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RESUMO

Na obesidade experimental, mudangas na funcdo hipotalamica desempenham
papel importante na regulagdo an6mala da ingestdo alimentar e do gasto
energético. Estudos recentes mostram que a inflamag&o hipotalamica sub-clinica é
um importante fator que contribui para a disfungdo hipotalamica na obesidade.
Citocinas, como TNFa, IL6 e IL10 tem sido estudadas no hipotalamo de modelos
animais de obesidade, entretanto, o papel da IL1  nesta condi¢éo n&o esté claro.
Neste trabalho, nés utilizamos a técnica de interferéncia de RNA conjugado com o
peptideo do virus da raiva RVG-9R para direcionar a molécula antisense de IL1 3 ao
sistema nervoso central. Essa manipulagdo levou a uma redugdo de 50% na
expressdo hipotalamica de IL1 3 em ratos obesos e a um aumento do ganho de
peso corporal sem afetar a ingestdo alimentar e a atividade fisica espontanea. A
reducdo da expressdo da IL1 3 no sistema nervoso central foi acompanhada da
reducéo da atividade da enzima citrato sintase da cadeia respirat6ria mitocondrial
e ao aumento da expressdo de PGCla no tecido adiposo marrom desses animais.
Assim, propomos que a expressdo de IL1 3 no hipotalamo de ratos obesos leva ao
aumento da termogénese no tecido adiposo marrom que protege contra o ganho

de massa corporal excessiva.
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ABSTRACT

In experimental obesity, changes in hypothalamic function play an important role in
the anomalous regulation of food intake and energy expenditure. Recent studies have
shown that a low-grade hypothalamic inflammation is an important factor
contributing to hypothalamic dysfunction in this context. Cytokines such as TNFa., IL6
and IL10 have been studied in the hypothalamus of experimental models of obesity,
however, the role played by IL1f in this condition is unknown. Here we employed
small-intereference RNA conjugated with the rabies virus RVG-9R peptide to deliver
an IL1B antisense RNA to the central nervous system. This approach led to a 50%
reduction of hypothalamic expression of IL1 in obese rats and produced an increase
in body mass gain without affecting food intake and spontaneous physical activity.
Upon central nervous system IL1J inhibition the brown adipose tissue activity of the
respiratory chain mitochondria enzyme citrate synthase was reduced, while the
expression of PGCla was increased. Thus, the expression of IL1f in the hypothalamus
of obese rats provides a brown adipose tissue-dependent thermogenic mechanism

that protects against excessive body mass gain.
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade € uma doenca cronica caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura
corporal que contribui para o desenvolvimento de uma série de outras doencas e
aumenta o risco de morte precoce (World Health Organization, 2011). Dentre outras, as
mais importantes doengas associadas & obesidade sdo: diabetes mellitus tipo 2, doengas
cardiovasculares, dislipidemias, hipertensao arterial, aterosclerose, doencas hepaticas e

alguns tipos de cancer (World Health Organization, 2011).

Uma das formas de se avaliar a obesidade é através do calculo do indice de massa
corporal (IMC), sendo este obtido pela divisdo do peso em quilos pelo quadrado da altura
em metros (kg/m?). Tal equacéo fornece a mais simples mensuragéo de sobrepeso e
obesidade no nivel populacional, independente do sexo e da idade do individuo adulto.
A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) classifica os individuos com o IMC igual ou
superior a 25 como acima do peso (sobrepeso) e aqueles com IMC igual ou superior a 30
como obesos. Estes pontos fornecem um referencial para avaliagdo individual, mas ndo
se constituem num célculo seguro para avaliar o grau de adiposidade (World Health

Organization,2011).

Segundo o mais recente levantamento da OMS, 1,6 bilhdes de pessoas foram
classificadas com sobrepeso e 400 milhdes de pessoas foram classificadas com
obesidade em todo o mundo, até o ano de 2005. As proje¢des para o ano de 2015
estimam que a prevaléncia de adultos com sobrepeso chegue a 2,3 bilhdes e a
prevaléncia de adultos obesos a 700 milhGes de pessoas em todo o mundo (Farag,

2011,).
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A mais elevada prevaléncia/incidéncia de obesidade no mundo concentra-se nos
EUA, onde um estudo do National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES),
verificou que a prevaléncia da obesidade foi de 32,2% entre homens, e 35,5% entre as
mulheres até 2008, e ainda que a prevaléncia estimada para a associa¢ao de sobrepeso e

obesidade (IMC » 25) era de 68,0% da populagéo até esta data (Flegal et al., 2010).

No Brasil, um estudo realizado com 49.359 individuos adultos investigou a
prevaléncia da obesidade em 2009 com base no IMC, mostrando que 47% dos homens e
39% das mulheres estavam com sobrepeso, e ainda 11% dos individuos, para ambos os

sexos, foram considerados obesos (Gigante et al., 2009).

Outro estudo realizado no Brasil pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica -
IBGE, com base nas divulgagdes da Pesquisa de Orgamentos Familiares - POF, e em
parceria com o Banco Mundial no &mbito do Projeto de Assisténcia Técnica de
Desenvolvimento Humano - HDTAL (Human Development Technical Assistance Loan)
avaliou o estado nutricional da populagdo adulta em 2008-2009 levando em conta as
estimativas de prevaléncia nas condicdes de excesso de peso e obesidade,
diagnosticados com base no IMC. Foi observado que 50,4% dos homens e 46,8% das
mulheres estavam com excesso de peso até esta data, e que 12,5% dos homens e 16,9%

das mulheres estavam obesos.

Segundo este mesmo estudo, a descrigdo da tendéncia secular do estado nutricional
de adultos, seguindo estimativas da prevaléncia de déficit de peso, excesso de peso e
obesidade calculadas a partir dos inquéritos do ENDEF 1974-1975; da PNSN 1989; e das
POFs 2002 -2003 e POF 2008-2009, demonstrou que a prevaléncia de excesso de peso e

de obesidade aumentam continuamente ao longo dos quatro inquéritos em homens e

Livia Aparecida D’Avila Bitencourt Pascoal Biazzo — Dissertacdo de Mestrado
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mulheres. Nos 34 anos decorridos entre 1974-1975 a 2008-2009, a prevaléncia de
excesso de peso em adultos aumentou de 18,5% para 50,1% no sexo masculino e de
28,7% para 48,0% no sexo feminino. No mesmo periodo, a prevaléncia de obesidade
aumentou nos homens de 2,8% para 12,4% e nas mulheres de 8,0% para 16,9%,

conforme representado na Figura 1 (IBGE, 2010).
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Figura 1: Prevaléncia do déficit de peso, excesso de peso e obesidade na populacéo brasileira com 20 anos ou

mais de idade, divididos por sexo. Periodos: 1974-1975, 1989, 2002-2003 e 2008-2009 (IBGE, 2010).

O aumento assustador na prevaléncia desta doenca e sua associagdo com doencgas
cronicas tém grande impacto econdmico, afetando tanto os paises desenvolvidos como
0s paises em desenvolvimento. As despesas com salde atribuidas & obesidade quando
comparadas com as despesas totais em saude do pais variam globalmente atingindo 0,7-
2% na Franca e 2,8-5,7% nos EUA (Figura 2). Quando incluidas as despesas de individuos
com sobrepeso, estas porcentagens chegam a atingir 9,1% do total de despesas com
saude do pais. Além disso, os gastos com saude para individuos obesos moérbidos é 81%

maior do que individuos com peso normal. Este gasto excessivo foi atribuido & maior
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frequéncia de visitas aos consultérios médicos, assisténcia hospitalar ambulatorial,
cuidados hospitalares e com o uso de medicamentos. Nos EUA, estima-se que o custo
econdmico total da obesidade foi de US $ 147 bilhdes por ano até 2008 e os custos totais
indiretos nos EUA para 1999 foi estimado em 66 bilhdes de ddlares, no entanto, uma vez
que a prevaléncia de obesidade tem aumentado substancialmente desde 1999, os custos

deverdo ser muito maiores (Farag, 2011,).

Bar chart comparing countries’ expenditure on diabesity from the total countries’
health expenditure in selected developing and developed couniries
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Figura 2: Representacéo grafica das despesas com “diabesity”(obesidade e diabetes) em relacdo as despesas

totais de satde dos paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Farag, 2011,).

A obesidade ocorre quando h& um desequilibrio entre a ingestdo alimentar e o
gasto energetico, resultando em um quadro de balanco energético positivo.
(Friedman et al., 1998 ; Flier, 2004). As causas deste desequilibrio se devem a
interacdo entre diversos fatores genéticos, metabolicos, hormonais e ambientais que
ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Dentre estes, os fatores ambientais

desempenham um papel muito importante na obesidade, que é um dos mais
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relevantes fendmenos clinico - epidemioldgicos da atualidade (Velloso, 2006).
Durante a segunda metade do século XX, populagdes de varios paises do mundo
passaram por transformagbes comportamentais que levaram ao aumento do
consumo de alimentos ricos em calorias e a redugdo da atividade fisica em razéo,
principalmente, da mudanca do padréo de atividades profissionais (Farag, 2011 e

Velloso, 2006).

O aumento da prevaléncia dessa doencga associado com 0 aumento do gasto
em salde em vérios paises do mundo tem feito com que governos adotem medidas
ou implantem programas cujos objetivos principais sdo de promover a prevencao e o
tratamento da obesidade. No entanto, ha vérios fatores que dificultam o sucesso do
tratamento e controle desta epidemia. Entre estes fatores estdo a complexidade de
sua etiologia, suas vias moleculares redundantes que controlam a fome e o gasto
energético, e, sobretudo, a disponibilidade do paciente em empreender drasticas
mudancas no comportamento alimentar e no seu estilo de vida em geral. Além disso,
0s mecanismos moleculares que controlam a homeostase energética e a
termogénese, componente essencial para o controle do peso, ainda ndo foram

completamente elucidados.

O maior interesse na caracterizacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos com a génese da obesidade, aliados a necessidade de se desenvolverem
métodos terapéuticos mais eficientes tém servido como base para o avanco do

conhecimento dos mecanismos que regulam a fome e o gasto energético.

1.2 O papel do hipotalamo no controle da fome e gasto energético
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18



Os disturbios da homeostase energética corporal dependem em grande parte
de desajustes de complexos sistemas neurais, que tem como base anatdémica o
hipotalamo. Os neurdnios localizados em nucleos hipotaldmicos recebem sinais
hormonais e nutricionais oriundos da periferia e os convertem em informagdes que
permitem um continuo ajuste da sensagdo de fome ao gasto energético. Quando tais
ajustes passam a ser controlados de forma anémala, distdrbios da massa corporea se

instalam (Schwartz, et al., 2000).

A leptina é, sem duvida, o mais importante sinal periférico responsavel por
estabelecer uma conexdo entre os sitios de estoque de energia e 0 sistema nervoso
central. MutagGes do gene da leptina ou de seu receptor, que resultem em perda
funcional do sistema, levam a quadros graves de obesidade tanto em animais

experimentais quanto em humanos (Zhang, et al., 1994 e Friedman, 1998).

