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RESUMO

O hipotalamo é uma regido do sistema nervoso central que angaria informagdes
do status nutricional e governa a liberagdo de mudltiplos sinais metabdlicos, tais como
insulina e leptina para manutengdo da homeostase energética. Entretanto, o aumento
da prevaléncia de obesidade vem se revelando como um dos importantes fenédmenos
clinico-epidemiolégicos da atualidade. Fatores como o habito alimentar e o estilo de
vida sedentario desempenham papel relevante na patogénese desta doenca. No
entanto, mecanismos moleculares envolvidos na génese da resisténcia a insulina e a
leptina mediados pelo aumento da atividade inflamatdria como a 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) no tecido hipotalamico, sao parcialmente conhecidos. Neste cenario, a
S-nitrosagdo vem ganhando destaque como um importante mecanismo poés-
transcricional de insulino-resisténcia. Assim avaliamos o papel da iINOS na inducao da
S-nitrosagao das proteinas que compdem a cascata de sinalizagdo da insulina (receptor
de insulina, IRB / substrato 1 do receptor de insulina, IRS-1 / Akt) e leptina (fator de
transcricao 3, STAT3) no hipotdlamo de modelo experimental de obesidade,
estabelecendo a relacado entre este fendmeno com o desenvolvimento da resisténcia a
insulina e leptina no controle da ingestdo alimentar. Incialmente, a infusdo crénica de
GSNO em roedores magros, induziu a S-nitrosacao do IRB, IRS-1, Akt e STATS, além
da reducao da fosforilagdo do IRB, IRS-1, Akt e STAT3, aumentando a ingestao
alimentar e o peso corporal. A dieta hiperlipidica contribuiu para hiperfagia, obesidade e
reduziu a sensibilidade a insulina e leptina no hipotalamo. Observamos ainda, aumento
da expressdo da iINOS e S-nitrosacdo do IRB, IRS-1, Akt e STAT3. Paralelamente,
avaliacdo dos efeitos do exercicio fisico e da inibicdo farmacoldgica e genética da
INOS, através do (L-NIL), e oligonucleotideo antisense (ASO), reduziram a expressao
da iINOS e o fenbmeno da S-nitrosacdo no sistema nervoso central, aumentando a
sensibilidade da via da insulina e leptina em neurénios hipotaldmicos, produzindo sinais
de saciedade em roedores obesos. Esses achados suportam a hipétese de que a S-
nitrosagao hipotalamica é um fenémeno intracelular importante e sugere a participacao
da iINOS como molécula chave na inducdo da S-nitrosagdo como mecanismo de

resisténcia a insulina e leptina na génese da obesidade.
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ABSTRACT

The hypothalamus is a region of the central nervous system which raises and
nutritional status information governing the release of multiple metabolic signals, such as
leptin and insulin for maintenance of energy homeostasis. However, the increased
prevalence of obesity is becoming one of the important clinical-epidemiological
phenomena today. Factors such as eating habits and sedentary lifestyles play an
important role in the pathogenesis of this disease. However, the molecular mechanisms
involved in the genesis of insulin resistance and leptin mediated by increased
inflammatory activity as inducible nitric oxide synthase (iINOS) in the hypothalamic
tissue, are partially known. In this scenario, the S-nitrosation has been gaining attention
as an important post-transcriptional mechanism of insulin resistance. Thus we evaluated
the role of INOS in inducing S-nitrosation of the proteins comprising the insulin signaling
cascade (insulin receptor, IRB / substrate 1 of the insulin receptor, IRS-1 / Akt) and
leptin (transcription factor 3 STAT3) in an experimental model of hypothalamic obesity,
establishing the relationship between this phenomenon and the development of insulin
resistance and leptin on food intake control. Initially, chronic infusion of GSNO in lean
rodents, induced S-nitrosation of IRB, IRS-1, Akt and STATS, in addition to reduced
phosphorylation IRB, IRS-1, Akt and STATS3, increasing food intake and body weight .
The fat diet contributed to hyperphagia, obesity and reduced sensitivity to insulin and
leptin in the hypothalamus. Was also observed increased expression of iINOS and S-
nitrosation of IRB, IRS-1, Akt and STAT3. Parallel evaluation of the effects of physical
exercise and pharmacological inhibition of INOS gene and, through (L-NIL), and
antisense oligonucleotide (ASO), reduced the expression of INOS and the phenomenon
of S-nitrosation central nervous system, increasing sensitivity towards insulin and leptin
on hypothalamic neurons, producing signals of satiety in obese rodents. These findings
support the hypothesis that S-nitrosation hypothalamic is an important intracellular
phenomenon and suggests the involvement of INOS as a key molecule in inducing S-

nitrosation as a mechanism of resistance to insulin and leptin in obesity genesis.
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fosforilacdo do IRB (E), fosforilagdo do IRS-1 (F) e da Akt (G). Infusdo com leptina icv
(10°M em 2pL) e extracdo de fragmentos hipotalamicos apés 15 minutos sobre a
fosforilacdo em tirosina da STAT3 (H). n= 6-8 para cada grupo. *p<0,05 versus controle
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INTRODUCAO

O aumento da prevaléncia da obesidade vem se revelando como um dos
importantes fenémenos clinico-epidemioldgicos da atualidade e fatores como habito
alimentar e o estilo de vida sedentario desempenham um papel relevante na
patogénese desta doenca. Estima-se que existam 300 milhdes de obesos no mundo.
Nos Estados Unidos, aproximadamente 32% da populacao é classificada como obesa e
34% como sobrepeso (Baskin et al., 2005; Ogden et al., 2006). Na regido sudeste do
Brasil, este indice € de 6,7%. Considerando que a obesidade é a principal responsavel
pelo estabelecimento da sindrome metabdlica e estd associada a doengas
cardiovasculares, diabetes tipo 2, cancer, hipertensao, dislipidemias, esteatose hepéatica
nao alcodlica, entre outros (Bacha et al., 2003; Carroll et al., 2004; Carvalheira et al.,
2006). O aumento excessivo do peso corporal decorrente do acumulo de tecido adiposo
constitui uma das mais importantes questdes de saude publica e o desenvolvimento de
diferentes abordagens para reduzir essa doenca € um ponto de grande relevancia atual
(Abrantes et al., 2002).

A pratica regular de atividade fisica representa uma das pedras angulares para a
prevencao e tratamento da obesidade e doencas associadas (Ropelle et al., 2006). Os
efeitos decorrentes da pratica de exercicios resultam em aumento do gasto energético,
colaborando para a reducédo da adiposidade e, consequentemente, para a reducao do
peso corporal. Além destes efeitos, evidéncias acumuladas nos ultimos anos apontam
que a atividade fisica tem participacao direta no controle da ingestao alimentar (Flores
et al., 2006). Em modelos experimentais, estudos demonstraram que o exercicio fisico
foi capaz de modular positivamente a agédo de dois horménios no sistema nervoso
central que sao importantes para controle da ingestdo alimentar e do peso corporal, a
insulina e a leptina (Cintra, 2007). Em modelo de obesidade genética (Bi et al., 2005) e
de obesidade induzida por dieta rica em gordura (Ropelle et al., 2008), o exercicio fisico
preveniu a hiperfagia e restabeleceu os sinais anorexigénicos mediados pela leptina.

O fenémeno de resisténcia a acdo da insulina e leptina no sistema nervoso
central bloqueia a ativagdo das vias anorexigénicas e contribui diretamente para o
desenvolvimento da obesidade (Carvalheira et al., 2003), a atividade fisica pode ser

uma estratégia terapéutica para restaurar a sensibilidade a insulina e leptina em
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individuos obesos, e essencial para a manutengcdo em longo prazo do fenétipo magro.
Embora seja crescente o numero de evidéncias que suportam a participagdo do
exercicio fisico na modulagao do sistema nervoso central para o controle das respostas
hiperfagicas decorrentes da obesidade, pouco se sabe a respeito dos mecanismos

moleculares envolvidos neste processo.

Transmissao do Sinal de Insulina e Leptina em Hipotalamo de Ratos: Implicac6es
Fisiopatologicas

A leptina é expressa principalmente no tecido adiposo e em menores
quantidades no epitélio gastrico e placenta (Maffei et al., 1995; Masuzaki et al., 1997;
Bado, 1998). A proteina do gene ob esta presente no plasma de camundongos
normais, como um monémero com peso molecular de 16 kDa, ndo foi detectada em
plasma de camundongos ob/ob, e foi observada em concentragbes elevadas em
camundongos db/db (Maffei et al., 1995). A administracdo de leptina a camundongos
ob/ob resulta em diminuicdo da ingestao alimentar, perda de peso e reducao dos niveis
glicémicos (Campfield et al., 1995), além de aumentar a atividade simpatica em tecido
adiposo marrom, com consequente aumento do gasto energético (Pelleymounter et al.,
1995). Entretanto, 0 mesmo resultado ndo foi observado quando este horménio foi
injetado nos animais db/db.

Os niveis séricos de leptina correlacionam-se de forma positiva com o indice de
massa corporal na grande maioria das populagbes estudadas (Maffei et al., 1995;
Frederich et al., 1995; Considine et al., 1996; Havel et al., 1998). A secrecdo desse
hormdnio diminui com o jejum prolongado e estimulo B-adrenérgico (Ahima et al., 1996)
aumenta em resposta a administracdo de insulina e glicocorticéides (De Vos et al.,
1995; Saladin, 1995) A leptina € secretada de forma pulsatil e inversamente relacionada
a atividade do eixo ACTH-Cortisol, ou seja, ocorre diminuicao da secrecao de leptina ao
amanhecer e aumento no final da tarde (Licinio et al., 1997).

A leptina produzida pelo tecido adiposo informa o estado nutricional do
individuo a centros hipotalamicos, que regulam a ingestdo alimentar e o gasto
energético. Assim, a reducao da quantidade de tecido adiposo leva a diminuicdo dos

niveis circulantes de leptina, estimulando a ingestdo alimentar e reduzindo o gasto
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energético. Contrariamente, o aumento do estoque de tecido adiposo esta associado a
elevacao dos niveis séricos de leptina, diminuindo a ingestao alimentar e aumentando o
gasto energético. Através desse mecanismo, 0 peso do individuo se mantém estavel
durante varios anos. Por que entdo alguns individuos desenvolvem obesidade e outros
nao? Acredita-se que a sensibilidade a leptina seja variavel e que individuos obesos
sejam resistentes a leptina (Halaas et al., 1995; Maffei et al., 1995; Considine et al.,
1996; Friedman et al., 1998). Apenas uma infima parte da populacédo obesa tem baixos
niveis séricos de leptina e desenvolvem obesidade de forma semelhante ao
camundongo ob/ob (Montague et al., 1997; Farooqi et al., 2001).

Varios mecanismos podem contribuir para a resisténcia a leptina, como a
reducdo do transporte de leptina através de células endoteliais e da barreira
hematoencefalica impedindo a chegada da leptina no fluido intersticial cerebral.
Entretanto ndo é claro se alteracbes nesse processo podem levar a obesidade, mas
resultados de pesquisas indicando que humanos obesos tém menor relagcdo entre a
leptina liqudrica e a plasmatica comparados com individuos controle sdo consistentes
com essa possibilidade (Caro et al., 1996). Outra potencial causa de resisténcia a
leptina € a redugédo da sensibilidade hipotalamica a esse hormdnio. Essa alteracao
pode ser observada em roedores ratos Zucker (Da Silva et al., 1998) e camundongos
ab/db (Lee et al., 1996) que apresentam mutacdes do receptor de leptina, assim como
em ratos alimentados com dieta hiperlipidica (EI-Haschimi et al., 2000), demonstrando
que fatores ambientais sdo capazes de modular a via de sinalizagao da leptina.

