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Durante as Gltimas décadas tem se observado um aumento surpreendente na prevaléncia de
obesidade e diabetes mellitus em populagdes de varias regides do mundo, inclusive no
Brasil, Diversos estudos epidemiologicos apontam o consumo de dietas ricas em lipides
como um dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento dessas patologias.
Em recente trabalho em nosso laboratério, foi demonstrado que a oferta de uma dieta rica
em lipides leva a uma maior expressao hipotaldmica de proteinas participantes de respostas

pro-inflamatérias como TNF-a, IL-2, IL-6 & IL-1B.

A citocina TNFa, agindo no hipotalamo, modula a ingestdo alimentar e o gasto energético
através de mecanismos incompletamente elucidados. Neste trabalho exploramos a hipdtese
de que, para modular a sinalizagio anorexigénica induzida por insulina no hipotalamo,
o TNFa deve requerer a sintese de oxido nitrico. O TNFa ativa sinalizagfo intracelular
canbnica no hipotalamo, com pico na concentraggo de 10® M. Esse efeito é acompanhado
pela indugdo da expressdo das formas neuronal e induzivel da enzima NOS, em ambos o0s
casos com pico em 1072 M. Em adigdo, TNFo estimula a atividade catalitica de NOS.
O pré-tratamento com TNFa em baixa dose (102 M) inibe a sinalizacio anorexigénica
insulino-dependente. Esse efeito é abolido em camundongos iNOS mas n3o em
camundongos nNOS knockout. Portanto, o efeito inibitdrio exercido pela baixa dose de
TNFa sob a inibigo da ingestdo alimentar induzida por insulina depende, pelo menos em
parte, da expressdo de iNOS. Embora nNOS hipotalamica seja induzida por TNFa, esta ndo

participa da modulagio TNFa-dependente dos sinais anorexigénicos da insulina.

Resumo
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Obesity has reached epidemic proportion in several regions of the world. General changes
in life-style, including consumption of fat-rich food, are amongst the most important factors
leading to an unprecedented increase in the prevalence of this disease. In a recently work on
our laboratory, we showed that high fat feeding (hyperlipidic diet) induced the expression
of several pro-inflammatory cytokines and inflammatory responsive proteins 1in
hypothalamus, like TNFe, IL-2IL-6 e IL-1B. The cytokine TNFq, acting on the
hypotbalamus, modulates food intake and energy expenditure through mechanisms
incompletely elucidated. Here, we explored the hypothesis that, to modulate
insulin-induced anorexigenic signaling in hypothalamus, TNF-o would require the
synthesis of NO. TNF-o. activates canonical intracellular signaling in hypothalamus,
peaking at 10 M. This is accompanied by the induction of expression of the inducible and
neuronal forms of NOS, in both cases peaking at 102 M. In addition TNF-a stimulates
NOS catalytic activity. The pre-treatment with TNF-o. at low dose (107 M) inhibits
insulin-dependent anorexigenic signaling. This effect is abolished in iNOS but not in nNOS
xnockout mice. Thus, the inhibitory effect exerted by low dose TNF¥-o upon the
insulin-induced inhibition of food intake depends, at least in part, on the expression of
iNOS. Although hypothalamic nNOS is induced by TNF-ot it does not participate on

TNF-a-dependent modulation of the insulin anorexigenic signals.

Abstract
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A prevaléncia da obesidade em varias regides do mundo aumenta em um ritmo
alarmante tendo como consegiiéncias o aumento do namero de casos de diabetes mellitus
tipo 2, de hipertensdo arterial, dislipidemias, doengas cardiovasculares, entre outras.
A obesidade ¢ resultante da quebra do equilibrio entre a ingestio calorica e o gasto
energético, prevalecendo o primeiro sobre o segundo. A adogio de padrdes
comportamentais que priorizam atividades profissionais sedentérias, € o consumo de dietas
industrializadas, ricas em calorias, sdo os principais fatores ambientais associados ao
progressivo aumento da prevaléncia desta doenga. Entretanto, tais fatores somente levardo
a0 desenvolvimento do fenétipo de obesidade se atuarem sobre alguns determinantes

genéticos ainda pouco conhecidos (Schwartz et al., 2000; Spiegelman and Flier, 2001).

A pandemia de obesidade que se observa hoje ocorre em paralelo a um répido e
substantivo incremento na caracterizagio de vias moleculares e de fendmenos fisiologicos
necessarios para a regulagio do balango de energia, gerando assim novos conhecimentos

que oferecem possibilidades para o desenvolvimento futuro de terapias mais efetivas.

Nos ultimos dez anos grandes avangos foram obtidos na caracterizagdo dos
mecanismos envolvidos na génese da obesidade (Flier, 2004). O ponto de partida para tais
avangos foi a caracterizagdo do horménio leptina pelo grupo do pesquisador Jeffrey
Friedman de Nova lorque (Friedman and Halaas, 1998). A leptina é um hormdnio
produzido pelo tecido adiposo branco em quantidade diretamente proporcional a massa
total deste tecido. O principal sitio de agdo da leptina sdo neur6nios localizados no micleo
arqueado do hipotalamo (Flier, 2004, Friedman and Halaas, 1998). Para alcangar tais
neurdnios a leptina atravessa a barreira hemato-encefalica utilizando um sistema saturavel
de transporte mediado por receptores (Schwartz et al., 2000). Pelo menos dois grupos
distintos de neurdnios estio presentes no nucleo arqueado, ambos possuindo receptores
para leptina. S#o eles; neurdnios produtores dos neurotransmissores NPY e AGRP
(NPY/AGRPérgicos), e neurdmios produtores dos neurotransmissores POMC e CART
(POMC/CARTérgicos). Além de expressarem receptores para leptina, tais grupos de
neurdnios expressam também receptores para insulina, horménio que desempenha um

papel fundamental na modulagdio da aggo da leptina (Schwartz et al., 2000).

Introducdo
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Estudos realizados na segunda metade da década de 1990 revelaram que tanto a
leptina quanto 2 insulina, mas principalmente ambos, agindo de forma combinada, tém a
capacidade de inibir neurdnios NPY/AGRPérgicos e ativar neuronios POMC/CARTérgicos
(Carvalheira et al, 2001; Schwartz et al, 2000; Torsoni et al., 2003). Neuronios
NPY/AGRPérgicos encontram-se ativados durante periodos de jejum ou quando a massa
iotal de tecido adiposo esta reduzida. Nestas circunstdncias as conexdes axonals entre
neurdnios do micleo arqueado e neurdnios dos nucleos paraventricular e hipotalamico
lateral levam & inibigio da produgdo de neurotransmissores anorexigénicos e ativadores da
termogénese (TRH ¢ CRH) no nucleo paraventricular, e ativacdo da produgdo de
neurotransmissores orexigénicos ¢ inibidores da termogénese {orexina e MCH) no nucleo
hipotalamico lateral. O resultado desta regulagio é o aumento da fome ¢ a redugdo da
termogénese. Por outro lado, em periodos p6s-prandiais ou quando estoques de energia no
tecido adiposo sdo satisfatotios, hi aumento dos niveis sanguineos de insulina e leptina,
o que leva 4 inibigdo dos neurdnios NPY/AGRPérgicos e ao estimulo dos neurdénios
POMC/CARTérgicos. O resultado € a inibiggo de neurdnios do nicleo hipotalimico lateral,
produtores de orexina e MCH e o estimulo de neurdmios do nicleo paraventricular,
produtores de CRH e TRH. Ocorreréd entio saciedade acompanhada de aumento da
termogénese (Flier, 2004; Schwartz et al, 2000). Este complexo circuito fisiologico tem
como funcdo manter a homeostase do estoque de energia em resposta a variavels

nutricionais ¢ 2 demandas de gasto energético.