A leptina € um hormdnio com caracteristicas estruturais de citocina e sua
producdo é regulada principalmente em resposta as variacdes da massa do tecido
adiposo e em menor proporgédo pela ingestdo imediata de alimentos, representando
0 componente dos sinais periféricos com agdo mais especifica e robusta no controle
da adiposidade (Zhang, et al., 1994). A transducédo do sinal deste hormonio também
sofre importante controle por vias paralelas de sinalizagdo celular, sendo que, de
acordo com o conhecimento atual, a insulina se destaca como o principal modulador

do sinal da leptina (Carvalheira et al., 2001 ; Carvalheira et al., 2005).

A insulina desempenha uma funcdo intermediéria entre o controle da
adiposidade e o controle imediato da fome (saciedade). Os niveis sanguineos desse

hormdnio, produzido pelas células beta da ilhota pancreatica, oscilam em funcéo da
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ingestdo imediata de alimentos, mas também em func¢éo da massa adiposa total do
organismo. A insulina é considerada o segundo mais importante sinalizador
periférico para o hipotalamo, ndo apenas por sua acao abrangente, mas também por

atuar como potencializador do sinal da leptina (Flier, 2004 e Velloso, 2006).

Um grupo de horménios produzidos pelo trato digestério também atuam no
controle imediato da saciedade. A grelina é um hormonio peptidico produzido pelo
estomago durante um periodo de jejum prolongado, quando seus niveis crescentes
na corrente sanguinea agem no hipotalamo potencializando os efeitos orexigénicos
gerados primariamente pela redugédo da disponibilidade de nutrientes e pelos baixos
niveis de leptina e insulina. Logo apds a ingestdo de nutrientes os niveis de grelina
rapidamente caem, dando lugar ao aumento da secre¢do de hormdnios com papel
anorexigénico como a colecistocinina (CCK), o peptideo YY (PYY) e o peptideo
similar ao glucagon (GLP-1). Uma vez elevados no sangue tais hormoénios atuam no
hipotalamo, em paralelo a insulina, promovendo a indugéo de sinais anorexigénicos

(Schwartz, 2000).

Na ultima década, as expressdes dos receptores da leptina e da insulina,
ObRb e IR respectivamente, foram avaliados no sistema nervoso central por varios
grupos que observaram que, apesar de ambos 0s receptores serem encontrados em
multiplas e distintas regides do cérebro, a presenca no hipotadlamo, e mais
especificamente no ndcleo arqueado, era mais marcante (Tartaglia, 1997; Torsoni, et
al., 2003; Folli et al., 1994 ; de LAFML, Saad MJ, Velloso LA., 1999). No nucleo
arqueado do hipotalamo, duas sub-popula¢6es de neurénios agem como sensores de

primeira ordem para 0s sinais oriundos da periferia. Uma expressa o0s
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neurotransmissores orexigénicos neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado
Agouti (AgRP), enquanto a outra expressa 0S neurotransmissores anorexigénicos
peptideo alfa-melandécito-estimulante (a-MSH- clivado a partir de POMC) e peptideo

regulado por cocaina e anfetamina (CART) (Flier JS, 2004).

As conexdes de ambos os tipos de neurdnios se fazem com duas sub-
populagdes distintas tanto no ndcleo paraventricular (PVN) quanto no hipotalamo
lateral (LH). No PVN existem neurdnios que expressam 0S neurotransmissores
horménio liberador de corticotropina (CRH) e hormonio liberador de tireotrofina
(TRH) (Schwartz, et al., 2000). Ambos o0s neurotransmissores tém funcgoes
anorexigénicas e pro-termogénicas, sendo que o TRH desempenha de forma
predominante a funcdo pro-termogénica, enquanto CRH desempenha
predominantemente a funcdo anorexigénica (Schwartz, et al., 2000 e Flier , 2004).
Por outro lado, no LH também duas sub-popula¢des distintas foram caracterizadas,
uma delas expressando a orexina, com papel predominantemente orexigénico, e a
outra expressando o hormoénio concentrador de melanina (MCH), com papel
predominantemente anti-termogénico, conforme ilustrado na Figura 3 (Schwartz, et

al., 2000; Flier JS, 2004; Pereira da Silva, 2003).

Estudos recentes revelaram ainda que neurénios do nucleo dorsomedial do
hipotalamo possuam receptores de leptina e controlam sinais eferentes para o tecido
adiposo marrom, estabelecendo assim uma ligagao direta entre o sinal indicador de

adiposidade e o controle da termogénese (Zhang, 2001).
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Figura 3: Representacdo esquematica dos nucleos hipotaldmicos responsaveis pelo controle da ingest&o

alimentar e gasto energético (Nature 2002).

O controle funcional desses grupos de neurdnios é feito principalmente pela
integracdo dos sinais gerados pelos hormonios leptina e insulina, pelos sinais dos
horménios do trato digestério e pela prépria disponibilidade de nutrientes. Em
situacdes de jejum prolongado e em individuos com baixo percentual de gordura
corporal, onde predominam baixos niveis de leptina e insulina, a maior parte dos
receptores ObRb e IR no nicleo arqueado estd desocupada. Nesta situacédo,
predominam os sinais e conexdes excitatorios para os neurdnios NPY/AgRPérgicos e
0s sinais e conexdes inibitdrios para os neurdnios a-MSH/CARTérgicos que, aliados
aos niveis elevados de grelina, resultam em um aumento da expressao de orexina e
MCH no LH, acompanhado da reducéo da expressao de TRH e CRH no PVN (Flier JS,

2004; Schwartz et al., 2000).
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Por outro lado, ap6s uma refeicdo, quando principalmente os niveis de
insulina se elevam ha uma reducgédo da expresséo de orexina e MCH no LH e aumento
da expressdo de TRH e CRH no PVN (Schwartz et al., 2000). Em condig¢des normais
somente através da modulacdo da expressdo de cada um destes intermediérios 0s
sinais trazidos da periferia pela leptina e pela insulina seréo convertidos em respostas
funcionais adequadas que, em Ultima instancia, manterdo um perfeito acoplamento
entre a ingestdo alimentar e a termogénese, resultando na estabilidade do peso

corpéreo (Velloso, 2006).

Com o progressivo acumulo de conhecimento a respeito da acdo
hipotalamica da insulina, logo se suspeitou que também no hipotdlamo a leptina e a
insulina poderiam interagir e exercer efeitos complementares. Estudos subsequentes
confirmaram esta suspeita e este cross-talk entre as vias de sinalizagéo da insulina e
da leptina logo despertou o interesse a respeito dos possiveis mecanismos de
resisténcia hipotalamica a sinalizagdo destes hormoénios como participantes da
génese da obesidade, de forma semelhante & resisténcia periférica a insulina ja

conhecida no diabetes mellitus tipo 2 (Carvalheira et al., 2001 e Flier 2004).

Estudos posteriores tornaram claro, entdo, que as consequéncias da
resisténcia a insulina seria a reducdo da atividade anorexigénica e pro-termogénica
exercida por este horménio e ainda, tendo em vista a agdo modulatéria positiva da
insulina sobre a atividade hipotalamica da leptina, a funcéo adipostética da leptina
estaria comprometida na obesidade (Carvalheira et al., 2005 e Flier 2004). Assim, a
procura por evidéncias causais da resisténcia hipotalamica a estes hormonios tornou-

se alvo dos pesquisadores.
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1.3 Ainflamagéo hipotalamica na obesidade

Nos ultimos 15 anos, tem-se observado que uma das causas da resisténcia a insulina
na obesidade é o aumento de mediadores inflamatorios atipicamente produzidos em
diversos tecidos dos individuos obesos. A reversdo ou a prevencdo da inflamagéo
hipotaldmica por mecanismos farmacoldgicos ou genéticos previne ou reverte o
fenotipo de obesidade, colocando a inflamag&o hipotalamica numa posigdo de destaque

na patogénese da obesidade (Wellen, 2005 e Hotamisligil, 2006).

A primeira evidéncia que mostra a associa¢do entre obesidade e inflamagéo
foi publicada em 1993 por Hotamisligil e Spiegelmam. Este trabalho mostrou um
aumento do fator de necrose tumoral a (TNFa), uma das principais citocinas pro-
inflamatdrias encontradas até entdo apenas em células do sistema imune, no tecido
adiposo de animais obesos. Além disso, foi observado que o tecido adiposo de
animais obesos possui infiltracdo de macréfagos, fendmeno este tipico dos
processos inflamatorios (Hotamisligil, 2003). Posteriormente foi demonstrado que a
resisténcia a insulina induzida em animais obesos era dependente dos niveis de
TNFo. Animais experimentais Knockout para o gene TNFa ou seus receptores,

estavam protegidos da resisténcia a insulina durante a obesidade (Uysal et al., 1997).

Atualmente sabe-se que além do TNFa, outros mediadores inflamatorios
estdo aumentados no tecido adiposo e em outros 6rgaos alvos da sinalizacdo da
insulina, como figado e masculo de camundongos obesos desencadeando a

resisténcia a insulina nestes tecidos (Hotamisligil, 2006). Dentre esses fatores

destacam-se a interleucina 6 (IL6), interleucina 1 beta (IL1f), a proteina C reativa, a
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proteina quimiotatica de mondcitos (MCP 1) (Sartipy,2003) e o fator de transcri¢do
Nuclear factor-kB (NFKB), responsavel pela regulacdo da transcricdo de diversas

proteinas mediadoras de resposta inflamatéria(Cai, D.,2003), como demonstrado na

Figura 4.
Adipocyin
- k
i Ingulin
ga ras; :‘s*anos
4 R e g
! ThE- \‘\,;‘L NF-
. Wesght gain v / \ e%‘éﬁp Weight gain \ \
Al Praadipocte — Endativalinl ¥ —_— \' a - N 5
i L ' dhadd Angioganssis \ LA
’ v N 4 4 TNE-t
I Physicil sitess/oxidative ! &8
MCE1 dama g b andotieliim 7 . Q
JwFFA MCP-1
Macropiige
# [ racrultmisn
'! I' i . ma'e ".’
w' Macrophage H ¢ " acrunmon | /|

Figura 4: Esquema demonstrando que com a expansdo dos adipécitos brancos, ha o aparecimento de

diversas moléculas caracteristicas de processos inflamatérios (Cai D, 2003).

No mesmo contexto, estudo realizado pelo nosso grupo em 2005, revelou a presenca
de citocinas no hipotalamo de roedores obesos (De Souza et al.,2005). Este estudo
demonstrou que animais submetidos a uma dieta rica em gordura saturada exibiam em
decorréncia disso um processo inflamatério central, com a presencga elevada de citocinas
pro-inflamatorias no hipotalamo. Além disso, através da técnica de macroarray, a dieta
hiperlipidica promoveu a modulacdo de 170 especificidades de mRNA.

Houve regulacdo de mRNAs codificadores de proteinas de vérias categorias,

entretanto, citocinas e proteinas participantes de resposta pro-inflamatoria, como IL-1,
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IL-6 e TNF-a foram aquelas que sofreram numericamente, maior modulagéo (De Souza
et al.,2005). Além disso, outro trabalho do grupo demonstrou que apenas alguns tipos
de &cidos graxos saturados sdo capazes de estabelecer uma condicdo inflamatdria no
hipotalamo, a ponto de interferir na sinalizagdo correta mediada pelos horménios
insulina e leptina. Foi ainda evidenciado que os &cidos graxos saturados de cadeia longa

promovem a mais robusta atividade inflamatoria (Milanski et al, 2009).

