ERICA PENTEADO

Tratamento com topiramato melhora a
sensibilidade hipotalamica a insulina em

camundongos obesos

CAMPINAS
2011



é‘% UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
SN

UNICAMP

Faculdade de Ciéncias Médicas

Tratamento com topiramato melhora a sensibilidade

hipotalamica a insulina em camundongos obesos

Erica Penteado

Tese de Mestrado apresentada a Pos-Graduacdo da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas para obtencdo do titulo de
Mestre em Clinica Médica, drea de concentragcdo em
ciéncias bdsicas. Sob a orientacdo da Profa. Dra.

Patricia Oliveira Prada.

Campinas, 2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
ROSANA EVANGELISTA PODEROSO — CRB8/6652
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
UNICAMP

Penteado, Erica, 1973 -

Paart Tratamento com topiramato melhora a
sensibilidade hipotalamica a insulina em
camundongos obesos. / Erica Penteado. --
CGampinas, SP : [s.n], 2011.

Orientador : Patricia de Oliveira Prada
Dissertagéo (Mestrado) - Universidade
Estadual de Campinas, Faculdade de Ciéncias

Madicas.

1. Insulina. 2. Hipotalamo. 3. Metabolismo
energético. 4. Ingestdo de alimentos. 5.
Obesidade. I. Prada, Patricia de Oliveira. 1.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade
de Ciéncias Médicas. . Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Topiramate improves insulin sigmalling the hypothalamus of mice on
high-fat diet

Palavra-chave em inglés:

Insulin

Hypothalamus

Energy metabolism

Eating

Cbesity

Area de Concentracéo: Ciéncias Basicas
Titulagao: Mestre em Clinica Médica
Banca examinadora:

Patricia de Oliveira Prada [Orientador]
Maria Helena Melo Lima

Paty Karoll Picardi

Data da defesa: 18-11-2011

Programa de Pos-Graduacao: Clinica Méedica



Banca examinadora da Dissertacdo de Mestrado

trica Penteado

Orientador: Prof. Dr2. Patricia de Oliveira Prada

Membros:

]

./, /
1. Prof. Dr?. Patricia de Oliveira Prada /&Lpua ol (),(,Lx)&uu, =

(
2. Prof®. Dr®. Maria Helena Melo Lima »&N\& R St

3. Prof®. Dr®. Paty Karoll Picardi Aﬂ]A e

Curso de Pés-Graduagdo em Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 18/11/2011




SUMARIO

RESUMO .uucuiiiiiiisnnnnennnsnessinssnssesssssssssessssssssssssssssessasssssssssssssassassassssssasssssns 07
ABSTRACT uuiiiinininsneninsnnsnensesssnssessssssessessssssesssssssssssssssssssassassassssssasssssss 10
ADTEVIALUTAS cuveereireinensensaeinnsansncsensanssessasssessessasssesssssssssessassssssassassasssassassasens 12
1. INTRODUQGAO.....ccueereerernerssessssssesssssessesssssesssssssessessassassasssessessessesesses 14
1.1. Diabetes Mellitus Tipo 2......cccocueeiiieiiiiiiiniiiiieieinitcieceese e 15
1.2. Obesidade e resisténcia a inSulina...........cocceeevvieeriieeiiiinieenieeniee e 17
1.3 TOPITAMALO ....eeeieieeieeeiie ettt ettt eeebeeebaeesee e e nbeesabeeenseeenneeas 22
2. OBJETIVO..iininneeninnnnensinsnessessesssesssssssssessssssssssssssssassasssssssssssssssss 25
3. MATERIAL E METODOS ......ccommccrummcssmmmnssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 27
3.1. Anticorpos, reagentes qUImMIiCOS € MALEIIALS........cevveerrrerueereerieneeneenenennns 28
3.2. Solugdes UtHZAAAS .......eevueierieeciie et 28
3.3. Animais € grupos eXpPerimentaiS.........ccceerureerueereeensreenieeerireeseeesneesneenns 30
3.4. Canulagao de ventriculo lateral............cccecveeviiiniiiniieniie e 31
3.5. Extracdo de tecidos, imunoblot € imunoprecipitaCao .........cceevveerveerevennne 32
3.6. Determinacao da POSOlOZIA.........eevuieeriiieiieeiiieetteeiee et 33
3.7. Estudo da regulacao do gasto energétiCo .......cccevvveervueerueerriveeneeenieenieenns 33
3.8. Apresentacdo dos Dados e Andlise Estatistica..........cccecueerviverneeeiieenneene 33
4. RESULTADOS ..ucouuiiiienicsnensnnnsnnisnnssnsssnssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssassss 35
5. DISCUSSAQ.c...ouircisnmicssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssmssssssmssssssssssssasssss 46
6. CONCLUSAQ ..ccuuuurrrcrsmmsscsssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssmsssssssssssssssssssasssss 49

7. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ........cvvensreerrersrensssesssssssssssessssssssssenes 51



RESUMO



O topiramato (TPM) € utilizado atualmente no tratamento da epilepsia e da enxaqueca por ser
antagonista do receptor AMPA/KA e por aumentar o receptor de GABA, desencadeando a
estabiliza¢do dos canais de sodio e célcio. O efeito colateral mais conhecido dessa droga € a
perda de peso, o aumento do gasto energético e da termogénese. Os hormonios anorexigénicos
insulina e leptina regulam a atividade de popula¢des distintas de neurdnios que controlam o
balanco energético via ativacdo da via IR/PI3K/Akt e OBR/JAK2/STAT3 respectivamente.
Entretanto, desconhece-se se o efeito do TPM na perda de peso é decorrente de alteracdes da
acdo insulinica ou de leptina no hipotdlamo. Assim, o objetivo do estudo € investigar se o
tratamento com essa droga altera a sinalizacdo da insulina e da leptina em hipotdlamo de
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (DH) ou rag¢do padrao. Camundongos Swiss
obesos ou com dieta padrdao foram submetidos a cirurgia estereotdxica para inser¢do de canula
no ventriculo lateral. Apés uma semana de recuperagdo, as canulas foram testadas, e os
animais foram tratados com 110mg/kg/dia de TPM, via gavagem, por sete dias, tendo sua
ingestdo alimentar e peso corpdreo monitorados diariamente. Observou-se que os animais em
DH, tratados com TPM, possuem um menor ganho de peso e de ingestdo alimentar do que
seus controles, tratados com veiculo. Nao houve, porém, diferenca quanto ao ganho de peso e
ingestao alimentar dos animais tratados com a droga ndo obesos. Observou-se um aumento da
termogénese nos animais obesos tratados com TPM pelo aumento da expressdo da proteina
UCPI, proteina desacopladora mitocondrial do tecido adiposo marrom, e também pelo
aumento do consumo de O2 e producdo de CO2, marcadores de termogénese. A nivel
molecular, os animais obesos apresentaram reducdo da fosforilagao do receptor de insulina,
IRS-1 e Akt induzidos por insulina e reducio da fosforilacdo de OBR/JAK2/STAT3 induzida
por leptina em hipotdlamo. Entretanto, o tratamento com TPM reverteu este efeito, sugerindo
que o tratamento com a droga induz uma melhora da acdo/sinalizac¢do insulinica e de leptina
no hipotdlamo de camundongos obesos. Dessa maneira, sugere-se que o tratamento com TPM,
pelo menos a curto prazo, melhora da agdo e sinalizacio da insulina e leptina em hipotdlamo,
podendo ser um dos mecanismos pelos quais ocorre reduc¢do da ingestdo alimentar e aumento
do gasto energético nesses animais. Essa alteracdo de ingestdo e de termogénese pode
contribuir para a reducido da adiposidade de camundongos obesos tratados com topiramato.
Assim, essa droga parece ter um potencial terapéutico no tratamento da obesidade e da

resisténcia a insulina.



