
achados sugere que a diminuicdo de eventos autofagicos ou o0 seu prejuizo pode
contribuir para a patologia do Alzheimer. E essencial que toda a via autofagica,
desde a etapa de inducdo até as etapas subsequentes de maturacéo e depuragao
sejam altamente reguladas. Sugere-se que a patologia caracterizada pelo
acumulo beta amiloide se dé em parte através do prejuizo da autofagia, uma via
essencial para a degradacédo de agregados proteicos citotoxicos (Steele, 2013).
Com base nos dados encontrados nestes estudos, tem se tentado entender a
relacdo entre o processo de autofagia e 0s mecanismos pelos quais esse
fenbmeno acontece no contexto de neuroprotecdo frente as doencas
neurodegenerativas. A autofagia pode significar um relevante alvo terapéutico

para essas desordens.
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1.1.5 O ferro e a autofagia

Recentemente, tém sido relatadas crescentes evidéncias indicando que o
ferro exerce um papel essencial na regulacao da autofagia (Krishan, 2015; Asano,
2011). Um estudo recente, realizado por Wan et al., (2017) encontrou importantes
correlagcbes entre o depdsito de ferro e a disfuncdo autofagica, onde ele
demonstrou que o depdsito de ferro contribui para a patologia do acumulo de alfa
sinucleina através da inducdo da disfuncdo autofagica. O ferro foi capaz de
aumentar os niveis de alfa sinucleina e a geracdo de espécies reativas de
oxigénio. Além disso, ao medir parametros autofagicos, o ferro inibiu a autofagia e
a rapamicina (ja conhecida indutora autofagica) foi capaz de reverter o acumulo
de alfa sinucleina induzido pelo ferro, além de diminuir a producdo de espécies
reativas de oxigénio, indicando que disfungcbes na autofagia estdo diretamente

envolvidas no estresse oxidativo induzido pelo ferro.

Estudos genéticos em pacientes com doencas neurodegenerativas com
acumulo de ferro (NBIA) demonstram que hd mutacBes em genes que regulam o
processo de degradacao autofagica. O gene WDR45, o qual medeia a fusdo dos
autofagossomos com o0s lisossomos e a consequente formacdo dos
autolisossoma, possui diversas mutacfes descritas, e o ATP13A2, que esta
mutado na doenca de Parkinson familiar, e € altamente expresso no cérebro,
tipicamente se localiza na membrana lisossomal, mas em situagcédo de disfuncéo
se encontra acumulado no reticulo endoplasmatico (Haack et al., 2012; Hayflick et
al., 2013; Fonseca et al., 2014). Além disso, Usenovic, (2012) demonstrou que a
deficiéncia de ATP13A2 também resultou em comprometimento autofagico, falha
na depuracdo de autofagossomas, disfuncéo lisossomal, maior acumulo de alfa
sinucleina e neurotoxicidade. Esses resultados sugerem que o comprometimento
das fungbes autofagicas, desde a formagdo do autolisossoma até a fase de
depuracdo de proteinas toxicas pode ser uma consequéncia do acumulo

exacerbado de ferro (Zhang, 2016).
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Os lisossomas estdo diretamente envolvidos nos eventos autofagicos
através da reciclagem de organelas e proteinas de longa vida, muitas das quais
possuem o ferro em sua estrutura. Portanto, h4 um aumento da suscetibilidade
dos lissomos ao estresse oxidativo. Estando o ferro em sua forma redox-ativa, e,
portanto, tornando os lisossomos ricos em ferro, se torna um metal extremamente
danoso para essas estruturas, visto que muitosS dos Seus processos ocorrem
dentro dos compartimentos lisossomais (Kurz et al., 2008-2011). Conforme
Krishan, 2015, os vacuolos lisossdmicos envolvidos na degradacédo de proteinas
ricas em ferro sdo mais propensos ao estresse oxidativo. Portanto, a quantidade
de ferro esta diretamente ligada com a estabilidade dos lisossomos (Kurz et al.,
2011; Terman et al., 2010). Karlsson (2013) demonstrou que células que
realizavam a autofagocitose de proteinas de ligacdo ao ferro (como ferritina e
HSP70, que sédo capazes de sequestrar o ferro em sua forma redox ativa) foram
mais resistentes ao estresse oxidativo, sugerindo que a autofagia desempenha
papel essencial no balan¢o adequado nos niveis de ferro lisossomal.

Outro importante papel da autofagia na homeostase do ferro no organismo
se refere a degradacéao da ferritina, principal proteina de armazenamento de ferro.
Sabe-se que a ferritina esta envolvida na remocado do excesso de ferro do
citoplasma (Theil, 2004) e que é degradada pelas hidrolases lisossomais (Kidane,
2006). Portanto, nesse contexto, 0s niveis de ferritina precisam ser altamente
balanceados para o correto funcionamento fisioldgico (Krishan, 2015). No entanto,
embora multiplos mecanismos de degradacdo de proteinas tenham sido
implicados na reciclagem da ferritina, como a autofagia se relaciona com essa

proteina e o acumulo de ferro ainda nédo esta bem claro (Asano, 2011).