O principal fator ambiental responséavel pela indugéo da inflamag&o hipotalamica é o
consumo de dietas ricas em gorduras saturadas. Acredita-se que células da micréglia
seja o principal alvo da acéo inflamatdria dos &cidos graxos saturados. Estas respostas
inflamatdrias parecem ser iniciadas através de um receptor especifico, conhecido como
Toll Like Receptor (TLR). Os TLRs séo proteinas-transmembrana responsaveis pela
deteccao da invasdo do organismo por patdgenos (Akira e Takeda, 2004). Os TLRs séo
expressos em varias células do sistema imune, incluindo macrofagos, células dentriticas,
células da micrdglia, linfécitos B e tipos especificos de linfocitos T. A expressao dos TLRs
também é observada em outros tipos de células como adipdcitos, células endoteliais e

células do epitélio intestinal (Takeda et al., 2003).

O TLR4 é um subtipo de TLR responsavel pelo reconhecimento de lipopolissacarideo
(LPS) de bactérias gram-negativas. Da mesma forma com que os receptores TLR-4
reconhecem estruturas lipidicas presentes em agentes invasores, 4cidos graxos oriundos
do consumo dietético podem também ser reconhecidos por este sistema, causando a
ativacdo da via do sistema imune, mesmo sem a presenca de um microorganismo

invasor (Shietal., 2006).

Livia Aparecida D’Avila Bitencourt Pascoal Biazzo — Dissertacdo de Mestrado

26



A associacdo dos TLRs com seus ligantes ativa duas vias de sinaliza¢do distintas, a via
dependente do fator de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88) e uma via independente do
MyD88 (Akira e Takeda, 2004). Apés sua ativagdo, os TLRs dimerizam e sofrem
mudancas conformacionais necessérias para o recrutamento de moléculas adaptadoras
contendo um dominio TIR. H& quatro moléculas adaptadoras que exercem esta funcao:
0 MyD88, TRIF, TICAM e TRAM (Yamamoto et al, 2002 e Oshiumi et al, 2003). O MyD88
e o TRIF sdo responséaveis pela ativacao de diferentes vias de sinalizacéo, que acarretam

a producdo de citocinas pro-inflamatorias e interferons (INFs), respectivamente.

Depois da ativa¢do do TLR, o MyD88 liga-se ao dominio citoplasmatico dos TLRs, o
que facilita a associagdo da quinase 4 associada ao receptor de IL-1 (IRAK4) com o
receptor. A ligacdo do MyD88 com a IRAK4 permite a fosforilagdo de residuos na
quinase 1 associada ao receptor de IL-1 (IRAK1), induzindo a atividade quinase da IRAK1.
A IRAK1 ativada autofosforila residuos na sua regido N-terminal e esta hiperfosforilacao
da IRAK1 possibilita a ligacdo do fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6) ao

complexo (Akira e Takeda, 2004).

O complexo IRAK1-TRAF6 desliga-se do receptor e interage na membrana
plasmatica com outro complexo pré-formado que inclui a quinase 1 ativada por fator de
crescimento transformador B (TAK1), a proteina 1 ligadora da TAK1 (TABL1) e a proteina
2 ligadora da TAK1 (TAB2) ou a proteina 3 ligadora da TAK1 (TAB3). Esta interagdo induz
a fosforilagdo da TAB2/TAB3 e da TAK1, que se desloca em conjunto com o TRAF6 e
TABL para o citoplasma. A TAK1 é ativada por fosforilagdo no citoplasma, possibilitando
a ativacao de proteinas pertencentes a diferentes vias como as do IKK/IkB/NFkB e JNK,

permitindo a transloca¢do do NFKB para o nucleo, levando a ativacéo de genes ligados a
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resposta inflamatoéria, as quais induzem resisténcia & acdo da leptina e insulina, sendo
este o evento que melhor ilustra a disfungdo hipotalamica na obesidade, como

representado na Figura 5.
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Figura 5: Via de sinalizag8o Inflamatéria e resisténcia a insulina através do toll-like receptors, induzida por

lipidios.

Embora ja esteja bem estabelecida a ligacdo da obesidade e diabetes tipo 2 a um
estado inflamatério croénico, ainda ha dividas em relacdo as etapas iniciais de
sinalizagdo celular que desencadeiam e determinam este estado. Apesar de muitos
estudos comprovarem o aumento da expressdo de IL1B na inflamagé@o hipotalamica,

pouco se sabe sobre a ativacdo e participacdo da IL1p neste contexto.
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1.4 Ainterleucina 1 beta

A interleucina 1 beta (IL13) é um dos membros de uma grande familia génica
chamada de IL1, a qual também pertence pelo menos 11 membros conhecidos (IL-1F1-
11), interagindo com proteinas do receptor IL-1 IL-1R1-9 ou proteinas relacionadas
(Arend et al, 2008;. Dinarello, 2009; O'Neill, 2008). A IL1B é uma das mais importantes
citocinas pré-inflamatérias, junto com outras moléculas de atividade semelhante, como
o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a interleucina 8 (IL8), podendo induzir a

inflamac&o aguda, em resposta a infec¢des ou danos teciduais.

A interleucina 1 é liberada no inicio da resposta imune e inicia uma cascata de
eventos, a fim de neutralizar as consequéncias dos insultos. Mondcitos ativados e as
células da micréglia sdo os principais produtores de IL1B na periferia e no sistema
nervoso, respectivamente. Sua producdo também foi documentada em neur6nios,
astrdcitos e pericitos (Dinarello, 1994). Em condi¢des normais, os niveis de IL1 séo
baixos, tanto na circulagdo quanto no sistema nervoso central, no entanto, a IL1 se liga
aos seus receptores com alta afinidade, e baixas concentracGes sdo necessérias para

uma resposta bioldgica (Spulber, 2010).

A IL1B é sintetizada como uma proteina precursora de 31 kDa, sendo clivada por
proteases especificas, como a caspase-1, em sua forma ativa e secretada de 17 kDa. A
IL1p ativada pode se ligar as formas solUveis ou transmembranas dos receptores tipo | e
tipo Il (IL2RI ou IL1R1 e IL1RII ou IL1R2). Para que a IL1P exerca sua atividade ela precisa
se ligar ao receptor transmembrana IL1R1, e este deve interagir com a proteina
acessoria do IL1R (IL-1RAcP), para que a transducéo do sinal ocorra (Spulber, 2010). Esta

interacdo ird recrutar a molécula adaptadora MyD88, sendo responséavel pela ativagao
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de diferentes vias de sinalizagdo inflamatorias (Spulber, 2010 e Rothwell e Luheshi,

2000), como citado anteriormente e representado pela Figura 6 .
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Figura 6- Via de sinalizagéo da IL1B, incluindo seus receptores e antagonista. (Rothwell e Luheshi, 2000).

A proteina solavel ILIRII (SIL-1RII) € um dos fatores de regulacao da atividade da IL1,
j& que a IL1B uma vez ligada a este receptor nd0 consegue transduzir seu sinal. A
atividade de IL1 € também inibida por um antagonista do receptor endogeno, IL1ra,
que ao se ligar a ILIR1 impede a interacdo com a proteina acessoria ILIRAcP. A
existéncia destes dois reguladores endogenos da bioatividade da IL-1 enfatiza a poténcia

desta citocina e a necessidade de controlar as suas agoes (Spulber, 2010).

30
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A IL1B assim, como a IL1a, tem sua atividade agonista ligando-se sobre o0 mesmo
receptor, porém a ILio tem baixa afinidade ao receptor e estd mais envolvida com a
regulacéo intracelular (Lonnemann et al., 1989). Desta forma a resposta da IL1p pode
ser controlada por diferentes mecanismos, como a razéo da abundéancia dos receptores,
a concentracdo dos agonistas ILla e ILif e do antagonista ILira e ainda do

processamento destas moléculas para apresentar sua atividade.

1.5 A interleucina 1 beta no SNC.

O SNC possui a barreira hematoencefalica e um sistema imune relativamente
privilegiado, que séo indispensaveis para limitar o dano durante a inflamagéo e para a
manutengcdo de um microambiente precisamente regulado, permitindo assim uma
atividade neuronal segura, ou seja, livre de agentes e particulas indesejaveis (Kim et al.,
2006). No entanto, recentemente surgiram evidéncias de que o cérebro e outras partes
do sistema nervoso sdo capazes de montar uma resposta inflamatdria, comprovando
que o privilégio imune ndo é a auséncia total de componentes imunoldgicos, mas sim

suaregulacdo elaborada (Galea et al., 2007).

Atualmente, se aceita que certas células no sistema nervoso podem responder a
diferentes tipos de estresse, ferimento, incluindo a producéo e liberacdo de moléculas
inflamatdrias, tais como citocinas. Dentre estas células, principalmente as microglias sdo
capazes de produzir e secretar fatores inflamatorios em resposta a diferentes estimulos

estressantes (Spulber, 2010).

A IL1B é um destes fatores inflamatorios que ao se ligar aos seus receptores no

cérebro induz febre, bem como profundas altera¢cbes de comportamento, que foram
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agrupadas sob o nome genérico de “sickness syndrome” (Dantzer e Kelley, 2007). Esta
sindrome é uma organizada resposta adaptativa nao-especifica, composta de uma
depressé@o global do comportamento locomotor, anorexia, hipersonia, diminuigdo da
interacdo social e sexual, bem como alteracdo transitéria nas fungdes cognitivas e
depresséo (Dantzer et al., 2008). A atividade pirogénica e outras agdes da IL1p levam
aos sintomas de doenca que sd@o mediados centralmente através de receptores no
hipotalamo, principalmente pelos neurdnios sensiveis a temperatura na area medial

pré-optica (Besedovsky e Delrey, 1996).

Numerosos estudos nos quais se utilizaram LPS ou IL1 desvendaram a existéncia de
um sistema de feed-back negativo na qual a ativagdo do sistema imune leva a
estimulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), proporcionando uma
modulacéo da resposta imune (Besedovsky et al. 1986 veja Besedovsky e Delrey, 1996).
Assim, LPS, via IL1, d& origem a aumento da sintese e liberagdo do fator liberador da
corticotropina (CRF) do nucleo paraventricular do hipotalamo, que por sua vez estimula

a liberacdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) a partir do cOrtex adrenal.

A ocorréncia de receptores de IL1 na glandula adrenal sugere a existéncia de uma
regulacdo local desta citocina, talvez pelo seu antagonista IL1ra (Schultzberg et al.,
1995). Estudos recentes tém fornecido evidencias consistentes a respeito da existéncia
de um circuito de sinalizacdo autdcrina na glandula adrenal, sugerindo um mecanismo
pelo qual os agentes inflamatérios sistémicos ativam um circuito intrinsecamente
regulado de sinalizagdo local que possam influenciar a resposta da adrenal ao estresse

imunoldgico (Engstrom et al., 2008).
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Notavelmente, a administracdo central e periférica de IL1 induz a liberagcdo de
noradrenalina no cérebro, mais acentuadamente no hipotalamo, embora os efeitos da
IL1 sobre a serotonina e a dopamina tenham sido encontrados de forma menos
acentuada (Kabiersch et al., 1988, Dunn, 2006). Estudos em ratos com superexpressio
central da ILlra indicam um papel da IL1 na sinalizagdo mediada por receptores no

metabolismo das catecolaminas (Oprica et al., 2005).