A identificacao de receptores especificos para leptina em plexo corbide de ratos
levou a uma melhor compreensdo de como acontece a sinalizagcdo da leptina no
sistema nervoso central e motivou o desenvolvimento de estudos visando o
esclarecimento dos mecanismos envolvidos na génese da resisténcia a leptina. O
receptor de leptina (OBR) é membro da familia gp130 da classe | dos receptores de
citocinas (Tartaglia et al., 1995). E encontrado em muitos tecidos com varias formas de
splicing, sendo as mais encontradas a forma curta (OBRs), expressa em varios tecidos,
que apresenta dominios intracelulares truncados, e a forma longa (OBR.), que

apresenta dominios intracelulares longos e € expressa principalmente no hipotalamo
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(nucleos paraventricular, arqueado, ventromedial e dorsomedial (Woods et al., 1996;
Mercer et al., 1996)).

O OBRs néo tem sua funcao bem definida, mas parece influir no transporte da
leptina através da barreira hematoencefdlica e talvez contribua para a depuracao da
leptina atuando como uma fonte de receptor soluvel.

A homologia do receptor de leptina a classe | dos receptores de citocinas
forneceu informacdes importantes para a descoberta dos possiveis mediadores
intracelulares da acao da leptina. Os receptores da classe | das citocinas agem através
das familias das proteinas JAK (Janus Kinase) e STAT (Signal Transducers Activators
of Transcription) (Heldin et al., 1995). Tipicamente, as proteinas JAK estéo
constitutivamente associadas com sequéncias de aminoacidos dos receptores, €
adquirem sua atividade tirosina quinase apds a ligagdo do hormdnio a seu receptor.
Uma vez ativada, a proteina JAK fosforila o receptor induzindo a formagao de um sitio
de ligacao para as proteinas STAT, as quais sao ativadas apés terem se associado ao
receptor e serem fosforiladas pela JAK. As proteinas STAT ativadas sado translocadas
para o nucleo e estimulam a transcrigéo.

O OBRL é capaz de estimular as proteinas STAT em resposta a sua ativagao.
Dois estudos (Ghilardi et al., 1996; Baumann et al., 1996) mostraram que a leptina ativa
o STAT3 e STAT5 em células COS transfectadas com o OBRL, mas discordaram em
relacdo a atividade do STAT1 e do STAT6. A proteina da familia STAT mais importante
para a regulagdo do peso corporal ainda nao foi identificada. No entanto, é pouco
provavel que tanto o STAT1 como o STAT6 estejam envolvidos de forma significativa,
uma vez que a auséncia de expressao desses genes em camundongos nocaute ndo
resultou em obesidade (Meraz et al., 1996; Durbin et al., 1996; Takeda et al., 1996;
Shimoda et al., 1996). Embora o OBRL seja capaz de ativar as proteinas STAT3 e
STAT5 em células COS, as proteinas do STAT que sado realmente ativadas in vivo
podem diferir das que sdo observadas nestas linhagens celulares (Tartaglia et al.,
1997). Apenas a ativagdo do STATS foi detectada no hipotalamo de camundongos,
apds a administracao exdgena de leptina (Vaisse et al., 1996).

O receptor de leptina € capaz de estimular outras vias de sinalizagado além da

JAK/STAT, tais como a via da proteina quinase ativadora de mitose (MAPK) e a via de
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fosfatidiliNOSitol 3-quinase (Pl 3-quinase) (Heldin et al., 1995), e é possivel que a
capacidade do OBR controlar o peso dependa também destas vias de sinalizacao
(Tartaglia et al., 1997; Niswender et al., 2001). Além disso, a leptina leva também a
fosforilacdo do SHP2 (Carpenter et al., 1998), uma fosfotirosina fosfatase, que diminui o
grau de fosforilacdo da JAK2 e consequentemente a ativacdo do STAT3. Uma outra
proteina, SOCSS3, quando ativada diminui a resposta a leptina (Bjorbaek et al., 1998).

Sinalizagcao da leptina

Leptina
Receptor ®

de leptina ObR . .

Forma esquemadtica - Via de transmissdo do sinal da leptina em neurbnios

hipotalamicos.

Ap6s a ativacdo dos receptores de leptina no cérebro e das proteinas
envolvidas na transmissdo do sinal desse hormdnio, respostas neuronais integradas
s80 necessarias para modular a ingestdo alimentar e o gasto energético. Alguns

neurotransmissores importantes para o funcionamento dessa rede neuronal estimulam
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a ingestédo alimentar como o neuropeptideo Y (NPY) (Stephens et al., 1995) e o Agouti
related peptide (AGRP) (Shutter et al., 1997), enquanto outros provocam redugcédo da
ingestdo alimentar como o cocaine-and anphetamine—regulated transcription (CART)
(Kristensen et al.,, 1998) e o melanocyte stimulating hormone (a-MSH) (Fan et al.,
1997). A leptina regula o balanco energético diminuindo os niveis de neuropeptideos
anabdlicos NPY e AGRP e aumentando a concentracdo de neuropeptideos catabodlicos
CART e a-MSH.

Assim como a leptina, a insulina também é considerada um importante
hormdnio que sinaliza ao hipotalamo o estoque de tecido adiposo € modula a ingestao
alimentar (Woods et al., 1979; Woods et al., 1985). A insulina circula em niveis
proporcionais ao conteudo de tecido adiposo e atravessa a barreira hematoencefalica
via um sistema de transporte saturavel em niveis proporcionais aos plasmaticos (Baura
et al., 1993). Os receptores de insulina sdo expressos por neurbnios envolvidos na
ingestdo alimentar (Baskin et al., 1988; Baskin et al., 1999; Cheung et al., 1997). A
administracdo de insulina no sistema nervoso central reduz a ingestdo alimentar e
diminui o peso corporal, enquanto a deficiéncia desse horménio causa hiperfagia
(Sipols et al., 1995).

A correlagéo dos niveis séricos de insulina com o conteudo de gordura corporal
€ consequéncia da resisténcia a insulina induzida pelo aumento da gordura corporal
(Schwartz et al., 1997). Assim, a medida que o peso corporal aumenta a insulina deve
aumentar para compensar a resisténcia a insulina e manter a homeostase de glicose
(Polonsky et al., 1988; Kahn et al., 1993). Mesmo com altos niveis de insulina circulante
€ possivel observar a deficiéncia na transmissao do sinal desse horménio no tecido
hipotalamico de roedores. Essa alteracao pode ser observada em ratos Zucker (da Silva
et al., 1998) e camundongos db/db (Lee et al., 1996) que apresentam mutacdes do
receptor de leptina, assim como em ratos alimentados com dieta hiperlipidica (El-
Haschimi et al., 2000), demonstrando que fatores ambientais sédo capazes de modular a
via de sinalizagcédo da insulina.

Os mecanismos moleculares de sinalizacdo da insulina vém sendo estudados
de forma mais intensa desde o inicio da década de 1980, quando da caracterizagcéo da

atividade tirosina quinase intrinseca do seu receptor (IR) (Kasuga et al., 1982).
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Entretanto, a maioria dos estudos que geraram o conhecimento relativo a agao
molecular da insulina foi desenvolvida em tecidos periféricos, tradicionais alvos da acao
deste hormonio como musculo esquelético, figado e adiposo (Saltiel et al., 2001).

Alguns estudos publicados durante as décadas de 1960 a 1980 haviam
revelado a presenca da insulina e de seu receptor no sistema nervoso central
(Havrankova et al., 1979; Margolis et al., 1967; Woods et al., 1979), porém somente
durante os ultimos 10 anos obtiveram-se avangos importantes no conhecimento da
acao central, ou mais especificamente, hipotalamica da insulina. Nao existem
diferencgas estruturais entre os receptores de insulina expressos em tecidos periféricos e
no sistema nervoso central (Saltiel et al., 2001). Assim, apds ligar-se ao IR expresso no
hipotalamo, a insulina promove, através de modificagdo conformacional, a ativagao de
um sitio catalitico localizado na regiao que compreende as tirosinas 1145, 1150 e 1151
da subunidade B do receptor (White et al., 1997). Uma vez ativo, este sitio catalisa a
fosforilacdo em tirosina dos residuos 953, 960, 1316 e 1322, o que torna o receptor
apto a dar continuidade a transducéo do sinal (White et al., 1997). No hipotadlamo, a
insulina promove a ativagdo de pelo menos duas vias distintas de sinalizagdo. A
primeira depende do recrutamento e fosforilagdo em tirosina de substratos classicos do
IR, os IRSs, principalmente o IRS-1 e o IRS-2 (Carvalheira et al., 2001; Torsoni et al.,
2003). A fosforilagdo de IRSs promove a ligagdo e ativacdo da enzima PI3K
(Carvalheira et al., 2001; Torsoni et al., 2003), esse fendmeno conecta o sinal da
insulina ao controle do ritmo de disparos neuronais (Xu et al., 2005). Através do controle
do ritmo de disparos neuronais, a insulina modula, em paralelo a leptina, a liberacao de
neurotransmissores nas sinapses efetoras, induzindo sinais de saciedade (Plum et al.,
2005).

Na ultima década estudos passaram a identificar alguns dos possiveis
mecanismos que induzem a resisténcia a insulina nos centros controladores do apetite
que podem estar envolvidos com a hiperfagia e obesidade (Carvalheira et al., 2003). A
hipétese de que possivelmente um processo inflamatério de baixa magnitude esteja
envolvido com o descontrole dos sinais de saciedade, vem ganhando destaque (Velloso
et al., 2008; Yang et al., 2008). Yang e Hotamisligil demonstraram recentemente, que

animais obesos induzidos por dieta rica em gordura apresentam um aumento da
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expressao/atividade de proteinas pré-inflamatérias no hipotalamo ventro-medial (VMH),
e que esse processo inflamatorio seria o principal evento intracelular responsavel pela
resisténcia central a insulina e a leptina em roedores, contribuindo com a hiperfagia e o
desenvolvimento da obesidade. Desta forma, faz-se importante o entendimento de
como as proteinas pro-inflamatdrias, estao relacionadas ao fendbmeno de resisténcia a
insulina.

Sinalizacao da insulina

Insulina

Receptor
de insulina

Forma esquematica - Via de transmisséo do sinal da insulina em neurénios hipotalamicos.

30



Obesidade, Inflamacao e Resisténcia a Insulina e Leptina.
Resisténcia a insulina

A sobrevivéncia dos organismos pluricelulares esta relacionada a sua
capacidade de combater infeccbes e reparar danos, assim como a capacidade de
estocar energia em épocas de fartura para épocas de maior demanda energética.

Os sistemas de reconhecimento de antigenos, assim como 0s sistemas de
armazenamento energético sdo amplamente conservados desde espécies mais
primitivas como Caenorhabditis elegans e Drosophila até os mamiferos. Recentemente
acumulam-se evidéncias que estes sistemas sao interdependentes.

Faz parte da resposta imunolégica normal a mobilizagdo de energia dos
estoques para combater o agente agressor (Khovidhunkit et al., 2004). E ha muito sao
conhecidos os efeitos da ma-nutricdo sobre o sistema imunoldgico, que causa
importante e clinicamente reconhecida, imunossupressdao (Chandra et al., 1996;
Blackburn et al., 2001). O elo que faltava desta interdependéncia comegcou a ser
desvendado ao longo das ultimas duas décadas, com o reconhecimento de que a
obesidade, estado de fartura energética, esta relacionada a um estado pré-inflamatério
subclinico relacionado a aterosclerose, hipertensdo arterial e resisténcia a insulina
(Wellen et al., 2005).