Acredita-se hoje, que durante a evolugdo humana as pressdes do meio, onde a
baixa oferta de nutrientes foi uma regra, fizeram com que fossem selecionados genotipos
poupadores de energia. Com 2 evolugio dos meios de produgio e estocagem de alimentos
surgiram sociedades nas quais a oferta calérica muitas vezes suplanta as necessidades
diarias médias do individuo. Num nimero relativamente grande de individuos, circuitos
que suprimem o apetite e aumentam O gasto energético em resposta a fendmenos
ambientais indutores de obesidade sio insuficientemente robustos para prevenir a obesidade
e suas complicagBes. Desta forma, explica-se em parte o aumento do namero de obesos na

populagdo mundial.

Introdugdo
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Mecanismos de acdo da insulina no hipotalamo e sua participac@o no controle
da fome. O sinal molecular da insulina envolve a ativagdo de um receptor com atividade
tirosina quinase intrinseca chamado receptor de insulina (IR). Este ¢ uma glicoproteina da
membrana plasmatica composto por duas subunidades a e duas subunidades f ligadas por
pontes dissulfeto. As subunidades o se ligam ao hormdnio, enquanto as subunidades p
possuem atividade catalitica tirosino-quinase. A ligagiio da insulina & subunidade a induz a
atividade tirosina-quinase da subunidade B, a qual resulta na fosforilagdo do proprio IR
(auto-fosforilagdio) e a seguir de pelo menos nove distintos substratos do receptor de
insulina. Dentre estes, os substratos 1 € 2 do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2) foram
bem caracterizados do ponto de vista estrutural e funcional (White, 1998). Tais substratos
possuem varios residuos tirosina passiveis de fosforilagdo pelo IR. Alguns destes residuos
agem como sitios de ligago para proteinas que contém dominios SH2 que sdo formados
por uma seqiéncia de aproximadamente 100 aminoacidos e constituem uma regifo
molecular de ligagio para proteinas fosforiladas, dentro de um contexto peptidico
especifico. Compdem este grupo de proteinas a subunidade regulatoria p85 da
fosfatidilinositol 3-quinase (P13-K), o Grb 2 (growth factor receptor-bound protein 2) e 2
tirosina fosfatase Shp-2. A associagdo dessas proteinas aos IRSs permite sua ativagio € a
transducdo do sinal da insulina, a qual pode ativar vias de sinaliza¢do distintas, sendo a

p42/p44 MAP kinase e a PI3 kinase / Akt as mais bem caracterizadas (White, 1998).

A via da MAP quinase inicia-se com a fosforilagdo das proteinas IRS ou She
que interagem com a proteina Grb2, a qual esta constitutivamente associada a Sos, proteina
que troca GDP por GTP da Ras, ativando-a. A ativacio da Ras requer a participagio de
Shp2. Uma vez ativada, Ras estimula a fosforilagdo em serina da cascata da MAPK, que

levarara 2 proliferacdo e diferenciagdo celulares.

A PI3 quinase é importanie na regulagiio da mitogénese, diferenciacio celular e
transporte de glicose mediado pela insulina. Foi originalmente identificada como um
dimero composto de uma subunidade catalitica (p1 10) e uma subunidade regulatoria (p85).
A ativacdo da PI3 kinase (via sua associagdo com 0s IRSs) permite que essa enzima catalise
a fosforilagdo dos fosfoinositideos na posigdo 3 do ane! de inositol da membrana,

produzindo fosfatidilinositol 3-fosfato, fosfatidilinositol 3,4-difosfato e fosfatidilinositol

Introdugdo
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3,4,5-trifosfato, o qual se torna um sitio de ligagdo para varias proteinas sinalizadoras,
que se tormam ativas em resposta 3 fosforilagiio desses lipideos de membrana. Uma das
proteinas-alvo dessa enzima € a proteino-quinase Akt/PKB, que quando ativa, fosforila
proteinas que afetam o ciclo, crescimento e sobrevivéncia celular. A maioria dos alvos
protéicos da Akt se tornam inibidos pelo evento da fosforilagdo. Por exemplo,
a fosforilagio do fator de transcrigio FOXO inibe 2 trascrigio de genes normalmente
estimulados por este fator, como aqueles envolvidos no metabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas. FOXO quando ativado estimula em ultima instincia, a gliconeogénese
no figado, utilizagfio de acidos graxos no musculo, entre outros efeitos, aumentando a
expressio dos genes da glicose 6 fosfatase, IGFBP-1 (insulin- like growth factor binding
proteinl) ¢ da PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinase) (Barthel, 2005).

Nio existem diferengas estruturais entre o IR expresso em tecidos periféricos
1o sistema nervoso central (Saltiel and Kahn, 2001). Assim, apos ligar-se ao IR expresso no
hipotalamo a insulina promove, através de modificagdo conformacional, a ativagdo de um
sitio catalitico localizado na regiio que compreende as tirosinas 1145, 1150 ¢ 1151 da
sub-unidade B do receptor (White, 1997). Uma vez ativo, este sitio catalisa a fosforilagao
em tirosina dos residuos 953, 960, 1316 e 1322 o que torma o receptor apto a dar
continuidade a transducdo do sinal (White, 1997). No hipotalamo, a insulina promove a
ativa¢io de pelo menos duas vias distintas de sinalizagdo. A primeira, j4 discutida, depende
do recrutamento e fosforilagio em tirosina de substratos classicos do IR, os IRSs
(Carvalheira et al., 2001; Torsoni et al., 2003). Aqui IRS-2 parece desempenhar um papel
predominante mas nfo anico, o que pode ser explicado em parte pela sua expressao
preferencial em regibes que possuem maior nimero de neurdnios que portam o IR
(Torsoni et al, 2003). A ativagio da PI3 kinase — via sua ligagdo aos IRS
fosforilados -- (Carvalheira et al., 2003; Torsoni et al., 2003) conecta o sinal da insulina ao
controle do ritmo de disparos neuronais (Xu et al., 2005), o que ¢ condicionado a ativagdo
de canais de potassio ATP-dependentes (Plum et al., 2005). Através do controle do ritmo de
disparos neuronais a insulina modula, em paralelo & leptina, a liberagio de
neurotrasmissores nas sinapses efetoras (Plum et al, 2005). A segunda via depende da
ativagdo da enzima JAK-2. Apesar de possuir atividade tirosina quinase intrinseca o IR €

capaz de interagir com, € ativar 2 JAK-2 em varios tecidos, inclusive no hipotalamo

Introdugdc
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(Carvalheira et al., 2001; Saad et al,, 1996). Uma vez fosforilada e ativa a JAK-2 recruta e
fosforila STAT-3 a qual conecta o sinal da insulina ao controle da transcrigao de genes de
neurotransmissores  envolvidos com o controle da fome e da termogénese
{Carvalheira et al., 2001). E importante ressaltar, entretanto, que 2 ativagiio da transcri¢do
génica pela insulina através de STAT-3 s6 é efetiva na presenca da leptina

(Carvalheira et al., 2001).

Efeito do TNF-a sobre o controle hipotaldmico da fome. O fator de necrose
mmoral o € um dos mediadores dos sinais anorexigénicos hipotaldmicos que participam da
indugdo das sindromes de caquexia presentes em estagios avangados de cancer € em
severas doencas infecciosas ( Mattys, 1997; Plata —Salaman, 2000). Os mecanismos
envolvidos na modulacio da ingestdo alimentar € gasto energético dependentes de TNFa
si0 pobremente caracterizados ¢ devem envolver o controle da expressdo de
neurotransmissores hipotalamicos ( Bemardini, 1990; Wisse, 2003), estimulagdo in situ da
expressdo de outras citocinas, particularmente IL-18 (Zhai, 1997, Bristulf,1995) e ativacio
da transducdo de sinal anorexigénico (leptin-like) no hipotalamo ( Rizk, 2001).

