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RESUMO

A obesidade tem adquirido caracteristicas de epidemia e 0s mesmos numeros que
indicam o aumento da obesidade também apontam um aumento significante de
individuos portadores de diabetes mellitus tipo 2. Sabe-se atualmente que ambas as
patologias apresentam uma resposta metabdlica caracteristica, que leva a uma
alteracao em vias de sinalizacao intracelulares e na homeostase da glicose. O uso
de dieta hiperlipidica (DH) é responsavel pelo aumento da massa adiposa, que entre
outros fatores, leva a um aumento na producao de citocinas pro-inflamatérias. Varios
estudos apontam para a participacdo de macrofagos nesse processo. A via nao-
canbnica de sinalizacao de NF-kB contribui para o quadro de inflamacéao e pode
representar uma via chave na resposta metabdlica a obesidade, especialmente na
resisténcia a insulina. Nosso intuito foi avaliar se a sobrecarga nutricional induziria
polarizacdo macrofagica em tecidos metabdlicos, ocasionando aumento na
expressdo de genes que codificam citocinas pré-inflamatérias, induzindo nao
somente o quadro inflamatério, mas a resisténcia ao sinal da insulina em
hepatécitos. Para isso, macréfagos de camundongo (RAW 264.7) foram submetidos
ao bloqueio de NIK por siRNA, desafiados com palmitato e, posteriormente, 0 meio
condicionado proveniente destas células foi adicionado como meio de manutencao
em células de hepatoma de camundongo (Hepalcic7). Os resultados mostraram
que o palmitato € capaz de induzir uma resposta inflamatéria em macréfagos
ocasionando resisténcia ao sinal da insulina em hepatécitos, por intermédio da
ativacao de NIK, através da degradacao de TRAF-3 em células imunes. Ao bloquear
NIK em células RAW 264.7 o quadro inflamatorio foi reduzido, mesmo apds
exposicdo ao palmitato, e o quadro de resisténcia ao sinal da insulina em
hepatocitos tratados com o meio condicionado de macréfagos foi amenizado. O
estudo sugere uma comunicagdo entre hepatécitos e macréfagos residentes no
figado no desenvolvimento da resisténcia a insulina por intermédio da via n&o-

canonica de NF-kB.



ABSTRACT

The obesity has acquired epidemic characteristics and the same numbers that
indicate the increase in obesity also showed a significant increase in individuals with
diabetes mellitus type 2. It is now known that both diseases exhibit a metabolic
response characteristic, which leads to changes in intracellular signaling pathways
and glucose homeostasis. High fat diet (HFD) consumption is responsible for the
increased fat mass leading to an increased production of pro-inflammatory cytokines.
Several studies indicate the involvement of macrophages in this process. The non-
canonical NF-kB pathway contributes to the pro-inflammatory signaling activation,
and may represent a key metabolic pathway in response to obesity, especially in
insulin resistance. Our aim was to evaluate if the nutritional overload trigger
macrophage polarization in metabolic tissues, resulting in an increase in the gene
expression of proinflammatory cytokines, inducing not only the inflammatory
condition, but the resistance to the insulin signal in hepatocytes. Mouse macrophage
cell line (RAW 264.7) were treated with NIK siRNA, and challenged with palmitate.
Macrophage-conditioned medium was used to treat hepatocytes (Hepaicic7). Our
results showed that palmitate was able to induce an inflammatory response in
macrophages leading to insulin resistance in hepatocytes, through NIK activation by
TRAF-3 degradation in immune cells. NIK knockdown in macrophages reduced the
pro-inflammatory profile induced by palmitate treatment, and ameliorated insulin
resistance in hepatocytes treated with macrophage-conditioned medium. Therefore,
the present study suggests the communication between hepatocytes and
macrophages in the liver on development of insulin resistance through non-canonical
NF-kB pathway.
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1 INTRODUCAO

A obesidade afeta hoje um grande numero de individuos em todo o
mundo, sem distincao de idade, género e nivel socio-econémico-cultural (POPKIN;
ADAIR; NG, 2012), sendo considerada um dos mais graves problemas de saude
publica do século XXI (BARNESS; OPITZ; GILBERT-BARNESS, 2007).

Em grande parte do mundo contemporaneo, particularmente na
sociedade ocidental, a obesidade € considerada um estigma social, embora ao longo
da Historia tenha sido vista como simbolo de riqueza e fertilidade (HASLAM; JAMES,
2005). Na antiguidade, os gregos foram a primeira civilizagcao a perceber os perigos
da obesidade e a sua associagdo com outras patologias. O grego Hipdcrates,
conhecido como pai da medicina ocidental, realizou comparagbes importantes
acerca da alimentacao de individuos saudaveis e enfermos, dando um grande passo
para compreender a relacdo entre a alimentacao e a obesidade (GRAMMATICOS;
DIAMANTIS, 2008; HASLAM, 2007)

A Organizacdo Mundial da Saude aponta que a prevaléncia de obesidade
no mundo mais do que duplicou desde 1980 e atualmente mais de 1,9 bilhdo de
adultos (39%) estdo acima do peso, sendo que destes, mais de 600 milhdes sao
considerados obesos (13%) (WHO, 2016).

No Brasil, segundo dados da VIGITEL (Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecao para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico), obtidos pelo Ministério da
Saude em 2015, o nimero de individuos com obesidade manteve-se estavel desde
2006, porém, com sobrepeso permanece em ascensao, passando de 43% para
52,5% da populacdo em um periodo de nove anos (VIGITEL, 2015).

O sobrepeso e a obesidade se desenvolvem devido a um desequilibrio
energético, que culmina em excesso de energia armazenado na forma de tecido
adiposo branco (CANNON, 2004; GALGANI; RAVUSSIN, 2008). As causas desta
patologia sao multifatoriais e diversos grupos de pesquisa tém tentado explicar os
fatores primordiais da génese da obesidade. A literatura aponta que mais de 95%
dos casos de obesidade s&o decorrentes de uma combinacdo complexa de fatores
genéticos e ambientais, uma vez que defeitos monogénicos contribuem com menos
de 5% de todos os casos de obesidade severa (RANADIVE; VAISSE, 2008).
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Dentre os fatores ambientais, a sobrecarga nutricional parece ser um dos
principais elementos que predispée o desenvolvimento da doenga (GALGANI;
RAVUSSIN, 2008). Nas ultimas décadas, ocorreu uma importante mudanca no
padrao alimentar populacional denominada “Transicdo Nutricional”, na qual a
economia capitalista teve papel importante, causando impacto na qualidade
alimentar e acarretando em um amplo consumo de alimentos ricos em carboidratos
simples e refinados, redu¢cdo no consumo de carboidratos complexos e fibras e,
principalmente, um consumo demasiado de gorduras, principalmente saturadas, na
alimentacao cotidiana (BELAHSEN, 2014; POPKIN, 2001).

O acumulo anormal de tecido adiposo na obesidade é um fator de risco
para o desenvolvimento de outras doengas cronicas, tais como hipertensao,
doencas cardiovasculares, esteatose hepatica e diabetes (ABALLAY et al., 2013;
NASSIR et al.,, 2015). As doengas cronicas nao-transmissiveis (DCNT) séao
consideradas patologias de causas evitaveis, responsaveis por alta taxa de
mortalidade na populagcdo (BARNESS; OPITZ; GILBERT-BARNESS, 2007).
Segundo dados da VIGITEL (2015), no Brasil, cerca de 72% dos &bitos sao
decorrentes de DCNT.

Os estudos sobre a relacdo entre excesso de peso e diabetes melittus
tipo 2 iniciaram-se na década de 90. Em 1993, um grupo de pesquisadores publicou
o primeiro estudo experimental que demonstrou a relagédo entre o estado inflamatorio
presente na obesidade e o desenvolvimento da resisténcia ao sinal da insulina. Os
autores encontraram altos niveis de uma citocina pré-inflamatéria importante,
denominada fator de necrose tumoral- a (TNF-a), no tecido adiposo de animais
geneticamente obesos. Ao neutralizarem esta citocina in vivo, em animais obesos e
diabéticos, houve uma maior taxa de utilizacao periférica de glicose ap6s injecdes de
insulina (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993).

Dois anos depois pesquisadores de Harvard publicaram o primeiro estudo
epidemiolégico em humanos correlacionando a alta incidéncia de diabetes em
mulheres obesas (COLDITZ et al., 1995).

Diante desses resultados, diversos estudos foram realizados a fim de
compreender qual o efeito do estado inflamatério crénico e de baixo grau presente
no quadro de obesidade nas diversas desordens moleculares e metabdlicas,
principalmente na resisténcia ao sinal da insulina. Modelos atuais propde que as
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células do sistema imunologico s&o essenciais neste processo (HOTAMISLIGIL,
2006a; TATEYA; KIM; TAMORI, 2013).

A insulina € um horménio anabdlico com efeitos metabdlicos potentes,
essencialmente conhecido por manter a homeostase da glicose, que atua em células
responsivas a este horménio, como hepatécitos, adipécitos e células musculares.
Em situacdo basal, a via de sinalizagao da insulina inicia-se quando o horménio liga-
se ao seu receptor transmembranar (IR), uma glicoproteina heterotetramérica com
atividade quinase intrinseca, composto de duas subunidades a e duas (. A
subunidade a contém o sitio de ligagdo para a insulina, ja a B é responsavel pela
propagacgao intracelular do sinal e possui a capacidade de autofosforilacdo e
fosforilacdo de outros substratos em aminoéacidos tirosina (MYERS; WHITE, 1996).
Por conseguinte, os substratos do receptor de insulina (IRS) sao fosforilados em
tirosina, criando sitios de reconhecimento para a fosfoinositideo 3-quinase (PI3K).
PI3K desencadeia a ativagdo de diversas proteinas citoplasmaticas como a piruvato
desidrogenase quinase isoenzima 1 (PDK1), que fosforila e ativa a proteina quinase
B (AKT) (SUN et al., 1992).