Diversos estudos epidemioldgicos ligam tanto a obesidade quanto o diabetes
mellitus tipo 2 a um estado de inflamagédo sub-clinico, doenga na qual € possivel
observar a elevacdo do nivel sérico de diversas citocinas inflamatérias (Pickup et al.,
2004).

A primeira molécula a ligar o sistema imune ao metabdlico foi o fator de necrose
tumoral o (TNFa) (Hotamisligil et al., 1993). Esta interleucina inflamatéria foi descrita
inicialmente como o principio ativo que levava a necrose tumoral em animais com
infeccdo bacteriana (Gray et al., 1984; Pennica et al., 1984). Estudos realizados em
modelos animais de obesidade, e também em humanos obesos, uniformemente
mostraram aumento dos niveis de TNFa circulante (Winkler et al., 1998; Katsuki et al.,
1998). Outro achado interessante é que a administracao de TNFa tanto em animais,
como em humanos leva a um estado de resisténcia a insulina (Van der Poll et al., 1991;
Lang et al., 1992).
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Outra importante relacdo de causa e efeito entre o processo inflamatério e
resisténcia a insulina, foi observada em modelos animais que geneticamente
apresentam perda de funcdo do receptor Toll-like Receptor-4 (TLR-4). O TLR-4 é um
receptor de membrana capaz de ativar o complexo IKK e subsequentemente o fator
nuclear-kB (NF-kB) responsavel pelo aumento da transcricao de diversas proteinas proé-
inflamatérias como (TNF-a, IL-6, IL-1B). Neste sentido, um estudo do nosso laboratério
demonstrou que camundongos com perda de fungdo do TLR-4 mostraram-se
protegidos do desenvolvimento de resisténcia a insulina associado a obesidade, mesmo
quando submetidos cronicamente a uma dieta rica em gordura (Tsukumo et al., 2007).

Uma das principais moléculas que participam da via de transmissao do sinal da
insulina e que sofre modulacao negativa durante o processo inflamatério subclinico, € o
substrato do IRS-1. Um dos mecanismos de resisténcia a insulina mediado pela
inflamagao é a fosforilagdo do IRS-1 em serina no seu resido 307. Esta fosforilagdo em
serina impede que o IRS-1 seja posteriormente fosforilado em tirosina, e
retrogradamente inibe a atividade tirosina-quinase do receptor de insulina. Duas
serinas-quinases foram implicadas nesta acdo negativa, a JNK1 e o complexo IKK. A
administracdo de TNFa a culturas de células leva a aumento da fosforilagdo em serina
do IRS-1, em paralelo a ativagao tanto da JNK1 quanto do complexo do IKK, sendo
este, possivelmente, um dos mecanismos moleculares pelo qual TNFo leva ao

desenvolvimento de resisténcia a insulina (Wellen et al., 2005).

Resisténcia a leptina

Um déficit absoluto de leptina ndo é a causa da grande maioria dos casos de
obesidade. Na verdade, a maioria dos individuos obesos exibem niveis circulantes de
leptina elevados, compativeis com a quantidade de tecido adiposo. Estes dados
implicam a presenga de resisténcia a leptina em individuos obesos. Embora os
mecanismos responsaveis pela resisténcia a leptina permanegam incertos, a resisténcia
a leptina adquirida esta implicada como fator que predispde a obesidade induzida por
dieta em modelos de roedores. A obesidade é fortemente relacionada a hiperleptinemia
em humanos e roedores submetidos a dieta hiperlipidica e o tratamento com leptina é

relativamente ineficiente na reducdo da ingestdo alimentar e no peso corporal uma vez
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que o quadro de obesidade esteja estabelecido. Essas observagdes suportam um
modelo em que obesidade induzida por dieta surge pelo menos em parte devido a
deficiéncia em neurocircuitos hipotalamicos que respondem ao sinal da leptina, similar a
resisténcia a insulina central e periférica que ocorre neste contexto (Schenk et al., 2008;
Shoelson et al., 2006; Myers et al.,, 2008). De fato, mecanismos subjacentes a
resisténcia a insulina induzida por dieta em nivel celular podem também perturbar a
sinalizagao da leptina (Schenk et al., 2008; Shoelson et al., 2006; Hotamisligil et al.,
2006; Wisse et al., 2007; Myers et al., 2008). Entretanto, tem se demonstrado
desafiador determinar se a resisténcia a leptina de fato causa formas comuns de
obesidade ou se é meramente uma consequéncia do excesso de peso. Estudos

recentes, que serao descritos a seguir, come¢aram a elucidar essa questao.

Dieta hiperlipidica e inflamacéao hipotalamica

Em 2005 foi observado que alteragdes inflamatérias sdo detectadas no sistema
nervoso central de animais alimentados com dieta hiperlipidica. Um estudo com ratos
que se alimentaram com dieta hiperlipidica durante 20 semanas constatou que havia
aumento de espécies reativas do oxigénio e de producdo de prostaglandina E2
juntamente com aumento da sinalizacdo do NF-kB no cértex cerebral desses animais
(Zhang et al., 2005). Focando no hipotalamo, De Souza et al. (De Souza et al., 2005)
demonstraram que moléculas relacionadas a imunidade, incluindo citocinas pré-
inflamatdrias classicas IL-1B, TNFa, e IL-6, representaram a maior classe de genes com
niveis de expressao hipotalamica alterada ap6s 16 semanas de dieta hiperlipidica. A via
da JNK (De Souza et al., 2005) e IKKB/NF-kB, assim como inducido de estresse do
reticulo endoplasmatico (ER) (Milanski et al., 2009; Ozcan et al., 2009; Posey et al.,
2009; Zhang et al., 2008) sdo ativadas durante esses eventos, em um quadro de tempo
similar ao inicio da reducdo da sensibilidade hipotalamica a leptina em modelos de
obesidade em roedores (Fam et al., 2007; Munzberg et al., 2004). A associagcao da
obesidade induzida por dieta com elevados niveis séricos de leptina e insulina e
aumento da ativacao de vias de sinalizacao inflamatérias levantam a possibilidade que
essas duas alteragdes sejam causalmente relacionadas. Entretanto, animais deficientes

na sinalizagdo da leptina sdo obesos e hiperfagicos e manifestam ainda maior grau de
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mudancgas inflamatérias nos tecidos periféricos e hipotalamicos do que animais obesos
induzidos por dieta (Zhang et al., 2008). Assim, as altera¢des nos niveis hormonais
parecem ser uma resposta a resisténcia e ganho de peso associado a dieta hiperlipidica

que induz a inflamagéao e obesidade.

Inflamacé&o hipotalamica contribui para obesidade induzida por dieta hiperlipidica

Consistente como uma funcao causal da inflamagao hipotalamica na génese da
obesidade induzida por dieta hiperlipidica, a ativacao das vias TLR4/MyD88 ou
IKKB/NF-kB em neur6nios especificos esta associada com o desenvolvimento de
obesidade induzida por dieta, resisténcia a leptina hipotalamica e resisténcia a insulina
sistémica (Zhang et al., 2008; Kleinridders et al., 2009). Neste sentido, a dele¢cdo do
IKKB ou hiperexpressao de uma isoforma dominante-negativa do IKKB em neur6nios
hipotalamicos médio-basais também reduzem ingestdo alimentar e ganho de peso
durante dieta hiperlipidica, confirmando que os fenoétipos de nocaute congénitos nao
sdo o resultado de desenvolvimento hipotalamico alterado (Zhang et al., 2008). Em
animais geneticamente normais, a infusdo central de um inibidor especifico do IKKB ou
anticorpos do TLR4 podem reduzir a ingestao alimentar (e peso corporal no ultimo
caso) em ratos obesos devido a dieta hiperlipidica (Milanski et al., 2009; Posey et al.,
2009), mas ndo em animais alimentados com dieta padrao. Esses estudos identificam a
inflamacédo hipotalamica como um importante, mas potencialmente reversivel causa do
ganho de peso induzida por dieta hiperlipidica.

Complementando esses resultados, outras evidéncias mostram que intervengdes
que aumentam a inflamagao no hipotalamo predispde a obesidade induzida por dieta.
Por exemplo, expressdo neuronal de uma isoforma constitutivamente ativada da IKK(
(Zhang et al., 2008) aumenta ingestéo alimentar. Esses dados coletivamente sugerem
que inflamacao hipotalamica é tanto necessaria quanto suficiente para o ganho de peso
inicial e persistente durante dieta hiperlipidica e assim representa um atrativo alvo para
o tratamento da obesidade. Interessantemente, em um estudo de caso retrospectivo
controlado recentemente publicado, o uso de tratamento anti-inflamatério (aspirina ou
estatina) foi associado com uma probabilidade duas vezes maior de perda de peso em

pacientes com diabetes do tipo 2 numa intervengéo de 1 ano (Boaz et al., 2009).
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Efeitos anti-inflamatorios do exercicio na obesidade e resisténcia a insulina e leptina

A prética do exercicio fisico esta associada a atenuacao do processo inflamatério
decorrente da obesidade com consequente melhora da resisténcia a insulina (Petersen
et al., 2005). Trabalhos tanto em roedores e em seres humanos revelaram que a
atividade fisica pode aumentar temporariamente o0s niveis de citocinas anti-
inflamatorias, tais como a IL-10, em que haja mudanca do peso corpoéreo (Petersen et
al., 2005).

A IL-10 é uma citocina importante com efeitos bioldégicos multiplos. Esta citocina
regula a ativacdo inflamatéria em diferentes tipos de células, como
monadcitos/macréfagos e células T através da inibicdo da transcricdo e pos-
transcricional de toda a gama de citocinas pro-inflamatérias (de Waal Malefyt et al.,
1991). Além disso, a IL-10 esta envolvida na reducao do estresse ER intestinal células
epitelial, enquanto, IL-107" ratos demonstraram que a expressdo da proteina ER grp-
78/BIiP resposta ao estresse foi aumentada em células intestinais epitelial em condi¢des
de inflamacéao crénica (Shkoda et al., 2007).

Recentemente, nosso grupo focando no hipotalamo demonstrou que o exercicio
fisico melhora a sensibilidade a insulina e leptina (Flores et al., 2006). Este fenbmeno
decorre de uma potente atividade anti-inflamatéria no tecido hipotalamico
desencadeada agudamente pelo exercicio. O exercicio aumenta a concentracdo da
citoquina anti-inflamatéria, IL-10, no hipotadlamo, a qual inibe a sinalizacao via IKKB/NF-
kappaB e o estresse de reticulo endoplasmatico (Ropelle et al., 2010). Estes dados
sugerem que 0 exercicio pode ser considerado uma pedra angular no tratamento da
obesidade como mecanismo de agéo, além do aumento do gasto energético, inibidor do
apetite, reduzindo a ingestdo de alimentos em roedores (Handschin et al., 2008;
Shepherd et al., 1995) e em humanos (Dandona et al., 2004; Hotamisligil et al., 1996).
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Mecanismos relacionando inflamacgao hipotaldmica e ganho de peso induzido por dieta
hiperlipidica

A sinalizacao inflamatéria pode influenciar a acédo da leptina e da insulina no
hipotdlamo de diversas maneiras. Apesar de serem ligantes de receptores
estruturalmente distintos, leptina e insulina sinalizam através de vias comuns, como a
via IRS/PI3K e MAPK (Myers et al., 2008; Morton et al., 2006). Além disso, a leptina
(mas nao a insulina) altera expressao génica através da via JAK/STAT3. Em tecidos
periféricos, IKKB e JNK fosforilam os IRSs em serina, tornando-a insensivel aos sinais
de transducao do receptor de insulina (Hotamisligil et al., 2006; Schenk et al., 2008;
Shoelson et al., 2006). De maneira semelhante, hiperexpressédo hipotalamica de uma
isoforma constitutivamente ativa da IKKB diminui a sinalizagdo da leptina e insulina
(Zhang et al., 2008); reciprocamente, a administragcdo intracerebroventricular de um
inibidor da IKK ou o exercicio reverte resisténcia a insulina hipotalamica induzida por
dieta hiperlipidica (Ropelle et al., 2010; Posey et al., 2009), além disso, a dele¢cédo da
IKKB ou MyD88 neuronal restaura sensibilidade a insulina e leptina em camundongos
submetidos a dieta hiperlipidica (Zhang et al., 2008).