Outro ponto relevante a ser abordado € a relacdo entre quelantes de ferro e
autofagia. Alguns estudos demonstram que quelantes de ferro sdo capazes de
aumentar o numero de autofagossomas e também os niveis de proteinas
envolvidas na via autofagica, como a LC3 (Gutierrez, 2014). Além disso, um
estudo recente mostrou que tanto os quelantes de ferro Deferroxamina quanto
deferasirox levaram ao aumento da autofagia pela supressdo da via de
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sinalizacdo da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (nTOR) (Pullarkat,
2014). Esses estudos corroboram que ao alterar a quantidade de ferro disponivel

€ possivel intervir nos parametros autofagicos.

Ha diversas evidéncias de que o acumulo de ferro esté ligado a disfuncéo
autofagica, porém, ainda permanece incerta a dindmica envolvida nesse evento,
se o ferro desempenha um papel primario ou secundario na geracéo de estresse
oxidativo e sua relacdo direta e dos radicais livres com o desencadeamento
autofagico. Embora muitas pesquisas estejam sendo feitas em relacdo a
neurotoxicidade do ferro e seu acumulo anormal, ainda sdo necessarios mais

estudos sobre a conexao dessa patologia com a autofagia.

1.1.6 Rapamicina

Rapamicina € um antibiotico macrolideo lipofilico extraido da bactéria
Streptomyces hygroscopicus, descoberta no solo da Ilha de Pascoa em 1972.
Esse composto foi inicialmente utilizado como um composto antifangico. Em
1997, a rapamicina foi aprovada pelo FDA como um medicamento
imunossupressor para prevenir a rejeicdo de 6rgdos durante transplantes,
principalmente transplantes de rim (Geissler et al., 2010). Também é amplamente
usada em ensaios clinicos de tratamentos neoplasicos por suas propriedades
anti-proliferativas (Fasolo et al., 2011). Nas ultimas décadas diversos estudos tém
sido feitos sobre a arquitetura molecular da
proteina alvo da rapamicina em mamiferos (IMTOR), ja que se viu que a via

MTOR esté relacionada a muitas doengas humanas (Tsang et al., 2007).

A rapamicina € um inibidor especifico da mTORC1, mas n&o inibe
diretamente a atividade da quinase mMTORCL. Inicialmente, ele forma um
complexo com a proteina de ligacdo FKPB12, uma proteina de ligacéo citosolica
chamada imunofilina, que por sua vez se liga e age especificamente como um
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inibidor alostérico da mTOR (Abrahan, 2002). Portanto, a formagédo do complexo
de rapamicina-FKBP12 resulta em um ganho de fungdo porque o complexo se
liga a mMTOR e inibe a atividade quinase da mTOR (Tsang, 2007). Como
mencionado anteriormente, a mMTOR € uma reguladora negativa da autofagia,
portanto, a rapamicina também vem sendo amplamente usada para inducao

autofagica (Berger et al., 2006).

Varios grupos de pesquisa tém demonstrado que ao inibir a mTOR, a
rapamicina exerce atividade neuroprotetora em diversas desordens
neurodegenerativas. Majunder et al., (2012) demonstraram pela primeira vez que
a rapamicina foi capaz de melhorar os déficits cognitivos de aprendizagem e
memoria de maneira idade dependente, além de reduzir profilaticamente a
guantidade de placas beta amiloide e a formacdo de emaranhados neurofibrilares
em camundongos transgénicos para doenca de Alzheimer. Também houve uma
reducdo substancial da ativacdo microglial, a qual se sabe estar ativada no

Alzheimer (Cameron et al., 2010).

Na doenca de Huntington, a Rapamicina protegeu contra a
neurodegeneracao ao diminuir o acimulo de huntingtina e atenuar a morte celular
em modelo animal da doenca (Ravikumar, 2004). Em um modelo de esclerose
tuberosa, a rapamicina também restaurou déficits de memodria e aprendizado
(Ehninger et al., 2008). Também ha estudos demonstrando que a rapamicina
pode ser benéfica em taupatias (doencas associadas ao acumulo anormal da
proteina tau) pela degradacdo autofagica tanto de tau mutante quanto tau
selvagem em moscas (Berger et al., 2006). Esses resultados sugerem
veementemente que a inducdo da autofagia poderia ser usada para tratar
doencas neurodegenerativas, e que mais estudos na area sao necessarios
(Ravikumar, 2006; Majunder et al., 2011).

Portanto, dada a relevante contribuicdo exercida pela sobrecarga de ferro
nas doencas neurodegenerativas, e tais desordens sendo comprovadamente
marcadas pelo acumulo proteico danoso, conclui-se que o evento autofagico
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exerce papel essencial na retirada desses agregados. Assim, sugere-se que a
presenca do metal ferro poderia exercer algum papel também no contexto
autofagico. Dessa forma, a modulacdo da via, através do uso da Rapamicina,
pode trazer importantes informacdes a respeito da influéncia do ferro e do

processo autofagico nas desordens neurodegenerativas.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Esta dissertacdo teve como obijetivo investigar o efeito da estimulacdo da via da
autofagia, pelo uso da Rapamicina nas alteragbes de memdria induzidas pelo
tratamento de ferro no periodo neonatal em ratos, além de investigar os efeitos do
tratamento neonatal com ferro sobre parametros moleculares da via da autofagia em
hipocampo de ratos, bem como verificar se possiveis alteraces nesses mecanismos

poderiam ser revertidas por meio do tratamento com rapamicina.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito da rapamicina sobre o parametro cognitivo de esquiva
inibitéria em ratos adultos tratados com ferro no periodo neonatal

e Avaliar o efeito do tratamento com ferro neonatal na autofagia através da
proteina LC3 no hipocampo de ratos adultos

e Avaliar o efeito do tratamento com ferro neonatal na autofagia através da

proteina Beclina-1 no hipocampo de ratos adultos
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e Avaliar o efeito da rapamicina na idade adulta sobre a autofagia através da
proteina LC3 em ratos tratados com ferro no periodo neonatal no
hipocampo de ratos adultos

e Avaliar o efeito da rapamicina na idade adulta sobre a autofagia através da

proteina Beclina-1 em ratos tratados com ferro no periodo neonatal no
hipocampo de ratos adultos
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Abstract