O envelhecimento normal do cérebro é caracterizado por um aumento nos niveis
basais de citocinas pro-inflamatérias, bem como do estresse oxidativo devido a um
aumento na producéo de radicais livres e uma diminui¢do na atividade dos sistemas de
defesa anti-oxidante. Fendmenos semelhantes tém sido descritos em linhagens de
camundongos com o fenotipo de senescéncia acelerada (Butterfield e Poon, 2005;
Trifunovic et al., 2004). A neuroinflamagéo e o aumento da producéo e liberagédo de IL1
e outras citocinas estdo associados ao envelhecimento e relacionadas com doencas

neurodegenerativas cronicas, por exemplo, Alzheimer e doenca de Parkinson.

Células da glia isoladas de cérebros de pacientes idosos sdo caracterizadas por um
desequilibrio entre as citocinas anti-inflamatérias e pré-inflamatérias, levando a um
perfil pré-inflamatdrio e a reacdes exageradas a estimulos inflamatérios (Ye e Johnson,
1999, 2001). Frente a estas informacdes, tem sido sugerido que o envelhecimento
associado a neuroinflamacéo crdonica mantém a célula da microglia em um estado
"condicionado™ (Dilger e Johnson, 2008; Sparkman e Johnson, 2008), o que poderia
explicar a resposta exagerada e prolongada (Godbout et al., 2005; Kinoshita et al.
2009, para revisdo ver Dilger e Johnson, 2008). O papel causal da IL1 em

neurodegeneragdo é apoiado por estudos em que o antagonista ILlra tem sido
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administrado ou superexpresso. Dessa forma, o aumento da expressédo do IL1lra no
cérebro por meio de transfec¢do adenoviral (Betz et al., 1995; Yang et al., 1998), gera

uma condigdo de neuroprote¢cdo em modelos animais de isquemia cerebral.

A administracdo de IL1ra reduziu significativamente a isquemia, a excitotoxicidade,
traumas ou lesdes cerebrais em roedores quando injetado por via
intracerebroventricular (ICV) ou perifericamente (Garcia et al., 1995). O blogueio dos
receptores de IL1 facilitaa recuperacdo apos lesdes no cérebro (Tehranian et al., 2002).
Existem ainda evidéncias de que a IL1 seria um fator de crescimento importante no
desenvolvimento do sistema nervoso (Giulian et al. 1988). Baixos niveis endogenos de
IL1 parecem ser essenciais para a sobrevivéncia dos neurdnios embrionérios (Brenneman
etal., 1992). A importancia da sinalizacdo de IL1 para o cérebro em desenvolvimento é
ressaltada pela sua expressdo precoce, no décimo segundo dia embrionario no rato

(Mano et al., 2007).

Estudos in vitro mostraram que a IL1 promove a proliferacdo de células progenitoras
embrionarias mesencefalicas de ratos (Akaneya et al., 1995; Carvey et al., 2001), bem
como estimula a diferenciagdo de células precursoras fetais mesencefalicas de
neurdnios dopaminérgicos em ratos e seres humanos (Carvey et al., 2001; Johansson e
Stromberg, de 2002; Ling et al., 1998; Riaz et al., 2004; Storch et al ., 2001).
Curiosamente, a IL1 estimula o desenvolvimento de axdnios dopaminérgicos na
sequéncia de uma lesdo (Parish et al., 2002). A indugédo de diferenciagdo neuronal
também foi observada em culturas de células humanas do epitélio neuro-olfativo

(Vawter et al., 1996).
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Assim, com base na literatura, aventamos a hipétese de que a IL1f desempenha um
papel inflamatdrio importante, contribuindo para a disfuncdo hipotaldmica na

obesidade.

1.6 O papel do tecido adiposo marrom e do musculo esquelético na termogénese

Ao longo das duas ultimas décadas, a visdo classica de que o tecido adiposo era
considerado um armazém passivo para 0 excesso de calorias tem mudado
dramaticamente. O tecido adiposo é hoje considerado um 6rgdo enddcrino ativo,
liberando uma variedade de peptideos e outras substancias, como &cidos graxos livres
(FFA), leptina, adiponectina, TNFa, IL6 e retinol ligado a proteina 4 (RBP-4), os quais
podem agir em outros tecidos, incluindo o cérebro, figado, mdsculo, bem como em
outros adipdcitos para regular a ingestdo de alimentos, balango energético e

sensibilidade & insulina (Cypess,2010).

Na obesidade ha um acumulo excessivo de lipideos na forma de triglicérides (TG) em
varios sitios anatdmicos que diferem em muitos aspectos, principalmente se eles sdo
compostos por adipdcitos brancos ou marrons. Estes dois tipos distintos de adipécitos
diferem em seu contetdo lipidico e fun¢Bes metabdlicas. O tecido adiposo branco
(WAT) tem a funcéo priméria de armazenamento de lipidios, no estado alimentado e em
jejum libera &cidos graxos da quebra de TG na circulagdo para a producdo de energia
muscular e gliconeogenese a partir do glicerol. Em contraste, o tecido adiposo marrom
(BAT) tem estoques de TG mais limitado e ndo secretam &cidos graxos, e sim usam 0s

TG para gasto de energia autbnomo e para a geragéo de calor (Singh R et al, 2009).
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A distribui¢do do tecido adiposo branco (WAT) afeta muito o risco metabdlico, sendo
que o aumento da gordura abdominal/visceral esta associado ao risco elevado de doenca
metabdlica, enquanto o aumento da gordura subcutanea nas coxas e quadris exerce
pouco ou nenhum risco de doenga metabdlica. Evidéncias recentes indicam que essas
diferengas funcionais podem ser desenvolvidas na origem (Gesta, 2007) e no grau de
infiltracdo desses diferentes depositos de gordura com outras células, liberando
citocinas que contribuem para a resisténcia a insulina vista na obesidade (Arkan, 2005).
O 6rgéo adiposo nos roedores é composto de uma série de depdsitos de WAT, mas
apenas um deposito principal de BAT que estd concentrada na érea interescapular. No
entanto, pequenas colecdes de BAT foram identificadas em outras &reas, inclusive
misturado com WAT e intercalado entre feixes de musculo esquelético (Almind, 2007;

Xue, 2007).

JA em seres humanos, varios estudos publicados em 2009 mudaram nossa
compreensdo da localizagdo e do papel potencial dos depdsitos do BAT (Cypess,2010).
Anteriormente acreditava-se que os seres humanos adultos poderiam ter pequenas
bolsas de BAT e inUmeras tentativas de encontrar BAT funcional durante a vida ou
utilizar a sua termogénese para perda de peso nédo tiveram sucesso, sendo por muitos
anos considerado biologicamente irrelevante em humanos adultos. Acreditava-se que
este tecido correspondia & apenas 0,3% da massa corpérea (Block, 1994), o que tornava

sua participagao na termogénese pouco relevante (Argyropoulos,2002).

Os avancos na caracterizagdo do BAT em humanos se iniciaram com estudos de
cinco grupos independentes que utilizaram PET/ CT. Todos 0s cinco grupos mostraram

grandes depositos de gordura metabolicamente ativa na regido cervical supraclavicular
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e em algumas pessoas na regido toracica, que apresentavam UCP1 e caracteristicas
histoldgicas de BAT. Virtanen e seus colaboradores em 2009 também demonstraram a
expressdo de UCP1, DIO2 e do receptor beta3-adrenérgico, indicando a capacidade de
resposta potencial do BAT de humanos com ambos os estimulos hormonais e

farmacoldgicos (Virtanen, 2009).

O principal mecanismo responsavel pela termogénese no BAT é a ativacdo da
proteina desacopladora mitocondrial (UCP1). Esta proteina, presente na membrana
interna das mitocondrias, promove uma rota alternativa para o retorno dos protons do
espaco intermembrana para a matriz mitocondrial, colapsando o gradiente de prétons e

desacoplando o consumo de oxigénio da sintese de ATP (Cannon , 2004).

Em humanos adultos assim como em roedores a producdo de calor também é
atribuida ao masculo esquelético, uma vez que este representa aproximadamente 40%
do peso corporal, possui alta atividade metabdlica e grande capacidade de responder
rapidamente a estimulos nervosos (Block, 1994). Os mecanismos que regulam a
termogénese adaptativa no musculo esquelético ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Um processo de grande relevancia € o consumo de ATP no transporte de
cations e manutencdo de gradientes ibnicos realizado pelas ATPases (Silva, 2006;
Kopecky, 1995). Isso por que a termodinamica da reacéo de hidrélise de ATP néo é 100%

eficiente, sendo parte da energia de hidrolise convertida em calor.

Além disso, a hidrélise continua de ATP estimula a fosforilagdo oxidativa
mitocondrial necessaria para manter os niveis fisiolégicos de ATP. Esse fendmeno
também contribui para o aumento da dissipacdo de calor (Silva, 2006; Kopecky, 1995).

Em repouso, a atividade da Na'/K' e a Ca®-ATPase representa 10 a 20% do
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metabolismo do tecido muscular. Entretanto, durante a contracdo muscular a taxa
metabélica aumenta muito, sendo que somente a Ca®*-ATPase contribui com cerca de
24% (musculo vermelho) a 58% (musculo branco) da taxa metabdlica do musculo (Seale,

2008).

A producéo de calor pelas mitocdndrias do musculo esquelético parece também ser
relevante, uma vez que em animais expostos ao frio ha um aumento da biogénese e da
respiracdo mitocondrial. No entanto, o mecanismo pelo qual ocorre producdo de calor
nestas mitocéndrias ndo esta elucidado. Embora nas mitocdndrias ocorra a expresséo de
uma isoforma da UCP, a UCP3, o envolvimento desta em termogénese € controverso
(Cadenas, 1999). Dentre as evidencias que indicam que a UCP3 possa ter alguma
participacdo na termogénese muscular, esta o fato da UCP3 estar aumentada apds
administracdo de Ecstasy, derivado da anfetamina que promove hipertermia (Mills,
2003) e que a superexpressdo desta proteina protege contra a obesidade gerada por
dieta (Choi,2007). Por outro lado, 0 mRNA da UCP3 esta aumentado em animais em
jejum embora haja uma diminuicdo na termogénese e animais knockout para a UCP3

tem resposta normal ao frio e ndo séo obesos (Gong, 2000).