Por comparagéo, o papel de JNK neuronal na obesidade induzida por dieta ainda
nao esta clara. Embora JNK hipotalamica seja induzida pela alimentacdo de dieta
hiperlipidica (Kleinridders et al., 2009) e nocaute JNK s&o resistentes para dieta
hiperlipidica, nocaute especifico neuronal da JNK e em camundongos foram relatados
por um grupo terem retardamento do crescimento e melhora da sensibilidade a insulina,
mas a susceptibilidade para dieta hiperlipidica induzida por resisténcia a leptina e ganho
de peso (Kleinridders et al., 2009; Belgardt et al., 2010), enquanto outro grupo
descobriu que este animal é resistente a obesidade induzida por dieta hiperlipidica
devido ao aumento da regulacdo do eixo hipotadlamo-hipéfise-tiredide (Sabio et al.,
2010). Novos estudos, que avaliem a funcao pituitaria da JNK, sdo aguardados para a
elucidacao do papel da JNK neuronal para o balan¢o de energético.

Outro mecanismo pelo qual a inflamacao hipotalamica esta ligada a resisténcia a
insulina e leptina é através de auto-regulacado do supressor de sinalizagdo de citocinas
SOCS3. Um membro de uma familia de proteinas originalmente caracterizada como

reguladores de feedback negativo de inflamacao (Myers et al., 2008; Howard et al.,

36



2004). SOCSS3 inibe a sinalizacdo da insulina e a leptina tanto por ligacao direta aos
seus receptores e proteinas IRS para a degradacao proteossémica (Myers et al., 2008;
Howard et al., 2004). A ingestdo de dieta hiperlipidica aumenta a expressdo SOCS3
especificamente dentro do ndcleo arqueado do hipotalamo coincidentemente com o
aparecimento de resisténcia a leptina seletivamente nesta area do cérebro (Munzberg
et al.,, 2004). O mecanismo subjacente do aumento da expressdo SOCSS3 durante a
ingestao de dieta hiperlipidica € incerta, porque pode ser induzida através da leptina via
JAK / STAT ou via IKKB / NF-kB.

Assim como a SOCS3, a proteina tirosina fosfatase PTP1B € uma molécula de
interrupcdo de sinal que inibe a sinalizacdo da leptina e insulina. Os mecanismos
responsaveis por estes efeitos envolve sua habilidade de desfosforilar o IR, 0 JAK2 e
outros componentes das duas vias de sinalizagdo (Zabolotny et al., 2008). Dados
recentes sugerem que dieta hiperlipidica aumenta a expressao da PTP1-B em diversos
tecidos, incluindo o hipotalamo (White et al., 2009; Zabolotny et al., 2008). O fato desse
efeito ser reproduzido por tratamento com TNFa sugere que existem interacoes
funcionais entre a ativacdo da PTP1-B e sinalizagdo inflamatéria (Zabolotny et al.,
2008). Camundongos nocaute da PTP1B em todos os neurdnios (Bence et al., 2006) ou
especificamente em neurénios POMC sao resistentes a obesidade induzida por dieta
devido melhora na sensibilidade a leptina e a insulina, mas se esta resposta esta
relacionada a alteracdes na sinalizagao inflamatéria no hipotalamo necessita de futura
investigacdo. Como camundongos nocaute da PTP1B em todos os neurfnios e
especificamente (Banno et al., 2010) em neurdnios POMC e ratos knockdown da
PTP1B apresentam redugdo equivalente na ingestdo alimentar se alimentados com
dieta padrao ou hiperlipidica, esta proteina (Bence et al., 2006; Picardi et al., 2008),
pode favorecer o ganho de peso via mecanismos adicionais envolvidos na inflamagéo
hipotalamica.

A UPR (unfolded protein response), um importante mecanismo associado a
inflamagao induzida por estresse do reticulo endoplasmatico, pode também contribuir
para o desenvolvimento de inflamagéo hipotaldmica induzida por dieta hiperlipidica e
resisténcia a leptina e insulina associadas a este quadro. Elevacdo do UPR em

resposta ao excesso de nutrientes é a principal causa da desregulagdo do metabolismo
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(Hotamisligil et al., 2008), em tecidos periféricos induzidos por dieta hiperlipidica € um
processo similar pode também ocorrer no hipotalamo (Milanski et al., 2009; Ozcan et
al., 2009; Zhang et al.,, 2008). Em tecidos periféricos, componentes do UPR
desencadeiam ativagao da JNK e IKKB/NF-kB, exacerbando os efeitos inflamatoérios da
dieta hiperlipidica (Hotamisligil et al., 2008) e sinais inflamatérios podem potencializar a
retroalimentacdo no desenvolvimento de estresse do RE, embora essa questao ainda
nao esteja elucidada. Embasando este conceito, a expressdo de uma isoforma
constitutivamente ativa da IKKB no hipotadlamo médio basal aumenta o estresse do
reticulo endoplasmatico (RE), enquanto que camundongos nocaute especificos em
neurdnios apresentam redugdo da UPR (Zhang et al., 2008), embora esses efeitos
possam ser potencialmente confundidos pelas mudangcas associadas a ingestao
alimentar e peso corporal. De maneira importante, inibidores do estresse do RE, bem
como o exercicio restauram a sensibilidade a leptina em camundongos submetidos a
dieta hiperlipidica e diminuem a ingestao alimentar e peso corporal em animais obesos
(Ropelle et al., 2010; Ozcan et al., 2009; Zhang et al., 2008). De maneira convergente, a
inducdo do estresse do RE através do antibidtico tunicamicina ou por delecdo da
proteina XBP1 em neurdnios resulta em hiperleptinemia, obesidade, hiperfagia e
reducdo de taxa metabdlica associada com severa resisténcia a leptina hipotalamica
(Ozcan et al.,, 2009). Caso a homeostase energética ndo seja restaurada, a UPR
culmina com a inducao de apoptose, recentemente descrita em hipotalamo (Moraes et
al., 2009), embora a relevancia funcional deste achado e sua relagdo com o estresse
ER permanecam desconhecidas.

Outro mecanismo de resisténcia a insulina descrito mais recentemente, e que
também ocorre durante o processo inflamatério € o fenédmeno conhecido como S-
nitrosacdo (Carvalho-Filho et al., 2005). Esse fenbmeno pés-transcripcional, mediado
pela incorporacao de éxido nitrico (NO), envolve nao apenas no IRS-1, mas também no
IR e na proteina Akt, de maneira que a principal proteina responsavel por este processo
é a Oxido Nitrico Sintase induzivel (iNOS). Entretanto, é desconhecida a fungdo da
INOS e da nitrosagéo no hipotalamo.
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iINOS, S-nitrosacao e Resisténcia a Insulina.

A Oxido Nitrico Sintase induzivel (iNOS) produz NO a partir da conversdo de L-
arginina em L-citrulina, e é importante componente do sistema imune inato, tendo sua
expressao tecidual aumentada tanto apds estimulo com certas interleucinas, quanto
depois da infusdo de LPS. Parece estar relacionada a controle de infestagbes intra-
celulares, tendo poder, tanto bactericida, quanto de bloquear a via metabdlica de certos
patégenos (Bogdan et al., 2001). Inicialmente descrita em macrofagos, pode ter sua
expressao tecidual induzida em varios tecidos diferentes, inclusive em tecidos insulino-
sensiveis (Kapur et al., 1997; Kurrek et al., 1995; Ribiere et al., 1996).

Em tecido muscular a indugcdo da iINOS parece estar associada ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina. O tratamento de culturas de células
musculares com LPS, TNFa e interferon y levou a diminuicao da captagcédo de glicose
induzida por insulina, em paralelo ao aumento da expressao da iINOS. Este efeito sobre
a captacao de glicose foi impedido com o tratamento concomitante com um bloqueador
da iNOS, a saber, a aminoguanidina. Houve também reducao da resisténcia a insulina
induzida pela infusdo de LPS quando os animais foram tratados com aminoguanidina
(Bedard et al., 1997). Finalmente, ha aumento da expressao da iINOS em musculo de
modelos animais de diabetes e obesidade, como os ratos Zucker e os camundongos
db/db. O tratamento com aminoguanidina também atenuou a resisténcia a insulina
observada nestes animais (Piercy et al., 1998; Shimabukuro et al., 1997).

Em 1997, Marette e colaboradores descreveram que tanto o NO liberado por
drogas doadoras de NO, quanto o produzido pela iINOS, leva a diminui¢cdo da captagao
de glicose, tanto por células musculares em cultura, quanto por tecido muscular isolado
de ratos (Marette et al., 1997). Estes achados sugerem uma participacao direta do NO
na inducao de resisténcia a insulina a partir do aumento da expressao da iINOS. Além
disso, foi demonstrado que a resisténcia a insulina secundaria a infusdo de LPS, tanto
em cultura de células musculares, quanto em tecido muscular isolado de ratos estava
diretamente relacionada ao aumento da expressao da iINOS e maior producao de NO
(Kapur et al., 1997).

Mais tarde, em 2001, o mesmo grupo mostrou que camundongos geneticamente
modificados que nao expressam a iNOS, apesar de ganharem peso quando submetidos
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ao tratamento com dieta hiperlipidica, ndo desenvolvem resisténcia a insulina. Esta
protecao metabdlica esta relacionada a uma preservacao da capacidade da insulina de
ativar o IR e a Akt no tecido muscular destes animais (Perreault et al., 2001).
Coletivamente, estes dados sugerem uma ligagao da via de sinalizacao da iNOS
com a via de sinalizagao da insulina, com uma possivel regulagdo negativa da primeira
em relagdo a segunda. Evidéncias indicam que o NO tenha papel crucial no
desenvolvimento da insulino-resisténcia mediada pela iINOS, no entanto estas
investigacdes se concentraram em tecidos periféricos e pouco se sabe da importancia
da expressao/atividade da iNOS na resisténcia a insulina do sistema nervoso central.
As NO-Sintases séo as principais fontes intracelulares de NO e sao divididas em
3 subtipos. A NO Sintase Neuronal (nNOS ou NOS 1) e a NO Sintase Endotelial (eNOS
ou NOS 3) sao calcio dependentes e exercem fung¢des bioldgicas importantes em seus
respectivos tecidos, como regulagcdo da apoptose neuronal, no caso da nNOS, e
vasodilatacdo, no caso da eNOS (Davis et al., 2001; Foster et al., 2003). A NO Sintase
Induzivel (iNOS ou NOS 2) ja foi descrita em detalhe, ndo € calcio dependente e pode

ter sua expressao induzida a partir do estimulo com interleucinas ou LPS.