Over the years, iron accumulation in specific brain regions has been observed in
normal aging and related to the pathogenesis of neurodegenerative disorders.
Many neurodegenerative diseases may involve cognitive dysfunction, and we
have previously shown that neonatal iron overload induces permanent cognitive
deficits in adult rats and exacerbates age-associated memory decline. Autophagy
Is a catabolic pathway involved in the removal of toxic protein aggregates, which
are a hallmark of neurodegenerative events. In the present study, we investigated
whether iron accumulation would interfere with autophagy and also sought to
determine the effects of rapamycin-induced stimulation of autophagy in attenuating
iron-related cognitive deficits. Male Wistar rats received a single daily oral dose of
vehicle or iron carbonyl (30 mg/kg) at postnatal days 12-14. In adulthood, they
received daily intraperitoneal injections of vehicle or rapamycin (0.25 mg/kg) for 14
days. Results showed that iron given in the neonatal period impaired inhibitory
avoidance memory and induced a decrease in proteins critically involved in the
autophagy pathway, Beclin 1 and LC3, in the hippocampus. Rapamycin in the
adulthood reversed iron-induced memory deficits, decreased the ratio phospho-
mTOR/total mMTOR, and recovered LC3 Il levels in iron treated rats. Our results
suggest that iron accumulation, as observed in neurodegenerative disorders,
hinders autophagy, which might play a role in iron-induced neurotoxicity.
Rapamycin, by inducing authophagy, was able to ameliorate iron-induced
cognitive impairments. These findings support the use of rapamycin as a potential
neuroprotective treatment against the cognitive decline associated to

neurodegenerative disorders.

Key words: Iron; autophagy; rapamycin; cognitive deficits; neurodegenerative

disorders
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1. Introduction

Iron is an essential micronutrient required for many biological processes in
the human body. During central nervous system (CNS) development, high levels
of iron are required for the synthesis of neurotransmitters, acting as a cofactor for
many enzymes, generation of ATP, and myelination [1]. The functions of iron are
based on its biological capacity of interconversion between the ferrous (Fe*?) and
ferric (Fe*3) states [1,2]. However, although crucial for neuronal metabolism, when
in excess, this metal can also lead to cellular damage and oxidative stress via free
radical production [2], a well-known hallmark of neurodegenerative diseases [3].
Moreover, consistent evidence suggest a pivotal relationship between high iron
levels in specific brain regions, such as the hippocampus, substantia nigra and
cortex, and the pathogenesis of neurodegenerative disorders, such as
Alzheimer's (AD) and Parkinson's (PD) diseases [4-6]. Moreover, high iron
content in brain regions, associated to aging or neurodegenerative disorders,
correlates with poor performance in cognitive tests in healthy elderly individuals
[7,8] or in patients with neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s disease
[9,10].

Further studies are necessary to determine the exact mechanism
of neurotoxicity mediated by iron as well as its role on cognitive impairments.
Findings from studies using animal models have contributed to elucidate the
impact of iron accumulation in neurodegenerative disorders (for a review see [11]).
Previous studies from our research group have established an animal model of
iron administration during the neonatal period, in which maximum iron absorption
by the CNS occurs. Iron treatment in this period induces accumulation in brain
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regions affected by neurodegenerative disorders [12]. Remarkably, in agreement
with studies performed in humans, previous studies have shown that iron overload
induces persistent memory impairments in several cognitive tasks, including
spatial [12], emotional [13-15], and recognition memories [16-19]. In addition, we
have also demonstrated that iron loading leads to oxidative damage [16],
decreases BDNF levels [20], increases the expression of apoptotic markers [21-
23], affects mitochondrial dynamics [22], and results in the accumulation of
ubiquitinated proteins [15] in the hippocampus of adult rats.

Autophagy and ubiquitin-proteasome system are the two main pathways of
protein and cellular content degradation in eukaryotic cells. The autophagy-
lysosome pathway is a major intracellular catabolic process, in which cytoplasmic
contents are engulfed and transported to the lysosome for degradation. In
addition, autophagy is a pathway responsible to degrade damaged, misfolded or
aggregated proteins, for the maintenance of cellular homeostasis [24-26].
Defective autophagy has been recently implicated in the pathogenesis of several
human diseases, including neurodegenerative disorders. Because
neurodegeneration is marked by abnormal long-lived protein aggregation, such as
amyloid-beta (AB) peptide in AD and alpha-synuclein in PD [27-30] studies have
consistently suggested autophagy as a protective strategy for effective clearance
of these aggregates [27,29-34].

Furthermore, recent evidence has suggested that iron plays an important
role in autophagy regulation since iron overload collaborates with the increase of
the protein aggregates [35-37]. Thereby, both in vivo and in vitro studies have
reported that autophagy induction could potentially mitigate progression in
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neurodegenerative diseases with iron deposition, but the relationship between
these mechanisms remains poorly understood [33, for a review see [34]).