O controle da expressdo dos genes das UCPs é pouco conhecido. Estudos recentes
revelaram que a proteina denominada coativadorl alfa do receptor ativado por
proliferador do peroxissoma (PGC-lalfa) desempenha papel fundamental nesta
regulacéo (Puigserver, 1998). Tanto no BAT quanto no musculo esquelético vermelho, a
exposicdo ao frio promove aumento da expressdo de PGC-lalfa (Boss, 1999; Ueda
,2005). A expressdo ectdpica de PGC-1alfa em células do BAT ativa a expressao da UCP1

e das principais enzimas mitocdndrias da cadeia respiratoria, como os fatores
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respiratérios nucleares (NRFs), além de aumentar o conteido do DNA mitocondrial
(Spiegelman, 2001). Estes resultados indicam que o PGC-1alfa desempenha papel chave

na biogénese mitocondrial e na termogénese mediada por esta organela (Fig. 7).
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Figura 7: Em musculo e tecido adiposo marrom (BAT) a expressao endégena de PGCla desempenha papel
importante na co-ativacio de fatores de transcricdo que controlam a biogénese mitocondrial, UCPs e genes da
cadeia respiratéria (a). O papel importante da PGCla neste contexto é reforcado pelo fato de que sua

hiperexpressao leva a um aumento do numero de mitocéndrias e de UCPs em tecido adiposo e musculo (b).

1.7 Atécnica de interferéncia por RNA (RNAI)

Com o advento do sequenciamento génico em larga escala, milhares de genes foram
identificados, muitos dos quais possuem funcdo ainda desconhecida. Dentre as

estratégias para se desvendar a funcdo de um determinado gene estao os métodos que

Livia Aparecida D’Avila Bitencourt Pascoal Biazzo — Dissertagcdo de Mestrado

39



levam a uma reducdo da expressdo génica. Esta abordagem consiste em impedir que o
gene estudado gere a proteina por ele codificada com o propdsito de analisar as
consequéncias ou o fenotipo decorrente desta inibicdo em organismo inteiro ou em
células cultivadas. A partir destas informacfes, pode-se deduzir a funcdo do gene
inativado, bem como as vias de sinalizagdo a que pertence o produto deste gene
(Barbosa, 2004). Dentre as abordagens de perda de funcdo génica, a técnica de

interferéncia por RNA (RNAI) tem sido amplamente utilizada.

A RNAIi promove o silenciamento génico potente e especifico através da introducéo
de moléculas de RNA dupla-fita (double stranded RNA, dsRNA) (Fire et al., 1998). Esse
fenémeno foi descrito pela primeira vez por um grupo de pesquisadores que estudavam
a funcdo de genes do nematddea Caenorhabditis elegans utilizando a técnica de RNA
anti-senso, que consiste na inoculagdo de moléculas longas de RNA simples-fita,
complementares ao RNA alvo. Esses pesquisadores, além de testarem as moléculas anti-
senso, também fizeram injecdo de uma mistura de moléculas senso e anti-senso nos
vermes, observando que a presenca de apenas algumas poucas moléculas de RNA
dupla-fita (dsSRNA) eram capazes de abolir a expressdo de um determinado gene com
sequéncia similar aquele dsRNA, descobrindo um silenciamento cem vezes mais efetivo
do que utilizando somente o oligo anti-senso (Fire et al., 1998). Hoje sabemos que,
potencialmente, qualquer gene pode ser silenciado em células de mamiferos cultivadas,

insetos, plantas e fungos.

A interferéncia mediada por RNA hoje utilizada como ferramenta para manipulagao
génica e até de forma terapéutica, € uma via natural de defesa conhecida como

silenciamento génico pds-transcricional (PTGS) (Hannon, 2002). Esta via esta presente
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normalmente nas células da maioria dos organismos eucariotos e parece exercer,
primordialmente, um papel na eliminagdo de RNAs mensageiros andmalos e na defesa
do organismo contra parasitas moleculares como transposons e virus (Tabara H,et
a.,1999; Ketting RF,et al, 1999). A RNAI possui um papel importante na prote¢éo do
genoma, como sugerido por mutantes de C. elegans que ndo apresentam esse
mecanismo de silenciamento e que, em consequéncia, tém uma alta frequéncia de
mutacgdes espontaneas em decorréncia da maior mobilidade de transposons end6genos

(TabaraH,eta.,1999; Ketting RF,et al, 1999).

A forma sintética da RNAI utiliza siRNAs que possuem um grupo fosfato nas
extremidades 5" e dois nucleotideos ndo pareados nas extremidades 3', caracteristicas
que definem sua assinatura molecular (Hannon, 2002). Dentro das células, as dsRNAs
longas séo clivadas em vérios siRNAs por a¢do de uma enzima chamada Dicer (Elbashir
et al., 2001; Bernstein et al., 2001). Em seguida, o siRNA € capturado por R2D2, uma
proteina acoplada a Dicer com afinidade por duplexes de RNA. R2D2 age como um
sensor da estabilidade termodinédmica das extremidades do siRNA (Tomari et al., 2004).
Desta forma, esta proteina liga-se ao oligonucleotideo do duplex cuja extremidade 5’ é
mais estavel termodinamicamente (oligo passageiro).

Posteriormente, uma proteina com atividade de RNA Helicase, Dicer ou alguma
outra proteina especifica (Dalmay et al., 2001), abre o duplex e o outro oligonucleotideo,
com extremidade 5’ menos estavel (oligo guia), é preferencialmente transferido para a
endonuclease Slicer (ou Argonauta 2), responsavel pela clivagem do mRNA alvo,
promovendo o silenciamento génico (Hammond et al., 2000). Esta proteina e muitas
outras constituem o complexo enzimatico designado RISC (RNA Induced Silencing

Complex)( Hammond et al., 2000). O oligo guia permanece intacto e associado ao
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complexo, permitindo sua utilizagdo na clivagem de, no minimo, mais outras nove
moléculas de RNA (Hutvagner & Zamore, 2002). Os produtos gerados na clivagem séo

degradados por exonucleases presentes na célula (Glazov et al., 2003) (Fig. 8).
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Figura 8: Esquema do mecanismo funcional do silenciamento génico por RNAI.

Em mamiferos, a técnica de RNAi é mediada por dsRNAs de 21 nucleotideos, 0s
quais possuem as mesmas caracteristicas moleculares do produto de clivagem de longas
dsRNAs pela enzima Dicer, sendo designados portanto small interfering RNAs (SiRNAs)
(Elbashir et al., 2001). Quando moléculas de dsRNAs maiores que 30pb sdo introduzidas
em células de mamiferos, ativam a via da proteina Kinase R dependente de dsRNA
(PKR), levando a uma resposta mediada por interferon que, ao invés de resultar em

silenciamento génico, leva a morte celular (Elbashir et al., 2001).
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2. OBJETIVO

2.1

2.2

Objetivo geral

Avaliar as repercussdes da inibicdo da IL1B no hipotdlamo sobre a ingestao

alimentar e o gasto energético em obesidade induzida por dieta.
Objetivos Especificos

Verificar o padrdo de expressdo da IL1B em modelo de obesidade induzida por

dieta;

Avaliar o perfil inflamatorio hipotaldmico bem como ingestéo alimentar e peso

corporal do modelo de inibi¢ao da IL13 com SiRNA;

Quantificar alguns marcadores de termogénese no tecido adiposo marrom e
musculo esquelético de animais submetidos a dieta hiperlipidica e tratados com

SiRNA.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1 Animais e dieta

Modelo animal. Em todos os experimentos foram utilizados ratos Wistar, machos,
obtidos do Centro de Bioterismo da UNICAMP com 4 semanas de vida e mantidos em
gaiolas individuais, climatizadas, em ciclo claro-escuro de 12 hs. Quando atingiram 8
semanas de vida, os animais foram alimentados durante 4 semanas com dieta controle ou
dieta hiperlipidica e agua ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM — UNICAMP, seguindo as orientagdes
da universidade para a utilizagdo de animais em estudos experimentais e em conformidade
com o Manual sobre Cuidados e Uso de Animais de Laboratdrio, publicado pelo National

Institutes of Health dos EUA (NIH publicagdo n © 85-23 revista em 1996).

Tabela 1. Composic¢éo das dietas

Composicao Controle Hiperlipidica rica em saturados
Amido (Q.S.P) 467,5 115,5
Caseina 200 200
Amido de Milho 132 132
Dextrinizado
Sacarose 100 100
Oleo de Soja 40 40
Oleo de Linhaga 0 0
Oleo Azeite 0 0
Banha 0 312
Celulose microfina (Fibra) 50 50
Mix Minerais 35 35
Mix Vitaminas 10 10
L-Cistina 3 3
Bitartarato de colina 2,5 2,5
Total 1000 1000

44

Livia Aparecida D’Avila Bitencourt Pascoal Biazzo — Dissertacdo de Mestrado



3.2 Protocolos experimentais

Grupos Experimentais. No experimento para o silenciamento de genes alvos, foram
utilizados ratos mantidos com dieta rica em &cidos graxos saturados, de acordo com a
Tabela 1. Estes animais foram randomicamente divididos em 3 grupos, sendo eles: grupo

controle; grupo silenciado o Gene GFP e grupo silenciado IL1f.

No experimento de dose resposta da ILif os animais experimentais foram
submetidos a canulacdo intracerebroventricular (icv) e ap0s verificar o correto
posicionamento da canula (conforme descrito abaixo), os animais foram randomicamente
divididos em 5 grupos, sendo eles: grupo controle, grupo tratado com IL1B 10-, grupo
tratado com IL1p 10-8, grupo tratado com IL1B 10-1° e grupo tratado com IL1B 10-*2. Todos

0s grupos receberam dieta controle de acordo com a Tabela 1.

Avaliacdo dos Parametros Metabolicos. Nos dois grupos experimentais, durante
todo o tratamento foram avaliados a ingestéo alimentar, ganho de peso e temperatura dos
animais. A avaliacdo da ingestédo alimentar, foi determinada pela afericdo da diferenca de
peso entre 0 alimento oferecido e o alimento restante na gaiola todos os dias as 9:00 horas,
uma hora antes do inicio dos tratamentos. O ganho de peso foi determinado pela pesagem
em gramas dos animais as 18:00 horas e a temperatura corpérea foi aferida em graus Celsius

também as 18:00 horas.

Calorimetria indireta e atividade fisica espontanea. Nos animais com o
silenciamento de genes alvos, foram avaliados o consumo de 02, a liberacéo de CO2, razéo
de troca respiratdria (RER) e atividade fisica esponténea (SPA) através de um circuito aberto
de calorimetria indireto (Harvard Apparatus, Hollistone, MA, EUA). SPA foi determinada em
dois eixos horizontais, fornecendo informagdes sobre a motilidade linear.
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Algoritmo para desenho das moléculas interferentes. Muitos trabalhos na literatura
apresentam siRNAs com graus de eficiéncia bem diferentes. O desenho de siRNAs néo se
limita Unica e exclusivamente a escolher uma sequéncia qualquer de 21 nucleotideos
baseado na sequéncia do RNA mensageiro. Alguns dos varios pardmetros que
determinam essa eficiéncia sdo conhecidos. A identificagdo de alvos para RNAi foi

baseada no protocolo de Thomas Tuschl (Elbashir et. al., 2001; http://www.rockefeller.edu/

labheads/tuschl/sirna.html) com algumas modificagbes. Resumidamente, escolhemos a

sequéncias com as seguintes caracteristicas:
- O alvo deve estar localizado na regido codificante, excluindo os 100 primeiros nucleotideos
ap6s o start codon e os 100 ultimos nucleotideos antes do stop codon. Isso devido &
possibilidade dessas regifes estarem complexadas a proteinas regulatérias da tradugéo,
dificultando o acesso do siRNA. 5’ e 3' untranslated regions (UTR) geralmente ndo sao
consideradas devido & mesma quest&o.
- Conteudo de GC entre 30% e 55%
- Sabe-se que siRNA que apresentam TT nas extremidade 3’ s&o mais estaveis
- Analise da energia livre das duas extremidades dos siRNAs, que serd realizada pelo
programa Strand Analysis desenvolvido no nosso laboratério (Pereira et al., 2007).
- N&o apresentar estruturas secundarias (hairpins, duplexes ou loops). Essa andlise é
conduzida no programa Gene Runner, subprograma oligo, sempre trabalhando com o
formato RNA da sequéncia.
- N&o apresentar identidade com nenhuma outra sequéncia no genoma, sendo que mesmo
identidades baixas como 16/21 ndo sero aceitas.