O TNF-o age através de dois receptores distintos denominados TNFRI e
TNFR2 (MacEwan, 2002). Tais receptores apresentam algum grau de homologia na sua
porgdo extracelular, sitio de ligagdo da citocina, porém na sua porgdo intracelular sdo
completamente  distintos, © que indica que cumprem fungdes particulares
(MacEwan, 2002). TNF-R2 ¢ expresso principalmente em células do sistema imune €
parece desempenhar um papel na ontogénese ¢ diferenciacio de tecidos linfoides.Agindo
através de TNFR1, TNF-c. ativa substratos intracelulares que participam do controle da
transcricio de genes de reposta inflamatoria, modula proteinas participantes do controle de
apoptose e regula  respostas de crescimento e diferenciagio  celular
(Gupta, 2002; MacEwan, 2002). Um dos principais substratos intermediarios da via de
sinalizacdo do TNF-c. € a serina quinase JNK (Dempsey et al, 2003). Uma vez ativada, a
INK tem a fungdio primaria de induzir a associagdo dos produtos dos genes de resposta
imediata c-Jun e c-Fos, levando & formagio do fator de transcri¢io dimérico AP-1
(Dempsey et al., 2003). Entretanto, a atividade serina quinase da JNK pode atuar sobre

outros substratos, inclusive os substratos tradicionais do receptor de insulina IRS-1 e IRS-2
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(Hotamisligil, 2003). Uma vez fosforilados em serina pela JNK a possibilidade de serem
fosforilados em tirosina pelo receptor de insulina fica comprometida o que contribui para

resisténcia a transdugdo do sinal da insulina através desta via.

OQutra via pro-inflamatéria que pode levar a fosforilagdo em serina de substratos
do receptor de insulina é a via IKK/TKB/NF-xB (Shoelson et al., 2003). Esta via pode ser
ativada pelo TNF-¢, mas também por outras citocinas pro-inflamatorias como IL-18
(Shoelson et al., 2003). A ativagio de IKK promove a dissociagdo do complexo IkB/NFkB
mas também pode induzir a fosforilagdio em serina dos IRSs o que compromete a
transducio do sinal da insulina através desta cascata. A inibigdo da ativacdo da via
IKK/IKB/NF-<B com uso do anti-inflamatorio acido acetil salicilico (AAS) reverte a
resisténcia 2 insulina induzida por simais pro-inflamatorios ou por  sepse

(Barreiro et al., 2004; Shoelson et al., 2003; Yuan et al., 2001).

Durante os altimos anos evidéncias experimentais e clinicas tém revelado que
além de sua fungdo primordial com o6rgdo de estoque de energia, o tecido adiposo
desempenha fungdo endocrina ¢ moduladora da resposta imune (Hotamisligil, 2000).
A primeira funcdo pode ser exemplificada pela agdo da leptina que participa de
mecanismos de sinalizagio que informam ao hipotilamo a respeito dos estoques periféricos
de enmergia, e que permitem que se regule adequadamente as repostas de fome ¢
termogénese (Flier, 2004). Além disso, outros horménios como a adiponectina e a resistina
carreiam informacdes do tecido adiposo para outros Orgéos metabolicamente ativos como
masculo esquelético e figado (Kershaw and Flier, 2004). A segunda fungdo é exemplificada
pela produgdo, pelo tecido adiposo, de citocinas pro-inflamatorias, numa quantidade
diretamente proporcional 4 sua massa (Kershaw and Flier, 2004). Entre estas citocinas
encontram-se TNF-o, IL-6 e IL-1p, que, como discutido acima, participam de complexos
mecanismos que regulam negativamente a sinalizagdo da insulina no proprio tecido
adiposo, além de musculo e figado (Hotamisligil, 2000; Kershaw and Flier, 2004).
Tais achados estabeleceram uma ligagdo molecular entre o aumento da massa de tecido
adiposo durante o desenvolvimento de obesidade e o desenvolvimento de resisténcia a

insulina e diabetes mellitus.
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Apesar dos importantes avangos obtidos na caracterizagio da resisténcia
periférica 4 a¢io da insulina, pouco se avangou na compreensdo dos mecanismos que levam
ao desajuste do intrincado sistema de controle e acoplamento funcional entre fome ¢
termogénese pelo sistema nervoso central. Partindo-se do paradigma que coloca a leptina e
a insulina numa posigdo central como carreadores da informagdo a respeito dos niveis
periféricos de estoques de energia, ¢ possivel que defeitos da transdugdo do sinal destes
horménios no hipotalamo, similares aqueles que participam do desencadeamento da
resisténcia & acdo da insulina em adiposo, figado e musculo, possam concorrer para o
desajuste no balango entre controle da aquisi¢io de energia e controle autbnomo do gasto
de energia. Em estudos recentemente realizados em nosso laboratério observou-se gue, em
ratos Wistar, 0 consumo de dieta rica em lipides promove a indugio de expressao uma série
de genes de resposta inflamatéria em hipotalamo. Dentre eles hd um aumenio significativo
da expressdo local de TNF-u. e ativagdo da via da JNK. Tais fendmenos sdo acompanhados
por resisténcia funcional e molecular & agdo da insulina no hipotalamo a qual pode ser
parcialmente revertida pelo tratamento de animais experimentais com um inibidor

farmacologico da JNK (De Souza et al., 2005).

Participagiio do oxido nitrico no controle da fome. O oxido nitrico € um gas de
tamanho suficientemente pequeno para passar diretamente atraves da membrana da
célula-alvo; uma vez no seu interior, regula diretamente a atividade de proteinas
intracelulares especificas. O NO é produzido pela sintase do oxido nitrico (NOS).
Trés isoformas de sintase do Oxido nitrico foram indentificadas: eNOS ou tipo 3, das
células endoteliais vasculares; bNOS ou nNOS ou tipo 1, das células cerebrais e INOS ou
tipo 2, de macrofagos e neutrofilos ativados. Todas sio homodimeros com subunidades de
130-160 kDa; possuem locais de ligagdo para o NADPH, FAD e FMN proximo ao terminal
carboxil (dominio redutase) e sitios de ligagdo para o grupo heme ¢ tetrahidrobiopterina
(BH4) no terminal amino (dominio oxigenase). Os dominios redutase € oxigenase S30
ligados por uma regido acopladora de calmodulina (CaM). A ocupagio desse sitio facilita a
transferéncia de elétrons de co-fatores no dominio redutase para o heme durante a produgdo
de oxido nitrico (Ignarro, 1990) (Mayer et al, 1990) (Bredt and Snyder, 1990)
(Forstermann and Kleinert, 1995). A arginina responsavel pela produgdo do oxido nitrico

através da NOS é transportada do sangue para dentro da célula pelo transportador de 4cido
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amino catidnico (CAT). O NO formado ativa a guanilil ciclase (GC) e ativa varias vias de

sinalizagdo reguladas por cGMP (Ignarro, 1990) .

Estudos recentes revelaram que o oxido nitrico (NO) executa, além de suas
classicas funcdes de controle do tdnus vascular e pressao arterial (Janero, 2001; Snyder,
1992), inimeras outras fungdes fisiologicas, incluindo entre estas a modulacio da ingest&o
alimentar (Calignano et al.,, 1993). O 6xido nitrico parece ser modulado pelo neuropeptideo
Y (NPY) produzido pelo hipotalamo, potente agente orexigénico, que uma vez inibi¢do
com oligonucleotideos antisense leva a um decréscimo na ingestdo alimentar
(Schaffhauser et al., 1997). O NPY, por sua vez, é inibido pelo aumento dos niveis de
leptina. Camundongos ob/ob, deficientes para leptina, que apresentam hiperfagia ¢
obesidade, possuem niveis aumentados de NPY. O receptor de leptina co-existe com 0
RNAm do pré-proneuropeptideo Y no nicleo arqueado do hipotdlamo do camundongo
(Hakansson et al., 1996). Os camundongos ob/ob expressam niveis elevados de NOS no
hipotalamo comparado com 08 controles magros (Morley et al., 1995). Existem ainda
evidéncias de que alguns neurbnios NPY  sdo co-localizados com NOS
(Morley et al., 1995). Outros estudos revelam ainda que a administragio crénica de leptina
inibe a atividade de NOS no hipotalamo € que o NPY administrado icv aumenta a atividade
de NOS no hipotalamo (Morley et al, 1999). Assim, revelam-se trés linhas de evidéncia de
que o oxido nitrico possa ser um importante regulador da fome. Primeiro, a inibigdo de
NOS resulta em decréscimo na ingestdo alimentar, tanto de forma aguda como cronica
(Calignano et al., 1993). Segundo, alteragbes no estado de alimentacdio de roedores resulta
em alteracdes nos niveis de NOS po hipotalamo (Ueta et al., 1995). E, terceiro, oS
camundongos ob/ob possuem niveis elevados de NOS e de RNAm e a administragio de um
antagonista de NOS resulta em decréscimo acentuado na ingestio alimentar e perda de peso
nos ob/ob (Morley and Flood, 1994; Morley et al., 1995).