Autophagy is an intricate machinery regulated by many signaling pathways
and can be pharmacologically induced by inhibiting negative regulators such as
the mammalian target of rapamycin (mTOR), a serine/threonine kinase [38-40].
This event is regulated by at least sixteen key proteins named autophagy-related
genes (ATGSs), which are recruited to the pre-autophagosomes elongation and
autophagosome formation. A large protein complex is necessary to form the
autophagosome nucleation; Beclinl is a protein involved in the isolation of
membranes to form autophagosomes [41-44]. During the elongation phase, the
conjugation of phosphatidylethanolamine (PE) to the microtubule-associated
protein 1 light chain 3 (LC3)-1 forms LC3-1l, which is transported from cytoplasm to
the membrane of the pre-autophagosomes. LC3 Il is a marker for the progression
of autophagy [40,45-48]. Once autophagosome formation is completed, this
structure fuses with lysosomes for degradation [49].

Rapamycin is a macrolide antibiotic that inhibits mTOR [50]. Rapamycin
binds to the cytosolic protein FK-binding protein 12 (FKBP12) and inhibits the
MTOR kinase activity by phosphorylation of P70S6K [51,52]. Thus, inhibition of
MTOR by rapamycin treatment induces autophagy [38]. A few studies show that
rapamycin enhances the clearance of aggregate-prone proteins and reduces their
toxicity in neurodegenerative disorders [53-56]. However, additional information
about the precise role of autophagy in neuroprotection and associated signaling
pathway(s) is necessary. Thus, in the present study, we aimed to investigate
whether iron accumulation plays a causative role in autophagy impairments
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accompanying neurodegeneration. Moreover, we sought to determine whether the
pharmacological activation of autophagy by rapamycin could ameliorate iron-

induced memory deficits.

2. Materials and methods
2.1 Animals

Pregnant Wistar rats (CriCembe:WI) were obtained from the Centro de
Modelos Bioldgicos Experimentais (CeMBE), Pontificia Universidade Catdlica do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. After birth, each litter was adjusted
within 48 h to contain eight rat pups including offspring of both genders. Each pup
was kept together with its mother in a plastic cage with sawdust bedding in a room
temperature of 21+ 1°C and a 12/12 h light/dark cycle. At the age of three weeks,
pups were weaned and the males were selected and maintained in groups of three
to five in individually ventilated cages with sawdust bedding. For postnatal
treatments, animals were given standardized pellet food and tap water ad libitum.

All behavioral experiments were performed at light phase between 09:00
a.m and 4:30 p.m. All experimental procedures were performed in accordance with
the National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(8t Edition, 2011) and the Brazilian Guidelines for the Care and Use of Animals in
Research and Teaching (DBCA, published by CONCEA, MCTI, Brazil). All
procedures performed in studies involving animals were in accordance with the
ethical standards of the institution at which the studies were conducted and

approved by the Institutional Ethics Committee of the Pontifical Catholic University
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(permit number: SIPESQ #8469). All efforts were made to minimize the number of
animals and their suffering.
2.2 Experimental design

In order to investigate a possible interplay between iron overload and
autophagy, as well as a potential protective effect of rapamycin against iron-
induced memory deficits, male Wistar rats divided in two groups received iron
carbonyl or vehicle solution. Subsequently, at the age of four months, the two
groups were further separated into four groups, resulting in four experimental
groups: Veh-Veh, Veh-rapamycin, Iron-Veh, Iron-rapamycin. After 14 days of
rapamycin treatment, rats were tested in the inhibitory avoidance memory task.
Twenty-four hours after the completion of behavioral task, rats were euthanized by
decapitation and their hippocampi were quickly removed and stored in -80°C
freezer for posterior biochemical analysis. Experimental design is shown in Figure

1.

2.3 Pharmacological treatments
2.3.1 Neonatal iron treatment

The neonatal iron treatment was performed as previously described
[13,15,16]. Briefly, 12-day-old rat pups received a single oral daily dose (10 mi/kg
solution volume) of vehicle (5% sorbitol in water, control group) or 30 mg/kg of
body weight of Fe?* (iron carbonyl, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil) via a metallic

gastric tube, over 3 days (postnatal days 12-14).
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2.3.2 Rapamycin

Adult (four-month-old, weighing approximately 5509) rats, treated neonatally
with either vehicle or iron as described above, received a daily intraperitoneal
injection of vehicle or rapamycin (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brazil). Rapamycin
was dissolved in 0.9 g% saline solution containing 0.5 % DMSO (vehicle), and
administered daily for fourteen days at the dose of 0.25 mg/kg [57]. Inhibitory

avoidance training was performed 24 h after the last rapamycin administration.

2.4 Inhibitory Avoidance Task

We used the single-trial, step-down inhibitory avoidance (IA) conditioning as
an established model of fear-motivated memory. In IA training, animals learn to
associate a location in the training apparatus with an aversive stimulus
(footshock). The 1A behavioral training and retention test procedures were
described in previous reports [12,13,15]. The IA apparatus was a 50x25x25-cm?
acrylic box (Albarsch, Porto Alegre, Brazil) whose floor consisted of parallel caliber
stainless steel bars (1-mm diameter) spaced 1 cm apart. A 7-cm wide, 2.5-cm high
platform was placed on the floor of the box against the left wall. On the training
trial, rats were placed on the platform and their latency to step-down on the grid
with all four paws was measured with an automatic device. Immediately after
stepping down on the grid, rats received a mild footshock (0.4 mA) and were
removed from the apparatus immediately afterwards. A retention test trial was
carried out 24 h after the training trial. The retention test trial was procedurally

identical to training, except that no footshock was presented. Step-down latencies
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(in seconds) on the retention test trial (maximum 180 s) were used as a measure

of 1A retention.