A AKT é uma serina/treonina quinase que desencadeia diversas funcoes
metabdlicas, como, por exemplo, a captagédo de glicose em tecidos como musculo e
adiposo, através da ativagdo da translocacdo do transportador GLUT4 para a
membrana celular (CONG et al., 1997). Nos hepatécitos, porém, a ligacao de
insulina ao seu receptor medeia dois eventos importantes, i) a inibicado da
gliconeogénese e ii) a intensificacdo da sintese de glicogénio. O bloqueio da
gliconeogénsese ocorre quando AKT migra para o nucleo e fosforila FOXO1,
induzindo sua translocagao para o citoplasma e impedindo sua atuagdo como fator
de transcricdo, fato que, consequentemente, bloqueia a sua funcédo de estimular a
expressao das enzimas gliconeogénicas fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK)
e glicose-6-fosfatase (G6Pase) (MATSUMOTO et al., 2006). Em contrapartida, a
sintese de glicogénio é ativada pela AKT, pois ela fosforila e inibe a enzima
glicogénio sintase quinase-3 (GSK3), uma importante proteina que fosforila e inibe a
enzima glicogénio sintase (MATSUMOTO et al., 2006).

Estimulos obesogénicos e/ou inflamatérios sdo capazes de ativar
importantes receptores da resposta imune inata, como o toll like receptor 4 (TLR4) e
o receptor do fator de necrose tumoral (TNFR), importantes mediadores da
resisténcia ao sinal da insulina. Um componente presente na parede de bactérias
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gram-negativas, denominado lipopolissacarideo (LPS), assim como acidos graxos
saturados de cadeia longa, sdo capazes de ativar TLR4, o qual estd presente em
diferentes tecidos, tais como o figado e o tecido adiposo. Uma vez ativo, este
receptor inicia uma cascata de sinalizacado intracelular que ativa mecanismos para
combater o patdégeno e, desta forma, proteinas quinase c-Jun N-Terminal (JNK) e
IkKB quinase (IKK), que possuem atividade serina quinase, podem ser ativadas,
induzindo a ativacdo de genes inflamatérios que liberam quimioatrativos
responsaveis por recrutar macroéfagos com o intuito de ativar o sistema imune. JNK é
responsavel por induzir a ativacao do fator de transcricao ativador de proteina 1 (AP-
1), que, por sua vez, estimula a transcricao de citocinas pré-inflamatdrias, como IL-
18 e TNF-a. Ja IKK é responsavel por ativar o fator de transcricdo nuclear kappa B
(NF-kB), que estimula a expressao de diversas outras citocinas, tais como IL-18, IL-
6, IL-10 e TNF-a (VELLOSO; FOLLI; SAAD, 2015). Essas citocinas podem ativar
TNFR e outros receptores de membrana para citocinas proé-inflamatérias, retro-
alimentando, assim, a sinalizacao inflamatéria e, consequentemente, perpetuando
seus efeitos.

Além disso, JNK, IKK e outras proteinas, como PKC6, podem exercer
uma segunda fungédo quando ativas: interagir com proteinas da via da sinaliza¢ao da
insulina. Neste caso, sua acao consiste em mediar a fosforilacdo do substrato 1 do
receptor de insulina no residuo de serina 307, um sitio de fosforilagdo que
interrompe a interacdo entre o dominio de ligacdo de fosfotirosina do IRS1 (PTB)
com o receptor de insulina ativo (fosforilado em tirosina), impedindo a propagacao
do sinal. Este evento ocorre a fim de interromper o suprimento energético da célula
infectada para impedir a replicacdo do patogeno (AGUIRRE et al., 2000, 2002;
VELLOSO; FOLLI; SAAD, 2015). Dessa maneira, em condi¢cdes de resisténcia a
insulina, AKT nao é mais fosforilada, ocasionando bloqueio da sintese de glicogénio
e aumento da expressao de enzimas gliconeogénicas, fatores que contribuem para a
hiperglicemia em individuos com diabetes mellitus tipo 2 (SOUMAYA, 2012).

Adicionalmente, um elegante estudo demonstrou que animais submetidos
a dieta hiperlipidica e knockouts para JNK em macréfagos apresentavam fendtipo
obeso, mas 0os mesmos permaneciam sensiveis a acao da insulina. Essa protecao

ao desenvolvimento de resisténcia a insulina foi associada a diminuicdo da
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infiltracdo de macréfagos nos tecidos periféricos, mostrando que a ativagdo de JNK
€ necessaria para a polarizagdo macrofagica pré-inflamatéria (HAN et al., 2013).

O NF-«B representa uma familia de fatores de transcricdo que, além de
regular diversos processos biologicos, tais como iniciagao e propagacao da resposta
imune inata e adaptativa, crescimento celular, desenvolvimento e sobrevivéncia,
atua como proteina integradora de sinais pro-inflamatérios. Em mamiferos, a familia
do NF-kB é composta por cinco membros: RelA (também chamado de p65), RelB, c-
REL, NF-kB1 p50 e NF-kB2 p52, que se associam e formam complexos diméricos
passiveis de induzir a transcricdo de diversos genes (HAYDEN; GHOSH, 2008;
RAZANI; REICHARDT; CHENG, 2011). Esses dimeros normalmente estdo retidos
no citoplasma pela associagdo com proteinas inibitorias (IkBas), que previnem sua
translocacdo nuclear e ativagédo transcricional. NF-kB1 e NF-kB2 s&o traduzidos
como proteinas precursoras, p105 e p100. O processamento de p105 e p100 é
mediado pelo proteassoma e gera as proteinas maduras, p50 e p52, mas também
rompe a ligagdo dos precursores com as proteinas inibitérias, resultando na
translocacdo de membros NF-kB para o ndcleo (SUN; LEY, 2008; XIAO; HARHAJ;
SUN, 2001) .

A via de sinalizagdo canénica de NF-kB é considerada como a via central
de regulacdo da resposta inflamatéria em situacdes fisiologicas e tem sido
extensivamente estudada no contexto de desordens metabdlicas, incluindo a
obesidade. No entanto, apenas recentemente, tem crescido o nimero de estudos
voltados a compreender os detalhes moleculares da via ndo-canénica de sinalizacao
de NF-«kB e seu envolvimento com o desenvolvimento de patologias (CILDIR; LOW;
TERGAONKAR, 2016).

A via de sinalizacdo que medeia a ativacdo de NF-xB pode ser
diferenciada em classica (ou canénica) e alternativa (ou nao candnica). A via
classica responde a varios estimulos, como ligantes para receptores antigénicos,
receptores de citocinas, receptores de reconhecimento padrdo, como TLRs, dentre
outros e baseia-se na degradacdo de IkBs, particularmente IkBa. Os diferentes
sinais convergem para o complexo trimérico IKK (IkB kinase), composto de duas
subunidades cataliticas (IKKa and IKKB) e uma regulatéria (IKKy, também conhecida
como NEMO). Em sua forma ativa, IKK fosforila IkBa em dois residuos de serina N-

terminais, disparando sua ubiquitinagdo e degradacao pelo proteassoma. Isso leva a
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liberacao e translocacdo do complexo NF-kB, predominantemente dos dimeros
p50/RelA para o nucleo (SENFTLEBEN et al., 2001; SUN; LEY, 2008).

Em contraste a via can6nica de NF-kB, que responde a diferentes sinais
oriundos de diferentes receptores, a via ndo-canbénica de NF-kB é alvo de um
conjunto especifico de receptores, o subconjunto de membros da familia de TNFR. A
ativacao da via ndo canénica de NF-kB envolve diferentes moléculas de sinalizagéo
e leva a ativacdo, predominantemente, do dimero p52/RelB (Figura 1). Essa via é
baseada no processamento da proteina p100 e, em contraste ao processamento
constitutivo e co-traducional de p105, o processamento de p100 é um evento
induzido e pds-traducional. Uma vez que p100 interage preferencialmente com RelB,
o processamento de p100 ndo somente gera p52, mas também causa translocacao
nuclear de p52/RelB, levando a ativagdo génica (SUN, 2012).