Estudos prévios demonstram que inibidores da NOS, tais como o L-NAME
(N-nitro-L-arginine-metil-ester) reduzem a ingestdo alimentar em animais normais ¢ em
obesos (Morley and Flood, 1992; Squadrito et al., 1994; Yamada et al., 1996). Inibidores da
NOS também inibem a hiperfagia induzida por morfina (Czech, 1998). Por fim, Squadrito
et al. (Squadrito et al., 1994) demonstraram que inibidores de NOS induzem anorexia por

modulagdo dos niveis na serotonina no sistema nervoso central.
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O NO ¢ uma importante via final comum para muitos peptideos com agdo
orexigénica ou anorexigénica. Isso pode ser visto, por exemplo, nos efeitos exercidos por
estes peptideos sobre os niveis de NOS, particularmente no hipotalamo, ¢ pela inibigio do
efeitos destes peptideos por inibidores de oxido nitrico, como © L-NAME
(Gaskin et al., 2003). Estes estudos mostram ainda que os niveis hipotalimicos de NOS sio
aumentados pela grelina, um outro peptideo orexigénico, e diminuidos por varios peptideos

anorexigénicos, incluindo a leptina (Gaskin et al., 2003).

Uma série de estudos revela que o TNF-o pode ativar a transcrigao génica €
incrementar a expressio de NOS em vérios tecidos (Murata et al., 1994) (Jiang et al., 1995).
Aparentemente, a isoforma i-NOS ¢ aquela que sofre regulagio mais exuberante pelo
TNF-c, entretanto, parte deste efeito pode ocorrer por mecanismo indireto, dependendo da
indugdo de outras citocinas em resposta ao TNF-o. (Adamson and Billings, 1993;
Nicolson et al, 1993). Alguns trabalhos mostram ainda que © tratamento com
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), Jeva a produgio de NO em astrocitos ¢ em células da
microglia, tal fendmeno sendo dependente da capacidade do LPS de estimular a produgdo
das citocinas IL-1Bp e TNF-a, 0 que culmina com a estimulacdo da isoforma i-NOS

(Romero et al., 1996).

Diante disso, decidimos estudar a participagdo da citocina TNF-a na regulagdo
das isoformas neuronal e induzivel da NOS no hipotalamo de ratos. Como dito
anteriormente, os niveis desta citocina encontram-se aumentados durante a obesidade,
gerando certos distirbios fisiologicos. Ainda nio ha relatos na literatura de que o TNFa
poderia estar atuando nesta via no hipotilamo e controlando a expressao do éxido nitrico,
possivelmente contribuindo para o aumento da ingestdo alimentar observado em obesos.
Estudos mais detathados podem fornecer novos conhecimentos sobre os mecanismos
envolvidos no controle da ingestdo e possivelmente indicar alternativas para abordagens

terapéuticas mais efetivas para o tratamento da obesidade.
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Avaliar o efeito do TNF-o sobre a expressdo de 1-NOS e n-NOS no
hipotalamo;

Avaliar o efeito do TNF-a sobre a atividade de NOS no hipotalamo;

Avaliar a participagdo de TNF-a, de iNO5S ¢ nNOS sobre o controle da

atividade anorexigénica da insulina .
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Abstract

TNF-o acts on the hypothalamus modulating food intake and energy expenditure through
mechanisms incompletely elucidated. Here, we explore the hypothesis that, to modulate
insulin-induced anorexigenic signaling in hypothalamus, TNF-o requires the synthesis of
NO. TNF-q. activates signal transduction through JNK and p38 in hypothalamus, peaking at
10" M. This is accompanied by the induction of expression of the inducible and neuronal
forms of NOS, in both cases peaking at 102 M. In addition, TNF-¢ stimulates NOS
catalytic activity. Pre-treatment with TNF-a at a low dose (10> M) inhibits
insulin-dependent anorexigenic signaling, and this effect is abolished in iNOS but not in
nNOS knockout mice.

Keywords: Cytokine; Food intake; Insulin; Nitric oxide; Nitric oxide synthase; Tumor

necrosis factor
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1 - Introduction

Tumor necrosis factor-o (TNF-ot) is one of the mediators of the hypothalamic
anorexigenic signals that participate in the induction of the cachexia syndromes present in
advanced stage cancer and in severe infectious diseases [1,2]. The mechanisms involved in
TNE-a-dependent modulation of food intake and energy expenditure are poorly
characterized but may involve the control of hypothalamic neurotransmitter expression
[3,4], in situ stimulation of the expression of other cytokines, particularly IL-1B [5,6], and
the activation of anorexigenic leptin-like signal transduction in the hypothalamus [7].

In addition, TNF-o. and other pro-inflammatory proteins produced by the
adipose tissue during obesity participate in the genesis of peripheral insulin resistance by
activating serine kinases that hamper insulin signal transduction through the IRS proteins
[8]. Based on this fact, 1t has been proposed that the adipokines act as a mechanistic link
between obesity and type 2 diabetes mellitus. This suspicion was enforced by recent studies
showing that; a, the consumption of a high fat diet, which is, per se, one of the most
important environmental factors leading to obesity, induces the hypothalamic expression of
pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a, IL-1f and IL-6, and inhibits insulin and leptin
signaling through intracellular mechanisms related to inflammatory signal transduction
[9-11]; and b, acute TNF-o treatment increases the sequestration of insulin by the brain
[12]. As a consequence, the anorexigenic effects of both hormones may be stalied,
predisposing to obesity.

In this context, we can assume that TNF-ct and other cytokines play important
roles in the control of body energy stores. In some cases they favor energy depletion, whilst
in other cases they favor the increase in body fat. Much of these effects seem to depend on
cytokine signaling in the hypothalamus.

In peripheral tissues and in isolated astrocytes, TNF-q is capable of promoting
nitric oxide (NO) production mostly through the activation of expression of the inducible
nitric oxide synthase (iNOS) [13-15]. Since NO, acting in the hypothalamus, is reported to
be a modulator of food intake [16,17], we hypothesized that, in order to modulate insulin
action in hypothalamus, TNF-c. requires the activation of NOS and the synthesis of NO.
Therefore, we decided to evaluate the participation of the inducible and neuronal forms of

NOS on TNF-a-dependent modulation of food intake.
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2 - Materials and methods
2.1 - Antibodies, chemicals and buffers