2.5 Western Blot Analysis

Hippocampi obtained from rats treated with iron in the neonatal period and
rapamycin in adulthood were homogenized in homogenization buffer containing 10
mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 100 mM NacCl, protease inhibitor
cocktail, 0.5%Triton X-100, and 0.1% SDS. After 30 min in ice, samples were
centrifuged at 13,500 rpm for 10 min [22,23]. The supernatant was collected and
the protein content was determined using Bradford assay [58]. Aliquots were
stored at -20°C.

Twenty-five ug of protein was separated on a 10% SDS polyacrylamide gel
(or 8% SDS polyacrylamide gel for mTOR and phospho-mTOR analyses) and
transferred electrophoretically to a nitrocellulose membrane. Membranes were
blocked with 5% non-fat dry milk in TBS containing 0.05% Tween 20 and were
incubated overnight with one of the following antibodies: anti-B-actin (Abcam,
Cambridge, UK) at 1:1500; anti-LC3 Il (Abcam, Cambridge, UK) at 1:1000; anti-
beclinl (Abcam, Cambridge, UK) at 1:1000; anti-Phospho-mTOR (phospho
S2448) (Abcam, Cambridge, UK) at 1:2000); and anti-mTOR (Abcam, Cambridge,
UK) at 1:2000. Goat anti-mouse IgG and goat polyclonal anti-rabbit IgG (both from
Abcam, Cambridge, UK) secondary antibodies were used and detected using ECL
Western Blotting Substrate Kit (Abcam, Cambridge, UK). Pre-stained molecular
weight protein markers (SuperSignal Molecular Weight Protein Ladder, Thermo
Scientific, Rockford, USA) were used to determine the detected bands’ molecular
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weight. The densitometric quantification was performed using Chemiluminescent
photo finder (Kodak/Carestream, model GL2200). Total blotting protein levels of

samples were normalized according to each sample’s B-actin levels [22,23].

2.6 Statistical Analysis

Latencies to step-down and data from western blot experiments are
expressed as mean + standard error (S.E.). Statistical comparisons were
performed using two-way analysis of variance (2-way ANOVA), with neonatal
treatment (vehicle or iron) and adult treatment (vehicle or rapamycin) as fixed
factors. In all comparisons, p values less than 0.05 were considered to indicate

statistical significance.

3. Results

Ouir first goal was to determine if subchronic rapamycin treatment would be
able to reverse iron-induced memory deficits. Two-way ANOVA indicated a
statistically significant main effect of neonatal iron treatment (F@, 43)= 4.329, p =
0.043) in latencies to step-down in the retention test session, confirming previous
findings that show that iron given in the neonatal period impairs inhibitory
avoidance memory. Remarkably, a significant interaction (F, 43)= 6.383, p =
0.015) indicates that rapamycin treatment ameliorates memory in iron-treated
rats, as latency to step-down in the retention test was higher in the iron-treated
group that received rapamycin than in the iron-treated group that received vehicle
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in the adulthood (Figure 2). No statistically significant effects were found when
latencies from the training session were compared.

To confirm the autophagy stimulating effects of rapamycin, we first analyzed
MTOR phosphorylation in the hippocampus of rats that received iron or vehicle in
the neonatal period and rapamycin for 14 days in adulthood (Figure 3). Two-way
ANOVA indicated a significant main effect of rapamycin treatment. Besides
improving memory retention, rapamycin treatment in the adulthood caused a
decrease in the ratio phospho-mTOR/total mTOR (F, 11)= 8.00, p < 0.016).

In order to examine the effects of iron overload and of the treatment with
rapamycin on autophagy in iron-treated rats, we analyzed the expression of
proteins critically involved in the autophagic cascade. Beclin 1, a protein involved
in autophagy initiation, was quantified. Two-way ANOVA indicated a significant
main effect of neonatal iron treatment (F@, 9) = 6.567, p < 0.031), which induced a
decrease in Beclin 1 levels (Figure 4). No significant effects of rapamycin
treatment in the adulthood or interactions were observed.

When LC3 Il levels were analyzed, two-way ANOVA revealed significant
main effects of iron treatment reducing LC3 Il levels (F@, 9= 19.27, p = 0.002) and
rapamycin in the adulthood rising LC3 Il levels (F@a, 9= 13.175, p = 0.005).
Importantly, a significant interaction was observed (F@, 9= 10.541, p = 0.010),
suggesting that rapamycin in the adulthood was able to restore iron-induced

decreases in LC3 Il levels (Figure 5).

52



Discussion

In the present study, we show that neonatal iron treatment impairs inhibitory
avoidance memory, a form of emotionally-modulated memory, confirming previous
findings from our research group showing that iron overload hinders memory in
rodents [12,15,16]. Studies with humans have also shown that iron accumulation
in brain regions, measured by magnetic resonance imaging, is related to memory
deficits in normal aging [8,59] as well as in neurodegenerative disorders [60,61].
Using an animal model based on iron administration for three days during the
neonatal period, a period of high iron uptake by the brain, we have demonstrated
that iron overload induces alterations consistently affected in the pathogenesis of
neurodegenerative diseases, including increased oxidative stress [16] and altered
mitochondrial dynamics [22], induction of apoptosis [21-23] and reactive gliosis
[62], and decreased expression of synaptic marker synaptophysin [22] in the
hippocampus. Previous findings also indicate that iron overload is associated with
impairments in the ubiquitin proteasome system, a major cellular protein
degradation pathway [15].