Estado Ativado

Estado Basal

Degradagao J Acumulo
de NIK de NIK

p)
/ p52 | Relp jjPuN p100 , RelB
@ Processamento

~ L—— IL-1B,IL-6,IL-10, iNOS, TNF-q,

Figura 1: Via de sinalizacdo nao-canbnica de NF-kB (Adaptado de
RAZANI; REICHARDT; CHENG, 2011).
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O primeiro componente identificado da via nao-candénica de NF-kB foi a
quinase indutora de NF-kB (NIK), uma proteina central da via e membro das MAP3
quinase, que foi originalmente descrita como responsavel por ativar NF-kB através
do seu receptor de TNF-a (TNFR) (MALININ et al., 1997). NIK também é essencial
para o processamento de p100. A regido C-terminal de p-100 é chamada de dominio
responsivo a NIK e possui dois residuos de serina, S866 e S870, que se
assemelham ao sitio de fosforilagcdo de IkBa. Mutagdes em alguma dessas serinas
impedem completamente o processamento de p100 (LIANG; ZHANG; SUN, 2006;
XIAO; HARHAJ; SUN, 2001). Apesar de ser uma proteina sintetizada
continuamente, sua presenca ndao pode ser detectada em situacbes normais na
célula, devido a sua degradacéao constitutiva (QING; QU; XIAO, 2005). Quando a via
ndao candnica de NF-kB é ativada, a degradacdo constitutiva de NIK € inibida,
levando ao acumulo desta proteina e ocasionando sua autofosforilacdo e ativacao,
permitindo que ela fosforile e ative IKKa e dé inicio a fosforilagdo e marcacao de
p100, que, por sua vez, resulta em digestdo proteassomal parcial de p100. Em
seguida, ha a liberacao da regidao N-terminal (p52), que é complexada com RelB e,
desta forma, € liberada para translocar-se para o nucleo. IKKa, em sua forma ativa,
também fosforila NIK, desestabilizando-a e limitando a ativacdo de eventos
posteriores (RAZANI; REICHARDT; CHENG, 2011; SUN, 2012; ZARNEGAR et al.,
2008a).

Existem, ainda, alguns outros fatores criticos para a regulacao de NIK na
via ndo canbnica de NF-kB. Os receptores da familia TNFR medeiam papéis
bioldgicos especificos, através do recrutamento de uma ou mais moléculas da
familia de fatores de associagdo a TNFR (TRAFs), composta de 6 membros.
Especificamente, os membros TRAF2 e TRAF3 sdo de extrema importancia.
Estudos genéticos e de superexpressao mostraram a participagdo de TRAF2,
TRAF5 e TRAF6 na ativacdo da via canbnica de NF-kb (BISHOP; XIE, 2007;
ROTHE et al., 1995; SUN, 2010). TRAF2 parece mediar ndo somente a ativacao da
via canonica de NF-kB, mas também a nao candnica, além da via de sinalizagdo da
JNK induzida por estresse de reticulo endoplasmatico, apontada como um
importante mecanismo para o desenvolvimento da resisténcia a insulina e
progressdao de DM2 (NAPOLITANO; KARIN, 2010; ZARNEGAR et al., 2008b).
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O outro fator de associagdo a TNFR, TRAF3, é reconhecido como
supressor da via nao canonica de NF-«B, pois parece atuar em conjunto com TRAF2
na regulacao negativa desta via (VALLABHAPURAPU et al.,, 2008). TRAF3 foi
identificado também como um componente importante da via de sinalizagdo do TLR,
um vez que se associa a MyD88 e parece ser essencial para a produgéo de IFN tipo
| e IL-10 induzida por TLR em macréfagos. Células deficientes em TRAF3 produzem
baixos niveis de IFN tipo | e IL-10 e niveis mais elevados de citocinas pro-
inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-6 e IL-12 (ZARNEGAR et al., 2008a).

Em condigbes basais, TRAF3 é encontrada associada a NIK, interagindo
com TRAF2 associada a clAP. A interacdo NIK-clAP resulta em ubiquitinacao
persistente de NIK e constitutiva degradagdo proteassomal em células nao
estimuladas. O estimulo de um receptor induz aumento da atividade de ubiquitina-
ligase de TRAF2, que conduz a ubiquitinagdo de clAP, aumentando a atividade de
ubiquitina ligase de clAP para TRAF3. Isto resulta na poliubiquitinacéo e degradacao
de TRAF3 e, em menor grau, de TRAF2. Uma vez que a concentracao de TRAF3
atinge um determinado limiar, NIK recém-sintetizada deixa de se associar com o
complexo TRAF2-clAP e ndo é mais dirigida para a degradagdo. Sendo assim, o
acumulo de NIK resulta na ativagdo da via alternativa de NF-«B pelo dimero p52-
RelB (CILDIR; LOW; TERGAONKAR, 2016; RAZANI; REICHARDT; CHENG, 2011).

Entretanto, animais knockout para TRAF2 no figado, quando desafiados
com estimulo inflamatério como dieta hiperlipidica, nao apresentam alteracdo na
sinalizacdo da insulina (Chen, Sheng et al. 2012). Neste estudo, os autores
observaram diminuicdo da insulinemia e produgédo hepatica de glicose, devido ao
prejuizo na sinalizagdo mediada pelo glucagon. Além disso, a delecdo dessa
proteina em hepatécitos ndo altera a resposta inflamatéria hepatica, mostrando que,
sob condicdes de supernutricdo, a via da TRAF2 ndo é responsavel por mediar a
inflamagéo hepatica induzida por dieta, sugerindo que TRAF2 seja capaz de regular
separadamente a resposta imune e a resposta metabdlica, em células hepaticas,
através de vias independentes (Chen, Sheng et al. 2012; Sheng, Zhou et al. 2012).

Acredita-se que o quadro de inflamagao crdénica subclinica observado na
obesidade, decorrente de um aumento na expressao de citocinas pré-inflamatdrias
em tecidos metabdlicos, aliado a infiltracdo macrofagica, contribui sobremaneira

para o estabelecimento da resisténcia ao sinal da insulina. A ativacdo de vias
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intracelulares, como a via da JNK e as vias canbnica e ndo-canénica de NF-kB em
tecidos periféricos, parecem participar dessa desordem. Em especial, a via no-
canbnica de NF-kB, uma via ainda pouco estudada em modelos de inflamagao
induzida por sobrecarga nutricional, mostrou ser dependente da ativacao de NIK.

Sendo assim, sabendo que o figado € um importante érgao responsivo a
inflamag&o induzida por sobrecarga nutricional, nosso interesse foi investigar se o
bloqueio da via ndo-candnica de NF-kB em macréfagos poderia proteger este tecido
do desenvolvimento de resisténcia a insulina.

Nossa hipétese foi a de que a sobrecarga nutricional leva a polarizacao
macrofagica em tecidos metabdlicos e ativacdo de NIK, através do bloqueio de
TRAF-3 em células imunes, como células de Kupffer, ocasionando um aumento na
expressao de genes que codificam citocinas pré-inflamatérias, induzindo tanto um
quadro inflamatério subclinico, como também a resisténcia ao sinal da insulina em

hepatocitos.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar a repercussdo da modulagao da
proteina NIK em macréfagos, induzida por palmitato, sobre a resisténcia a insulina

em hepatécitos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a expressao e/ou fosforilacdo de proteinas envolvidas com a
progressdao e o bloqueio do sinal da insulina em hepatdcitos cultivados in vitro,
tratados com meio condicionado, proveniente da exposicao de células de linhagem
de macréfagos ao &cido palmitico.

- Avaliar o efeito da inibicdo de NIK em linhagem de macréfagos tratados
com &acido palmitico sobre a expressdo e/ou fosforilagdo de proteinas envolvidas
com a progressao e o bloqueio do sinal da insulina em hepatdcitos tratados com

meio condicionado dos macro6fagos.
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Abstract

Obesity has acquired epidemic characteristics as well as diseases associated such
as type 2 diabetes. It is now known that both diseases exhibit a metabolic response
characteristic, which leads to changes in intracellular signaling pathways and glucose
homeostasis. Dietary fats and obesity are responsible for the increased production of
pro-inflammatory cytokines. Several studies have shown the involvement of
macrophages in this process. The non-canonical NFxB pathway participates of the
pro-inflammatory signaling activation and can be associated to insulin resistance
development in the obesity. We tested the hypothesis that lipid overload trigger
macrophage polarization in metabolic tissues (such as liver) and activation of NFkB

inducing kinase (NIK), a central molecule in non-canonical NFxB pathway, by
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blocking of TRAF-3 on immune cells (such as Kupffer cells), increasing pro-
inflammatory cytokines expression and insulin resistance in hepatocytes.
Macrophage inflammation induced by treatment with palmitate triggered NIK
activation evaluated by TRAF3 degradation. Conditioned medium derived from
macrophages palmitate-stimulated reduced IRS1 and AKT phosphorylation in
hepatocytes stimulated by insulin. NIK macrophage-specific blockage by siRNA
reversed insulin resistance in hepatocytes. In summary our results showed the
importance of NIK in the crosstalk between immune cells and hepatocytes in the

development of insulin resistance driving liver disease progression.

Key words: NF«xB inducing kinase, insulin resistance, dietary fat, obesity, liver.
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Introduction

The discovery that obesity itself can result in a low-grade systemic inflammation,
named metaflammation in 2006 by Gokhan Hotamisligi(HOTAMISLIGIL, 2006b),
opened an important field to understanding the association of nutritional overload

with insulin resistance and others co-morbidities.

The consumption of dietary fats and obesity result in increased blood levels of free
fatty acids (FFAs)(BODEN, 2011) that trigger activation of TLR4 signaling(VELLOSO;
FOLLI; SAAD, 2015) and family members of TNFR in macrophages residents and/or
infiltrated in metabolically relevant tissues(SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008;
WEISBERG et al.,, 2006). This result in several alterations mediated by pro-
inflammatory cytokines, such as inhibition of the insulin signaling cascade(SONG et
al., 2006).
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Insulin resistance is characterized by serine/threonine inhibitory phosphorylation of
IRS1 by JNK and/or IKK but also by other kinases such as PKR and protein kinase
CB (PKCB) leading to impairment of insulin signaling. Reduction in insulin signaling
affects other aspects of liver metabolism such as the ability to control
gluconeogenesis and glycogen storage(GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011).

Specifically in obese liver activation of the NFkB pathway appears to be critical in
inflammation-induced insulin resistance(CAl et al., 2005).