Formacao do 6xido nitrico
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Forma esquematica - As 6xido nitrico sintases e a producao de 6xido nitrico. As
diferentes isoformas de 6xido nitrico sintases catalisam a producao de 6xido nitrico e L-citrulina
a partir de L-arginina, oxigénio e de NADPH.
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Uma vez produzido, o NO pode modificar a funcéo protéica através de processos
quimicos diferentes, como: nitrosilacdo de metais de transicao, nitragao de tirosina e a
nitrosilagdo ou nitrosacdo, que dependem principalmente da disponibilidade de
espécies oxidantes e da concentragdo de NO liberada (Davis et al., 2001).

A nitrosacao ocorre pela ligacao covalente do NO com um grupamento tiol (S-H)
presente em residuos de cisteina de algumas proteinas, formando um S-nitrosotiol (S-
NO) (Stamler et al., 1992). Acredita-se que uma reacgao direta do radical NO com o
grupamento tiol ndo leva a formagcao de um nitrosotiol (Wink et al., 1994). Para tanto é
necessaria a oxidacao do NO, apés a reacao com O, e formacao de N.O3 (Wink et al.,
1993; Hogg et al., 2002). Esta reacao acontece provavelmente com mais facilidade no
ambiente hidréfobo da membrana celular (Liu et al., 1998), ou em microambientes
hidr6fobos dentro da prépria estrutura protéica (Nedospasov et al., 2000), onde NO e O»
podem existir em maiores concentracdes. O N>O3; pode parcialmente dissociar-se em
[F'ON-"NO.], o que favorece a reagdo do radical nitrosonium (NO*) com o enxofre
nucleofilico do grupamento tiol. Portanto a S-nitrosagdo pode ser entendida como uma
transferéncia do radical nitrosonium e nao do radical NO. Isto explica a possibilidade de
acontecer tranS-nitrosacdo, que € a S-nitrosacdo de um tiol diretamente por um
nitrosotiol (Arnelle et al., 1995; Hogg et al., 1999; Liu et al., 1998). Este segundo
mecanismo de S-nitrosacdo tem importancia bioldgica devido a alta concentragdo
celular de tidis de massa molecular pequena, como a glutationa, por exemplo, que
poderiam funcionar como transportadores do nitrosonium para outros ambientes
celulares distantes daqueles onde a formacado do NO a partir da NO-sintase acontece
(Martinez-Ruiz et al., 2004). Existem ainda outros modelos bioquimicos identificados in
vitro para explicar a formacao de nitrosotidis, como os obtidos a partir da doagdo de NO
por nitrito (Stamler et al., 1992), ou catalizada até mesmo por metaloproteinas (Hess et
al., 2005). Varias proteinas podem ter sua funcdo modificada por S-nitrosacdao, como
por exemplo, p21"° (Williams et al., 2003), NFxB (Marshall et al., 2001), a familia HIF
(fatores induzidos por hipdxia) (Brune et al., 2003), metaloproteinases matriciais (Gu et
al., 2002), e outros.

A S-nitrosacdo vem sendo valorizada como uma das principais formas de

modificagdo protéica induzida pelo NO, devido a sua alta reatividade, por ocorrer em

41



condi¢des fisioldgicas, e devido a grande quantidade de processos celulares regulados
por S-nitrosacao descritos ao longo dos ultimos anos (Hess et al., 2005).

Algumas comparagdes foram feitas entre S-nitrosacao e fosforilagdo (Mannick et
al., 2002; Stamler et al., 2001). Apesar de serem dois mecanismos de modificacao
protéica pods-translacionais, relacionados a alteragbes covalentes de residuos
aminoacidos, algumas diferencas devem ser ressaltadas. A especificidade da
fosforilagcdo acontece, pois a mesma é controlada enzimaticamente. Ja a S-nitrosacao,
€ uma reacdo quimica direta, mas também altamente especifica, mas cuja
especificidade nao é determinada enzimaticamente (Martinez-Ruiz et al., 2004).

Um trabalho do nosso laboratério demonstrou que o aumento da expressao de
iINOS encontrado em tecidos periféricos de roedores obesos é responsavel pela S-
nitrosacao do receptor de insulina (IR), do substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1),
fendmeno responséavel por reduzir a fosforilagao em tirosina dessas proteinas e também
a fosforilacdo em serina da Akt (Carvalho-Filho et al.,, 2005). Este aumento da
expressado da iINOS em modelos experimentais de obesidade sugere que esta € outra
importante via da resposta imune inata que estd ativada na obesidade, podendo ter
participacéao fisiopatologica no desenvolvimento de resisténcia a insulina.

No sistema nervoso central e mais especificamente no tecido hipotalamico,
pouco se sabe a respeito do papel da iINOS no desenvolvimento da obesidade. Moraes
e colaboradores, determinaram que a expressao da iNOS mostrou-se aumentada apos
a infusdo intracerebroventricular com baixas doses de TNF-o e esse aumento possui
relagdo direta com a resisténcia a insulina hipotalamica e consequentemente com
aumento da ingestado alimentar em camundongos (Moraes et al., 2006). No entanto, a
expressao da iNOS e os niveis de nitrosagdo das proteinas envolvidas na transmisséo
do sinal da insulina e leptina no hipotadlamo e a relagédo do fenébmeno de nitrosagcao com
0 aumento da ingestao alimentar sdo completamente desconhecidos.
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JUSTIFICATIVA

O aumento da prevaléncia de obesidade vem se revelando como um dos mais
importantes fenémenos clinico-epidemioldgicos da atualidade. Fatores como a
mudanga do habito alimentar e o estilo de vida sedentario desempenham papel
relevante na patogénese desta doenca. A ingestdo alimentar e o gasto energético sao
minuciosamente regulados por neurdnios especificos localizados no hipotalamo. O
processo inflamatério subclinico frequentemente observado em modelos experimentais
de obesidade estao diretamente associados a distintos mecanismos de resisténcia a
insulina e leptina no hipotadlamo e resultam em aumento da ingestéo alimentar e ganho
de peso corporal. No entanto, esses mecanismos moleculares envolvidos na génese da
resisténcia a insulina e a leptina mediados pela inflamacao no tecido hipotalamico, sao
apenas parcialmente conhecidos. A S-nitrosacdo vem sendo valorizada como um
importante mecanismo de resisténcia a insulina associada a inflamagao, contudo sua
participacdo no controle da ingestdo alimentar € incerta. Neste sentido, acreditamos que
o presente trabalho possa contribuir para o melhor entendimento de como a S-
nitrosagao de proteinas em neur6nios modulam a sensibilidade a insulina, leptina, a
ingestdo alimentar e o peso corporal, abrindo novos caminhos para o tratamento da

obesidade e doencas associadas.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo principal deste estudo é caracterizar a S-nitrosacao das proteinas IR,
IRS-1, Akt e STAT3 no hipotdlamo de roedores obesos e relacionar esse fenémeno

com a resisténcia a insulina e leptina no controle da ingestéo alimentar.
Objetivos especificos:

Etapa 1 — Avaliacao dos efeitos do doador de oxido nitrico (GSNO) em hipotalamo
em roedores magros.

e Investigar os efeitos do tratamento intracerebroventricular do doador de NO (GSNO),
a expressao de neuropeptideos hipotalamicos, a ingestao alimentar e peso corporal

de ratos magros.

e Determinar os efeitos do tratamento intracerebroventricular do doador de NO
(GSNO) na S-nitrosagéo das proteinas IR, IRS-1, Akt e STAT3, e na sensibilidade a
insulina e leptina em hipotalamo de ratos magros.

e Investigar os efeitos do tratamento intracerebroventricular do doador de NO (GSNO)
na S-nitrosacdo das proteinas IR, IRS-1, Akt e STAT3, na sensibilidade a insulina e

leptina, ingestao alimentar e 0 peso corporal em camundongos nocaute para iNOS.

Etapa 2 — Caracterizacao da S-nitrosacao hipotalamica em diferentes modelos
experimentais de obesidade.

e lLocalizar a expressdo da iINOS nos diferentes nucleos hipotalamicos de animais

obesos e a sua colocalizagdo com a proteina IR e neuropeptideos POMC e NPY.

e Avaliar a expressao e o papel da proteina iINOS na inducdo da S-nitrosacao das
proteinas IR, IRS-1, Akt e STAT3 em hipotadlamo de diferentes modelos
experimentais de obesidade.

e Caracterizar a S-nitrosagao das proteinas que compdem a cascata de sinalizagao da
insulina (IR, IRS-1 e Akt) e leptina (STAT3) e estabelecer a relagcdo entre este
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fendmeno com o desenvolvimento da resisténcia a insulina e leptina no controle da

ingestao alimentar.

Etapa 3 - Avaliar os efeitos dos tratamentos fisiolégico (Exercicio Fisico),
farmacologico (L-NIL) e genético (ASO) na S-nitrosacao hipotalamica em modelos
experimentais de obesidade.

e Avaliar o efeito do exercicio fisico sobre a expressao hipotalamica da iINOS, a S-
nitrosacao das proteinas IR, IRS-1, Akt e STAT3 e sobre a ingestdo alimentar em
ratos controle e obesos.

¢ Investigar o efeito do tratamento intracerebroventricular do inibidor farmacolégico da
iINOS (L-NIL) e avaliar a S-nitrosagdo das proteinas IR, IRS-1, Akt e STAT3, a
fosforilacdo das proteinas IR, IRS-1, Akt, a sensibilidade a leptina, a ingestao

alimentar e o peso corporal em ratos controle e obesos.

e Investigar o efeito do tratamento intracerebroventricular do oligonucleotideo
antisense da iNOS e avaliar a S-nitrosacao das proteinas IR, IRS-1, Akt e STAT3, a
fosforilacdo das proteinas IR, IRS-1, Akt, a sensibilidade a leptina, a ingestao
alimentar e o0 peso corporal em camundongos obesos induzidos por dieta
hiperlipidica.
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MATERIAIS E METODOS

Materiais

Os reagentes e os aparelhos para o gel de s6dio dodecil sulfato de poliacrilamida (SDS-
PAGE) foram da Bio-Rad (Richmond, CA). Metano hidroximetilamina (TRIS),
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), aprotinina e ditiotreitol (DTT) foram da Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO). Insulina recombinante humana (Humulin®) foi fabricada pela Elli
Lilly Co.(Indianapolis, IN). A proteina A com iodo radioativo (**°l) foi fornecida pela
Amersham (Aylesbury, UK). A membrana de nitrocelulose (BA85, 0,2mm) foi da marca
Schleicher & Schuell. Os anticorpos monoclonais anti-fosfotirosina, anti-Pl 3-quinase
(p85) foi importado da Upstate Biotechnology Incorporated (Lake Placid, NY). Anti-IR,
anti-IRS-1, anti-Akt, Anti-STATS3, anti-fosfotirosina, anti-fosfo IR, anti-fosfo IRS-1, anti-
fosfo Akt, anti-fosfo STAT3, anti-iINOS, anti-JNK, anti-fosfolKK, foram importados da
Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA).

Animais

Ratos machos de 4 semanas de idade, da raca Wistar e camundongos, foram obtidos
na Universidade de Campinas a partir do centro de reprodugdo animal (CEMIB). A
investigacao foi aprovada pelo comité de ética e seguiu as orientagdes da Universidade
para o uso de animais em estudos experimentais e ensaios em conformidade com
a Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, publicado pelo the U.S. National
Institutes of Health (NIH publicagdo N° 85-23, 1996). Os animais foram mantidos em
12h:12h em ciclos artificiais claro-escuro e alojados em gaiolas individuais. Os ratos
foram divididos aleatoriamente em dois grupos: controle, alimentados com racéo padréao
para roedores (3948 kcal.Kg'), e DIO, alimentados com uma ragéo rica em gordura

(5358 kcal.Kg™') a vontade para 3 meses (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicao centesimal da ragao padréo e dieta hiperlipidica (DHL).