There is increasing evidence indicating the role of misfolded protein
degradation mediated by the autophagy system in neurodegenerative diseases,
suggesting that failure in this pathway may represent an important contribution to
disease progression. This is supported by the presence of aggregates of misfolded
proteins, which are substrates for autophagy degradation in most
neurodegenerative disorders [27,63]. However, the exact influence of autophagy is

yet to be determined, since the incorrect removal of aggregated protein may have
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cumulative effects that can be expressed later in life [63]. Although both autophagy
impairment and iron deposition seem to be involved in the development and
progression of neurodegenerative disorders, if and how they interact remain
unknown.

Rapamycin is US Food and Drug Administration (FDA)-approved drug that
has been used as an immunosuppressant in organ transplantation. Rapamycin
acts inhibiting the activity of mammalian target of rapamycin (mTOR), an
intracellular serine/threonine protein kinase that has a central role in various
cellular processes. Studies using in vitro and in vivo experimental models of age-
linked neurodegenerative diseases have suggested that rapamycin, through
induction of mMTOR-dependent autophagy process, can be a promising therapeutic
strategy, for the treatment of Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease and
Huntington’s disease [63]. The present findings demonstrate that rapamycin
treatment in adult life was able to ameliorate memory retention in the inhibitory
avoidance task, suggesting a significant memory improvement in the iron-treated
group. In agreement, studies have demonstrated that rapamycin improved
learning and memory deficits in transgenic mouse models of AD [56,64], as well as
in a rat model of AD-like phenotype, induced by AB1-42 peptides injection into the
hippocampus [57]. In addition, rapamycin was also able to recover sepsis- [65] as
well as anesthesia-induced memory deficits [66]. The mechanisms underlying
rapamycin-induced memory recovery are poorly understood. However, a recent
study by Glatigny and coworkers [67] demonstrated that fear learning upregulates
autophagy in the hippocampus. In agreement, it was found that water maze
training increases the number of autophagosomes [68]. Moreover, downregulation
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of hippocampal autophagy reduces both short- and long-term activity-dependent
synaptic plasticity capacities in hippocampal neurons in response to novel
neuronal stimuli [67]. Thus, these findings support the view that autophagy may be
required for learning and memory. Our results indicated that rapamycin subchronic
treatment in a low dose in adulthood was able to decrease the ratio of
phosphorylated mTOR to total mTOR in both Veh and Iron groups, thereby
stimulating autophagy, as previously reported by Singh and coworkers [57]. These
findings are corroborated by Liu and coworkers [65], showing that rapamycin
decreased mTOR phosphorylation at S2448 and protected against sepsis-induced
memory impairments. Based on the observation that autophagy may play a role on
memory consolidation, this mechanism may contribute to rapamycin-induced
amelioration of iron-related memory deficits.

Aiming to understand the role of iron overload and possible interactions
with rapamycin treatment in the autophagy cascade, in this study we have
investigated the effects of iron on key proteins involved in the autophagy pathway
in hippocampi of adult rats. Beclinl is the mammalian homolog of yeast autophagy
related gene 6 (Atg6), and participates in the autophagosome formation and
initiation of autophagy through class Il PI3K pathway [28]. It has been reported
that Beclin1 deletion disrupts neuronal autophagy and promotes 3-amyloid
deposition and neurodegeneration in mice [69]. Here we demonstrate that
the group that received neonatal iron treatment showed a significant decrease in
beclin-1 levels. Also, LC3 Il, a protein critically involved in the fusion of
autophagosomal membranes was found to be reduced in hippocampi of iron-
treated rats, suggesting that autophagy cascade is down-regulated by iron
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overload. Wan and coworkers [37] recently demonstrated using SH-SY5Y cells
that iron treatment impaired autophagy, decreasing the levels of autophagy-related
proteins including beclin-1 and LC3, leading to a-synuclein accumulation, and
reactive oxygen species (ROS) production. Studies show that iron-loaded
lysosomes are sensitive to oxidative stress and to consequent lysosomal
disruption [70], while multiple myeloma cell lines exposure to iron chelators led to
repression of mMTOR signaling, inducing autophagy [71], corroborating that iron
availability may modulate autophagy. Iron-induced decreased levels of beclin-1
and LC3 Il suggest that iron overload in vivo compromises downstream autophagy
components.

Rapamycin decreased mTOR phosphorylation and also recovered LC3 I
levels in iron-treated rats, while no effects were observed on Beclin-1 in iron-
treated rats. Although the reasons why rapamycin has not directly recovered
beclin-1 levels, its actions on mTOR phosphorylation and LC3 Il indicate
stimulatory effects on autophagy. LC3 Il association with autophagosomal
membranes is closely related with the formation of mature autophagosomes, thus
measuring LC3 Il levels has been consistently used as a marker of
autophagosome formation [63]. Additionally, rapamycin-induced stimulation of
autophagy may contribute to neuroprotection against iron-related neurotoxicity,
which can ultimately result in memory recovery.