The signaling pathway that mediates NFkB activation may be differentiated in
canonical and non-canonical. The canonical pathway responds to various stimuli
such as antigenic ligands receptors, cytokine receptors and innate immune system
receptors that respond to pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). The
signaling converges to IKK complex (IkB kinase) activation and IkBa phosphorylation,
triggering its ubiquitination and degradation by proteasome. This leads to the release
and translocation of NFkB complex, predominantly dimers p50/RelA and p50/c-Rel,
to the nucleus (JIANG et al., 2003; SENFTLEBEN et al., 2001; ZARNEGAR et al.,
2008a).

The alternative activation of the NFkB (non-canonical pathway) involves different
signaling molecules and leads to the activation of p52/RelB dimer(SUN, 2012). NFxB
inducing kinase (NIK) is a central element in the non-canonical NFkB pathway.
Although NIK has been describer to be expressed ubiquitously, it is not detected in
physiological conditions due to its constitutive degradation(LIAO et al., 2004; QING;
QU; XIAO, 2005; SAITOH et al., 2008). However, NIK degradation is inhibited when
the non-canonical NFkB pathway is activated, leading to NIK accumulation and

stabilization.

Factors associated with the TNF type receptors (TRAFs) are critical in negative
regulation of NIK. TRAF3, a recognized suppressor of non-canonical NFkB pathway,
is associated to NIK, interacting with TRAF2 and cIAP ubiquitin
ligase(VALLABHAPURAPU et al., 2008). NIK-clAP interaction results in persistent
ubiquitination of NIK and constitutive proteasomal degradation. However, oxidative
stress, saturated fatty acids, endotoxins, and cytokines increase ubiquitin ligase
activity of TRAF2, which leads to ubiquitination clAP. This results in TRAF3
poliubiquitination and degradation leading to NIK activation(FAGARASAN et al.,
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2000; FAN et al., 2009; HABIB et al., 2001; LIAO et al., 2004; PARK et al., 2006;
SHENG et al., 2012; SUN, 2011; THU; RICHMOND, 2010; VALLABHAPURAPU et
al., 2008; ZARNEGAR et al.,, 2008b). NIK phosphorylates and activates IKKa,
initiating processing of p100 and release of p52 which forms a complex with Rel B
and translocate to the nucleus(LIAO et al., 2004; RAZANI; REICHARDT; CHENG,
2011; SUN, 2012; VINCE et al., 2007; ZARNEGAR et al., 2008a).

In this context the non-canonical NFkB pathway contributes to the pro-inflammatory
signaling activation and may participate of insulin resistance development in the
obesity.

In the present study we tested the hypothesis that the nutritional overload trigger
macrophage polarization in metabolic tissues, such as liver, and activation of NIK by
blocking of TRAF-3 on immune cells, resulting in an increase in pro-inflammatory
cytokines expression and development of insulin resistance in neighborhood

hepatocytes, as result of crosstalk between cells in tissue.

Methods
Cell Culture

Murine RAW 264.7 macrophage cell line was kindly provided by Prof. Dr. Licio
Augusto Velloso (Laboratory of Cell Signaling - Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas, Campinas-SP, Brazil). Cells were maintained in
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium; Sigma-Aldrich) supplemented with
10% FBS (Fetal Bovine Serum; Sigma-Aldrich), 100U/mL penicillin and 0,1mg/mL
streptomycin (Thermo Fisher Scientific), and incubated at 37°C in 5% COsx.

Mouse hepatocyte cell line Hepalcic7 was purchased from BCRJ (Rio de Janeiro
Cell Bank, Brazil). Cells were grown in a-MEM (Minimum Essential Medium Eagle
without nucleosides - Sigma-Aldrich) supplemented with 10% FBS (Sigma-Aldrich),
100U/mL penicillin and 0,1 mg/mL streptomycin (Thermo Fisher Scientific), and
incubated at 37°C in 5% COs.

For both cell line experiments were performed between 5 and 40 passages.
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Cell Treatment

Macrophage cell line (RAW 264.7) was grown as monolayers at a density of 4x10°
cells/mL. Two days after seeding, the cultured RAW were randomly divided into the
following four groups and treatments: control group (Palmitate vehicle- NaOH+BSA
3:1), Palmitate 250 uM (P250 uM), Palmitate 500 uM (P500 pM), Palmitate 1000 yM
(P1000 pM). Palmitate+H»O2+TNF-a (P100uM + H202100nM +TNF-a 10ng/mL) was
used as a positive control for some evaluation. Drugs were added directly to the
culture for 3 h in DMEM without FBS and the medium was renewed for 12 hours.

Conditioned medium was storaged for hepatocytes treatment.

Hepatocyte cell line (Hepalcic7) was grown as monolayers at a density of 4x10°
cells/mL. Two days after seeding, the cultured Hepa were randomly treated with
conditioned medium from macrophages for 3, 6 and 12 hours. Cells were challenged

with insulin (100nM) for 10 min for insulin resistance evaluation.

Protein Extraction and Immunoblotting

Cells were homogenized in lysis buffer (NaCl 150mM; Trizma base 50mM; 1% SDS;
0,1% NP40; NaF 10mM; Orthovanadate Sodium 10Mm e PSMF 2mM) using a
sonicator (SONICS Vibra Cells Newtown, CT. U.S.A.). Solubilized proteins were
collected after centrifugation for 10 minutes at 12.000 x G at 4°C. The protein
concentration of each sample was quantified by using the BCA protein assay Kkit.
Polyacrylamide gels (12 %) were used to resolve proteins, then electrotransferred
onto a nitrocellulose membrane (Biorad). The nonspecific proteins on membranes
were blocked with 5 % non-fat dried milk for 2 h at room temperature. Membranes
were incubated with 2 pg/mL primary antibodies at 4°C, followed by 1 hour incubation
of horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody at room temperature
(KPL, Gaithersburg, MD, USA). Bands were detected by chemiluminescence and
quantified by densitometry using Imaged software. Antibodies against pAKT
(sc7985R- pSerd73), total AKT (sc8312), pIRS-1 (sc17200- pTyr989), G6Pase
(sc25840), pGSK3a (sc81497), BTubulina (sc9104), TRAF3 (sc-6933), NIK (sc-7211)
were obtain from Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA and B-Actina (ab8227)
from AbCam, Cambridge, MA, USA.
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Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Total RNA was extracted from macrophages cell line using TRIzol reagent (Life
Technologies) according to the manufacturer's recommendations and quantified
using NanoDrop ND-2000 (Thermo Electron, WI, USA). Reverse transcription was
performed with 3 ng of total RNA, using a high-capacity cDNA reverse transcription
kit (Life Technologies). Relative expression was determined using a TagMan
detection system and primers for the target genes: TNF-a (catalog no.
Rn99999017_m1 Applied Biosystems, Life Technologies), IL13 (catalog no.
Rn00580432_m1 Applied Biosystems, Life Technologies). Expression levels were
normalized to the housekeeping gene [B-actin (catalog no. 4352341E - Applied
Biosystems, Life Technologies). Each PCR contained 20 ng of complementary DNA.
Real-time PCR was performed on an ABI Prism 7500 Fast platform. Data were
analyzed using the sequence detection system 2.0.5 (Life Technologies Corporation,
CA, USA) and expressed as relative values determined by the comparative threshold

cycle (Ct) method (2-ACt) according to the manufacturer’'s recommendation.

Enzymatic Imunoassay

TNF-a content in the conditioned medium from macrophage cell line RAW 264.7 was
measured on at least four samples from each group using the commercial kit Elisa
MAX™ Deluxe Sets, mouse TNF-a (Biolegend), according to the manufacturer’s

instruction.

TNF-a content Absorbance at 450 nm and 570 nm was measured using Eon™
Microplate Spectrophotometer (Winooski, VT, USA). TNF-a content was then

calculated based on a standard curve of TNF-a solution.

MTT assay

Macrophages RAW 264.7 (1.7x10°cells/mL) were seeded in 96-well culture plates, in
triplicate. After 24 h cells received the treatments with NaOH+BSA (control) or
palmitate as described above. Cells were washed three times with PBS, then
incubated with 10uL of the stock solution (12 mM) of MTT salt for 3h. The
supernatant was aspired and 100ul of HCI 1N: isopropanol 1:25 solution was used to

dissolve formazan crystals. Sample absorbance at 570nm was measured in
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spectrophotometer - Eon™ Microplate Spectrophotometer (Winooski, VT, USA) as
specified by the supplier.

siRNA Transfection

RAW 264.7 (70 % confluent) were treated according to the manufacturer's
instructions with 10 pmol/uL NIK short interfering RNAs (siRNAs) (Ambion — Life
Technologies, Austin, TX) and respective negative control short-hairpin  RNA
sequence (Ambion — Life Technologies, Austin, TX) using Lipofectamine RNAi Max
Reagent (Life Technologies), for 36h to inhibit NIK expression. Transfected cells

were confirmed by Western blot analysis of TRAF3 protein expression.
Statistical Analysis

Data are expressed as mean values +/- SEM. Student’s unpaired t-tests were used
to compare the differences between two groups. For three or more groups One-Way
or Two-Way ANOVA was performed. Bonferroni’'s was used as post-hoc test and
p<0.05 was considered statistically significant using GraphPad Prism5 software
(GraphPad Software Inc, USA).