A busca por identidade foi realizada através do programa Strand Analysis to Blast

(http://lgm.fcm.unicamp.br:9001/cgi-bin/SA/SA2blast.cgi) usando sempre o oligo anti-
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senso do siRNA (que é a molécula funcional) contra o banco EST (sequéncias expressas) do
organismo em questdo. Sabe-se que a clivagem do RNA alvo por slicer ocorre quando ha um
pareamento perfeito do oligo anti-senso com o alvo (100% de complementaridade). A
existéncia de apenas um mismatch reduz drasticamente a atividade de slicer (menos de
10%), prejudicando o silenciamento génico. Mesmo assim, o padrdo de busca aceita
sequéncias que possuam complementaridade menor que 16 nucleotideos com outro
gene evitando assim silenciamento inespecifico.

As sequéncias escolhidas contra os genes IL1B e lllra foram sintetizadas
quimicamente pela empresa IDT (Coralville, lowa; USA), cada fita de RNA foi sintetizadas
independentemente no laboratério foram ressuspendidas em H20 Miliq em 100uM. Apds
esse procedimento o mesmo volume das fitas senso e anti-senso de cada gene, foi
misturada e mantida a 95°C por 5 minutos, posteriormente foram mantidas em ambiente
isolado termicamente para propiciar a queda gradual e lenta da temperatura por 30
minutos. Os siRNAs foram estocados a -80°C ate sua utilizagdo nos experimentos.

Sequéncia dos siRNAs utilizados: sill15 sense: 5 UGACCCAUGUGAGCUGAAAGC 3’
:silllb anti-sense; 5 UUUCAGCUCACAUGGGUCAGA 3 SiGFP Sense:
5CAGGCUACUUGGAGUGUAUUU 3'; siGFP anti-sense: 5 AUACACUCCAAGUAGCCUGUU 3

Transfeccio dos siRNAs no SNC. Para a entrega das moléculas de siRNAs no SNC
dos animais, n6s baseamos em um método de transfeccdo proposto por Kumar e seus
colaboradores em 2007, utilizando os siRNAs complexados com um peptideo derivado da
sequéncia do capsideo do virus da raiva (RVG-9dR), que promove boas taxas de transfecgédo
devido ao alto neurotropismo deste peptideo, transportando os siRNAs através da
barreira hematoencefalica (BHE) possibilitando a transfeccdo de células no sistema

nervoso central. O peptideo (RVGIR, YTIWMPENPRPGTPCDIFTNSRGKRASNGGGGRRRRR
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RRRR) foi sintetizado e purificado por cromatografia liquida de alta performance pela
Biosynthesis (Lewisville, Texas; USA).

Administracdo do complexo SiRNA:RVG por injecéo intravenosa na veia caudal.
Animais de cada grupo experimental receberam uma injecdo diéria intravenosas (veia
caudal) de salina ou do complexo siRNA:RVG para cada gene especifico. Foram utilizadas
doses de 25 ou 5o pg de siRNA por injecao durante 11 dias, sendo diluido em PBS com 5%
de glicose em um volume final de 500 microlitros por inje¢cdo. Os SiRNAs alvos foram
conjugados 15 minutos antes com o peptideo RVG-9R em uma razdo molar de 1:10,
SiRNA:RVG, e mantidos em temperatura ambiente.

Para identificar as melhores condi¢Oes experimentais (concentragfes e numero de
injeces do siRNA). Foram avaliadas doses de 25-50 pg de siRNA por inje¢do, em uma ou
duas inje¢des diérias em um intervalo de 8 horas. Os cérebros foram coletados nos pontos
de tempo: 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h apds a primeira injecdo de siRNA, a fim de
caracterizar o curso de tempo de silenciamento da IL1B. Para avaliar o efeito de
silenciamento em diferentes &reas anatdbmicas, o cérebro foi dividido em seis regifes da
seguinte forma: o hipocampo, cértex frontal, bulbo olfatério, cerebelo, tronco cerebral e no
hipotalamo.

Cirurgia Estereotéxica. Quando necessario os animais foram submetidos a
canulacdo do ventriculo lateral. Os animais foram previamente anestesiados por via
intraperitoneal com uma mistura de diazepam (Compaz®, 1,25 mg/Kg) / cloridrato de
xilazina (Kenzol®, 15 mg/Kg) / cloridrato de s+ cetamina (Ketamin®-s+, 75mg/Kg). Depois de
testados os reflexos corneano, pedioso e caudal os animais foram posicionados no aparelho
de estereotaxia Stoelting para o implante de uma cénula no ventriculo lateral do

hipotalamo, seguindo as coordenadas do atlas Paxinos-Watson (Paxinos et al, 1980). Ap6s
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este procedimento cirdrgico os animais receberam analgesia durante trés dias com

paracetamol (3 gotas diluidas em 250mL de &gua).

Infus&o Intracerebroventricular. Ap6s o periodo de uma semana de recuperagdo da
cirurgia estereotaxica, os animais foram submetidos a um teste de resposta a ingestédo
hidrica, decorrente do tratamento com angiotensina Il (2,0pL de solucdo 10°M), o qual
avalia o correto posicionamento da canula. Ratos com resposta positiva a angiotensina Il
foram selecionados e utilizados nos experimentos. Para infusdo intracerebroventricular foi
utilizada uma seringa Hamilton (soul) acoplada, por meio de uma canula plastica, a uma
agulha 30G, de modo que esta ultrapassasse o comprimento da canula metélica (0,1 -
0,2mm) garantindo a entrada do liquido no ventriculo lateral. Animais de cada grupo
(experimento dose resposta IL1 ) receberam 2,opL ICV de salina, e diferentes doses de IL1f3

nas concentracdes ja descritas, uma vez ao dia durante 7 dias.

Dissec¢do dos tecidos. Apds os tratamentos descritos anteriormente os animais
foram sacrificados através do aprofundamento anestésico com a administragdo
intraperitoneal de tiopental sddico (Thiopentax®, 40-60mg/kg). ApOs a extracdo dos
tecidos, os mesmos foram homogeneizado em aproximadamente 10 volumes de Trizol ou
em 10 volumes de tampéo de solubilizagcéo (Triton X-100; 100mM Tris ph 7,4; contendo
100mM de pirofosfato de sddio, 100mM de fluoreto de s6dio; 10mM de vanadato de sodio;
2mM PMSF e 0,1mg de aprotinina/ml) a 4° C em “Politron PTA 20S generator” (Brinkmann

Instruments mode PT 10/35) com velocidade maxima por 30 segundos.

O homogeneizado com tampé&o de solubilizagéo foi entdo centrifugado a 11.000 rpm
por 30 minutos para remoc¢do de material insolivel. No sobrenadante foi determinada a

concentracdo de proteinas utilizando-se o método de Bradford (Bradford, 1976).
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Extracdo de RNA e sintese de cDNA. Amostras dos tecidos foram retiradas, e delas
foi extraido RNA total segundo o protocolo sugerido pelo fabricante do Trizol
(Invitrogen, California, USA). A confirmacéo do silenciamento em todos os experimentos
por RNAI foi feita por PCR em Tempo Real, e quando julgamos necesséario por Western
Blot. A qualidade dos RNAs obtidos foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1,0%
corado com SYBR Safe (Invitrogen, Califérnia, USA).

A sintese de cDNA necessaria para os experimentos de PCR em Tempo Real foi
realizada utilizando a enzima SuperScriptlll TM Reverse Transcriptase (Invitrogen, Califérnia,
USA). Dois microgramas do RNA extraido foram incubados com 250ng de primers
randdmicos (Invitrogen, Califérnia, USA), 1puL de dNTP mix (1zomM) e agua para um volume
de 14pL, a 65° C por 5 minutos, e entdo resfriado em gelo. A seguir foram adicionadas a
reacdo: 4pL de g5x First-Strand Buffer, 1puL de DTT (0,1M) e 50U da enzima Superscript |1l RT,
sendo a amostra incubada a 25° C por 5 minutos, 50° C por 60 minutos e 70° C por 15

minutos.

PCR em Tempo Real. A expressdo do mRNA de NPY, MCH, TRH e POMC foram
medidos em cDNA de hipotalamo de ratos alimentados com dieta hiperlipidica ou tratados
com siRNA. As reagGes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema
TagManTM (Applied Biosystems), que € constituido por um par de primers e uma sonda
marcada com um fluor6foro. O gene GAPDH (TagManTM - Applied Biosystems) foi
utilizado como controle enddgeno da reacdo. Os valores da expressdo génica foram obtidos

pela analise dos resultados no programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems).
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Western Blot. As amostras de tecido foram homogeneizadas em aproximadamente
10 volumes de tampé&o de solubilizagéo contendo 1% Triton X-100, 100 mM Tris (pH 7,4),
100 mM de pirofosfato de sodio, 100 mM de fluoreto de sodio, 10mM de EDTA, 10 mM de
vanadato de sodio; 2 mM PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4 °C em “Polytron PTA 20S
Generator” (Brinkmann Instruments mode PT 10/35, Westbury, NY, EUA) com velocidade
maxima por 30 segundos. O homogeneizado foi entéo centrifugado a 11.000 rpm a 4 °C em
um rotor “Beckman 70,1”, por 30 minutos para remocao de material insoluvel. A proteina
total do sobrenadante foi determinada pelo método de Bradford com leitura 595 nM em
espectrofotdmetro. Os extratos protéicos totais foram ressuspensos em tampdo de
Laemmli e aplicados em gel de poliacrilamida para separagéo por eletroforese em gel SDS-
PAGE (n&o desnaturante). As proteinas separadas foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose em aparelho de transferéncia da BIO-RAD banhadas com tampéo de
transferéncia durante 2 horas a 120 Volts em gelo. As membranas de nitrocelulose foram
incubadas por 12 a 14 horas com um anticorpo especifico (anticorpo anti-IL1B policlonal de
coelho, #ARC0912, Biosource-Invitrogen CA, EUA; anticorpo Anti-IL1lra policlonal de
coelho, SC-25444, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA, anticorpo anti 3-actina monoclonal
de coelho, # ab6276, Abcam, MA, EUA). A ligagdo do anticorpo as proteinas ndo especificas
foi minimizada pela pré-incubacdo das membranas de nitrocelulose com tampéo de
blogqueio (5 % de leite em p6 desnatado; 10 mmol/L de Tris, 150 mmol/L de NaCl, 0,02 % de
Tween 20) por 2 horas. A deteccdo do complexo antigeno-anticorpo fixo & membrana de
nitrocelulose foi obtida por quimiluminescéncia utilizando Syngene Gbox (Imgen
Technologies, Alexandria, VA, EUA). As membranas foram expostas a filmes de RX Kodak a
temperatura ambiente por periodos variados. Apos a revelacdo das auto-radiografias as

bandas identificadas foram quantificadas por meio de densitometria ptica.
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Atividade da citrato sintase. A atividade da citrato sintase foi determinada conforme
descrito por Shepherd e Garland (1969). Fragmentos (1-3 mg) do mdsculo s6leo e do BAT
foram homogeneizados em aproximadamente 10 volumes de tampé&o de reagdo de citrato
sintase (Sacarose 125mM, KCI 65mM, HEPES 10mM, K2HPO4 2mM, MgCI2 ImM e pH =
7.2) em “Politron PTA 20S generator” (Brinkmann Instruments mode PT 10/35) com
velocidade méaxima por 30 segundos. Antes da adicdo do coktail inibidor de protease
(Sigma), aliquotas foram retiradas para a determinacdo da concentracdo de proteinas
utilizando-se o método de Bradford (Bradford, 1976).