Palavras-chaves: insulina, hipotalamo, metabolismo energético, ingestiao de alimentos,

obesidade
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Topiramate (TPM) is an anticonvulsant drug used for the treatment of epilepsy and
prophylaxis of migraine. Weight loss is a frequently side effect reported in patients and
animal models treated with TPM. In animal models topiramate may increase levels of
hypothalamic corticotropic-releasing hormone (CRH), which is an anorexigenic neuropeptide
and may decrease food intake. Some studies showed that topiramate may decrease energy
storage, and thus increase energy expenditure and thermogenesis. However, the mechanisms
by which TPM reduces body weight are not completely known so far. The hypothalamus is
acknowledged as an important regulator of whole-body energy homeostasis by integrating
nutrient and hormones signals from central and peripheral inputs. Anorexigenic hormones
such as insulin and leptin regulate the activity of distinct neuron populations that control
energy balance via IR/PI3K/Akt/Foxol pathway or OBR/JAK2/STAT3 pathway
respectively. However, if topiramate alters hypothalamic insulin or leptin sensitivity is not
known. Thus, in the present study, we asked whether topiramate treatment alters energy
balance by altering insulin and leptin action/signaling in the hypothalamus from control and
diet-induced obesity (DIO) mice. Our data provide evidence that short treatment with
topiramate improves hypothalamic insulin and leptin signaling and action in obese mice. The
improvement of hypothalamic insulin and leptin may reduce food ingestion and increase
energy expenditure by increases in CRH and TRH mRNA expression. The lower food intake
and higher energy expenditure induced by topiramate treatment may reduce obesity in mice
on high fat feeding and may be an alternative therapy for obese treatment.

KEY WORDS: insulin, hypothalamus, energy metabolism, food intake, obesity.
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ABREVIATURAS
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Akt — Proteina quinase B/Akt

AMPK- Proteina quinase ativada por AMP

ATP- Adenosina trifosfato

GLUT 4 — Transportador de glicose 4

IRB (Insulin Receptor B)— Subunidade 3 do receptor de insulina

IRS 1/2 (Insulin Receptor Substrate 1/2) — Substratos 1 e 2 do receptor de insulina

ITT- Teste de tolerancia a insulina

TPM- topiramato

MAPK- Proteina quinase ativadora de mitose

NasP,0, - Pirofosfato de sédio

ob/ob — Camundongo obeso com mutacio no gene da leptina

PI-3 quinase — Fosfatidil-inositol 3 quinase

PTP 1B (Protein Tyrosine Phosphatase 1 B) — Proteina tirosina fosfatase 1B

TNFo (Tumor Necrosis Factor o) — Fator de necrose Tumoral o

ICV - Intracerebroventricular
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1.1- Diabetes Mellitus Tipo 2.

O Diabetes Mellitus € uma sindrome de etiologia multipla, decorrente da falta de insulina
e/ou da incapacidade da mesma de exercer adequadamente seus efeitos, resultando em

resisténcia insulinica.

Desde a descoberta da insulina em 1921, muita estudiosos tém se dedicado ao entendimento
do mecanismo molecular de a¢do deste hormodnio. A importancia do estudo da agdo da
insulina € dada pela prevaléncia da resisténcia a insulina, presente na patogenia de diversas
doencas como obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e associada a outras enfermidades

L, . . . . .1
endocrinas como hlpercortlsohsmo c acromegaha .

A insulina € o hormoOnio anabdlico mais conhecido e € essencial para a manutengdo da
homeostase de glicose e do crescimento e diferenciacdo celular. Esse hormonio € secretado
pelas células a das ilhotas pancredticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de
glicose e aminodcidos ap0s as refeigdes. A insulina regula a homeostase de glicose em varios
niveis, reduzindo a producdo hepdtica de glicose (via diminuicdo da gliconeogénese e
glicogenodlise) e aumentando a captacdo periférica de glicose, principalmente nos tecidos
muscular e adiposo. A insulina também estimula a lipogénese no figado e nos adipdcitos e

reduz a lipdlise, bem como aumenta a sintese e inibe a degradagdo protéica.

A acdo da insulina na célula inicia-se pela sua ligacdo ao receptor de membrana plasmatica.
Este receptor estd presente em praticamente todos os tecidos dos mamiferos, mas suas
concentracdes variam desde 40 receptores nos eritrocitos circulantes até mais de 200.000 nas
células adiposas e hepdticas. O receptor de insulina é uma glicoproteina heterotetramérica
constituida por 2 sub-unidades alfa e duas subunidades beta, unidas por ligacdes dissulfeto’.
A sub-unidade alfa € inteiramente extracelular e contém o sitio de ligacdo da insulina. A sub-
unidade beta € uma proteina transmembrana responsdvel pela transmissdo do sinal e possui
atividade tirosina quinase3. A insulina induz a autofosforila¢do do receptor, aumentando a sua
capacidade de fosforilar um ou mais substratos protéicos intracelulares. A fosforilagdao de
seus substratos dd inicio a uma série de eventos incluindo a cascata de reacoes de fosforilagao

. - . P . 45,6
e desfosforilacdo que regula os seus efeitos metabdlicos e de crescimento ™.
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O primeiro substrato protéico descrito recebeu o nome de substrato 1 do receptor de insulina
ou IRS-1*. O DNA complementar (cDNA) do IRS-1 prevé uma proteina de 1235
aminoécidos, sendo inicialmente denominada ppl85 por sua mobilidade eletroforética.
Posteriormente, foi observado que uma outra proteina de 190 kDa, identificada como IRS-2,
é rapidamente fosforilada nos grupos tirosina em resposta 2 insulina’. Estas proteinas sdo de
localizagdo citoplasmatica e apresenta sitios de fosforilacdo em residuos tirosina com a
seqiiéncia repetida YMXM ou YXXM, onde Y € tirosina, M € metionina, e X € qualquer
aminodcido. A fosforilagdo da tirosina permite sua associagdo a proteinas que possuem
dominios SH2 e SH3 de reconhecimento especifico para fosfotirosina™®®,

Desta forma, as proteinas IRS-1/2 desempenham fun¢do essencial na transmissdo do sinal
insulinico e a fosforilagdo desses substratos permite a interacdo com diversas proteinas

adaptadoras ou com atividade enzimatica, caracterizando o efeito pleiotrépico da insulina.