Results

Non-canonical NFkB pathway contributes to inflammation triggered by
palmitate in macrophages

Macrophage inflammation was induced by treatment of cell line RAW 264.7 with
palmitate. Firstly, in order to determinate the highest concentration that causes the
lowest effect on cell viability, a dose response protocol was performed in cell line
RAW 264.7. We observed that 250uM and 500uM of palmitate showed similar effect
on the cell viability (Fig. 1A). As can be observed in the Fig. 1B and 1C, after 3 and
12hs of exposition to 250uM and 500uM of palmitate the TNF-a levels increased
significantly (Fig. 1B-C). Palmitate (500uM) treatment markedly increased (more than
3-fold) mRNA levels of TNF-a and IL-14 (Fig. 1D-E). Since endogenous NIK protein
is undetectable by commercial antibodies, we estimated NIK activation by examining
TRAF3 amounts (Fig. 1F). Total TRAF3 was reduced (40%) after macrophages
exposition (3hs) to 500uM palmitate. These data suggest that upon macrophage



28

activation non-canonical NFkB pathway contributes to inflammation in macrophages

challenged by lipid overload.

Pro-inflammatory cytokines secreted by macrophages under lipid overload
mediate insulin resistance in hepatocytes

To examine the effect of NIK macrophage-specific activation on insulin signal
transduction we incubated hepatocytes cell line with palmitate-containing medium
from RAW 264.7 cells. Initially, were treated RAW 264.7 cells with palmitate 500uM
for 3h. Palmitate-containing medium was replaced with fresh medium, and
macrophage-conditioned medium was collected 12h later. Hepa 1c1c7 cells were
stimulated with insulin (100nM) for 10 min after exposition to conditioned medium
derived from macrophages palmitate-stimulated for different periods (3, 6 and 12h).
In control cells insulin robustly stimulated phosphorylation of IRS7 (pTyr989) and Akt
(pSerda73). However, conditioned medium derived from macrophages palmitate-
stimulated reduced insulin-stimulated phosphorylation of /RS7 and Akt (Fig 2 A-E)
compared to control (75% and 25%, respectively). Similarly we observed a slightly
reduction, but not significantly difference, of the GSK3a phosphorylation in insulin-
stimulated hepatocytes after treatment with conditioned medium from macrophages
(Fig. 2F). The expression of G6Pase, a key gluconeogenic protein, do not
significantly increased in the hepatocytes after exposition to conditioned medium
derived from macrophages palmitate-stimulated compared to control hepatocytes
(Fig.2G). Together, these results showed that cytokines produced by macrophages
could activate pathways that prevent insulin signaling in hepatocytes resulting in
modest changes of gluconeogenesis and glycogenesis.

Macrophage knockdown of NIK ameliorates insulin resistance in hepatocytes

To determine if macrophage NIK is involved in palmitate-induced insulin resistance in
hepatocytes we used siRNA transfection to perform knockdown of NIK in
macrophages. We examined the effect of NIK-deficient macrophage-conditioned
medium on insulin signaling of hepatocytes. RAW 264.7 cells were transfected with
siRNA specific for NIK and siRNA control (scramble) for 36hs. Further macrophages



29

were activated by treatment with palmitate 500uM for 3h. Palmitate-containing
medium was replaced with fresh medium, and macrophage-conditioned medium was
collected 12h later. Knockdown of NIK significantly reduced TNF-a content (10%) in
the culture medium of macrophages treated with palmitate (Fig 3A). TRAF3 protein
levels were slightly higher in siNIK- transfected macrophages treated with palmitate
than control cells (siRNA scramble) (Fig 3B). These data suggest that macrophage
NIK is involved in the regulation of inflammation mediated by lipid overload.
Additionally, insulin signaling was evaluated in hepatocytes treated for 3h with
conditioned medium from NIK knockdown macrophages palmitate-stimulated. In
hepatocytes treated with conditioned medium collected from control macrophages,
the insulin challenge did not promote additional AKT and GSK3a phosphorylation
compared to non-stimulated cells (Fig 3 C and D). However, in hepatocytes treated
with conditioned medium from N/K knockdown macrophages the insulin challenge
seems to promote an increase in AKT and GSK3«a phosphorylation compared to non-
stimulated cells (Fig 3 C and D). Additionally, we performed an experiment using a
combination of palmitate, TNF-a and H2O» to promote the complete NIK activation in
macrophages. After this protocol we used this treatment as a positive control. As can
be observed in Fig. 3E hepatocytes exposed to conditioned medium from NIK
knockdown macrophages presented higher AKT phosphorylation compared to
hepatocytes exposed to conditioned medium from control macrophages (siRNA
scramble) (Fig 3E). These data suggest that upon macrophage activation NIK seems

mediates hepatic insulin resistance in a paracrine manner.

Discussion

Metabolic inflammation has been extensively examined in adipose tissue, but liver
inflammation and its contribution to glucose metabolism are not fully understood. In
the current study, we identified the NIK macrophage as a new metabolic regulator.
NIK seems to be a linker between inflammation and obesity or dietary-induced insulin
resistance in liver.

NIK expression is very low in normal livers(LIAO et al., 2004; SHENG et al., 2012).
Genetic and/or environmental risk factors (e.g. alcohol, drugs and other toxins,
hepatic steatosis, oxidative stress, and inflammation) may increase NIK levels and
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activity leading to increase in the p52 NF-kB2 levels in both mice and humans with
liver injury(SHEN et al., 2014).

TRAF3 has been well documented to negatively regulate MAPK pathway and pro-
inflammatory NFkB through NIK degradation and the suppression of pro-
inflammatory cytokines expression in myeloid cells(CHEN et al., 2015b; HACKER et
al., 2006; OGANESYAN et al, 2006; TSENG et al, 2010). Chen and
coworkers(CHEN et al., 2015a)(CHEN et al., 2015b) observed in mice that deletion
of TRAF3 in myeloid cells increased the expression of pro-inflammatory cytokines in
both the liver and epididymal fat depots, confirming myeloid TRAF3 as a negative
regulator of inflammation in mice. Here we used TRAF3 expression as an indicator of

NIK expression, since endogenous NIK expression is not detectable.

We have demonstrated that in cell culture treated with palmitate, a commonly used in
vitro model of lipid overload, macrophages exhibited increased secretion pattern of
pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a and IL-1B. Moreover, decrease in TRAF3
expression was observed in these cells, which is indicative of increased NIK
expression. Knockdown of myeloid NI/IK decreased pro-inflammatory cytokine
secretion, suggesting that NIK in myeloid cells promotes inflammation stimulated by
fatty acids. TRAF3 gene expression was increased in hepatocytes treated with NIK-
deficient macrophage-derived conditioned medium compared to hepatocytes treated
with wild-type macrophage-derived conditioned medium, suggesting suppression of
pro-inflammatory cytokines expression by non-canonical pathway in myeloid cells.

Obesity is associated with activation of cytokine receptors, TLRs, NLRs, and
RLRs(CHAWLA; NGUYEN; GOH, 2011; GLASS; OLEFSKY, 2012; HACKER;
TSENG; KARIN, 2011; HOTAMISLIGIL, 2006b; LUMENG; SALTIEL, 2011).
Cytokines, toxic metabolites, DAMPs, and PAMPs are likely to activate macrophages
via these receptors, leading to chronic inflammation in obesity. In myeloid cells, NIK
and TRAF3 are common signaling molecules for these ligands and their cognate
receptors (SHOELSON; GOLDFINE, 2009; TSENG et al., 2010).

In our model, myeloid cell-specific blockade of NIK attenuated fatty acid-induced
insulin resistance in hepatocytes. Hepatocytes treated with NIK-deficient
macrophage-derived conditioned medium presented higher GSK3 phosphorylation

compared to hepatocytes treated with wild-type macrophage-derived conditioned
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medium, as a consequence of phosphorylation of Akt (pSerd73) robustly stimulated
by insulin in the absence of NIK and consequently, lower cytokines secretion, which
promotes GSK3 phosphorylation. These suggest that myeloid NIK may regulate
hepatocyte metabolism in the liver in a paracrine fashion. In hepatocytes treated with
conditioned medium from activated macrophages, the NIK pathway may increase
expression of progluconeogenesis genes; alternatively, it may suppress the
expression of antiglycogenesis genes.

In agreement with these findings, insulin signaling in the liver, skeletal muscle, and
adipose tissue was improved in NIK-deficient obese mice(SHENG et al.,, 2012).
Interestingly, Liangyou Rui Lab previously reported that inhibition of NIK in the liver
attenuates hepatic glucose production and protects against obesity-associated
hyperglycemia and glucose intolerance(SHENG et al., 2012). Mechanistically, NIK
enhances the ability of glucagon to stimulate gluconeogenesis in hepatocytes, thus
coupling inflammation to glucose counter regulation in obesity(SHENG et al., 2012).
Besides, Shen and coworkers(SHEN et al., 2014) showed that NIK-induced liver
inflammation may develop through several stages. Initially, NIK stimulated
hepatocyte-derived mediators trigger immune cell recruitments and activation. In the
second stage, immune cell-derived mediators further recruit and activate additional
immune cells, thus forming a recruitment—chemokine/cytokine release—additional
recruitment vicious cycle. Additionally, hepatocyte- and immune cell-derived
mediators may activate hepatic stellate cells (HSCs), which in turn promote
inflammation by secreting additional pro-inflammatory mediators. Curiously the
authors found that NIK overexpression in hepatocytes alone was insufficient to cause
apoptosis, and NIK-expressing hepatocytes died only in the presence of BMDMs.
Moreover, depletion of Kupffer cells/macrophages largely eliminated NIK-induced
liver oxidative stress and hepatocyte death, and reversed liver failure and death, an

another indicative of Myeloid cells NIK importance in liver homeostasis.