. Racao padrao DHL
Ingredientes g(g/r?g) kcal/Kg (g/kg) kcal/kg
Amido de milho 397,5 1590 115,5 462
Caseina 200 800 200 800
Acucar 100 400 100 400
Amido dextrinizado 132 528 132 528
Gordura saturada - - 312 2808
Oleo de soja 70 630 40 360
Celulose 50 - 50 -
Mistura de minerais 35 - 35 -
Mistura de vitaminas 10 - 10 -
L-cystina 3 - 3 -
Colina 2,5 - 2,5 -
Total 1000 3948 1000 5358

Camundongos ob/ob

Camundongos machos B6.V-Lep®® (ob/ob) de 4 semanas de idade e seus respectivos
controles C57BL/6J (C57) foram obtidos a partir de Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME), e fornecidos pela Universidade de Sao Paulo. Para este efeito, foram utilizados os

camundongos deficientes em leptina (ob/ob) que, espontaneamente, desenvolvem
obesidade, quando mantidos em dieta padréo.

C57BL/6 iINOS KO

Camundongos C57BL/6 iINOS KO que nao possuem oOxido nitrico sintase indutivel iNOS
(/) foram obtidos a partir do Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME), e mantidos em
ambiente estéril, criados em gaiolas com microisolator autoclavados (Lab Products,

Maywood, New Jersey) sob especificas condi¢des livres de patégenos no Centro de
Reproducao Central da Universidade de Campinas.
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Quantificacao de nitrito e nitrato

Os nitritos e nitratos presentes no homogenato foram quantificados, como marcadores
indiretos, apds a reducdo de NO por quimiluminescéncia. As proteinas do hipotalamo
foram quantificadas pelo método de Biureto. Depois de quantificacdo de proteinas, as
amostras foram centrifugadas em 12000 rpm a 4°C durante 45 minutos, a fim de
remover o material insoluvel que poderiam comprometer a andlise. As amostras foram
entdo injetado na camara de reagao do 6xido nitrico Sievers Analyzer NOATM (General
Eletric Co., Boulder, CO), que foram entdo completadas com uma solucao de reducao
de cloreto de vanadio (lll) em &acido cloridrico que reduziu nitrito e nitrato de NO. O NO
libertado foi conduzida por um fluxo de azoto para a unidade de deteccdo de
quimioluminescéncia, onde nenhum reagiu com oz6énio (O3), gerando NO2 no estado

encerrado, como mostrado nas equacoes seguintes:

NO+03 > NO, +0, (1)
NO, — NO, + hil  (2)

A emisséo de luz no retorno de NO2 * para o estado fundamental € proporcional a
quantidade de NO2 e é utilizado para quantificar NO. A calibracao foi efetuada com uma
solucao de nitrato de sodio. Os dados obtidos foram corrigidos para a concentracao de

proteina em cada amostra.

Implante das canulas e bomba osmética ALZET® (DURECT Corporation)

Os animais controles e obesos foram submetidos a anestesia com Ketamina
(50mg/Kg de peso corporal) e Xilasina (50mg/Kg de peso corporal) . O procedimento foi
iniciado quando os reflexos corneano e de retirada da pata a dor estiverem abolidos. Os
ratos foram adequadamente posicionados no aparelho para realizacdo de cirurgia
estereotaxica e, apos tricotomia e anti-sepsia da regido craniana, foi realizado incisao
inter-parietal de aproximadamente 1,5cm de extensdo. A seguir, o peridsteo foi
divulsionado e com a calota craniana exposta foi possivel individualizar o Bregma. A
implantacdo das céanulas obedeceu as coordenadas estereotaxicas previamente
estabelecidas através do atlas estereotéxico de PaxiNOS (PAXINOS and WATSON,
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1986), para o terceiro ventriculo: AP (antero-posterior): -0,5mm, L (lateral): 0,0mm, V
(vertical): -8,5mm. Depois de implantada, foi posicionada a bomba osmética ALZET®
(DURECT Corporation) para infusdo continua intracerebroventricular (ICV) dos diversos
tratamentos em seguida a canula foi fixada ao cranio do animal com acrilico

polimerizante.

Tratamentos
Administragdo intracerebroventricular de insulina e leptina

Os animais receberam infuséo intra-hipotalamica de veiculo, insulina (200mU),
ou leptina (10® M) as 6:00 pm para avaliar a ingestdo de alimentos ou de insulina e
sinalizagdo da leptina. A ingestao de alimentos foi determinada mensurando a diferenca
entre o peso da ragao dada e o peso de racao no final de um periodo de 12 h.

S-nitrosoglutationa (GSNO)

S-nitrosoglutationa (GSNO) foi preparado pela reacao de glutationa com nitrito de
so6dio em solugéo acida (Oliveira MG et al., 2002 ). Fora administrado via infuséo
intracerebroventricular (ICV) S-nitrosoglutationa (GSNO) a uma taxa de 0,25ul/h
utilizando uma mini-bomba osmética durante 7 dias. Mini-bombas (Alzet, modelo 1002)
foram completadas com 50mM de GSNO e preparado por 24h, a 37°C. Para a
implantagdo da bomba e canula, os ratos e camundongos foram anestesiados com
ketamina (10mg) e diazepam (0.07mg) (peso do corpo 0.2ml/100g), fixado a uma
armacao estereotaxico apds a perda do reflexo de retirada da pata. A bomba osmética
foi implantada subcutaneamente sobre as escapulas e equipado com uma cénula
intracerebroventricular implantado de acordo com as coordenadas terceiro ventriculo na
linha média de 0,5 mm posterior ao bregma e 8,5 mm abaixo da superficie do cranio de
ratos e 1,8 mm posterior ao bregma e 5,0 mm abaixo da superficie do créanio de
camundongos. Apds a cirurgia, todos os animais foram alojados individualmente para o

restante do experimento.
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L-NIL(N°-(1-iminoethyl)-lysine, hydrochloride)

Ratos Wistar controle e obesos foram tratados com dose diaria do inibidor da
iNOS  L-NIL(N?-(1-iminoethyl)-lysine, hydrochloride) (2ul/1X10°mcg), L-NIL via
intracerebroventricular a uma taxa de 0,25 ul/h utilizando um mini bomba osmética.
Minibombas (Alzet, modelo 1002) foram preenchidos 3 mM de L-Nil (veiculo salino) e
preparado por 24h, a 37°C. A bomba osmoética foi implantado subcutaneamente sobre
as escapulas e equipado com uma canula intracerebroventricular implantado de acordo
com as coordenadas terceiro ventriculo na linha média de 0,5 mm posterior ao bregma
e 8,5 mm abaixo da superficie do cranio de ratos. O tratamento permaneceu por 7 dias.
Apés o ultimo dia de tratamento com L-NIL, os animais ficaram em jejum durante 8
horas e posteriormente infundidos via intracerebroventricular com 2ul de insulina e
leptina. Apds a cirurgia, todos os ratos foram alojados individualmente para o restante

do experimento.

Oligonucleotideo antisense iINOS

Oligonucleotidos modificados para iNOS (sentido, 5'-GCATACCTGAAGGTG-3 'e
anti-sentido 5-GCATACCTGAAGGTG-3') foram obtidos a partir de Invitrogen
(Gaithersburg, MD). Ratos Wistar controle e obesos foram tratados com dose diéria de
(21/100x10°M), via intracerebroventricular a uma taxa de 0,25pl/h utilizando uma mini-
bomba osmética. Mini-bombas (Alzet, modelo 1002) foram preenchidos 3mM de
antisense (veiculo-salina) e preparado por 24h, a 37°C. Oligonucleotideo antisense
iINOS foi diluido em tampéao Tris / EDTA (10mmol/l de Tris-HCI, 1mmol/l de EDTA). A
bomba osmdtica foi implantada subcutaneamente sobre as escépulas e equipado com
uma céanula intracerebroventricular implantado de acordo com as coordenadas terceiro
ventriculo na linha média de 0,5 mm posterior ao bregma e 8,5 mm abaixo da superficie
do cranio de ratos. O tratamento permaneceu por 7 dias. Apds o ultimo dia de
tratamento com antisense da iNOS, os animais ficaram em jejum durante 8 horas e
posteriormente infundidos via intracerebroventricular com 2ul de insulina e leptina. Apés
a cirurgia, todos os ratos foram alojados individualmente para o restante do

experimento.
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Protocolo de Exercicio Fisico e Mensuracao de Ingestao Alimentar

A sessao de exercicio fisico consistiu de dois periodos de 3 horas de natacao
separados por 45 minutos de intervalo, conforme descrito por Ropelle e colaboradores
(Ropelle et al., 2006). Os ratos exercitados e sedentarios foram tratados com insulina
ou veiculo (2 pl — 10® M), icv no inicio da noite (18:00h) e a ingestdo alimentar foi
medida nas 12 e 24 horas seguintes.

Consumo de oxigénio e determinacao da atividade locomotora

Oxigénio producao de didxido de consumo / carbono e taxa de troca respiratoria
(RER) foram medidos em animais alimentados através de um sistema controlado por
computador calorimetro, em circuito aberto LE405 analisador de gases (Panlab -
Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA). Os animais foram alojados individualmente em
camaras respiratorias claras e ar ambiente foi passado através de camaras com um
caudal de 0,6L/min. O fluxo de ar dentro de cada camara foi monitorada por um sensor
Air Supply & Switching (Panlab - Harvard Apparatus). Sensores de gas foram calibrados
antes do inicio dos experimentos com os padroes de gas primarios contendo
concentracdes conhecidas de 02, CO2 e N2 (ar liquido, Sdo Paulo, Brasil). As analises
foram realizadas em triplicata, de 6 min para cada camara.

Portanto, cada rato foi avaliado durante 18 min. Valores de referéncia exteriores
de ar foram coletados a cada quatro medi¢cées. Amostra de ar passou sequencialmente
por O2 e sensores de CO2 para a determinagcdo de O2 e teor de CO2, desde que
medidas de consumo de oxigénio (VO2) e producao de diéxido de carbono (VCO2)
foram estimados. O VO2 e VCO2 foram calculados pelo software Metabolism 2.2v e
expresso em mL.h''.g™', com base na equagdo Withers e o RER foi calculado usando
VCO2/VO2. A atividade locomotora espontanea foi avaliada periodos de 30 € 90 min,
utilizando um sistema de detecgdo, controlado por computador a partir de Panlab -
Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA.

51



Excisao do hipotalamo

Os fragmentos hipotalamicos foram coletados 15 minutos apds o estimulo com
insulina ou leptina e foram homogeneizados em 10 volumes de tampéao A, com um
polytron PTA 20S (Brinkmann Instruments modelo PT 10/35). Este tampdo A é
composto por Triton-X 100 1%, TRIS (pH 7,4) 100mM, pirofosfato de s6dio 100mM,
fluoreto de sédio 100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de sédio 10mM, PMSF 2mM e
aprotinina 0,1mg/ml, a 4°C.

Os extratos desses tecidos foram centrifugados a 15.000 rpm a 4°C por 45

minutos para a remogao do material insoluvel.