Ha uma estreita associagdo entre a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase) com
IRS-1/2 apés estimulacdo com insulina’. A PI 3-quinase é uma enzima que contém dois sitios
SH2 e um SH3'’ e é a mais bem estudada molécula sinalizadora ativada pela IRS-1. E uma
serina/treonina quinase € tem um papel importante em muitos processos celulares, incluindo
proliferacdo celular e captacdao de glicose. A molécula do IRS-1, quando fosforilada em
tirosina, permite a sua associacdo ao dominio SH2 da sub-unidade regulatéria da PI 3-

1

quinase, levando a ativacdo desta enzima !, Esta enzima catalisa a fosforilagdo do

fosfatidilinositol (PI), do fosfatidil-inositol-4-fosfato (PI-4P) e do fosfatidilinositol-4,5-
difosfato (PI-4,5P2), resultando na estimulacio do transporte de glicose®'".
Algumas proteinas, como a p70S6K e AKT (proteina quinase B/PKB) sao ativadas pela via

ligada a PI 3-quinase'>"” e tém um papel importante na regulacdo da expressio de genes e no

. ., L, 14
crescimento celular em resposta a inimeros estimulos ™.

A acdo insulinica pode ser afetada de maneiras diferentes por estados fisioldgicos ou fatores
circulantes. A secrecdo ou administragdo em excesso de glicocorticdides, glucagon,
catecolaminas e hormonio de crescimento induz resisténcia a insulina, presente tanto em

humanos quanto em animais. Condicdes fisioldgicas como a gestacdo e o "envelhecimento"
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também apresentam resisténcia a insulina. Com o uso de anticorpos especificos anti-receptor
de insulina, anti-IRS-1, anti-IRS-2, anti-PI 3-quinase e antifosfotirosina, demonstrou-se, em
células em cultura e em tecidos animais, que a resisténcia a insulina pode estar associada a
alteracdes nas primeiras etapas da acdo insulinica apds a ligacdo do hormoénio ao seu

receptorlS’I6’17’18’19’20.

1.2- Obesidade e resisténcia a insulina.

O receptor de insulina (IR), além de ser fosforilado em tirosina, também pode ser fosforilado
em serina, o que atenua a transmissdo do sinal através da diminui¢do da capacidade do
receptor em se fosforilar em tirosina ap6s estimulo com insulina. Essa fosforilagcdo inibitéria
causa feedback negativo na sinalizacdo insulinica e pode provocar resisténcia a insulina.
Alguns estudos indicam que a resisténcia a insulina induzida pela obesidade pode ser
decorrente da ativacdo seqiiencial de isoformas especificas da proteina quinase C (PKC) e da
quinase inibidora do fator nuclear kB (IKB)ZI’ZZ.

A acdo da insulina também € atenuada por proteinas fosfatases de tirosina, que catalisam a
rapida desfosforilacio do IR e de seus substratos. Vdrias proteinas fosfatases de tirosina
foram identificadas, dentre as quais, destaca-se a PTP1B. Camundongos knockout para
PTPIB tém aumento da fosforilagdo em tirosina do IR e das proteinas IRS no musculo;
conseqiientemente, apresentam aumento da sensibilidade a insulina. Além disso,
camundongos PTP1B-/- também sdo resistentes a obesidade induzida por dieta, implicando a
PTP1B como alvo terapéutico potencial no diabete e obesidade™.

A resisténcia a insulina da obesidade e do diabete tipo 2 € caracterizada por alteragdes em
diversos pontos da via de transmissao do sinal da insulina, além da redu¢@o da concentracio e
da atividade quinase do IR. Também ¢ descrito redugdo da concentracdo e da fosforilagao do
IRS-1 e -2, da atividade da PI-3q, da translocacdo dos transportadores de glicose e da
atividade das enzimas intracelulares. Isso pode ocorrer em paralelo a manuten¢do da ativagao

normal da via mitogénica, representada pela MAP quinase"**.

Fatores genéticos e adquiridos podem influenciar a sensibilidade a insulina. Defeitos
genéticos no IR sdo relativamente raros, mas representam as formas mais graves de
resisténcia a insulina, e sdo exemplificados pelo leprechaunismo, pela sindrome de Rabson

Mendenhall e pela sindrome de resisténcia a insulina tipo A. Diferencas na apresentacio
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clinica podem ser decorrentes da gravidade do defeito genético, da capacidade dos receptores
mutantes de formar hibridos com outros receptores (por exemplo, o de IGF-1), e outros
fatores de base, genéticos e adquiridos, que modificam o estado de resisténcia a insulina. A
sindrome de resisténcia a insulina e o diabete tipo 2 sdo poligénicos e podem envolver
polimorfismos em vdrios genes que codificam as proteinas envolvidas nas vias de sinaliza¢do
da insulina, na secrecdo de insulina e no metabolismo intermedidrio. Delecdes selecionadas
de componentes da sinalizacdo de insulina in vivo usando recombinacdo homologa
permitiram novas interpretagdes sobre a complexidade destes mecanismos. Embora alguns
defeitos unicos na via de sinaliza¢do da insulina possam resultar em diabete (knockout do IR,
do IRS-2 ou da Akt2), outros ndo (knockout da subunidade p85 da PI-3q, do IRS- 1 e do
GLUT4). Além disso, knockout de genes que estdo envolvidos em “desligar” o sinal de
insulina, como a PTP1B e a SHIP2, melhoram o diabete em roedores obesos?.

Combinagdes de knockouts foram produzidas para mimetizar o diabete tipo 2 poligénico, com
delecdes heterozigotas do IR e do IRS-1; do IR, do IRS-1 e do IRS-2; e do IRS-1 e da
glicoquinase. Em algumas dessas combinagdes houve clara evidéncia de epistasis genética
(interac@o gene gene). Por exemplo, embora o knockout heterozigoto do IR ou do IRS-1
isolados ndo resultem em diabete, o knockout duplo-heterozigoto leva 50% dos camundongos
a desenvolver diabete. Este achado marcante propiciou novas possibilidades etiopatogénicas
para o diabete tipo 2, no qual alteracdes tnicas na expressdo do IR ou do IRS-1 geram
alteracOes modestas na capacidade de transmiss@o intracelular do sinal, mas quando
combinadas podem levar a doenca®.

Um modelo genético que produziu um fendtipo intrigante com relacdo a homeostase de
glicose surgiu a partir dos knockouts das subunidades regulatérias p85a da PI-3q. Embora a
PI-3q seja central nas acdes metabdlicas da insulina, o camundongo knockout heterozigoto
para a p85a exibe aumento da sensibilidade a insulina. Além disso, quando essa mutagdo €
produzida em conjunto com o duplo knockout heterozigoto IR/IRS-1, ela protege contra o
diabete. Esta surpreendente protecdo parece ser decorrente de um fator unico na via de
sinalizacdo da insulina, na qual o balanco estequiométrico entre a p850, a subunidade
catalitica p110 e as proteinas IRS € critico para a transmissao do sinal®.