Taking together our data suggest that myeloid NIK may induce an increase in pro-
inflammatory cytokines that modulate hepatic insulin signaling in the obesity and
promote the development of diabetes. Therefore, myeloid NIK may have a critical
role in the metabolic inflammation and contributes to glucose intolerance, liver

inflammation, and hepatic steatosis associated to obesity.
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Figure 1. Palmitate treatment induces inflammation in cell line macrophages RAW264.7 by
activation of non-canonical NFkB pathway

RAW 264.7 macrophages were challenged with palmitate during 3 hours. Palmitate-containing
medium was replaced with fresh medium and macrophage-conditioned medium and cells were
evaluated 12h later. A. Macrophages viability test after exposition to different concentrations of
palmitate (P 250uM, P 500uM ou P 1000pM) and their respective controls (BSA+NaOH). B and C.
TNF-a levels in macrophage-conditioned medium treated with BSA+NaOH (C) or palmitate (P 250uM
ou P 500uM) determined by ELISA. Relative gene expression of TNF-a (D) and IL-1B (E) in RAW
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264.7 treated with BSA+NaOH (C) or palmitate 500pM (P) by quantitative Real Time PCR. (F) TRAF3
content in RAW 264.7 treated with BSA+NaOH (C) or palmitate 500uM (P) evaluated by Western
Blotting. Results are expressed in Mean + SEM. n= 2-4 per group. p<0,05 *C vs CP 1000pM, P
250uM, P 500uM, P 1000 pM.
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Figure 2. Pro-inflammatory cytokine secreted by macrophages challenged with palmitate act as
mediators of insulin resistance in hepatocytes
RAW 264.7 macrophages were challenged with palmitate during 3 hours. Palmitate-containing

medium was replaced with fresh medium and macrophage-conditioned medium was collected 12h
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later. Hepatocytes (Hepalci1c7) were treated with the macrophage-conditioned medium and IRST1
phosphorylation was determined after 6 hours (A) and 12 hours (B) by Western Blotting. Protein
content of total and phosphorylated AKT was determined after 3 (C), 6 (D) and 12 hours (E). pGSK3
and G6Pase were evaluated after 12 hours (F and G) of treatment with macrophage-conditioned
medium by Western Blotting. Hepaic1c7 was stimulated with 100nm insulin for 10 minutes. Results
are expressed in Mean + SEM. n= 2 per group. *p<0,05 P500uM+ vs C+.
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Figure 3. NIK inhibition via siRNA in macrophages attenuate insulin resistance development in
hepatocytes

RAW 264.7 was transfected with siRNA for NIK (siNIK) or scramble siRNA (siCN) for 36hs.
Macrophages were challenged with palmitate during 3 hours. Palmitate-containing medium was
replaced with fresh medium and macrophage-conditioned medium was collected 12h later. A. TNF-a
levels in macrophage-conditioned medium transfected with siNIK was determined by ELISA. B.
TRAF3 content from macrophages transfected with siNIK was measured by Western Blotting.
Hepatocytes (Hepalcic7) were treated with the macrophage-conditioned medium for 3 hours and
protein content of total and phosphorylated AKT (C) and phosphorylated GSK3 (D) were assessed by
Western Blotting. In addition to the previously described treatment, RAW 264.7 was also treated with a
combination of palmitate (100uM), H,O, (100nM) and TNF-a (10 ng/mL) and the macrophage-
conditioned medium was used to Hepaicic7 treatment. Protein content of total and phosphorylated
AKT was assessed by Western Blotting (E). Hepailc1c7 was stimulated with 10nm insulin for 100

minutes. Results are expressed in Mean + SEM. n= 1-6 per group. p<0,05 *siNIK vs siCN
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4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Mediadores pré-inflamatérios, como o fator de necrose tumoral (TNF-a),
interleucina 1B (IL-1B) e acidos graxos saturados (acido palmitico) sao ligantes
capazes de estimular a via de indugédo do fator nuclear kB (NF-kB), um importante
fator de transcricao indutor da expressao de citocinas pré-inflamatéria, sendo assim,
capazes de retroalimentar o ciclo inflamatério celular (Oeckinghaus, Hayden et al.
2011). Em resposta a estimulos inflamatorios, como os utilizados em nosso modelo
experimental, a via candnica de NF-kB induz a conversao de sinais para o complexo
IKK (IkB kinase), composto de duas subunidades cataliticas (IKKa and IKK(B) e uma
regulatoria (IKKy). Sob ativacao, IKK fosforila IkBa em dois residuos de serina N-
terminais, disparando sua ubiquitinacdo e degradacgao pelo proteassoma. Isso leva a
liberagdo e translocacdo do complexo NF-kB, predominantemente dos dimeros
p50/RelA e p50/c-Rel, para o nacleo (JIANG et al.,, 2003; SENFTLEBEN et al.,
2001).

A via alternativa de ativacdo de NF-kB difere da classica por ativar
diferentes proteinas, sendo uma delas a TRAF3. Em condicées basais, TRAF3 é
encontrada associada a NIK, interagindo com TRAF2 associada a clAP. A interacéao
NIK-clAP resulta em ubiquitinacdo persistente de NIK, e constitutiva degradacgao
proteosomal em células ndo estimuladas. A estimulagdo de um receptor, induz
aumento da atividade de ubiquitina-ligase de TRAF2, que conduz a ubiquitinacéo de
clAP, aumentando a atividade de ubiquitina ligase de clAP para TRAF3. Isto resulta
na poliubiquitinacao e degradacao de TRAF3 (e, em menor grau, TRAF2). Uma vez
que a concentragdo de TRAF3 atinge um determinado limiar, NIK recém-sintetizada
deixa de se associar com o complexo TRAF2-clAP e ndao é mais dirigida para a
degradacao. O acumulo de NIK resulta na ativacao da via alternativa de NF-«kB pelo
dimero p52-RELB (LIAO et al., 2004; ZARNEGAR et al., 2008Db).

Como observado no presente estudo, o tratamento com palmitato foi
capaz de induzir um padrdao crescente de secrecdo de TNF-a e IL-1B apds o
estimulo, em diferentes concentragdes, bem como a ativagdo da via ndo-canénica
de NF-kB, confirmada pela analise de TRAF-3.

A deteccéao dos niveis protéicos de NIK enddgena é muito dificultada pela
baixa concentracdo decorrente do constante estimulo de degradacéo proteassomal,
0 que torna impossivel sua deteccdo, mesmo apds sua estabilizacdo, mediada por
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ativacao dos receptores da familia TNFR (LIAO et al., 2004; QING; QU; XIAO, 2005).
Por essa razéo, a avaliagdo de TRAF3 torna-se uma analise indireta da ativacao de
NIK, mas confiavel do ponto de vista funcional.

Como TRAF3 mostrou-se reduzida nos macréfagos em nosso modelo é
possivel sugerir que o tratamento com palmitato induziu recrutamento dessa
proteina, com consequente ubiquitinacdo e degradacao pelo proteassoma, levando
a fosforilacao e estabilizagdo de NIK e consequente ativacdo da via alternativa de
NF-kB. Em um 6rgdo metabolicamente ativo, como o figado, a manutencdo do
estado inflamatorio em macréfagos ativados culmina em um quadro inflamatorio
hepatico generalizado, resultando em intolerancia a glicose e resisténcia a insulina

no érgao.

Os acidos graxos sadao amplamente consumidos na dieta atual,
contribuindo para o aumento da obesidade em toda a populagdo nos ultimos anos.
Além de executar um importante papel no desenvolvimento do ganho de peso por
promover acumulo de tecido adiposo, os lipideos sao capazes de interagir nas vias
moleculares e causar repercussdes importantes, como alteracdes no metabolismo
da glicose (ISHIl et al., 2015; SUN et al., 2015).

O acido palmitico, um acido graxo saturado de cadeia longa, amplamente
consumido na dieta ocidental, desempenha um papel prejudicial na sinalizacdo da
insulina. Da mesma forma que com os outros acidos graxos saturados, este prejuizo
pode ocorrer em diversos pontos da via, dentre eles, a redugédo da fosforilagdo de
IRS-1 e AKT (MARTINS et al., 2012).

Claramente, a obesidade é a maior causa de resisténcia a insulina, e a
epidemia da obesidade parece contribuir para o aumento da incidéncia de DM2. A
etiologia da resisténcia a insulina vem sendo intensivamente estudada, e atualmente
reconhece o papel da inflamagdo como uma importante causa da resisténcia ao
sinal da insulina causada por obesidade (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006). A
evidéncia desta relagdo iniciou-se quando observou-se que TNF-a, uma citocina
associada a caquexia no céancer, estava elevada no tecido adiposo de animais
obesos e que a inibicdo desta citocina melhorava a tolerancia a glicose e a
sensibilidade a insulina (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993). Estudos
subsequentes demonstraram um mecanismo fundamental para compreender como

a obesidade induz o estado inflamatério. Este mecanismo envolve o aumento da
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infiltracdo de macréfagos em tecidos metabolicamente ativos (WEISBERG et al.,
2003; XU et al., 2003), induzindo diferenciacdo destes para um estado mais pré-
inflamatorio, de células M1 (macrofagos classicamente ativados), do que anti-
inflamatério, de células do tipo M2 (macrofagos alternativamente ativados)
(LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007; LUMENG; SALTIEL, 2011; NGUYEN et al.,
2005)

Na obesidade, hd uma maior polarizagdo de macréfagos do tipo M1
(LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007) e estas células secretam diferentes citocinas
pré-inflamatérias, tais como TNF-a, IL1-B, etc, que por sua vez atuam através de
mecanismos paracrinos que inibem diretamente a acado da insulina em células
responsivas ao sinal da insulina, como os hepatécitos (FEVE; BASTARD, 2009;
HOTAMISLIGIL, 1999). A sinalizacdo da insulina consiste na ativacao de quinases
induzidas por estress, tais como IKKb, S6K, JNK 1 e PKCO que fosforilam, por
exemplo, IRS1 em serina, agdo que impede a propagacdo do sinal da insulina
(HOTAMISLIGIL, 2006a; SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008; VELLOSO; FOLLI;
SAAD, 2015).