Reagents for SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
immunoblotting were from Bio-Rad (Richmond, CA, USA). HEPES, phenylmethylsulfonyl
fluoride, aprotinin, dithiothreitol, Triton X-~100, Tween 20, glycerol, bovine serum albumin
(fraction V), No-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME), and angjotensin
11 were from Sigma (St. Louis, MO, USA). Protein A-Sepharose 6MB was from Pharmacia
(Uppsala, Sweden),**I-protein A was from ICN Biomedicals (Costa Mesa, CA, USA), and
nitrocellulose paper (BA85, 0.2 pm) was from Amersham {Aylesbury, UK). Sodium
thiopental (Amytal) and human recombinant insulin (Humulin R) were from Lilly
(Indianapolis, IN, USA). For determination of NOS activity, silica gel thin layer
chromatographic plates were obtained from the Fisher Chemical Company
(Pittsburg, PA, USA). B NADPH, 56735 tetrahydrobiopterin dihydrochloride, NP40,
pepstatin, arginase inhibitor [ S-(+)-2-amino-S-(iodocetamido) pentanoic acid], calmodulin,
iodocetamide, EDTA, and niacinamide were obtained from Calbiochem
(Darmstadt, Germany). 14 ¢ _L-arginine (300mCi/mmol, 100uCi/mi) was obtained from
Amersham (Aylesbury, UK). Mouse recombinant TNF-o. was from Calbiochem
(Darmstadt, Germany). Anti-phospho-JNK  (mouse monoclonal, recogmzing JNK
phosphorylated ~at Thr 183 and Tyr 185, sc-6254),  phospho-p38
(mouse monoclonal, recognizing p38 phosphorylated at Tyr 182, sc-7973), c-Fos (rabbit
polyclonal, sc-7202), c-Jun (rabbit polyclonal, sC-1694), nNOS
(rabbit polyclonal, sc-8309), and iNOS (mouse monoclonal, sc-7271) antibodies were
purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA). Anti-phospho-Akt
(rabbit polyclonal, recognizing Akt phosphorylated at Ser 473, #05-736) was purchased
from Upstate Biotechnology (Charlottesville, VA, USA) and phospho-FKHR
(FOXQ1-rabbit polyclonal, recognizing FOXO1 phosphorylated at Ser 236, #9461) was
purchased from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA).
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2.2 - Experimental animals

Eight-week old male Wistar rats (Rattus norvegicus) and the INOS knockout
mice and their respective wild type control (C57Bl/6J) were from the University of
Campinas Central Animal Breeding Center. The nNOS knockout mice and their respective
wild type control (C57BV/6J) were from a breeding colony established at Tropical Medicine
Institute, Univestity of S3o Paulo. The iNOS knockout mice founders were purchased from
the Jackson Laboratory and are derived originally from the colony established at the
University of Virginia [18]. The aNOS knockout mice were kindly donated by Ted M.
Dawson from the Johns Hopkins University [19] and were produced by homologous
recombination, as originally described [20]. The experimental animals were maintained on
a 12 h-light/dark cycle and allowed ad libitum access t0 standard rodent chow and water.
Food was withdrawn 6 h before the experiments. All experiments were conducted in accord
with the principles and procedures described by the NIH Guidelines for the Care and Use of
Experimental Animals and were approved by the State University of Campinas Ethical

Committee.

2.3 - ICV cannulation

Rats and mice were stereotaxically instrumented using a Stoelting stereotaxic
apparatus, according to a method previously described [21]. The correct location of the
cannula was tested one week after cannulation by the evaluation of the drinking response
elicited by ICV angiotensin I [22]. Stereotaxic coordinates were: antero-posterior 0.2
mm/lateral 1.5 mm/depth 4.0 mm for rats; and antero-posterior 0.15 mm/lateral 0.7
mm/depth 2.2 mm for mice.

2.4 - Protocol for food ingestion determination

ICV cannulated rats were food deprived for 6 h (from 12 to 18 h) and at 18 h
were ICV treated with insulin (2.0 pl, 10 M), TNF-at (2.0 ul, 10° 107 1010210 M),

or saline (2.0 ul). Food ingestion was determined over the next 12 h. ICV cannulated mice
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were food deprived for 6 h. At 18 h, mice were treated with insulin (1.0 nl, 10° M),
TNF-¢. (10° and 10" M), L-NAME (1.0 pl, 10® M) or saline. Food ingestion was
determined over the next 12 h. Mice were also evaluated for mean daily spontaneous food
intake. For this, non-ICV-cannulated mice were placed in metabolic cages and food intake
was determined daily at 8 h. For each animal the determinations were performed for four

consecutive days.

2.5 - Tissue extraction, immunoblotting and immunoprecipitation

ICV cannulated rats and mice were anesthetized and acutely treated with saline
(2.0 ), insulin or TNF-c.. After 5 - 180 min, according to each experiment, the
hypothalami were dissected and immediately homogenized in solubilization buffer at 4°C
[1% Triton X-100, 100 mM Tris-HCI (pH 7.4), 100 mM sodium pyrophosphate, 100 mM
sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium orthovanadate, 2.0 mM PMSF and 0.1 mg
aprotinin/mi}] with a Polytron PTA 20S generator (model PT 10/35; Brinkmann
Instruments, Westbury, NY, USA). Insoluble material was removed by centrifugation for
20 min at 9,000 x g in a 70.Ti rotor (Beckman, Fullerton, CA, USA) at 4°C. The protein
concentration of the supernatants was determined by the Bradford dye binding method.
Aliquots of the resulting supernatants containing 2.0 mg of total protein were used for
immunoprecipitation with antibodies against c-Fos at 4°C ovemight, followed by
SDS/PAGE, transfer to nitrocellulose membranes and blotting with anti-c-Jun. In direct
immunoblot experiments, 0.2 mg of protein extracts were separated by SDS-PAGE,
transferred to nitrocellulose membranes and blotted with anti-phospho-JNK, phospho-p338,
c-Fos, c-Jun, iNOS, nNOS, phospho-Akt and phospho-FKHR (FOXO1) antibodies.

2.6 - Quantification of NOS activity

As previously described [23,24], the hypothalami from Wistar rats were
homogenized in phosphate-buffered-saline (PBS) (PBS- isotonic PBS, pH 7.4), containing
1% NP4, 2.0 mM PMSF, 1.0 uM pepstatin, 20 mM EDTA, 3.7 mg/ml iodocetamide.
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The samples were left on ice for 30 min and spun for 20 min at 20,000 x g in a micro
centrifuge. The crude supernatant was aspirated and protein was estimated using a
Detergent Compatible protein assay from BioRad Laboratories (Hercules, CA, USA).
For each NOS assay, 30 ug of sample from the tissue extracts was added to the reaction
mixture (50 ul), which consisted of 33.3 mM Pipes-NaOH, pH 7.0, 0.12 mM NADPH, 0.4
mM CaCl,, 0.33 pg/mi catmodulin, 0.33 mM DTT, 0.33 mM EDTA, 1.0 mM niacinamide,
50 uM tetrahydrobiopterin, 0.17 mg/m! arginase inhibitor and 0.15 pl of * C -L.-arginine.
The incubation was carried out at 37° C for specified time periods. The NOS reaction was
terminated by adding 2.5 volumes of cold methanol. The samples were left on ice for 20
min and centrifuged at 20,000 x g for 10 min using a microcentrifuge. The liquid was then
directly spotted onto a silica gel TCL plate, air dried, and subjected to chromatography. For
this, the solvent used was ammonium hydroxide: chloroform: methanol:water (2:0.5:4.5:1).
Chromatography was performed until the solvent front reached at least 10 ¢m from the
origin. After chromatography, the radioactivity in the TCL plates was counted using a
radioactivity scanner. The amount of ¥ ¢ citrulline that corresponded to each of the

samples was counted and compared with that of the zero time point.

2.7 - Statistical analysis

Specific protein bands present in the blots were quantified by densitometry.
Mean values + SEM obtained from densitometric scans and mean + SEM values for all
remaining parameters evaluated in the study were compared utilizing Student’s #-test for
paired samples or by repeat-measure analysis of variance (one-way or two-way ANOVA)
followed by post hoc analysis of significance (Bonferroni test) when appropniate. A p<0.05

was accepted as statistically significant.