A participagdo de tecidos especificos na patogénese da resisténcia a insulina e do diabete tipo

2 tem sido explorada usando a tecnologia de recombinagdo de DNA Cre-lox para criar
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knockouts tecido-especificos do IR e do GLUT4. Apesar da auséncia de diabete em
camundongos knockout global de GLUT4,0s animais knockout tecido-especificos do GLUT4
no musculo e tecido adiposo resultaram em diminui¢do acentuada da tolerincia a glicose. Os
animais knockout tecido-especificos do IR também produziram resultados interessantes.
Como observado acima, apesar do conhecimento prévio de que a insulina estimula a captacio
de glicose primariamente no musculo, camundongos knockout para o IR no musculo
apresentam tolerancia a glicose normal. Isto ocorre, a0 menos parcialmente, como resultado
do redirecionamento da captagdo de glicose para a gordura, com subseqiiente aumento na
massa de tecido adiposo, dcidos graxos livres circulantes e triglicérides. Camundongos
knockout adiposo-especifico do IR também apresentam tolerancia a glicose normal, enquanto
0 knockout figado-especifico do IR apresenta diminui¢do da tolerancia a glicose e reducio do
clearence de insulina, com acentuada hiperinsulinemia. Talvez os resultados mais
surpreendentes, entretanto, tenham surgido de estudos de camundongos knockout tecido-
especificos do IR na célula beta e no sistema nervoso central. O primeiro exibe defeito
acentuado na secre¢do de insulina estimulada por glicose, semelhante ao observado no
diabete tipo 2, enquanto o ultimo exibe aumento da ingestdo alimentar, adiposidade discreta,
resisténcia a insulina e hipertrigliceridemia, assim como reducdo da fertilidade em
decorréncia de hipogonadismo hipotalamico. Em conjunto, esses achados sugerem uma
hipétese unificadora para o diabete tipo 2, na qual a resisténcia a insulina em 6rgdos-alvo
classicos (figado, musculo e tecido adiposo), combinada a resisténcia a insulina na célula
beta, cérebro e outros tecidos, pode resultar no diabete tipo 221, 2,

Na década de 90, o primeiro elo molecular entre inflamacio e obesidade, o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), foi identificado quando se descobriu que esta citocina inflamatéria
apresenta expressao aberrante no tecido adiposo de modelos animais de obesidade. Assim
como nos camundongos, TNF-a € hiper expresso no tecido adiposo e no musculo esquelético
de humanos obesos™".

A partir de entdo, surgiram cada vez mais evidéncias da existéncia de uma resposta
inflamatéria ampla na obesidade, além da demonstracdo de que muitos mediadores
inflamatdrios exibem padroes de expressio e tém impacto sobre a acdo da insulina

. . . . 24
semelhante ao TNF-a na obesidade, em diversos modelos animais™.
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O alto grau de coordenagdo entre as vias inflamatérias e metabdlicas € ressaltado pela
sobreposicao das atividades e funcdes bioldgicas de macrofagos e adipdcitos na obesidade. A
expressdo de genes por estes dois tipos celulares € muito semelhante. Os macréfagos
expressam praticamente todos os genes expressos pelos adipdcitos, como FABP aP2
(também chamado FABP4) e PPARy, enquanto os adipdcitos podem expressar muitas
proteinas dos macréfagos, como TNF-a, IL-6 e MMPs. A capacidade funcional destas duas
células também se sobrepde. Os macrofagos podem captar e armazenar lipidios, tornando-se
células espumosas envolvidas no processo de aterosclerose. Os pré-adipdcitos, sob
determinadas condi¢des, podem exibir atividade fagocitica e antimicrobiana e até mesmo ser
capazes de se diferenciar em macréfagos. Além disso, na obesidade, macréfagos se
acumulam no tecido adiposo branco, ao lado dos adipdcitos. Estes macréfagos, no tecido
adiposo, contribuem para a producdo de mediadores inflamatérios que podem induzir
resisténcia a insulina®’,

Apesar de estar evidente a existéncia de um estado de inflamagdo cronica de baixo grau em
paralelo a obesidade e diabete tipo 2, os mecanismos através dos quais as citocinas
inflamatdrias e 4cidos graxos medeiam a resisténcia a insulina ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. A inibicdo das vias de sinalizacdo intracelulares da insulina é um mecanismo
primdrio através do qual os sinais inflamatérios podem levar 2 resisténcia a insulina®'.

A fosforilagdo inibitéria do IRS-1 em serina € observada na obesidade e em grandes
queimados. Recentemente, estudos genéticos e bioquimicos apontaram para a via da JNK (c-
Jun N-terminal kinase) como uma das responsdveis por esta fosforilacdo inibitéria do IRS-1
(serina 307), bem como documentaram a ativac¢do da via da JNK pelo TNF-a #*,
Camundongos obesos que nao expressam a isoforma 1 da JNK (JNK-1) apresentam protecao
contra a resisténcia a insulina e adiposidade reduzida. A inibicdo farmacoldgica da JNK
também evita a fosforilacdo do IRS-1 em serina 307 estimulada pelo TNF-a e restaura a
fosforilagdo do IRS-1 em tirosina estimulada pela insulina, elevando a sensibilidade a
insulina. Portanto, como a JNK pode ser ativada pelo TNF-a e por outras citocinas, além de
dcidos graxos, e estes se encontram elevados na sindrome de resisténcia a insulina, a JNK
parece ser um elemento chave para onde convergem diferentes sinais que reduzem a a¢do da

insulina®. A via da JNK é também uma importante via de producio de resposta inflamatéria,
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e assim pode estabelecer uma conexdo entre stress/inflamagdo e regulacdo metabdlica além
de ser uma via com potencial terapéutico para diabete e aterosclerose.

Recentemente, também foi descrito que a mTOR (mammalian target of rapamycin) pode
fosforilar o IRS-1 em serina 307 na presenca do TNF-a. A supressdo de serinas/treoninas-
fosfatases ou a ativacdo de proteinas-tirosinasfosfatases (PTPases) também pode ser
importante na resisténcia a insulina provocada pelo TNF-o.

Além da via da JNK, outra via inflamatéria ativada pelo TNF-a tem recebido muita atenc¢do
nos dltimos: a via da IkB-IKK-NFkB. Em células em cultura, o bloqueio da atividade desta
via pode evitar o surgimento de resisténcia a insulina induzido pelo TNF-o. Em animais com
obesidade induzida geneticamente ou por dieta, o bloqueio da atividade da IKKp através da
administra¢do de altas doses de salicilatos ou da mutacdo em um alelo da IKKf resulta em
melhora da sensibilidade a insulina. A IKKp pode interferir na sinalizacdo de insulina através
de pelo menos duas vias: primeiro, ela pode fosforilar diretamente o IRS-1 em residuos de
serina; segundo, ela pode ativar indiretamente o NFkB, um fator de transcri¢do que, dentre
outros alvos, pode estimular a producdo de varios mediadores inflamatérios, incluindo o
TNF-o e a IL-6. E interessante notar que, tanto IKKa quanto IKKp podem, in vitro, agir nos
mesmos residuos de serina que a JNK, o que levanta a possibilidade de existir um cross-talk
entre essas duas vias na regulacio da acdo da insulina *"**,

A ativacdo destas quinases na obesidade, especialmente IKK e JNK, ressalta a sobreposi¢ao
das vias metabdlicas e inflamatdrias: estas sdo as mesmas quinases que sdo ativadas na
resposta imune inata pelo TLR (Toll-like receptor) em resposta aos LPS, peptidoglicanos,
RNA de dupla fita e outros produtos microbianos. Os TLRs representam um papel critico na
resposta immune inata em mamiferos. Estudos em animais com mutacdo ou inativagio
genética do TLR4 sdo protegidos contra resisténcia a insulina no figado e misculo e os
animais com mutacdo deste receptor sdo protegidos contra a obesidade induzida por dieta.
Estes resultados sugerem que o TLR4 é um modulador do cross-talk entre vias metabdlicas e
inflamatorias.