This is a pioneer study, linking for the first time, in vivo iron overload with
impaired autophagy, suggesting that iron-induced autophagy deregulation might
be related to memory deficits observed in this animal model. From a translational
point of view, the present findings alert for the risk imposed by the indiscriminate
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iron supplementation in infancy, period in which iron access to the brain is
maximal. The induction of autophagy by rapamycin alleviated the memory decline
induced by iron accumulation, which has been implicated in memory loss in aging
and neurodegenerative disorders, giving support for its use as a potential

candidate for the treatment of cognitive deficits.
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FIGURE CAPTIONS
Fig. 1 Experimental design. Groups of rats were treated with vehicle or iron (orally,
30 mg/kg) in the neonatal period at postnatal days 12t to 14™. In adulthood (4
months of age) they received i.p. injections of rapamycin (0.25 mg/kg) or vehicle
for 14 days. Twenty-four hours after the last injection animals were trained in the
inhibitory avoidance memory task. Twenty-four hours after the completion of
behavioral testing, animals were euthanized by decapitation and their hippocampi

were quickly isolated and stored in -80°C for western blot analysis.

Fig. 2 Subchronic rapamycin in the adulthood rescues iron-induced inhibitory
avoidance memory impairment. Inhibitory avoidance task was performed in rats
treated neonatally with vehicle (Veh) or iron (30 mg/kg of Fe?*) and given vehicle
(Veh) or rapamycin (Rapa, 0.25 mg/kg) in adulthood (4 months of age). (Veh-Veh
N =14, Veh-Rapa N =9, Iron-Veh N = 11, Iron-Rapa N = 13). Statistical analysis
was performed using two-way ANOVA, with neonatal treatment (vehicle or iron)
and adult treatment (vehicle or rapamycin) as fixed factors. # indicates p < 0.05
(significant main effect of iron treatment in the neonatal period) and * indicates p <

0.05 (significant interaction)

Fig. 3 Rapamycin treatment in the adulthood decreases the ratio phospho-
mTOR/total MTOR. Western blotting of phospho-mTOR and total mTOR in the
hippocampus of 4-month-old rats treated with sorbitol (Sorb) or iron neonatally and
treated with vehicle (Veh) or rapamycin (Rapa) in the adulthood. Twenty five ug of
protein were separated on SDS-PAGE and probed with specific antibodies.
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Representative Western Blots for phospho-mTOR/total mTOR are shown in the
lower panel. Statistical analysis was performed using two-way ANOVA, with
neonatal treatment (vehicle or iron) and adult treatment (vehicle or rapamycin) as
fixed factors. (Veh-Veh N =5, Veh-Rapa N = 3, Iron-Veh N = 3, Iron-Rapa N = 4). *

indicates p < 0.05 (significant main effect of rapamycin treatment in the adulthood)

Fig. 4 Neonatal iron treatment decreases Beclin 1 levels. Western Blotting of
Beclin in the hippocampus of 4-month-old rats treated with sorbitol (Sorb) or iron
neonatally and treated with vehicle (Veh) or rapamycin (Rapa) in the adulthood.
Twenty five ug of protein were separated on SDS-PAGE and probed with specific
antibodies. Representative Western Blots for Beclin 1 and -actin are shown in the
lower panel. Statistical analysis was performed using two-way ANOVA, with
neonatal treatment (vehicle or iron) and adult treatment (vehicle or rapamycin) as
fixed factors. (Veh-Veh N =3, Veh-Rapa N = 3, Iron-Veh N = 3, Iron-Rapa N = 4). #

indicates p < 0.05 (significant main effect of iron treatment in the neonatal period)

Fig. 5 Neonatal iron treatment induced a decrease in LC3 Il levels, which was
reversed by rapamycin in the adulthood. Twenty five ug of protein were separated
on SDS-PAGE and probed with specific antibodies. Representative Western Blots
for LC3 Il and B-actin are shown in the lower panel. Statistical analysis was
performed using two-way ANOVA, with neonatal treatment (vehicle or iron) and
adult treatment (vehicle or rapamycin) as fixed factors. Veh-Veh N =3, Veh-Rapa

N = 3, Iron-Veh N =3 Iron-Rapa N = 4 rats per group. ## indicates p < 0.01
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(significant main effect of iron treatment in the neonatal period) and ** indicates p

= 0.01 (significant interaction)
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FIGURE 4
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FIGURE 5
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CAPITULO 3
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3.1 CONCLUSOES

e O tratamento neonatal com ferro ocasionou prejuizo na tarefa de memoria
aversiva, confirmando achados anteriores publicados por nosso grupo de
pesquisa

e O tratamento crénico com rapamicina na vida adulta recuperou o prejuizo
da tarefa de memoria aversiva

e O tratamento neonatal com ferro ocasiona uma reducdo da expressao
proteica de Beclina 1 no hipocampo

e O tratamento neonatal com ferro ocasiona uma reducdo da expressao
proteica de LC3 no hipocampo

e O tratamento crbnico com rapamicina restaurou a expressao proteica de

LC3 no hipocampo ap6s reducdo ocasionada pela administracdo de ferro
no periodo neonatal
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3.2 CONSIDERACOES FINAIS

Embora inicialmente descrita apenas em condigbes de privagdo de
nutrientes, nas ultimas duas décadas a via autofagica tem sido extensivamente
relacionada a diversas condicdes patologicas. Atualmente, sabe-se que € a via
mais utilizada para a degradacéo agregados proteicos ou proteinas malformadas,
condigcao presente na maioria das doencas neurodegenerativas (Mizushima et al.,
2008). Portanto, evidéncias sugerem que o adequado funcionamento da via
autofagica possa exercer um efeito neuroprotetor ao remover esses acumulos
toxicos, e desse modo, contribuir para diminuicdo da progressdo da doenca
(Menzies et al., 2017).