3 - Results and discussion

The cytokine TNF-o acts through at least two distinct receptors, TNF-R1 and
I'NF-R2 [25]. TNF-R2 is expressed mostly in cells of the immune system and is thought to

play an important role in the ontogenesis and differentiation of lymphoid tissues [25],
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whilst TNF-R1 is widely distributed and mediates TNF-a signaling towards activation of
pro-inflammatory responses, control of gene expression, regulation of apoptosis,
and production of NO, amongst a number of other functions [26]. Both types of receptors
have been found in the central nervous system, including the hypothalamus [27].
However, little is known about their specific functions in this site. In fact, no previous study
has evaluated the capacity of TNF-ct to activate pro-inflammatory signal transduction in the
hypothalamus of rodents. Therefore, we stared by determining the time-course and
dose-response effects of ICV injected TNF-c upon JNK and p38 signaling, two of the most
important pathways activated by TNF-c. As shown in Figure 1A, TNF-u induces the
phosphorylation-activation of JNK, starting at 5 min and reaching a peak at 10 min. This
effect was already detected at a dose as low as 10"° M and reached a peak at 107 M
(Fig. 1B). In addition, TNF-o induced the phosphorylation-activation of p38, peaking at 10
min (Fig. 1C). These effects were accompanied by a time dependent induction of the
transcription factor AP1, which started at 5 min and was maintained for at least 15 min
(Fig. 1D). Finally, the effects of TNF-o resulted in the induction of expression of c-Fos,
detected at 60 min (Fig. 1E) and of c-Jun, detected at 15 min (Fig. 1F), and lasting for at

least 60 min.

Next, we evaluated the capacity of TNF-c to induce the catalytic activity of
NOS in hypothalamus. Although TNF-o. dependent activation of NOS activity has been
widely characterized in peripheral tissues [14,28], no previous study has examined this
property in the hypothalamus. For this, rats were ICV cannulated and treated with 2.0 ul
10 M TNF-o.. Hypothalami were obtained at 0, 10 and 30 min and samples were prepared
for determination of NOS activity using a chromatographic method that allows the
measurement of citrulline production. As shown in ¥igure 2, TNF-c was capable of rapidly
inducing the catalytic activity of NOS, which was already detected at 10 min and was still
present at 30 min. In other tissues, the ability of TNF-o. to induce NOS activity is directly
related to its capacity to induce the expression of NOS isoforms, mostly iNOS
[14,15,28,29]. Therefore, we employed an immunoblot assay, with isoform-specific
antibodies, to evaluate the effect of TNF-a on the hypothalamic expression of nNOS and
INOS. As depicted in Figures 3A and 3B, both low dose (102 M) and high dose (10 M)
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TNF-q, respectively, are capable of inducing the rapid expression of nNOS in this
anatomical territory. In both cases, significant increases of the amount of nNOS protein
were detected at 10 min and were still present at 120 min. Interestingly, the greatest effect
of TNF-¢. upon hypothalamic nNOS expression was obtained with the dose of 102 M
(Fig. 3C). Similarly, TNF-o. was also capable of inducing the expression of iNOS in
hypothalamus. This phenomenon was detected using either a low (102 M) (Fig. 3D) or a
high (10 M) (Fig. 3E) dose of TNF-a, and was somewhat delayed as compared with the
expression of nNOS, starting only at 30 min and lasting for at least 120 min. Once more,

the greatest effect of TNF-a occurred with 2 dose of 102 M (Fig. 3F).

Since TNF- is capable of inducing the expression and activity of NOS, and
considering that NO has a remarkable effect on food intake [30-32], we decided to evaluate
whether, at least part of the modulatory effect exerted by TNF-o. on the hypothalamic
insulin action on feeding would depend on the activation of NOS. First, we determined the
effect of a previous dose of TNF-c on insulin-inhibited food intake. For this, rats were ICV
cannulated and after the recovery period, were treated with saline, insulin alone, 10 M
TNF-ut alone, 10° M TNF-¢ alone, 102 M TNF-« followed by insulin, or 10° M TNF-a
followed by insulin. As shown in Figure 4A, insulin alone promoted a reduction of 45% on
food intake, TNF-g at the concentration of 107'° M exerted no effect on food intake, whilst
at the dose of 10° M led 1o a reduction of 20% on food intake. Interestingly,
the pre-treatment with 10> M TNF-c: produced an inhibitory effect on insulin action such
that food intake was only 18% lower than in the control. Finally, the pre-treatment with
10® M TNF-o produced no effect on the hypothalamic action of insulin on feeding.
To evaluate if the pharmacological inhibition of NOS would exert any modulatory effect on
TNF-c dependent control of insulin action on feeding, C57BY/6] mice were ICV pre-treated
with L-NAME and then treated with TNF-o¢ and insulin. As depicted in Figure 4B,
L-NAME completely abolished the inhibitory effect of TNF-o 1077 M upon
insulin-inhibited food intake, suggesting that most of the effect of this dose of TNF-a on
insulin action is mediated through NOS. Next, to examine the participation of the NOS
isoforms in TNF-c dependent modulation of the insulin action on feeding we used

knockout mice for the nNOS and iNOS isoforms. The mean daily food intakes of the
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knockout strains were not different from that of the control (Fig. 4C). In addition, in all
three strains of mice analyzed (C57BV/6J, aNOS knockout and iNOS knockout) insulin
exerted a similar effect on food intake, promoting an inhibition of approximately 50%
(Figs. 4B, 4D and 4E). With regard to the effects of the pre-treatment with TNF-ct on the
action of insulin on feeding, control and nNOS knockout mice had similar responses,
presenting results proportional to those seen in rats. Thus, 107* M TNF-c inhibited, while
10 M TNF-a. exerted no effect on insulin action (Figs. 4B and 4D). However, in iNOS
mice the results were contrasting. In these mice, the pre-treatment with 1072 M TNF-o
exerted no inhibitory effect on the insulin action on food intake (Fig. 4E). In addition,
the pre-treatment with 10 M TNF-a enhanced the inhibitory effect of insulin (Fig. 4E).

Finally, to determine whether the transduction of the hypothalamic insulin
signal towards Akt and FOXO1 would be somehow modified in NOS isoform specific
knockout mice, ICV cannulated mice were treated with saline or insulin and protein
extracts obtained from hypothalami were employed in immunoblot experiments. As shown
in Figures 4F and 4G, no differences in insulin-stimulated phosphorylation of Akt and
FOXO1 were detected in nNOS and iNOS knockout mice as compared with control.
In iNOS knockout mice, the basal phosphorylation state of both Akt and FOXO1 were
higher than in control and naNOS knockout mice. However, upon pre-treatment with
TNF-c, control and nNOS knockout mice presented a significant inhibition of
insulin-induced phosphorylation of Akt and FOXO1, a phenomenon not observed in iINOS
knockout mice (Figs. 4G and 4F).

As a whole, this siudy shows that TNF-o. is capable of activating signal
transduction through pro-inflammatory pathways in the hypothalamus. In addition,
TNF-a. is demonstrated to be capable of activating nNOS and iNOS protein expression in
hypothatamus, which is accompanied by increased NOS catalytic activity. The optimal
dose for TNF- to activate signal transduction through JNK is somewhat higher than the
optimal dose required for induction of expression of the NOS isoforms, suggesting that the
TNF-o-induced expression of iNOS and nNOS occurs though a pathway other than JNK.

The pathways used by TNF-o. to induce NOS expression and activity are controversial.
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Initially it was suggested that cytokines, including TNF-a., regulate NOS activity only by
controlling the intracetlular levels of tetrahydrobiopterin [33]. However, it was later seen
that TNF-¢ can also control iNOS gene expression through protein tyrosine kinase signal
transduction [34]. More recently, the participation of p38 in the TNF-c-induced expression
of iNOS was suggested by indirect methods [35]. Interestingly, the effect of TNF-o upon
food intake is also dose dependent. When acting alone, a high dose of TNF-a inhibits food
intake, while no regulation is produced by a low dose. Conversely, only a low dose of
TNF-a is capable of hampering the effect of insulin on feeding. The defective expression of
iNOS, but not of nNOS, completely abolishes the effect of TNF-o. upon insulin action.
This phenomenon is independent of the modulation of insulin signal transduction through
Akt and FOXO1.