Figura 6: Modelo para interrelacdes entre obesidade, resisténcia a insulina e diabete através
das vias inflamatorias

iNOS (inducible nitric oxide syntahse) e SOCS (suppressors of cytokine signaling), cujos

genes sdo alvos das vias da JNK e IKK, também estdo implicados na resisténcia a insulina
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promovida pelo TNF-a. A expressao da iNOS € estimulada pelo TNF-a e estd elevada na
obesidade; camundongos com mutagdes no gene da iNOS desenvolvem menos resisténcia a
insulina associada a obesidade do que seus controles com gene intacto da iNOS.

A expressdo de vdrias isoformas de SOCS, especialmente da SOCS-3, aumenta na presenca
de TNF-a e na obesidade e pode induzir resisténcia a insulina, provavelmente através do
aumento da degradacdo do IRS-1 mediada por proteossomos.

Outro mecanismo de resisténcia a insulina foi descrito: a S-nitrosacdo do receptor de insulina,
do IRS-1 e da Akt. O 6xido nitrico produzido pela iNOS pode induzir resisténcia a insulina
no musculo através de um mecanismo que envolve a S-nitrosagdo do IR, IRS-1 e Akt in vitro
e também em modelos animais de obesidade e resisténcia a insulina.

Recentemente descobriu-se que vias de sinalizacdo inflamatdria podem também ser ativadas
pelo stress metabdlico originado do interior da célula ou de moléculas sinalizadoras
extracelulares. Foi demonstrado que a obesidade sobrecarrega a capacidade funcional do
reticulo endoplasmadtico (RE) e que este “stress do RE” leva a ativag@o de vias de sinalizag¢do
inflamatdrias e assim agrava a resisténcia a insulina. Além disso, o aumento do metabolismo
de glicose pode levar a um aumento na producdo mitocondrial de espécies reativas de
oxigénio (EROs). O aumento da producdo de EROs na obesidade leva a maior ativacdo de

vias inflamatérias>*.

1.3- Topiramato

O topiramato (TPM) € um anticonvulsivante que atua como estabilizante de humor e como
neuroprotetor, e classicamente utilizado no tratamento de: epilepsia, enxaqueca, hipertensao
intracraniana, dor neurogénica, alcoolismo, transtorno bipolar e transtorno do estresse pos-

fo . 252627282
traumdtico”>%"2%%

O topiramato é rapidamente absorvido e possui farmacocinética linear. Entre seus efeitos
estdo a potencializagdo da atividade do GABA, a diminui¢do da atividade dos canais de
célcio sensiveis a voltagem, a inibi¢do da anidrase carbonica e o antagonismo da atividade do

glutamato nos receptores ndo-NMDA (N-metil-D-aspartato) 2627

Ap6s a introdugdo deste medicamento no mercado na década de 80, estudos vindos de

diferentes fontes mostraram que pode diminuir a fome, estabilizar o humor e facilitar o auto-
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controle, resultando em perda de peso em muitos pacientes30:31. O topiramato é uma

medicagdo inicialmente liberada para tratamento da epilepsia, que atualmente também ¢é
amplamente prescrita para a profilaxia da enxaqueca. Alguns estudos no inicio da década de

2000 comprovaram a eficdcia dessa droga em reduzir o peso de pacientes obesos (em doses

testadas de 64 até 384 mg/dia) 32, fato anteriormente observado nos ensaios clinicos

envolvendo pacientes epilépticos normais e obesos. A eficdcia da droga aumentava muito
pouco com o aumento das doses a partir de 192 mg/dia, e com o inconveniente de aumento
de efeitos adversos. Um ponto interessante observado nesses estudos € a continuacdo da

perda de peso por até mais de um ano de tratamento, sem o platd observado geralmente por

volta de seis meses com o uso das demais drogas existentes32. O topiramato também foi

testado em pacientes obesos com TCAP, com bons resultados na perda de peso e reducio de

escores de compulsdo33. Entretanto, apesar de mostrar-se altamente eficaz, o entusiasmo com

a droga diminuiu consideravelmente devido a elevada incidéncia de efeitos colaterais muito
pouco tolerados pelos pacientes, tais como: parestesias, alteracdes de memoria, dificuldade
de concentracdo e alteracdes do humor. Enquanto € sabido que exerce sua atividade
antiepiléptica pelo bloqueio de canais de sddio e cdlcio, potencializacdo da acdo do GABA e
inibicdo da anidrase carbdnica, seu mecanismo de acdo como agente redutor do peso ainda é
desconhecido. Em modelos animais, o topiramato tanto reduz o apetite como interfere na

eficiéncia da utilizacdo de energia, a0 aumentar a termogénese € a oxidacdo de gorduras

(mediante o estimulo da lipoproteina lipase no tecido adiposo marrom e

musculoesquelético32.

Em modelos animais o tratamento com topiramato pode aumentar os niveis de CRH

(corticotropic-releasing hormone) no hipotdlamo, o qual é um neuropeptideo

anorexigénico34, gerando, assim, um quadro de anorexia. Em contraste, alguns estudos em

animais sugerem o oposto. O tratamento com topiramato foi associado com aumento dos

niveis hipotalamicos de NPY (neuropeptide Y), o qual € um neuropeptideo orexigé€nico,

podendo aumentar a ingestdo alimentar35.36,
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Adicionalmente, estudos clinicos apdiam a evidéncia de que o tratamento com topiramato

pode alterar mecanismos sensitivos de sabor, o que poderia, também, gerar uma reducdo da

ingestdo de alimentos37-38,

Em relacdo ao balanco energético, estudos sugerem que o topiramato pode reduzir o estoque

de energia e aumentar o gasto energético e termogé€nese?3:39, Entretanto, os mecanismos

moleculares pelos quais o tratamento com topiramato controla o peso corpdéreo ainda ndo

foram esclarecidos.
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2 - OBJETIVO
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O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da droga topiramato em camundongos Swiss,

tratados com dieta hiperlipidica, sobre:

* A sensibilidade a insulina no hipotdlamo no seu efeito anorexigénico.

* A transmissao do sinal da insulina através da fosforilagdo: da via IR/IRS-1/PI3-K/AKT.

* Gasto energético.
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3- MATERIAL E METODOS
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3.1- ANTICORPOS, REAGENTES QUIMICOS E MATERIAIS.