As amostras foram entdo diluidas em tamp&o Tris-50 mM pH 7,4 a uma
concentracdo final de aproximadamente 1 mg. Quatro a seis microgramas de proteinas das
amostras foram adicionadas a uma microplaca antes de pipetar 250 pL de tampéo de
reacdo de citrato sintase. A cinética de absor¢do em 412 nm foi medida em um leitor de
microplacas (PowerWave XS 2, Biotek) por 6 min. A atividade enzimatica foi calculada como
umol de formacéo de citrato por minuto, e expressos por mg de proteina da amostra (U /
mg).

Andlise estatistica e apresentacdo dos resultados. Os resultados foram apresentados
como média e erro padrdo da média. Para andlise estatistica, primeiramente utilizamos o
teste de Levene para verificar a homogeneidade das variancias. Para a comparagédo de
médias entre dois grupos, utilizamos o teste t de Student para amostras independentes.
Quando necessario, foi utilizada analise de variancia (ANOVA) e seguido de teste pos-hoc
de Tukey para comparacdo mdaltipla de médias. Em todos os casos o nivel de significancia

para rejeicao da hipdtese nula foi p<0,05.
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Abstract

In experimental obesity, changes in hypothalamic function play an important role in the anomalous
regulation of food intake and energy expenditure. Recent studies have shown that a low-grade
hypothalamic inflammation is an important factor contributing to hypothalamic dysfunction in this
context. Cytokines such as TNFa, IL6 and IL10 have been studied in the hypothalamus of
experimental models of obesity, however, the role played by IL1B in this condition is unknown. Here
we employed small-intereference RNA conjugated with the rabies virus RVG-9R peptide to deliver
an IL1B antisense RNA to the central nervous system. This approach led to a 50% reduction of
hypothalamic expression of IL1B in obese rats and produced an increase in body mass gain without
affecting food intake and spontaneous physical activity. Upon central nervous system IL1f inhibition
the brown adipose tissue activity of the respiratory chain mitochondria enzyme citrate synthase was
reduced, while the expression of PGCla was increased. Thus, the expression of IL1B in the
hypothalamus of obese rats provides a brown adipose tissue-dependent thermogenic mechanism

that protects against excessive body mass gain.
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Introduction

Hypothalamic inflammation is a common feature of genetic and diet-induced experimental obesity
(1, 2). Currently, five distinct intracellular inflammatory mechanisms are known to play a role in the
defective hypothalamic activity in obesity: increased expression of SOCS3 (3); hyperactivity of the
inflammatory kinases JNK and IKK (4, 5); increased expression of the tyrosine phosphatase PTP1B
(6, 7); and, increased activity of PKC-theta (8). In all instances, genetic and/or pharmacological

targeting of the inflammatory mediators leads to body mass reduction (3, 4, 6-8).

The activation of the intracellular mediators of inflammation in the hypothalamus of obese animals
results from a complex, and incompletely elucidated combination of factors, which include, but
probably are not restricted to; TLR4 and cytokine signaling (9), and endoplasmic reticulum stress (5,
9). Increased hypothalamic expression of pro-, and anti-inflammatory cytokines have been reported
in different contexts of obesity and the particular roles of TNFa, IL6 and IL10 have been explored to
some extent (3, 5). TNFa provides a low-grade inflammation which contributes to the installation of
leptin and insulin resistance in the hypothalamus, resulting in an anti-thermogenic and orexigenic
effect (10, 11). Conversely, both IL6 and IL10 act as anti-inflammatory factors, reducing the effects
of diet-induced hypothalamic inflammation (12). IL1B, is another canonical inflammatory cytokine
which is increased in the hypothalamus of obese rodents (4). However, the role played by this

cytokine in the hypothalamic dysfunction in obesity is virtually unknown.

Here, we explored the hypothesis that IL1 would play an important low-grade, anti-termogenic
inflammatory role in the hypothalami of obese animals. To our surprise, IL1B acted to increase

thermogenesis and its inhibition by siRNA resulted in body mass gain.

Materials and methods

Antibodies, chemicals and buffers. The reagents for SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and

immunoblotting were from Bio-Rad (Richmond, CA, USA). HEPES, phenylmethylsulfonyl fluoride
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(PMSF), aprotinin, dithiothreitol, Triton X-100, Tween 20, glycerol and bovine serum albumin
(fraction V) were from Sigma (St. Louis, MO, USA). Nitrocellulose membrane (BA85, 0.2 um) was
from Amersham (Aylesbury, UK). Xylazine, ketamine and diazepam were from Cristalia (Itapira,
Brazil). Thiopental was from Lilly (Indianapolis, IN, USA). Anti-IL1B antibody (rabbit polyclonal,
#ARC0912) was from Biosource-Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Anti-ILlra antibody (rabbit
polyclonal, sc-25444) was from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Anti B-actin

(#ab6276, mouse monoclonal) was from Abcam (Cambridge, MA, USA).

Experimental model. In all experiments we employed male Wistar rats, which were fed ad libitum on
regular (control, CT) or high-fat (HF) diets, for four weeks, beginning at eight weeks of life. The
animals were maintained on a 12:12 h artificial light-dark cycle and housed in individual cages. The
investigation followed the University guidelines for the use of animals in experimental studies and
conforms to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, published by the US National
Institutes of Health (NIH publication No. 85-23 revised 1996). In the experimental animals submitted
to intracerebroventricular (icv) cannulation, anesthesia was obtained by a combination of diazepam
(1,25 mg/Kg)/xylazine (15 mg/Kg)/ketamine (75mg/Kg, 1.0 ml/400g body mass). For euthanasia,

before tissue extraction, the rats were deeply anesthetized Thiopental (40-60mg/kg).

Peptides and siRNAs. RVG-9R peptide (Y TIWMPENPRPGTPCDIFTNSRGKRASNGGGGRRRRRRRRR)
was synthesized and purified by high-performance liquid chromatography at the Biosynthesis
(Lewisville, TX, USA); the C-terminal nine arginine residues were D-arginine. siRNAs were designed
against the endogenous IL1p using Strand Analysis program (13). SiRNAs were purchased from IDT
(Coralville, IA, USA). The siRNAs sequences are: sill1 sense: 5° UGA CCC AUG UGA GCU GAA AGC
3’; sill1B antisense: 5" UUU CAG CUC ACA UGG GUC AGA 3; siGFP sense: 5" CAG GCU ACU UGG

AGU GUA UUU 3’; siGFP antisense: 5 AUA CAC UCC AAG UAG CCU GUU 3

Delivery of siRNA::peptide complexes. siRNA::peptide complexes (at molar ratio of 1:10 siRNA to

peptide) were delivered through intravenous injections in the caudal vein; complexes were prepared
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in 500 pL of PBS, 5% glucose. To identify the best experimental conditions (mass of siRNA and
number of injections), amounts of 25-50 pg of siRNA/animal were evaluated, one or two
injections/animal (with an 8 h interval) per animal. Brains were harvested at 48 h after the first
injection. In order to characterize IL1B silencing time course, rats were given two injections of 25 pg
of siRNAs (at 8 h intervals) and the brains were collected at the following time points: 24 h, 48 h, 72
h, 96 h and 120 h after first injection of siRNA. To assess silencing effect in different anatomic areas,
the brain was divided into six regions as follows: hippocampus, frontal cortex, olfactory bulb,

cerebellum, brain stem and hypothalamus.

Intracerebroventricular cannulation. Wistar rats were stereotaxically instrumented using a Stoelting
stereotaxic apparatus, according to a method previously described (14). Cannula efficiency was
tested one week after cannulation by the evaluation of the drinking response elicited by icv
angiotensin Il (15). Stereotaxic coordinates were: antero-posterior, 0.2 mm/lateral, 1.5 mm/depth,
4.0 mm. lcv-cannulated rats were treated for seven days, once a day, with IL1B (2.0 ul, 107 -10° M).

Body mass, body temperature and food intake were evaluated daily throughout the experiment.

Indirect calorimetry and spontaneous physical activity. O, consumption, CO, release, respiratory
exchange ratio (RER) and spontaneous physical activity (SPA) were measured in fed animals through
an indirect open circuit calorimeter (Harvard Apparatus, Hollistone, MA, USA), as described

previously (16). SPA was determined in two horizontal axes, providing information on linear motility.

Immunoblotting. For evaluation of protein expression, the hypothalami of anesthetized rats were
excised 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/ml] with a Polytron PTA 20S generator
(model PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA). Insoluble material was removed by
centrifugation for 40 min at 11,000 rpm in a 70.Ti rotor (Beckman) at 4°C. The protein concentration

of the supernatants was determined by the Bradford dye method. Aliquots of the resulting
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supernatants containing 0.2 mg of protein extracts were separated by SDS-PAGE, transferred to
nitrocellulose membranes and blotted with antibodies. Specific bands were detected by
chemiluminescence and capture was performed with a Syngene GBox (Imgen Technologies,

Alexandria, VA, USA).

Real-time PCR. The expressions of NPY, MCH, TRH and POMC mRNAs were measured in
hypothalami obtained from HF rats treated with control or IL1f siRNA. Intron-skipping primers were
obtained from Applied Biosystems. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase primers were used
as a control. Real-time PCR analysis of gene expression was performed with an ABI Prism 7500
sequence detection system (Applied Biosystems). The optimal concentration of cDNA and primers,
as well as the maximum efficiency of amplification, were obtained through six-point, two-fold
dilution curve analysis for each gene. Each PCR contained 20 ng of reverse-transcribed RNA and was
run according to the manufacturer’s recommendations using the TagMan PCR Master Mix. Real-

time data were analyzed using the Sequence Detector System 1.7 (Applied Biosystems).

Citrate synthase activity. Fragments (1-3 mg) of the soleus muscle and BAT were used for the

determination of citrate synthase activity by spectrophotometry, as described previously (17).