Analise protéica por immunoblotting

As amostras foram tratadas com tampao de Laemmli (Laemmli, 1970) contendo
DTT 100mM e aquecidas em agua fervente por 4 minutos. A seguir foram aplicadas em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 6%) no aparelho para minigel (Mini-Protean). Como
padrdo, foi utilizado o marcador de peso molecular com valores estabelecidos em
miosina (205-195 kDa), B-galactosidase (116 kDa), albumina de soro bovino (80 kDa) e
ovalbumina (49,5 kDa).

A transferéncia das proteinas separadas no gel foi feita eletricamente para uma
membrana de nitrocelulose, através de um aparelho também da Bio-Rad por 2 horas a
120 volts (Towbin et al., 1979). Porém no tampao foi acrescido SDS 0,1% para melhorar
a eluicdo de proteinas de alto peso molecular. A ligacao inespecifica de proteinas na
membrana de nitrocelulose foi diminuida pela incubacdo destas com uma solugao
bloqueadora (leite desnatado Molico 5%, Tris 10mM, NaCl 150mM e Tween 20 0,02%)
a 4°C overnight. Estas membranas foram entdo incubadas com anticorpos, anti-
receptor de insulina (1:1000), anti-IRS-1 (1:1000), anti-AKT (1:1000), anti-STAT3
(1:1000), anti-fosfo IR (1:1000), anti-fosfo IRS-1 (1:1000), anti-fosfo Akt (1:1000), anti-
fosfo STAT3 (1:1000), diluidos em solugao bloqueadora (com 0,3% de BSA ao invés de
leite). Mantidos assim a 4°C overnight e lavados com esta mesma solucao sem leite ou
BSA, por 60 minutos. Estas membranas serdo entdo incubadas com 2ul de anticorpo
secundario e posteriormente incubadas com solugdo de quimioluminescéncia (Pierce,

CA). A reacdo do anticorpo secundario com a solugdo quimioluminescente sera
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detectada e visualizada em autoradiografias usando intensificadores, e mantidos a -
80°C. A intensidade das bandas sera quantificada por densitometria 6ptica através do

programa Un Scan.

Biotinilacao de Nitrosotiois

Este método para deteccdo de nitrosotiois foi publicado por Jaffrey e
colaboradores no periédico eletrénico Science STKE (Jaffrey et al., 2001), e identifica
0s compostos S-nitrosados numa sequiéncia de reacdes que descreveremos a seguir.
Imaginemos uma determinada proteina que possua residuos de cisteina que podem
estar S-nitrosados ou ndo. Na primeira etapa do método as cisteinas livres, ndo S-
nitrosadas, sao blogueadas através da metilacio com MMTS (metil-metano-
tiosulfonato). A seguir, as cisteinas hipoteticamente S-nitrosadas sdo reduzidas a sua
forma livre, a partir da adigcdo e incubacao com acido ascorbico. No préximo passo, as
cisteinas recém liberadas sdo submetidas a incubacdo com HPDP-biotina, que formara
compostos do tipo—S-S-BIOTINA. Entdo as amostras s&@o incubadas com
estreptavidina-AGAROSE, ou neutravidina-AGAROSE, que tém afinidade pela biotina, e
posteriormente centrifugadas e lavadas. O pellet contendo somente proteinas
originalmente S-nitrosadas na amostra inicial, foi entdo incubado com tampao para
separacao em gel de poliacrilamida. Apds a separacgéo, foi realizada transferéncia para
membrana de nitrocelulose, € immunoblotting com anticorpo contra a proteina a ser

investigada. Podemos visualizar o método de forma esquematica na figura abaixo:

—SH S-S-CH3 5-5-CH3 S-S- CH3
1 2

SN0 g S-NO S-H g < S-S-BIOTINA

—S— S— S— S—

—s— s— s— s—

1 — Metilacao - MMTS
2 — Reducao das cisteinas S-nitrosadas
3 - Biotinilacao
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O método de biotinilacao

Extracao Tecidual

- Extracdo e homogeinizagao tecidual utilizando-se o tamp&o 1 em temperatura de 4°C,
com as amostras protegidas da luz. Concentragdo de aproximadamente 1 grama de
tecido para 16 ml de tampéao.

- Centrifugagao a 2000g por 10 minutos a 4°C.

- Separacao do sobrenadante.

- Dosagem da concentracao protéica.

- Acrescentar CHAPS 10%, para concentracgao final de 0,4% na amostra.

- Separar aliquotas com a mesma quantidade de proteina, para um volume maximo de
100pul.

Bloqueio das Cisteinas livres (S-H)
- Acrescentar 300 pl da Solugcdo Blogueadora em cada tubo. Homogeneizagdo e
incubagéo a 50°C por 30 minutos, protegido da luz, em agitagio continua, ou frequente.
- Ao final da incubagéo, acrescentar 800ul de acetona a —20°C em cada tubo. Deixar
encubando a —20°C por 10 minutos.
- Centrifugar por 10 minutos a 2000g e 4°C. Ressuspender o pellet com mais 800ul de

acetona a —20°C, centrifugar novamente com mesmos parametros e separar o pellet.

Biotinilagdo dos nitrosotiois

- Acrescentar 60ul do tampéao 2 para ressuspender o pellet.

- Acrescentar 2ul de uma solugéo de Acido ascérbico 50mM. Agitar vigorosamente.

- Acrescentar 20ul de uma solugdo 4mM de HPDP-Biotina por tubo. Agitar a mistura e
deixar reagir em temperatura ambiente por 1 hora. N&o precisa mais proteger da luz.

- Apds a incubagao, acrescentar 200ul de acetona a —20°C e incubar por 20 minutos a —
20°C para remover a HPDP-biotina.

- Centrifugar as amostras por 10 minutos, 2000g a 4°C. Ressuspender com mais 200ul
de acetona a -20°C. Nova centrifugacdo com mesmos parametros e separagdo do
pellet.
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- Separacgao das proteinas biotiniladas

- Ressuspender o pellet com 60ul do tampao 2 ( 0,1 ml por mg de proteina na amostra
inicial )

- Acrescentar 120ul do tampao 3.

- Acrescentar 25l de estreptavidina-agarose ou neutravidina-agarose para purificar as
proteinas biotiniladas.

- Incubagéao por 1 hora em temperatura ambiente.

- Centrifugar 1 minuto a 200g.

- Lavar o pellet 5 vezes com 500ul do tampao 4. Centrifugar a 200g por 5 segundos em

temperatura ambiente entre cada lavada

Preparacdo das amostras para eletroforese

- Incubar o pellet com 30ul do tampéo 5.

- Acrescentar 10ul do tampéao de Laemili por amostra.

- Ferver por 5 minutos, centrifugar e separar o sobrenadante para separacao por
eletroforese em gel de poliacrilamida conforme descrito previamente.

Os anticorpos usados foram anti-IR, anti-IRS-1, anti-Akt, anti-STAT3 que foram
importados da Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA).

TAMPAO 1 TAMPAO 2
e Hepes.NaOH pH 7,7 250 Mm e Tampéao 1
e EDTA1mM e SDS 1%

e Neocuproina 0,1 mM

TAMPAO 3 TAMPAO 4
e Hepes.NaOH pH 7,7 20 mM e Tampéao 3
e NaCl 100 mM e NaCl 600 Mm
e EDTA1 mM

e Triton x-100 0,5%
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TAMPAO 5 SOLUCAO BLOQUEADORA

e Hepes.NaOH pH 7,7 20 mM e Tampéao 1
e NaCl 100 mM e SDS 2,5%
e EDTA1mM e MMTS 20 mM

e 2-mercaptoetanol 100 mM

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias + S.E.M. As diferencas entre o
grupos magro e obesos e entre 0s obesos sedentarios e o grupo submetido ao
protocolo de exercicio foram avaliada utilizando uma forma de analise de variancia
(ANOVA). Quando ANOVA indicou significancia, teste com Bonferroni pds-teste.

Significancia foi estabelecida em p <0,05.
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RESULTADOS

Tratamento com doador de NO (GSNO) intracerebroventricular induz aumento da
ingestao alimentar e peso corporal.

A infusdo continua de GSNO intracerebroventricular durante 7 dias resultou em
aumento da ingestao alimentar, peso corporal, gordura periepididimal (Fig. 1A-C). A
administracao cronica de GSNO induziu hiperinsulinemia em ratos Wistar magros e
camundongos KO iNOS (Tab. 2). O GSNO infundido por 7 dias elevou o0s niveis séricos
de TNF-a em ratos Wistar (Tab. 2) .Observamos também que o GSNO é estavel em
tecido hipotaldamico como pode ser constatado com a mensuracdo do NOx apds a
administracdo do doador de NO (Fig. 1S). Em concordancia com estes dados os
animais tratados com GSNO apresentaram reducéo da atividade no periodo noturno e
gasto energético além de reducdo da expressdo de neuropeptidios anorexigénicos
(POMC e CART) e aumento dos orexigénico (NPYe AgRP) (Fig. 1D-F).
Concomitantemente a estes achados observamos aumento da nitrosagdo de proteinas
envolvidas na via de sinalizacdo da insulina e leptina em hipotadlamo de ratos tratados
com GSNO (Fig. 1G). Como pode ser observada na Figura 1G, a injecao
intracerebroventricular de GSNO aumentou fortemente a nitrosacdo do receptor de
insulina (IRB), substrato do receptor da insulina (IRS-1), Akt e STAT3. A administracao
intracerebroventricular de insulina em animais pré-tratados com GSNO resultou em
niveis reduzidos da fosforilagdo em tirosina do IRB, do IRS-1 e da fosforilagcdo em
serina da Akt, quando comparados ao controle (Fig. 1H-J). A injecao
intracerebroventricular de leptina em animais pré-tratados com GSNO resultou em
niveis reduzidos da fosforilagdo em tirosina da STAT3, quando comparados ao controle
(Fig. 1K).
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Figura 1. Infusao cronica de GSNO no hipotalamo de roedores magros induz S-
nitrosacao da via da insulina e leptina. Ratos Wistar magros de 8 semanas foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para implante da bomba osmoética ALZET® para
infusdo continua intracerebroventricular (ICV) do doador de NO S-Nitrosoglutationa
(GSNO) 50 mM com o fluxo 0.25ul/hora. Avaliacao da ingestao alimentar durante 7 dias
(A), peso corporal (B) gordura periepididimal (C). Determinagéo da atividade locomotora
(D) e do consumo de O2 e da produgdo de CO2 pelo método de analisador de gas
Panlab (E). Avaliagcdo do mRNA para os neuropeptideos anorexigénicos (POMC/CART)
e os orexigénicos (NPY/AgRP) (F). Avaliagcdo da S-nitrosacéo da via da insulina (IR,
IRS-1 e Akt) e da via da leptina (STAT3) quantificado pelo método de biotina (G). Efeito
do tratamento da insulina via icv (200 mU em 2 pl) e ap6s 15 minutos foram extraidos
fragmentos hipotalamicos para avaliar atividade tirosina quinase pela auto-fosforilagdo
do IRB (H), fosforilacdo do IRS-1 (I) e da Akt (J). Infusdo com leptina icv (10° M em
2uL) e extracdo de fragmentos hipotalamicos ap6s 15 minutos sobre a fosforilagdo em
tirosina da STAT3 (K). *p<0,05 versus controle (salina); # p<0,05 versus controle

(insulina).

Tabela 2. Insulina e TNF-a séricos em roedores administrados com veiculo ou
GSNO.