A insulina regular humana (Humulin R) foi adquirida da Lilly. Os reagentes evaparelhos para
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) foram
adquiridos da Bio-Rad (Richmond, CA). Metano hidroximetilaminav(TRIS), fenil-
metilsulfonilfluoreto (PSMF), aprotinina e ditiotreitol (DTT), Triton X-100,vTween 20, e
glicerol foram fornecidos pela Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., USA). Proteina A com
1odo radioativo (125]) foi adquirda da Amersham (Amersham, UK),e a Proteina A Sepharose 6
MB da Pharmacia (Uppsala, Suécia). A membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, 0.45 pm)
foi obtida da Amersham (Aylesbury, UK). O agente anestésico tiopental s6dico foi adquirido
da Cristdlia (Itapira/SP, Brasil). O Anti-pAKT [Sers73 ] (9271, rabbit polyclonal) foi
adquirido da Chemicon Int. (Temecula, CA, USA) e anti-pJNK (#07-088, rabbit polyclonal)
foi adquirido da Upstate Biochnology (Lake Placid, NY, USA). LPS de bactérias Gran-

negativas foi adquirido da Sigma.

3.2- SOLUCOES UTILIZADAS

Tampao de extracdo A (extrato total): serd utilizado para a extracdo das proteinas celulares
dos tecidos estudados, contém: Trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino metano) 100 mM,
SDS (dodecil sulfato de sédio) 10%, EDTA (Acido etileno-diamino tetracético) 10 mM,
fluoreto de sddio 10 mM, pirofosfato de sédio 10 mM e ortovanadato de sédio 10 mM. O

ortovanadato deve ser colocado no momento de utilizacdo do tampao.

Tampao de Laemmli (5X): Serd usado para estocar o material extraido e sua posterior
aplicacdo no gel de poliacrilamida para eletroforese (SDS-PAGE), contém: azul de

bromofenol 0,1%, fosfato de sédio 1M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%.
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Solugdo tampao que serd utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE):
contém: Trisma base 200 mM, glicina 1,52 M, EDTA 7,18 mM e SDS 0,4%. Para uso, a

solucdo € diluida 1:4.

Solu¢do tampao para transferéncia: serd empregada para a transferéncia das proteinas
separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose, contém: Trisma base 25 mM,
glicina 192 mM, Metanol 20% e SDS 0,02% para facilitar a elui¢do de proteinas de alto peso

molecular. Mantida estocada a 4°C.

Solu¢do tampdo para SDS-PAGE - Gel de resolugdo (resolving): tampdo composto de EDTA
4 mM, SDS 2%, trisma base 750 mM, com pH ajustado para 8,9 com 4cido cloridrico.

Solugdo tampao para SDS-PAGE - Gel da fase de empilhamento (stacking) das proteinas:
contém: EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 50 mM, com pH ajustado para 6,7 com dcido

fosforico.

Solugdo basal: solug@o bdsica utilizada para o manuseio da membrana de nitrocelulose apds
transferéncia das proteinas, contém: Cloreto de sédio 150 mM, Trisma base 10 mM, Tween

20 0,02%.

Solu¢do bloqueadora: utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose, apds a
transferéncia, contém: 5% de leite em pd desnatado e azida sédica 0,02%, dissolvidos em

solucdo basal.

Solu¢do tampao de extracdo B, para imunoprecipitagdo: foi utilizada para a extragdo de

proteinas celulares dos tecidos estudados, que sdo posteriormente imunoprecipitadas.
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Contém: Trisma base 100 mM, EDTA 10 mM, pirosfofato de sédio 10 mM, fluoreto de sédio
100 mM, ortovanadato de sédio 10 mM, PMSF 2 mM (diluido em &lcool etilico), Triton X-
100 1% e 0,1 mg/ml de aprotinina. A solu¢do foi mantida a 4°C, sendo que o ortovanadato, o
PMSF e a aprotinina foram acrescidos no momento do uso. Solu¢do tampdo para lavagem do
imunoprecipitado: contém: Trisma base 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sodio 2
mM e Triton X-100 0,5%.

Solu¢do para anticorpos: solu¢do contendo anticorpos especificos que identificam as
proteinas transferidas para a membrana de nitrocelulose. Contém 0,3% de leite em pd

desnatado e azida sédica 0,02%, diluidos em solucdo basal.

3.3- ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos Swiss, com idade entre 4 semanas, pesando

aproximadamente 30 gramas, fornecidos pelo biotério Central da Unicamp (CEMIB).

Os animais foram acomodados em gaiolas plasticas, contendo 1 camundongo por gaiola e
mantidos (22 +/- 1° .C), em ciclo de 12 horas de luz (06h-18h) e 12 horas no escuro (18h — 6

h), e divididos randomicamente em quatro grupos:

- Grupo tratado com dieta hiperlipidica + topiramato por 7 dias (grupo 1)

- Grupo tratado com dieta hiperlipidica + Veiculo por 7 dias (grupo 2)

- Grupo tratado com racdo comercial Nuvital® (Nuvilab) + topiramato por 7 dias (grupo 3)

- Grupo tratado com racdo comercial Nuvital® (Nuvilab) + veiculo por 7 dias (grupo 4)

Os animais dos grupos 1 e 2 foram alimentados com dieta hiperlipidica por 8 semanas. e
entdo submetidos ao tratamento com topiramato ou veiculo por 7 dias antes do experimento.

Os animais do grupo 3 e 4 foram alimentados com dieta padrdo por oito semanas e tratados
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com topiramato ou veiculo por 7 dias antes do experimento.

A dieta hiperlipidica é composta de:

Componentes Controle (g/kg) Dieta hiperlipidica
(g/kg)
Gordura de 0,0 330,0
porco
Amido 202,0 123,5
Sacarose 100,0 100,0
Dextrina 130,5 132,0
Caseina 397,0 200,0
L-cistina 3,0 3,0
Cloridrato de 2,5 2,5
colina
Oleo de soja 70,0 0,0
Mistura de sais 35,0 35,0
Mistura de 30,0 30,0
vitaminas
Fibras 50,0 50,0

34- CANULACAO DE VENTRICULO LATERAL

Animais froam anestesiados através da administracdo intra-peritonial de uma mistura de
hidrocloreto de quetamina e diazepan (70:30) (50 mg/kg, intraperitoneal) e posicionados sob o
aparelho esteriotdxico para implante de canula no ventriculo lateral direito, seguindo as
coordenadas obtidas no Atlas Paxinos-Watson, *. Ap6s a fixacdo da cabega do animal serd
feita uma incisdo, o peridsteo serd aberto expondo a sutura sagital. O bregma serd usado como
ponto de referéncia e um orificio serd perfurado no osso parietal na juncio das coordenadas:
lateral e anteroposterior. A canula serd posicionada no orificio central e rebaixada

cuidadosamente até que a coordenada dorsoventral seja alcangada. A cinula serd fixada no
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cranio usando uma resina. Apds a secagem da resina o animal € retirado do aparelho e
permanecerd de 6-7 dias se recuperando do procedimento cirurgico. A confirmacdo da posi¢do
das canulas serd feita através da injecdo intracerebroventricular (ICV) de angiotensina II, que

induz efeito dipsinogénico.
3.5- EXTRACAO DE TECIDOS, IMUNOBLOT E IMUNOPRECIPITACAO

Os animais foram anestesiados e as inje¢cdes ICV foram administradas com insulina ou salina.
Ap6s 15 minutos os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e o hipotidlamo
inteiro foi extraido do cérebro e imediatamente homogeneizado em tampao de extragcdo
adequado a 4 °C com Polytron durante 30 s. Ap6és a homogeneizacdo as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 40 minutos em centrifuga “Eppendorf” refrigerada. O “pellet”
foi desprezado e amostras do sobrenadante foram usadas para medida da concentragdo
protéica, utilizando-se o reagente para o ensaio Bio-Rad Protein Assay-Dye Reagent

oncentrate (Melville, NY). Foi utilizado como referencial, uma curva-padrao de albumina.