Taken together, the results of this investigation and of previous studies [1-3,9]
suggest that TNF-ct acts in the hypothalamus producing different effects depending on its
local concentrations. At high levels, it stimulates canonical pro-inflammatory signal
transduction, which is accompanied by an inhibitory effect on food intake. This effect is not
incremented by insulin. Conversely, at low level there is no effect of TNF-a upon classical
pro-inflammatory signaling but there is a remarkable effect on NOS isoforms expression
and on NOS activity. This is accompanied by an inhibitory effect on hypothalamic insulin
action, but by no independent effect on food intake. At this point we are unable to define if
the effects herein reported are solely due to an increased local production of NO or are
dependent on the presence of NO-derived metabolites such as peroxynitrite, as reported in
other experimental condition of inflammation in the central nervous system [36].
Nevertheless, since no regulation of insulin signal transduction was seen in iNOS deficient
mice we suspect that the NO produced by iNOS in response to TNF-a confronts the action
of insulin through a direct effect on neurotransmitter production or release. In this regard, it
has been previously shown that NO may impair hypothalamic serotonin release and
increase dopaminergic activity, both leading to the modulation of food intake [30-32].
In the presence of pro-inflammatory activation, such as during high dose TNF-a
stimulation, the inhibitory effect on insulin action is lost probably due to the engagement of
mechanisms that have not been completely elucidated, which participate in the classical

anorexigenic effects of this cytokine [1,2].
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Legends for the figures

Figure 1. TNF-¢ signal transduction in hypothalamus. Anesthetized rats were ICV treated
with 2.0 pL, 10® M TNF-ct (A, C-F) or at the concentrations depicted in the figure (B).
After the time frames, as depicted in the figures (A, C-F) or after 10 min (B), hypothalami
were obtained for protein extract preparation. For direct immunoblot analysis (A-C, E, F),
samples containing 0.2 mg protein were separated by SDS-PAGE, transferred to
nitrocellulose membranes and blotted (IB) with specific antibodies to phospho-JNK
(p-JNK) (A, B), phospho-p38 (p-p38) (C); c-Fos (E) and c-Jun (F). For
immunoprecipitation followed by immunoblot, samples containing 2.0 mg total protein
were submitted to immunoprecipitation (IP) with antibodies to c¢-Fos (D);
immunoprecipitates were collected with Protein A-Sepharose and separated by SDS-PAGE,
transferred to nitrocellulose membranes and blotted with antibodies to c-Jun. Specific bands
were quantified by densitometric analysis. In all experiments, n = 4; *p<0.05 vs. time 0

(A, C-F) or vs. concentration 0 (B). Results are presented as mean + SEM.

Figure 2. TNF-a - induced activation of nitric oxide synthase catalytic activily.
Anesthetized rats were ICV treated with 2.0 pL, 10° M TNF-o. After the time points
depicted in the figure, the hypothalami were obtained for extract preparation. The reaction
was carried out as described under Materials and methods. Citrulline was separated by TLC
and the radicactivity in the TCL plates was counted using a radioactivity scanner. The
amount of ** C citrulline that corresponded to each of the samples was counted and
compared with the zero time point. Results are presented as mean = SEM; n = 4; *p<0.05

vs. fime O min.

Figure 3. Induction of nNOS and iNOS expression by TNF-a. Anesthetized rats were ICV
treated with 2.0 pL, 102 M (A and D), 10 M (B and E) TNF-« or at the concentrations
depicted in the figures (C and ). After the time points depicted in the figures
(A, B, D and E) or after 30 min (C and F), hypothalami were obtained for protein extract
preparation. Samples containing 0.2 mg protein were separated by SDS-PAGE, transferred
to nitrocellulose membranes and blotted (IB) with specific antibodies to nNOS (A-C) or

iNOS (D-F). Specific bands were quantified by densitometric analysis. In all experiments,
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n = 4; *p<0.05 vs. time 0 (A, B, D and E) or vs. concentration 0 (C and F). Results are

presented as mean + SEM.

Figure 4. Role played by NOS isoforms in the control of food intake and insulin signal
transduction. Twelve-hours food intake determination was performed in ICV cannulated
Wistar rats (A), C57Bl/6 (WT) mice (B), nNOS knockout mice (D) and iNOS knockout
mice (E). For this, animals were food deprived from 12 to 18 h and then treated with saline
(S), insulin (I) (10° M), TNF-. (T) (10"*? or 10° M), L-NAME (L) (10° M), insulin
(10° M) plus TNF-c (107 or 10® M) or L-NAME (10 M) plus insulin (10° M) plus
TNF-o (102 or 10® M) (volumes were 2.0 ul for rats and 1.0 ul for mice). Food was
reintroduced and spontaneous ingestion was determined over the next 12 h. Twenty four
hours spontaneous food intake was determined for C57Bl/6 (WT), nNOS knockout mice
and INOS knockout mice (C). Insulin signal transduction towards Akt (F) and FOXO1 (G)
was determined in C57BL/6 (WT), nNOS knockout mice and iNOS knockout mice. For this,
anesthetized mice were ICV treated with 1.0 pl saline (-), 10° M insulin (+) or 102 M
TNF-o. plus insulin (+ +) and, after 10 min, hypothalami were obtained for protein extract
preparation. Samples containing 0.2 mg protein were separated by SDS-PAGE, transferred
to nitrocellulose membranes and biotted (IB) with specific antibodies to phospho-Ser*™ Akt
(F) or phospho-Ser”® FOXO! (G). Specific bands were quantified by densitometric
analysis. In all experiments, n = 4. In A-E, *p<0.05 vs. saline treated (S);, §p<0.05 vs.
insulin treated (I). In F-G, *p<0.05; n.s., not significant. Results are presented as mean +

SEM.
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A citocina pro-inflamatéria TNF~t induz a ativagdo de NOS em hipotalamo de
roedores. Tal fendmeno ¢ acompanhado pelo aumento da expressdo de pelo menos duas
isoformas da enzima, as isoformas nNOS e iNOS. Tanto a ativagio de vias de sinalizagao
celular pro-inflamatorias, como 2 indugdo de expressdo de iNOS ¢ nNOS pelo TNF-a. em
hipotalamo ocorre de acordo com um padrao dose-dependente. Entretanto, as doses otimas
para cada evento sdo distintas, de tal forma que a indugdo da via pro-inflamatoria ocorre
com doses mais elevadas de TNF-a enquanto a indugiio da expressdo de nNOS e iNOS
ocorre em doses mais baixas. O TNF-o também exerce um efeito modulador sobre a
atividade anorexigénica da insulina neste territorio anatémico. Aqui também ocorre uma
regulagio dependente da dose de TNF-a.. Assim, agindo de forma isolada, doses mais
elevadas de TNF-a. inibem a fome enquanto doses baixas da citocina ndo tem efeito
detectavel, porém, em associagdo com a insulina, doses elevadas do TNF-a. ndo tem efeito
enquanto doses baixas podem inibir a agio deste hormodnio. Utilizando camundongos
knockout para nNOS e iINOS observamos que somente a deficiéncia de iNOS ¢ capaz de
modificar o padrio de agdo do TNF-o sobre a atividade anorexigénica da insulina. Nestes
animais as doses baixas de TNF-¢ ndio modulam a agfo anorexigéncia da insulina enquanto
doses elevadas promovem uma potencializagio da a¢io do hormoénio. Em conclusdo,
o TNF-ct atua sobre iNOS produzindo um efeito regulador sobre a agio anorexigénica da
insulina. A isoforma nNOS também pode ser regulada por TNF-a no hipotalamo mas tal

regulagiio ndo interfere com a agfio da insulina neste sitio anatdmico.
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Materiais ¢ Métodos
Anticorpos e Reagentes

Utilizamos anticorpos policlonais para as proteinas fos e jun, INOS, nNOS
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.CA), p-AKT (Upstate Cell Signalling Solutions}) e p-FOXO
(Cell Signalling Technology). Reagentes para determinaggo das proteinas totais (Biureto),
SDS/PAGE e immunoblotting foram obtidos da Bio-Rad (Richmond, CA, USA). Proteina
A-Sepharose 6MB foi obtida da Pharmacia (Uppsala, Sweden), 1251_Protein A e membranas
de nitrocelulose foram obtidas da Amersham Corp. (Aylesbury, UK). TNFa foi obtido da
Calbiochem USA.