Statistical analysis. Mean values + SEM obtained from densitometry scans, real-time PCR, body
mass determination, food intake, SPA, and respirometry parameters were compared using Tukey—
Kramer test (ANOVA) or Student’s t test, as appropriate; p <0.05 was accepted as statistically

significant.

Results

IL15 expression is increased in the hypothalamus of diet-induced obese rats. The expression of the
MRNAs of the inflammatory cytokines, TNFa, IL2 and IL1 S, and of the anti-inflammatory cytokines,
IL6 and IL10, are increased in the hypothalamus of rats fed on HF diet (Fig. 1A). Also, the mRNA level

of the IL1 S endogenous inhibitor, IL1ra, is increased in the hypothalamus of rats fed on HF diet (Fig.
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1A). However, at the protein level, only IL1 g (Fig.1B), but not IL1ra (Fig. 1C), is increased in the

hypothalamus of rats fed on HF diet.

Small-interference RNA inhibition reduces IL1 8, but not IL1ra expression in the hypothalamus of rats.
To reduce the hypothalamic levels of IL1 8 we designed a siRNA, specific for IL1 5, which was
delivered to the central nervous system (CNS) as a complex with the RVG-9R peptide. After
optimization, an approximately 50% reduction of IL1 3 expression was obtained in the
hypothalamus of HF rats (Fig. 1D and 1F). No change in the hypothalamic expression of IL1ra was

induced by this method (Fig. 1E and 1F).

Inhibition of IL1 S in the CNS leads to increased body mass gain in HF rats. Eleven days inhibition of
IL1 B8 in the CNS of HF rats resulted in a significant increase of body mass (Fig. 2A and 2B), without

affecting daily (Fig. 2C) and cumulative (Fig. 2D) food intake.

Inhibition of IL1 8 in the CNS leads to reduced TRH expression in the hypothalamus of HF rats. Two
orexigenic and anti-thermogenic neurotransmitters, NPY and MCH, and two anorexigenic and pro-
thermogenic neurotransmitters, POMC and TRH, were measured in the hypothalamus of HF rats.
Upon IL1 g inhibition, only TRH expression was significantly reduced by approximately 30% (Fig.

3A).

Reduced mitochondria activity in the brown adipose tissue of CNS IL1p -inhibited HF rats. To evaluate
the effect of CNS IL1p inhibition on tissues involved in thermogenesis we measured the amount or
activity of proteins involved in mitochondria function in the brown adipose tissue and skeletal
muscle. As depicted in Figures 3B-3E, the expression of PGCla was increased (Fig. 3B) and the
activity of citrate synthase, which reflects mitochondria activity, was reduced (Fig. 3C) only in the

BAT.

Inhibition of IL1B in the CNS has no effect on HF-rats spontaneous activity and respirometric

parameters. The inhibition of IL15 in the CNS of HF rats produced no significant effect on
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spontaneous activity (Fig. 4A), O, consumption (Fig. 4B), CO, production (Fig. 4C) and respiratory

exchange ratio (Fig. 4D).

High-, but not low-dose icv IL1 S injection modulates body mass and food intake in lean rats. To
evaluate the effects of IL1 S in the hypothalamus of lean rats, a dose response experiment was
performed, injecting 2 pl 10™ - 10° M IL1  icv for seven days. As depicted in Figures 5A-5C, only
the higher, but not the lower doses of the cytokine produced a significant reduction of body mass
(Fig. 5A) accompanied by reduction of food intake (Fig. 5C) in the lean rats. No change in body

temperature was detected (Fig. 5B).
Discussion

Inflammatory and anti-inflammatory cytokines are known to act as important mediators or
modulators of a low-grade inflammation in the hypothalamus of obese rodents (10, 12, 18, 19).
Increased hypothalamic expression of IL1 8 has been detected in this context (4) but its role in the
dysfunctional hypothalamic activity in obesity is unknown. Here, we used siRNA complexed with the
RVG-9R peptide from the rabies virus (20) to deliver an IL1 S inhibitory RNA to the CNS, and

thereafter, evaluate the role of central IL1 8 in diet-induced obesity.

Initially, we showed that IL1  expression, which was increased by 2-fold in the hypothalamus of HF
rats, underwent a 50% reduction after the siRNA treatment, thus, returning to near lean-rat level.
The delivery of the IL1 S siRNA to the CNS as a complex with the RVG-9R peptide, provides a whole-
CNS inhibition of this cytokine (20). However, the basal expression of IL1 S in brain regions other
than the hypothalamus is very low and unaffected by diet-induced obesity (4). Thus, we believe, the
effect of the siRNA to inhibit IL1 g predominates in the hypothalamus. Moreover, this approach
exerted no effect on the expression of the endogenous IL1 S inhibitor IL1ra, therefore, providing an

efficient mean for studding the role of hypothalamic IL1 g in diet-induced obesity.

As the main hypothalamic effect of another inflammatory cytokine, TNFa, in the hypothalamus of

obese rodents is to reduce thermogenesis and favor body mass gain (3, 11), we initially suspected
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that IL1 B would act in a similar direction. However, upon CNS IL1 g inhibition, rats increased body
mass gain by 50% with no significant changes in food intake. These results suggested that
hypothalamic IL1 g produced endogenously in the context of diet-induced obesity, would protect
against, rather than boost, body mass gain, and that this effect would not be dependent on food

intake.

In concert with the above-mentioned suspicion, the inhibition of CNS IL1 g reduced the expression
of hypothalamic TRH which is an important pro-thermogenic neurotransmitter (21). This outcome
was accompanied by reduced activity of the enzyme citrate synthase in the BAT, which reflects
mitochondria number and activity (22). Also, PGCla, which is an important mitochondriogenesis
transcriptional co-activator (23), was increased in the BAT, possibly as a compensatory reflection of

the reduced mitochondria activity.

Although, the reduced expression of IL1 S in the CNS produced a significant drop in BAT
thermogenesis, this was not sufficient to reduce whole body energy expenditure, as determined by
the respirometry analysis. Also, no changes in spontaneous activity were found in the CNS IL1 S8
inhibited rats. Thus, we suspect that the overall change in thermogenesis induced by the approach
employed in this study is somewhat small, and out of the range of delectability of the respirometry

assay.

In the last part of the study we performed a dose response experiment as an attempt to estimate the
range of IL1 S concentration in the hypothalamus that would be necessary to produce a change in
body mass without affecting body temperature and food intake, just as observed when IL1 3 is
inhibited in HF rats. At high concentrations of IL1 g, i.e., 10° and 10® M, there was a reduction of
body mass accompanied by a reduction of food intake, which is in pace with changes detected in
conditions such as sepsis and cancer in which, inflammatory cytokines are present at high levels (2,
24). At very low concentration, i.e., 102 M, no modifications of food intake, body temperature or

body mass were detected. Only at the concentration of 10™° M, IL1 B was capable of reducing body
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mass, without affecting body temperature and food intake. Therefore, we suspect that the
hypothalamic IL1 8 provided by the injection of 2.0 ul of 10 M IL1 8 would match the

concentration of this cytokine in the hypothalamus of diet-induced obese rats.

In conclusion, this study provides evidence for a pro-thermogenic role of IL1 B in the hypothalamus
of diet-induced obese rats. This effect is in contraposition of the anti-thermogenic action of
TNFo and may act as a balance, similarly to IL10 and IL6 (12), in the complex inflammatory

environment in the hypothalamus of obese rodents.
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Figure 1

Figure 1. Expression and inhibition of IL1 3. The expressions of TNFa, IL1 3, IL2, IL6, IL10 and IL1ra
MRNAs were determined by real-time PCR in the hypothalami of lean (CT) and diet-induced obese

(HF) rats (A). The protein expressions of IL1 g (B) and IL1ra (C) were determined by immunobloting
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in total protein samples from the hypothalami of CT and HF rats. The expressions of IL1 8 (D) and

IL1ra (E) mRNAs were determined by real-time PCR in the hypothalami of HF rats treated with a

control siRNA (siGFP), an IL1 3 antisense (silL1bAS) or IL1  sense (silL1bS) small-interference RNA.

The expressions of IL1 g and IL1ra (F) protein were determined by immunobloting in total protein

samples from the hypothalami of HF rats treated with a control siRNA (siGFP), an IL1 g antisense

(silL1IbAS) or IL1 B sense (silL1bS) small-interference RNA. In all experiments n = 6; *p<0.05 vs.

respective CT (in A and B), and vs. HF (in D and F). In B, C and F, the nitrocellulose membranes were

reblotted with an anti- 3 -actin antibody.
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Figure 2. Effect of central nervous system IL1 g reduction on body mass and food intake. Body mass

(A), body mass variation (B), mean daily food intake (C) and cumulative food intake (D) were

determined in diet-induced (HF, circle in A) obese rats treated with a control (siGFP, square in A) or

IL1 g antisense (silLLbAS, triangle in A) small-interference RNA. In all experiments n = 6; *p<0.05 vs.

HF.
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Figure 3

Figure 3. Effect of central nervous system IL1 S reduction on hypothalamic neurotransmitter expression
and peripheral thermogenesis. The expressions of the mRNAs for NPY, POMC, MCH and TRH were
determined by real-time PCR in the hypothalami of obese rats treated with a control (siGFP) or IL1
antisense (silL1bAS) small-interference RNA (A). The expressions of the mRNAs for UCP1 (B), UCP3
(D) and PGCla (B and D) were determined by real-time PCR in the brown adipose tissue (B) or
skeletal muscle (D) of obese rats treated with a control (siGFP) or IL1 8 antisense (SilL1bAS) small-

interference RNA. Citrate synthase activity was determined in the brown adipose tissue (C) and

65

Livia Aparecida D’Avila Bitencourt Pascoal Biazzo — Dissertagcdo de Mestrado



skeletal muscle (E) of obese rats treated with a control (siGFP) or IL1 g antisense (silL1bAS) small-

interference RNA. In all experiments n = 6; *p<0.05 vs. respective siGFP.
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Figure 4. Physical activity and respirometry in central nervous system IL1 S inhibited rats. Spontaneous

physical activity (SPA) (A), O, consumption (B), CO, production (C) and respiratory exchange ratio

(RER) (D) were determined in obese rats treated with a control (siGFP) or IL1 g antisense (SilL1bAS)

small-interference RNA. In all experiments n = 6.
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Figure 5

Figure 5. Dose-response effect of IL1 g in the hypothalamus of lean rats. Intracerebroventricular
canullated lean rats were treated for seven days with 2.0 ul diluent (CT) or 10%2 - 10° M IL1 g and
body mass variation (A), body temperature (B) and mean daily food intake (C) were determined. In

all experiments n = 6; *p<0.05 vs. CT.
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5. CONCLUSAO

Este estudo forneceu evidéncias para um papel pré-termogénico da IL1B no hipotélamo
de ratos com obesidade induzida por dieta. O efeito desta citocina se contrapde a a¢ao anti-
termogénica do TNFa, podendo atuar como um mecanismo de equilibrio, de forma
semelhante & atividade de IL10 e IL6, no complexo ambiente inflamatério do hipotalamo de

ratos obesos.
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