Amostras contendo 0,1 mg de proteina total foram separadas por SDS-PAGE, transferidas
para a membrana de nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de eletro-transferéncia do
minigel da Bio-Rad, sendo realizadas durante 120 min a 80 V em gelo, banhadas com tampao
de transferéncia. ApoOs transferéncia, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite
desnatado em soluc¢do Tris-salina durante duas horas e depois foram lavadas com solugdo Tris-
salina em trés sessdes de cinco min. A seguir foi adicionada a membrana anticorpos
especificos: anti-fosfo-IR, anti-fosfo-AKT, anti-fosfo-OBR, anti-fosfo-JAK2, anti-fosfo-
STAT3. Em seguida foram incubadas com anticorpo secunddrio para serem reveladas através
de ECL em filme de raio X (Kodak XAR-Rochester, NY). Apds a revelacdo das auto-
radiografias e visualizagdo das bandas, estas foram submetidas a densitometria Optica,
utilizando o equipamento Eagle Eye Scanner (Stratagene). Com estes dados foram realizada

andlise estatistica comparando as bandas obtidas entre os diferentes grupos.

Para imunoprecipitagdo 0,5mg de proteinas totais foram incubadas overnight com anticorpo
especifico e proteina A sefarose e apds sucessivas lavagens seguiram o mesmo procedimento

para extrato total.
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3.6- DETERMINACAO DA POSOLOGIA

A droga foi administrada por via gavagem. Diluida em dgua na dose de 110mg/kg uma vez

por dia durante 7 dias.
3.7- ESTUDO DA REGULACAO DO GASTO ENERGETICO

CONSUMO DE OXIGENIO

Animais obesos tratados com ASO ou CAY10576, para inibir IKKe, serdo submetidos a
medicdo do consumo de oxigénio, producdo de diéxido de carbono e determinacdo da média de
trocas gasosas, através de um circuito aberto indireto calorimétrico (Oxymax Deluxe System;
Columbus Instruments, Columbus, OH), como descrito previamente41.

EXPRESSAO DE UCP-1

Para investigar se a inibicdo da IKKe pode alterar a termogénese, incluiremos o estudo da
expressao da proteina UCP-1 (uncoupling protein 1) no tecido adiposo marrom como uma
medida indireta de termogénese nos animais tratados com ASO ou CAY10576. A UCP-1 € uma
proteina mitocondrial desacopladora de prétons e sua maior expressao € associada com aumento

A 42
de termogénese .

3.8 - APRESENTACAO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA:

Todos os resultados numéricos serdo demonstrados e expressos com média + desvio da média
seguido do nimero de experimentos. Os resultados de “Western blot” serdo apresentados
com comparacOes diretas das bandas protéicas nas auto-radiografias, as quais serdo
quantificadas através de densitometria usando o programa “Scion Image” (Scion Corp). Os

dados serdo analisados através do teste “t de Student’s”, comparando dois grupos; a analise
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de varidncia (ANOVA) serd seguida por andlise de significancia (Bonferroni) quando
necessario, comparando os grupos controle e experimental. A significancia estatistica adotada

serd de p<0,05.
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4- RESULTADOS

35



O tratamento com topiramato foi realizado inicialmente nos animais em dieta padrdo por 7
dias. Na Fig 1A observou-se que o tratamento com TPM reduziu o peso corporeo dos animais
apods o sexto dia de tratamento em comparacdo ao grupo veiculo. A ingestdo alimentar de 24h
foi menor no grupo tratado com TPM em comparagdo ao grupo que recebeu veiculo (Fig 1B).
Para investigar se os animais tratados com TPM eram mais sensiveis a insulina em relagdo a
ingestdo alimentar, esses animais tiveram o ventriculo lateral canulado e receberam injecao
intracerebroventricular (ICV) de insulina ou salina. Observou-se reducdo significativa na
ingestao alimentar de 4 e 8h ap6s injecao ICV de insulina tanto no grupo tratado com veiculo

quanto no grupo tratado com TPM (Fig. 2A, B).

Figura 1
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Legenda Figura 1: Peso corpdreo (g) e ingestdo alimentar (g/gpeso) de animais controles
tratados com topiramato ou veiculo por 7 dias. O tratamento foi realizado por gavagem.
*p<0.05 vs veiculo. n=5-9 animais por grupo.
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Legenda Figura 2: Ingestdo alimentar (g/gpeso) de animais controles tratados com
topiramato ou veiculo por 7 dias que receberam injecdo intracerebroventricular (ICV) de
insulina ou salina. O tratamento com as drogas foi realizado por gavagem. *p<0.05 vs
veiculo. n=5-9 animais por grupo.

Em adi¢do, animais com obesidade induzida por dieta foram tratados com topiramato ou com
veiculo por 7 dias. Na Fig. 3A foi demonstrado que o peso corpdéreo dos animais obesos
tratados com TPM foi significativamente reduzido a partir do segundo dia de tratamento em

comparacio ao grupo de obesos que recebeu veiculo. A ingestdo alimentar foi também menor

nos animais obesos tratados com TPM nos dias 3 e 4 do tratamento (Fig. 3B).
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Figura 3
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Legenda Figura 3: Peso corpéreo (g), ingestdo alimentar (g/gpeso) e massa adiposa
epididimal (g/100g peso) de animais com obesidade induzida por dieta hiperlipidica tratados
com topiramato ou veiculo por 7 dias. *p<0.05 vs veiculo. n=5-9 animais por grupo.

A inje¢do ICV de insulina reduziu a ingestdo alimentar somente do grupo obeso tratado com
TPM e ndo do grupo obeso com veiculo. Este resultado foi significativo apds 4 e 8h da

injecdo ICV de insulina (Fig.4A, B).
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Figura 4
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Legenda Figura 4: Ingestdo alimentar (g/gpeso) de animais obesos tratados com topiramato
ou veiculo por 7 dias que receberam injecdo intracerebroventricular (ICV) de insulina ou
salina. O tratamento com as drogas foi realizado por gavagem. *p<0.05 vs veiculo salina.
n=5-9 animais por grupo.