Visto que o ferro é essencial a muitos processos bioldgicos, se faz
necessaria a regulacédo criteriosa desse metal no organismo. (Jomova et al.,
2010). Entretanto, estudos demonstram que em condicdo de desequilibrio e
consequente acumulo, o ferro possa causar estresse oxidativo ao catalisar a
formacao de radicais hidroxila através da reacdo de Fenton (alteracdo de sua
forma de cation divalente, ou ferroso (Fe?*) para o cation trivalente, ou férrico
(Fe®"), gerando radicais hidroxila, OH-) e desse modo, contribuir para doencas
neurodegenerativas. (Zecca et al., 2004)

Nosso grupo desenvolveu um modelo animal ja bem estabelecido de
sobrecarga de ferro no periodo neonatal, e tem realizado consistentes estudos
demonstrando que esse acumulo ocorre em regides cerebrais que estdo afetadas
nas doencas neurodegenerativas, resultando, também, em déficits cognitivos que

permanecem na vida adulta. (Schroder et al., 2001; de Lima et al., 2005).

81



Trabalhos recentes tem demonstrado que ha uma importante correlacdo entre a
desregulacdo quantitativa do ferro e falhas no processo autofagico em desordens
neurodegenerativas (Wan et al., 2017; Spilman et al., 2010). A luz da busca por
maior compreensao sobre as origens e possiveis tratamentos para essas
doencas, buscamos investigar se o acumulo de ferro possui implicacbes na
disfuncdo autofagica relacionadas a neurodegeneracédo, bem como determinar se
a ativacdo farmacologica da autofagia através da rapamicina poderia melhorar os
déficits de memoria induzidos pelo ferro.

A rapamicina é uma droga imunossupressora aprovada pela Food and
Drug Administration (FDA) dos EUA. Nos ultimos anos, porém, a rapamicina tem
recebido atencdo como uma estratégia para o tratamento de distlrbios
neurodegenerativos em diversos modelos experimentais (Spilman et al., 2010;
Caccamo et al. 2010; Berger et al., 2006), visto que a maioria dessas desordens
apresentam acumulo de proteinas. A rapamicina atua inibindo a atividade quinase
da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mMTOR), a qual negativamente
regula a autofagia, e desse modo, da inicio a cascata de sinalizacdo para a
inducdo autofigica (Bove et al., 2011). No entanto, ainda que diversos e
crescentes estudos estejam sendo feitos, maiores informacdes sobre o0s
mecanismos neuroprotetores da rapamicina S0 necessarios.

Em nosso trabalho, nossos resultados demonstraram que o tratamento
cronico com a rapamicina foi capaz de reverter e melhorar déficits de memoria
causados pelo acumulo de ferro no periodo neonatal. Combinado a isso, ao
medirmos parametros moleculares, foi observado que o acumulo de ferro resultou
em uma diminuicao dos niveis de expressao da proteina LC3, e que a rapamicina
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conseguiu aumentar sua expressao na idade adulta. Ao medirmos o0s niveis da
proteina Beclina 1, encontramos uma diminuicdo decorrente do tratamento com
ferro, entretanto, a rapamicina nao foi capaz de reverter esses niveis.

O fato de a rapamicina ndo conseguir efetivamente aumentar os niveis de
beclina 1 pode estar relacionado a incompleta dissociacdo da proteina anti-
apoptotica bcl-2 da beclina, uma vez que, como jA mencionado anteriormente, a
acdo da beclina é inibida pela ligacdo a essa molécula (Pattingre et al., 2005).
Sustenta-se essa hipdtese tendo em vista que podem ter ocorrido processos
apoptoéticos decorrentes da sobrecarga de ferro no periodo neonatal, o que ja foi
documentado por estudos anteriores do nosso grupo (da Silva et al., 2014; 2018).

Também é possivel considerar que o prejuizo autofagico decorrente da
sobrecarga de ferro seria mais expressivo em uma fase tardia do evento
autofagico, conforme visualizado através do aumento da proteina LC3,
relacionada a formacdo e maturacdo do fag6faro e considerada um parametro
confidvel da ocorréncia do processo autofagico (Menzies et al.,, 2017). Esse
aumento ndo foi possivel detectar pelos niveis de beclina 1, visto estar
relacionada com a formacéo do pré-autofagossomo, ou seja, uma etapa inicial da
autofagia (Pattingre et al., 2005, Pan et al., 2008).

Em conclusédo, esse trabalho é pioneiro ao relacionar a sobrecarga de
ferro no periodo neonatal como uma possivel causa nas disfungcdes da autofagia.
Também se observou que a inibicdo da via da mTOR atravées do uso da
rapamicina, resultando em uma inducdo autofagica, foi capaz de reverter os
prejuizos de memoria associados ao acumulo de ferro. Ainda que mais estudos
pré-clinicos e clinicos sejam necessarios, espera-se que esse estudo possa
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contribuir para o entendimento da relacdo entre o acumulo de ferro e o processo
autofagico. Além disso, estes achados suportam o0 uso da rapamicina como um
potencial tratamento neuroprotetor para o declinio cognitivo associado a disturbios

neurodegenerativos.
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