O presente estudo utilizou ensaios com linhagem de hepatécitos tratados
com meio condicionado, proveniente de macréfagos estimulados, a fim de
determinar o prejuizo na sinalizagdo da insulina, mediado por citocinas pro-
inflamatérias. Foi possivel observar diminuicao na fosforilacdo de IRS1 e AKT, dois
importantes elementos da via de sinalizacdo da insulina, modulados pelo estimulo
inflamatoério. A utilizacdo de meio condicionado € uma pratica utilizada para
determinar, por exemplo, se existe um cross-talk entre diferentes tipos celulares
(PARDO et al., 2015). Este método também foi utilizado em nosso estudo para
avaliar se as citocinas produzidas pelos macréfagos, apos estimulo com palmitato,
por si sO poderiam ocasionar prejuizos na via da sinalizacdo da insulina em
hepatécitos, pois, células hepéaticas possuem receptores, como do tipo TLR4,
(IBRAHIM et al., 2016; ZHANG et al., 2015) que, apds estimulo com palmitato,
poderiam também elevar a producao de citocinas pré-inflamatérias. Portanto o meio
condicionado foi utilizado para excluir esse fator.

E bem estabelecido na literatura que a cascata de sinalizacdo do
horménio insulina é bastante complexa e envolve varias proteinas-chaves. O
substrato do receptor de insulina (IRS-1) € uma das primeiras proteinas a ser
recrutada e fosforilada quando este hormoénio liga-se ao seu receptor (IR) na
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membrana celular, que se liga a outra proteina (PI3K) para a propagacao do sinal
(Sun et al. 1992). Uma vez ativada, a PI3K recruta e fosforila AKT que, por sua vez,
auxilia na translocagdo do GLUT4 para a membrana citoplasmatica de tecidos
insulino-dependentes para a captacado de glicose, como musculo e tecido adiposo
(Cong et al. 1997). No entanto, em outros tecidos, o papel dessa via nédo é limitado
apenas a translocagao de transportadores de glicose, sendo fundamental na sintese
de glicogénio, bloqueio da gliconeogénese e aumento da sintese protéica.

A proteina AKT é responsavel, no figado, por induzir a sintese de
glicogénio e a supressao da producéo de glicose hepatica. O mecanismo pela qual
AKT contribui para a sintese de glicogénio hepatico se da pela ativacdo da
glicogénio-sintase (GS) e inibicdo da glicogendlise. GSK-3 é uma proteina serina
quinase intermediaria da sintese de glicogénio esua inativacao, via fosforilacao,
mediada por AKT,contribui para a reducado da fosforilacdo de GS e ativacdo da
sintese do glicogénio (SUMMERS et al., 1999). Apesar de nossos resultados nédo
mostraram uma alteracao significativa na fosforilagdo de GSK3 apds o tratamento
dos hepatécitos com meio condicionado, uma pequena diminuicdo na fosforilacao,
mediada pela insulina, foi observada. Classicamente seria esperada uma diminuicao
importante na fosforilagdo desta proteina, em consequéncia a diminuicdo da
ativacdo de AKT, culminando em bloqueio da sintese de glicogénio, fendmeno
presente em um quadro de resisténcia ao sinal da insulina (KAIDANOVICH; ELDAR-
FINKELMAN, 2002). No entanto, a contribuicdo de AKT para a regulacdo da GS
ainda € alvo de estudo, uma vez que varias moléculas de sinalizacdo nao
influenciadas pela AKT também podem modular esse processo (VALVERDE et al.,
2003). A avaliacao de G6Pase mostrou uma expressao proteica que tendeu a ser
elevada, podendo ser um indicativo de que o tratamento com palmitato diminuiu a
fosforilagdo de AKT. Como resultado deste evento, ndo houve translocagéo do fator
de transcricado FOXO1 para o citoplasma, consequentemente FOXO1 permaneceu
no nucleo, transcrevendo enzimas da via da gliconeogénese, como G6Pase e
PEPCK, fenébmeno comumente observado em modelos animais de sobrecarga
nutricional (TRIPATHY; TORRES-GONZALEZ; JUMP, 2010).

A resisténcia a insulina esta relacionada com a agédo de citocinas proé-
inflamatérias produzidas por macréfagos infiltrados em tecidos metabolicamente
ativos (Nikolajczk, Jagannthan-Bogdane et al. 2011). Um estudo que deletou IKKp
em macréfagos, mostrou que houve supressao sistémica de indug¢édo da inflamacgao
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quando os animais ingeriram dieta hiperlipidica, consequentemente resultando em
melhoria na tolerdncia a glicose e na sensibilidade a acdo da insulina (Arkan,
Hevener et al. 2005).

A sinalizacdo da insulina pode ser regulada negativamente por outras
proteinas, como a JNK e a PTP1B. A PTP1B é uma enzima fosfatase que atua
sobre IR e IRS-1, induzindo desfosforilacdo dos residuos de tirosina, impedindo a
transducdo do sinal da insulina (Panzhinskiy et al. 2013). J& a JNK, assim como a
IKK, esta ativa em um ambiente com caracteristicas inflamatérias e também possui a
capacidade de interferir na sinalizacdo de insulina, pela fosforilagdo em serina, e
consequente inibicao, de IRS1 (Ye 2013).

No figado, uma importante fungdo da insulina € mediar o bloqueio da
gliconeogénese. Individuos com resisténcia a acado da insulina ndo possuem o
controle da sintese de glicose, fator este que contribui acentuadamente para a
elevacao da glicose sérica nestes individuos, uma vez que a insulina torna-se
incapaz de sinalizar a diminuigdo da transcricdo do gene da PEPCK e G6Pase, via
inibicdo da FOXO-1 (Quinn et al. 2005). Deste modo, o aumento da expressao
dessas duas proteinas (PEPCK e G6Pase) passou a ser utilizado como marcador da
resisténcia a insulina.

Entretanto, Samuel e colaboradores (2009), utilizando um modelo
experimental de diabetes mellitus tipo 2, induzido por streptozotocina, mostraram
que, apesar de frequentemente utilizadas como marcadores de resisténcia a
insulina, a expressdo de PEPCK e G6Pase podem ndo estar alterada mediante
estimulo gliconeogénico. Nesse estudo, os animais com DM2 apresentaram elevada
glicemia de jejum quando comparados ao seu controle, em contrapartida, os niveis
das enzimas gliconeogénicas PEPCK e G6Pase analisadas por gPCR e Western
blott ndo apresentaram-se alterados. Posteriormente, as anéalises foram comparadas
a de humanos obesos, resistentes a insulina e diabéticos tipo 2 submetidos a
cirurgia bariatrica e os resultados da biépsia do figado destes pacientes sugeriram
que a hiperglicemia observada nos pacientes com diabetes mellitus tipo 2 ndo pode
ser atribuida ao aumento da expressao dessas enzimas ditas chaves na via da
gliconeogénese (SAMUEL et al., 2009). Tais dados poderiam explicar os resultados
obtidos em nosso estudo. Apesar da fosforilagdo de AKT mostrar-se diminuida em
hepatécitos, a expressdo de G6Pase nao foi alterada, 0 que ndao necessariamente
descarta a possibilidade da gliconeogénese estar ativa nessas células.
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Para verificar se a ativacao da via ndo-canénica de NF-kB em macréfagos
seria essencial para a ativacdo de vias inflamatérias, podendo levar ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina em hepatocitos, experimentos utilizando
siRNA para NIK foram conduzidos.

Nossos resultados indicam que o tratamento com palmitato, em células
submetidas ao bloqueio de NIK, levou a uma diminuicdo na concentragdo de TNF-a
no meio de cultura. Adicionalmente, a expressao de TRAF3 em macrofagos tratados
com palmitato, apds transfeccdo com siRNA para NIK, mostrou-se visivelmente
maior. O bloqueio de NIK também foi capaz de restaurar a fosforilacdo de AKT
induzida por insulina. Entretanto, o tratamento com siRNA para NIK nao induziu
alteracdo na fosforilacdo de GSK3a. Apesar de nao haver significancia, os
resultados apontam para uma importante participacdo de NIK de macrofagos no
desenvolvimento de resisténcia a insulina em hepatécitos.