A nivel molecular, animais controles tratados com TPM apresentaram maior fosforilagdo em
tirosina do receptor de insulina (IR) induzido por insulina ICV que o grupo tratado com
veiculo. Em contraste, os animais obesos ndo apresentaram maio fosforilacdo em tirosina do
IR em resposta a insulina ICV em ambos grupos (Fig. SA).

Figura 5
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A fosforilagdo da Akt foi maior em resposta a insulina nos animais controles tratados com
TPM em comparacdo aos animais que receberam veiculo. Os animais obesos também
apresentaram maior fosforilacio da Akt apds injecdo de insulina ICV em comparacdo aos
obesos tratados com veiculo (Fig. 5B).

De forma complementar a fosforilacdo da Foxol foi avaliada apés estimulo insulinico ICV.

A fosforilagdo da Foxol foi maior em resposta a insulina nos animais controles tratados com
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TPM em comparagdo aos animais que receberam veiculo. Os animais obesos também
apresentaram maior fosforilacdo da Foxol apés injecao de insulina ICV em comparacdo aos

obesos tratados com veiculo (Fig. 5C).
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Legenda Figura 5: Fosforilagdo do receptor de insulina (IR), proteina quinase B (Akt) e
forkhead box protein OI (FOXO1) induzida por insulina de animais controles (C) ou com
obesidade induzida por dieta hiperlipidica (DH) tratados com topiramato (T) ou veiculo por 7
dias. *p<0.05 vs controle veiculo salina; **p<0.05 vs controle topiramato salina; $p<0.05 vs.
dieta hiperlipidica veiculo salina; #p<0.05 vs. dieta hiperlipidica topiramato salina. n=4-5
animais por grupo.

Além da ingestdo alimentar, sabe-se que o gasto energético também influéncia o peso
corpéreo. Nesse sentido, o consumo de oxigénio foi medido em animais obesos tratados com
TPM. Como esperado, o consumo de oxigénio foi significativamente maior nos animais
tratados com TPM em comparacdo com os animais que receberam veiculo (Fig. 6A).
Adicionalmente, observou-se que a expressdo de UCP-1 foi significativamente maior nos
animais tratados com TPM tanto os em dieta padrdo quanto os obesos. Sendo que nos
animais obesos esta diferenca foi ainda maior (Fig. 6B).
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Legenda Figura 6: Consumo de oxigénio e expressao de UCP-1 no tecido adiposo marrom de
animais controles (C) ou com obesidade induzida por dieta hiperlipidica (DH) tratados com
topiramato ou veiculo por 7 dias. *p<0.05 vs veiculo na mesma dieta. n=5 animais por grupo.
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5 - DISCUSSAO
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Neste estudo, demonstrou-se que a administracdo de TPM por sete dias em animais controles ou
obesos melhora a acdo e sinalizag¢do hipotalamica a insulina. Em paralelo, observou-se uma redugdo na
ingestdo alimentar e adiposidade e aumento do gasto energético.

Um dos efeitos do TPM € atuar como antagonista de receptores AMPA/KA. A inibi¢do de receptores
AMPA/KA tem sido associada a reducdo de comportamento compulsivo e de vicio ou adicdo em
relagio a alimentacdo®. Este efeito justifica o uso de topiramato no tratamento de transtorno de
compulsio alimentar* e também de outros comportamentos aditivos como vicio em drogas ilicitas™®.
Por outro lado, o efeito do TPM ativando receptores GABA A tem sido associado com aumento do
peso corpéreo e ndo o contrario’ . Entretanto, existe evidéncia de que ativacio de receptores GABA
pode reduzir o estimulo 2 alimentag¢io que ocorre quando animais sdo submetidos a restri¢do cal6rica’®.
Em paralelo aos efeitos nos receptores GABA e AMPA/KA, estudos clinicos demonstraram que o
tratamento com TPM pode alterar o sabor dos alimentos. Este efeito poderia ser um elemento
explicativo, adicional, para a reducio na ingestdo alimentar que o TPM pode induzir’*.

A sinalizagdo de insulina é considerada como fator essencial na regulacio do balango energético e atua
em diferentes populacdes neuronais envolvidas com controle de energia corpérea. No sistema nervoso
central, os receptores de insulina sdo expressos em vdrias regides, incluindo todos os nucleos do
hipotdlamo. Estd bem estabelecido que a insulina sinaliza através de seus receptores hipotaldmicos,
ativando a via PI3-q/Akt/Foxol, a qual induz o efeito anorexigénico da insulina*”*. Nesse estudo,
observou-se uma melhora na sinalizagcdo de insulina no hipotdlamo de animais obesos tratados com
TPM. Esta melhora pode ter sido responsivel pela reducdo da ingestdo alimentar e reducdo de
adiposidade encontrada nesses animais.

Em paralelo a redu¢do da ingestdo, também se observou, que o tratamento com TPM aumentou o
consumo de oxigé€nio, pelo menos, durante uma hora, no ciclo escuro dos animais. Os niveis de UCP-1
no tecido adiposo marrom foram elevados em animais controles e obesos tratados com TPM. Estes
resultados, em conjunto, sugerem aumento do gasto energético induzido pelo tratamento com o TPM,

independente da dieta administrada.
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Estudos sugerem que a ativagdo do receptor de insulin também ativa a via da MAPK e, por
conseguinte, a maior fosforilagdo das ERK1/2, a qual é associada ao aumento do consumo de oxigénio
em modelos animais de obesidade”. Porém esta via ndo foi investigada neste estudo.

Em resumo, os dados apresentados sugerem que o tratamento com TPM, pelo menos, em curto prazo,
melhora a agfo e sinalizagdo de insulina no hipotdlamo de animais controles e obesos. Esta melhora
pode ser responsdvel pela reducdo na ingestdo alimentar e reducdo na adiposidade. Em adicdo, o
tratamento com TPM aumentou o gasto energético de animais controles e obesos. Este aumento de
gasto energético pode ter contribuido com a reducdo de adiposidade. Assim, pode-se sugerir que o
tratamento com TPM pode ser utilizado como terapia alternativa e/ou complementar para a obesidade e

resisténcia a insulina.
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6 - CONCLUSAO
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A droga topiramato quando administrada em curto prazo, por via gavagem, melhora a
sensibilidade hipotalamica a insulina, com aumento da fosforilagdo do IR, IRS-1 em tirsoina,
associagdo do IRS-1 e PI3-K, além de aumentar a fosforilagio em serina da Akt em
camundongos tratados com dieta hiperlipidica. Este efeito na sinalizacdo de insulina €

associado com o aumento do efeito anorexigénico desse hormonio.

Em adig¢do, o tratamento com topiramato melhora a sensibilidade hipotalamica a leptina, com
maior ativagdo da via OBR/JAK2/STAT3 em camundongos tratados com dieta hiperlipidica.
Este efeito na sinalizacdo de leptina também € associado com o aumento do efeito

anorexigénico desse hormonio.

A reducdo da ingestdo alimentar e o aumento do gasto energético provavelmente sio
decorrentes da maior a¢cdo da insulina e leptina no hipotdlamo e sdo fatores essenciais nos
mecanismos envolvidos na reducdo da adiposidade dos animais obesos tratados com

topiramato.
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