Animais

Para o estudo foram utilizados ratos machos da cepa Wistar provenientes do
CEMIB da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os animais de 8 semanas
foram acomodados em gaiolas coletivas, em mimero maximo de 5 animais por unidade,
mantidas em ambiente silencioso, com temperatura controlada, em ciclo de 12 horas de
periodo diurno (das 07:00 as 19:00 horas) e 12 horas de periodo noturno
(das 19:00 as 07:00 horas) mantidos artificialmente. Os animais foram divididos em 6
grupos, correspondentes ao0s time courses para TNFq (5,15,20,30,60,120,180 minutos)
recebendo agua “ad libitum”e ragdo Purina (contendo 2,3 mg de sodio por grama de ragéo).
Foram seguidas as recomendagdes do Comité de Etica em Pesquisa Animal. Foi utilizado
também camundongos C57BI/6 knockouts (KO) para a isoforma da enzima nNOS
(nNOS -/-) e para a isoforma iNOS (iNOS -/-), com seus respectivos controles wild-type.

Procedimento cirfirgico e extra¢do do hipotilamo

Os animais (250-300g ou camundongos) foram anestesiados com ketamin
(100 mg/Kg, ip) ¢ posicionados sob o aparelho esterotaxico fixando sua cabega e boca. A

canula foi fixada em um lugar apropriado no aparetho. A coordenada € 0° no local onde sua
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boca foi fixada. Apos fixada a cabega foi feita a incis3o, o periosteo foi aberto expondo a
sutura sagital. As coordenadas lateral, anteroposterior e dorsoventral do ventriculo latera]
do hipotalamo foram obtidas do atlas Paxinos and Watson (Paxinos et al., 1980). O bregma
foi usado como ponto de referéncia e um orificio foi perfurado no osso parietal na jungio
das coordenadas lateral e anteroposterior. Dois pequenos orificios foram perfurados ao
redor do orificio central, e os parafusos de ago inoxidével serdio inseridos pela metade.
A canula foi posicionada no orificio central e abaixada cuidadosamente até que a
coordenada dorsoventral fosse alcangada. A cAnula foi fixada no crénio usando uma resina.
Apbs a secagem da resina o animal foi retirado do aparelho e ficou 7 dias se recuperando
do procedimento cirGrgico. Apés estes sete dias, é realizado teste com angiotensina II
(2ul / 10*M) diluida em solugio salina, injetada na canula, para verificar se esta foi

corretamente inserida no hipotalamo. O efeito central da angiotensina € a sede no animal.

Infusées intracerebroventricular

Apos dois dias do teste de AIl, foi injetado na cdnula TNFa 10° M e
10? M / 2ul. Nos grupos para determinagio dose-resposta via TNFa, também foram
utilizadas as doses 10° 107 10 Em seguida, os animais foram anestesiados com
tiopental sodico (15 mg/100 g de peso, ip.), assegurando a perda dos reflexos. Apos
periodos pré-estabelecidos em fime-courses (5,15,20,30,60,120,180minutos) os animais
tiveram o hipotalamo retirado, o qual foi submetido & imunoprecipitagZo, immunoblotting

ou ensaio para detecgdio de NO.

Nos animais KO, foram seguidos trés grupos: um grupo recebeu apenas insulina
na canula (1), outro recebeu TNFa 10° M e uma hora depois, insulina e o outro grupo
recebeu TNF 1072 M e apds uma hora, insulina. Apés esses tratamentos, foram colocados
em gaiolas individuais com 40g de raggo, afim de que fosse realizada a medida da ingestdo
alimentar por 12 horas. Apds esse tempo transcorrido, 0s animais foram anestesiados € o
hipotalamo foi removido para a determinagio das proteinas da via de sinalizagfo insulinica,

a AKT e o fator de transcrigio FOXO, via preparagio de extrato total ¢ western blotting.
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Andlise de proteinas por immunoblotting

O hipotalamo extraido foi submetido a homogeneizagio em tampao de extragio
[1% Triton-X 100, 100 mmol/l Tris-HCI (pH 7.4), 100 mmol/1 pirofosfato de sodio, 100
mmol/l fluoreto de sodio, 10 mmol/l EDTA, 10 mmol/l ortovanadato de sodio, 2 mmol/l
PMSF; 0.2 mg/ml aprotinina], a 4°C. Os fragmentos celulares foram centrifugados
(11.000 rpm, 20 minutos, 4° C) para remogao do material insolitvel € o sobrenadante foi
utilizado para o ensaio. A determinacio do conteado de proteinas totais foi realizada pelo
método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando-se para isso, o reagente Biureto.
O sobrenadante foi utilizado para imunoprecipitagio overnight, 4 4°C, com anticorpos
especificos. O imunoprecipitado foi separado apos incubagdo com proteina A sepharose 6
MB 3 4°C. Apés lavagem e centrifugacdo, as proteinas precipitadas foram tratadas com
tampdo de Laemmli (Laemmli, 1970) e aquecidas rapidamente em agua fervente. Em
seguida, foram submetidas & eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE.
A eletrotransferéneia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelnlose foi realizada
em aparetho miniaturizado de transferéncia da BIO-RAD, como descrito por Towbin
(Towbin et al., 1979). A ligagio dos anticorpos 2 proteinas ndo-especificas foi reduzida por
pré-incubagfio da membrana em tampao de bloqueio (5% leite em pd desnatado, 10 mmol/]
Tris, 150 mmol/l NaCl, 0.02% Tween 20) a temperatura ambiente. A membrana foi entdo
incubada overnight com anticorpos especificos diluidos em tampdo de bloqueio
(3% leite em pé desnatado). Apos, foi incubada com 5 pCi de ['*T] Proteina A (30 nCi/ug)
em tampdo de bloqueio & temperatura ambiente. A proteina A ['2*1] ligada aos anticorpos
especificos foi detectada e quantificada por autoradiografia em filmes Kodak XAR
(Eastman Kodak, Rochester, NY). Para isso, o cassete contendo a membrana € o filme foi
mantido a temperatura de - 80°C, e apdés 12-48 horas, as bandas identificadas na
autoradiografia foram quantificadas nas suas areas utilizando-se densitometria optica. Para
tal, foi utilizado um scanner de mesa ColorPage HR6X (Genius) e o programa Scion Image

(Scioncorp).
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Quantificacio da atividade da NOS

Apo6s sua remogio, os hipotalamos foram colocados em tampéo composto por
PBS pH 7.4, contendo 1% de NP40 (Calbiochem, USA), 2mM de PMSF, 1pM de
pepstanina, 20mM de EDTA e 3.7 mg/ml de iodocetamida (Calbiochem USA).
As amostras sio colocadas em gelo por 30 minutos e centrifugadas por 20 minutos a 20000
x g em microcentrifuga. O sobrenadante foi aspirado e a proteina estimada pelo método

biureto.

Para cada amostra de NOS, 30ug de amostra do tecido foi adicionada 4 mistura
de reacdo (50ul) : 33.3 mM de Pipes-NaOH pH 7.0; 0.12 mM NADPH, 0.4 mM CaCl,,
0.33ug/ml de calmodulina, 0.33 mM DTT, 0.33 mM de EDTA, 1 mM de niacinamida
(Calbiochem, USA), 50pl de “C-L-arginina (Amershan Biosciences UK Limited).
A incubagdo foi em periodos especificos de tempo & 37° C. A reagao de NOS foi concluida
adicionando 2.5 volumes de metanol gelado. As amostras foram deixadas no gelo por 20
minutos e centrifugadas a 20000 x g por 10 minutos em uma centrifuga. O liquido foi entdo
colocado em uma placa TLC gel de silica, seca, e entdo submetida a cromatografia. Para
isso, o solvente usado foi hidréxido de ambnio:cloroférmio:metanol:agua (2:0.5:4.5:1).
A cromatografia foi executada até que o solvente alcangasse pelo menos 10 cm da origem.
Apds a cromatografia, a radioatividade nas placas de TLC foram contadas usando um
scanner radioativo. A quantidade de '*C citrulina que correspondia a cada amostra foi

contada e comparada com o tempo zero.
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