TRAF3 pode ser ativada por diversos receptores e fica evidente o seu
amplo papel funcional no sistema imune, além de exercer funcdo crucial no
desenvolvimento, pois animais nocautes para TRAF3 nao sobrevivem apds o
nascimento (XU; CHENG; BALTIMORE, 1996). Dados obtidos a partir de diferentes
modelos experimentais com deficiéncia de TRAF3 indicam fortemente que funcdes
exacerbadas de TRAF3 contribuem para a patogénese de diversas doencas
(BRAGGIO et al., 2009; OTTO et al., 2012; ROSSI et al., 2011)

Experimentos in vitro indicaram que TRAF3 regula a producdo de
citocinas pré-inflamatérias em células mieldides (HACKER et al., 2006;
OGANESYAN et al., 2006). Em 2015, um grupo de pesquisadores mostraram que
em animais nocaute especifico para TRAF3 em células de origem miel6ide houve
ativacao constitutiva de NF-kB2 em macréfagos e neutréfilo, e que esta proteina se
mostrou como um importante regulador da resposta imune pois se mostrou eficaz na
inibicdo da inflamagédo (LALANI et al., 2015). Esses dados vao ao encontro dos
nossos resultados, no qual um aumento de TRAF3 em células RAW 264.7
ocasionado pelo bloqueio de NIK, impediu a producado de TNF-a ap6s estimulo com
palmitato, consequentemente a nao produgcdo de citocinas pré-inflamatérias nao
induziu resisténcia ao sinal da insulina em hepatécitos.

Reforcando nossa hipbtese, experimento utilizando uma mistura de
palmitato (100uM), TNF-a (10ng/mL) e H»O, (100nM) foram conduzidos em
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macréfagos, na presenca ou auséncia de siRNA para NIK. Os resultados mostram
que o tratamento com a mistura ndo impediu a fosforilagdo de AKT, induzida por
insulina nos hepatdcitos, apesar da evidente reducdo observada. No entanto, o
bloqueio de NIK em RAW264.7 mostrou-se capaz de aumentar a fosforilacdo de
AKT em 200% nas células Hepaic1c7, apds tratamento com meio condicionado.

Um importante estudo desenvolvido na Universidade de Michigan mostrou
que NIK é superativada em diversas condi¢des, como no figado de camundongos
geneticamente obesos, com obesidade induzida por dieta hiperlipidica, ou pelo
tratamento com TNF-a, H>O, e acido palmitico. O estudo ainda mostrou que a
inibicdo de NIK melhora a hiperglicemia e a intolerancia a glicose, uma vez que NIK
estimularia a sintese hepatica de glicose mediada pelo horménio glucagon. De
acordo com os autores, a superexpressao de NIK seria o maior contribuidor para a
resposta anormal ao glucagon observada na obesidade, uma vez que esta proteina
agiria como um regulador positivo da gliconeogénese, por aumentar a acao do
glucagon e de outros fatores ativadores de CREB e de seus alvos: a enzimas
gliconeogénicas PEPCK e G6Pase. Os autores também sugerem que a ativacao de
IKK por NIK poderia ocasionar resisténcia ao sinal da insulina em hepatécitos
(SHENG et al., 2012).

Dois anos depois, 0 mesmo grupo de pesquisadores mostrou que altos
niveis de NIK hepatica é capaz de promover a progressao da doenca hepatica. O
estudo foi realizado em animais mutantes que superexpressavam NIK, mostrando
que seu acumulo no tecido hepatico estava associado a ativagdo de estresse
oxidativo, provocando inflamacéo e, consequentemente, instaurando um quadro de
fibrose que progredia até a morte celular. O trabalho sugere que este mecanismo de
injuria hepatica € dependente da ativagéo de células do sistema imune inato, como
as células de Kupffer, pois ap6s um tratamento de deplecdo destas células por
GdCls, caspase-3 néo foi ativada ndo promovendo apoptose nos hepatdcitos. Este
estudo mostrou a existéncia de uma forte comunicagdo entre células do sistema
imune e NIK (SHEN et al., 2014).

Em conjunto, os resultados sugerem a presenca de um mecanismo
fisiolégico novo, relacionado a ativagcdo de uma via alternativa de indugdo de
inflamacéo por macréfagos, induzido por palmitato, o qual é dependente da ativagéo
de NIK, proteina central da via ndo-canénica de NF-kB, que pode estar presente em

obesos. Tal via poderia ser considerada como elemento importante no crosstalk
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entre células de Kupfer e hepatocitos no figado, contribuindo para o
desenvolvimento de resisténcia a insulina mediada pela sobrecarga nutricional, ou
mais precisamente, sobrecarga lipidica.

Se confirmados, os achados do presente estudo mostram-se de grande
relevancia clinica, uma vez que nossos resultados apontam para a presenca de um
mecanismo fisiolégico que pode contribuir para os danos metabdlicos observados
em individuos obesos, podendo, inclusive, servir como direcionamento para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para o tratamento dessa
patologia, que tenham NIK como alvo.
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ANEXOS

Métodos Suplementares
Avaliacao da expressao proteica por Imunofluorescéncia

Células RAW 264.7 foram plagueadas em placas de cultivo contendo ao fundo
laminulas estéreis. Apds aderéncia, as células foram transfectadas e/ou tratadas,
conforme o protocolo descrito no artigo cientifico originado desta dissertacdo. Em
seguida, as laminulas foram lavadas 3x com PBS e as células aderidas foram
fixadas em metanol gelado (-20C) por 30 minutos. Apos fixacdo, as células foram
bloqueadas com BSA 3% e Triton 0,6% em PBS e incubadas durante a noite com
anticorpo primario anti-NIK (SC-7211, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)
1:500, seguido pelo anticorpo secundario conjugado com Alexa Fluor 488 (Abcam,
Cambridge, MA) 1:4000, durante 90 minutos. As laminulas foram montadas com
Vectashield (Vector Laboratories Inc. Burlingame, CA, 94010) contendo DAPI. As
imagens foram obtidas em microscépio de fluorescéncia Leica DMI 4000B em
aumento final de 200x.

Electroforese em gel de agarose

A electroforese em gel de agarose foi realizada utilizando-se uma concentracao de
0,8% de agarose (Invitrogen) em tampao Tris-EDTA. Os fragmentos de DNA foram
corados com SYBR® Safe DNA (Invitrogen), expostos a luz UV e visualizados em

um transluminador.
Transfeccao com plasmideo

Vetores plasmideais NIK, NIK (KA) e vetor vazio (pRK5) foram gentilmente cedidos
pelo Dr. Rui Liangyou, da University of Michigan Medical School - USA. As células
RAW 264.7, com 70% de confluéncia, foram transfectadas com 1ug de DNA
plasmidial, utilizando Lipofectamina Reagent (Life Technologies) e Plus Reagent
(Life Technologies), de acordo com as recomendagdes do fornecedor, durante 36
horas, para superexpressar ou inibir NIK.
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Figuras Suplementares
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Figura Suplementar 1 - Testes com Vetor Plasmidial FLAG-GFP, pRK5, NIK e

NIK(KA) para superexpressao génica

A: Células RAW 264.7 foram transfectadas com 1 ug do plasmideo FLAG-GFP para
avaliacao da eficiéncia de transfeccao do plasmideo em macréfagos. As células
foram transfectadas por 3 horas e, em seguida, o meio sem soro contendo

plasmideo foi substituido por meio de manutencdo com soro. Apds 24hs (acima) e
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48hs (abaixo) da transfecgcdo, as células foram fotografadas para deteccdo da
incorporacao do gene transfectado nas células. A fluorescéncia verde emitida pelo
peptideo GFP foi detectada por microscopio de imunofluorescéncia. B: 1ug
(esquerda) e 1,5ug (direita) de DNA plasmideal para pRK5, NIK e NIK(KA) foram
aplicados em gel de agarose a fim de conferir a integridade do vetor e a presencga do
inserto. O teste foi realizado por eletroforese em gel de agarose (0,8%). C:
Expressao da proteina NIK em macrofagos apds transfeccdo com plasmideo para
pRK5, NIK e NIK(KA) apos 48hs, pela técnica de Western blott. Os experimentos
iniciais foram realizados com o intuito de padronizar a técnica de transfecg¢do de
células de macréfagos para posterior analise dos seus efeitos sobre a sinalizacao da
insulina em hepatécitos. Pela figura € possivel observar que a transfeccao e/ou
expressao de NIK nao foi eficiente. D: Avaliagdo da fosforilagdo de AKT em
hepatdcitos (Linhagem Hepaicic7) tratados com meio condicionado proveniente do
tratamento de macrofagos (RAW264.7) com palmitato (100uM), TNF-a (10ng/mL) e
HoO2 (100nM) por 3 hs e transfectados com plasmideo para NIK(KA) por 48hs
(Tug/well).

Os resultados mostram que nao houve diferenca na fosforilacdo de AKT nas células
transfectadas com NIK mutante, comparadas as células transfectadas apenas com
vetor vazio, outro indicio de problemas na técnica de transfeccdo que precisa ser
refinada.
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Figura Suplementar 2 — Avaliacao da proteina NIK por Imunofluorescéncia.

A: Macréfagos (Linhagem RAW 264.7) foram tratados com palmitato (500uM) por
3hs, como descrito no protocolo experimental, e avaliados quanto a expressao de
NIK por imunofluorescéncia (em verde). B: Macrofagos (Linhagem RAW 264.7)
foram transfectados com plasmideo para NIK, NIK(KA) e pRK5 vazio por 48hs
(1ug/well) e tratados com palmitato (500uM) por 3hs. Apds o tratamento e
transfeccdo, a expressdo de NIK foi avaliada por imunofluorescéncia (em verde).
Anticorpo policlonal de coelho anti-NIK foi utilizado, conforme descrito nos Métodos

Suplementares e os nucleos foram corados com DAPI.

Os resultados mostram um aumento de NIK em células tratadas com palmitato e em
células transfectadas com prkNIK e prkNIK(KA), quando comparadas aos seus
respectivos controles. Entretanto, as imagens apresentam background, sendo

necessario, portanto, um refinamento da técnica para confirmagéo dos resultados.