WISTAR CAMUNDONGOS
CTL GSNO KOINOS  KOINOS GSNO
Insulina 0.84+0.09 34+125" 04+0.06 35+15"°
(ng/mL)
TNF-a 25.7+0.94  29.0 +3.36"
(pg/mL)

A administracdo crénica de GSNO promoveu hiperinsulinemia em ratos Wistar e
camundongos KO iNOS. Ratos Wistar com GSNO foram observados aumento dos
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niveis séricos de TNF-a. n= 8-10 em cada grupo. *P< 0.01 versus respectivo controle.

BP< 0.01 versus KO iNOS. Valores apresentados como media * desvio padrao.

Obesidade induzida por dieta leva a S-nitrosacdo de proteinas envolvidas na
sinalizagdo da insulina e leptina.

Ratos Wistar alimentados por dieta rica em gorduras durante 8 semanas (DIO)
apresentam aumento da ingestdo alimentar, do peso corporal e da gordura
periepididimal (Fig. 2A-C). Concomitantemente a estes achados observamos aumento
da expressdo da iNOS (Fig. 2D) e nitrosacdo de proteinas envolvidas na via de
sinalizagdo da insulina e leptina em hipotalamo de ratos alimentados com dieta rica em
gorduras (Fig. 2E). Como pode ser observado na Figura 2E a obesidade induzida por
dieta aumenta fortemente a nitrosacédo do IRB, IRS-1, Akt e STAT3 no hipotalamo
destes animais. A administracdo intracerebroventricular de insulina a animais
alimentados com dieta rica em gorduras resultou em niveis reduzidos da fosforilagao
em tirosina do IR, do IRS-1 e da fosforilacdo em serina da Akt, quando comparados ao
controle (Fig. 2F-H). A injecdo intracerebroventricular de leptina em animais obesos
induzidos pela dieta resultou em niveis reduzidos da fosforilagdo em tirosina da STATS3,
quando comparados ao controle (Fig. 2I). Para esclarecer se a iINOS estava expressa
em neurbnios envolvidos no controle da ingestdo alimentar e gasto energético
avaliamos com microscopia confocal a colocalizacao do IR, POMC e NPY com a iNOS.
Observamos que estas proteinas estavam colocalizadas principalmente no nucleo

arqueado do hipotalamo (Fig. 2J).
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Figura 2. Obesidade induzida por dieta hiperlipidica induz a S-nitrosacao da via da
insulina e leptina. Avaliacao da ingestao alimentar de ratos Wistar durante o terceiro e
quarto més de vida (A), peso corporal (B) e gordura periepididimal (C). Expressao da
INOS em animais magros e obesos (D). Avaliacdo da S-nitrosag¢éo da via da insulina
(IRB, IRS-1 e Akt) e via da leptina (STAT3) quantificado pelo método de biotina (E).
Efeito do tratamento da insulina via icv (200mU em 2ul) e apés 15 minutos foram
extraidos fragmentos hipotalamicos para avaliar atividade tirosina quinase pela auto-
fosforilacdo do IRB (F), fosforilacdo do IRS-1 (G) e da Akt (H). Infusdo com leptina icv
(10°M em 2yL) e extragdo de fragmentos hipotalamicos apds 15 minutos sobre a
fosforilacdo em tirosina da STAT3 (l). Co-localizacdo do IR POMC e NPY com a iNOS
no nucleo arqueado de animais obesos (J). *p<0,05 versus controle (Salina); # p<0,05

versus o respectivo controle.

Camundongos com obesidade geneticamente induzida apresentam S-nitrosacdo de
proteinas da via de sinalizacdo da insulina e leptina no hipotalamo.

Como amplamente relatado na literatura os camundongos ob/ob apresentam
hiperfagia, aumento de peso corporal e da gordura corporal (Fig. 3A-C).
Concomitantemente a estes achados observamos aumento da expressao da iNOS (Fig.
3D) e nitrosagao de proteinas envolvidas na via de sinalizagdo da insulina e leptina no
hipotdlamo de camundongos ob/ob (Fig. 3E). Como pode ser observado na Figura 3E a
obesidade induzida por dieta aumenta fortemente a nitrosagédo do IRB, IRS-1, Akt e
STAT3. A administracdo intracerebroventricular de insulina a camundongos ob/ob
resultou em niveis reduzidos da fosforilagao em tirosina do IRB, IRS-1 e da fosforilacao
em serina da Akt, quando comparados ao controle (Fig. 3F-H). A injecéo
intracerebroventricular de leptina em animais obesos induzidos pela dieta resultou em
niveis reduzidos da fosforilagdo em tirosina da STAT3, quando comparados ao controle
(Fig. 3I).
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Figura 3. Camundongos ob/ob apresentam ativacao da S-nitrosacao da via da
insulina e da leptina. Avaliacdo da ingestédo alimentar durante 7 dias em camundongos
ob/ob (A), peso corporal (B) e gordura periepididimal (C). Expressdo da iNOS em
animais C57BL6 e ob/ob (D). Avaliagao da S-nitrosagao da via da insulina (IRB, IRS-1 e
Akt) e via da leptina (STAT3) quantificado pelo método de biotina (E). Efeito do
tratamento da insulina via icv (200mU em 2ul) e apés 15 minutos foram extraidos

fragmentos hipotalamicos para avaliar atividade tirosina quinase pela auto-fosforilagéo
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do IRB (F), fosforilagdo do IRS-1 (G) e da Akt (H). Infusdo com leptina icv (10° M em
2ulL) e extracao de fragmentos hipotalamicos ap6s 15 minutos sobre a fosforilagdo em
tirosina da STAT3 (l). *p<0,05 versus controle (Salina); # p<0,05 versus respectivo

controle.

Exercicio agudo atenua a S-nitrosagdo hipotaldmica aumentando sinais de saciedade.

Para investigar se a inflamagao subclinica da obesidade estaria envolvida na
nitrosacao de proteinas do hipotdlamo realizamos uma sessdo aguda de exercicio,
estratégia capaz de reduzir a inflamacao hipotalamica de animais obesos (Ropelle et
al., 2010). Como pode ser observado na figura 4A o exercicio reduziu a ingestao
alimentar em animais obesos ao passo que 0s animais magros ndo apresentaram
alteracédo da ingestdo alimentar. Como esperado nao houve redugéo de peso corporal e
da quantidade de gordura epididimal com uma sessao de exercicio (Fig. 4B-C).
Interessantemente, uma sessao isolada de exercicio reduziu a expressao da iNOS (Fig.
4D) e da nitrosacao do IRB, IRS-1, Akt e STAT3 induzida pela dieta rica em gordura
(Fig. 4E). Em paralelo, observamos que o exercicio reverteu a resisténcia a sinalizagao
da insulina e leptina no hipotdlamo de animais submetidos a dieta rica em gorduras.
Assim, podemos observar um aumento da fosforilagcdo do IRB, IRS-1 e Akt apés a
administracdo de insulina ICV em animais exercitados que foram submetidos a uma
sessao aguda de exercicio (Fig. 4F-H). Também observamos aumento da fosforilacao
do STAT3 apos a injecao de leptina em animais submetidos a uma sessdo aguda de
exercicio (Fig. 4l).
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Figura 4. Exercicio fisico reduz a hiperfagia e a S-nitrosacao da via da insulina e
leptina hipotalamica em ratos obesos. Os animais controle e obesos foram
submetidos a uma unica sessédo de exercicio fisico. O protocolo de exercicio consistiu
em dois periodos de 3 horas, separados por 45 minutos de intervalo. Avaliacdo da
ingestao alimentar apdés sessdo aguda de natacao (A), peso corporal (B) e gordura
periepididimal (C). Expressao da iNOS em animais C57BL6 e ob/ob (D). Avaliagao da
S-nitrosagdo da via da insulina (IRB, IRS-1 e Akt) e da via da leptina (STATQ3)
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quantificado pelo método de biotina (E). Efeito do tratamento da insulina via icv (200mU
em 2ul) e apdés 15 minutos foram extraidos fragmentos hipotaldamicos para avaliar
atividade tirosina quinase pela auto-fosforilacdo do IRB (F), fosforilacdo do IRS-1 (G) e
da Akt (H). Infusdo com leptina icv (10°M em 2uL) e extracdo de fragmentos
hipotalamicos apds 15 minutos sobre a fosforilagcdo em tirosina da STAT3 (I). *p<0,05

versus demais grupos; # p<0,05 versus respectivo controle.

Tratamento ICV com L-NIL em aumenta a sensibilidade a insulina e leptina em
hipotalamo de ratos obesos.

Uma vez observado aumento da expressdo da iNOS no hipotalamo de ratos
obesos e sua reversdo com o exercicio, nés elaboramos a hipétese de que a inibicdo da
atividade da iINOS poderia atenuar a resisténcia a insulina e a leptina em animais
alimentados por 8 semanas com dieta hiperlipidica. Para investigar esta hipotese,
administramos o inibidor da iINOS, o L-NIL (2 pl /1X10°® mcg) em ratos Wistar controle e
obesos. Como pode ser observado na Figura 5A houve reducéo expressiva da ingestao
alimentar apenas nos animais obesos que foram tratados com L-NIL. Conforme
esperado ndo houve modificagdo do peso corporal e da gordura periepididimal apés a
infusdo aguda de L-NIL (Fig. 5B-C). A inibicdo da atividade da iNOS por L-NIL reduziu
a nitrosacao do IRB, IRS-1, Akt e STATS induzida pela dieta rica em gordura (Fig. 5D).
Apés o ultimo dia de tratamento com L-NIL, os animais ficaram em jejum durante 8
horas e posteriormente foi infundido 2ul de insulina por via intracerebroventricular.
Como resultado, foi observado que o tratamento com L-NIL ndo alterou a fosforilacao
do IRB, IRS-1 e Akt em animais controle apds o estimulo com insulina, no entanto, o L-
NIL promoveu aumento da fosforilacdo do IR, IRS-1 e Akt, bem como redugcdo da
ingestdo alimentar e do peso corporal em roedores obesos estimulados com insulina
quando comparado aos animais obesos tratados com veiculo (Fig.5E-G).
Analogamente, o tratamento com L-NIL aumentou a fosforilagdo do STAT3 apenas em
animais obesos (Fig. 5H).
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Figura 5. Efeitos do tratamento com L-NIL sobre a sensibilidade a insulina e
leptina em hipotalamo ratos controle e obesos. Ratos Wistar controle e obesos
foram tratados com dose diéria do inibidor da iINOS (1X10® mcg em 2 pl), o L-NIL via icv
durante 7 dias. Avaliacao da ingestao alimentar 12 e 24hs ap6s o primeiro tratamento
(A), peso corporal (B) e gordura periepididimal (C). Avaliagdo dos efeitos do L-NIL na S-
nitrosacao da via da insulina (IRB, IRS-1 e Akt) e da via da leptina (STAT3) quantificado
pelo método de biotina (D). Apds o ultimo dia de tratamento com L-NIL, os animais
ficaram em jejum durante 8 horas e posteriormente infundidos via icv insulina (200 mU
em 2uL) e ap6s 15 minutos foram extraidos fragmentos hipotalamicos para avaliar
atividade tirosina quinase pela auto-fosforilagao do IRB (E), fosforilacdo do IRS-1 (F) e
da Akt (G). Infusdo com leptina icv (10°M em 2pL) e extracdo de fragmentos
hipotalamicos apds 15 minutos sobre a fosforilagao em tirosina da STAT3 (H). As barras
representam a média = EPM (erro padrdao da média), #p<0,05 versus demais grupos #
p<0,05 versus respectivo controle.

Tratamento ICV com oligonucleotideo antisense para iINOS em aumenta a sensibilidade
a insulina e leptina em hipotalamo de ratos obesos.

Além da inibicdo farmacolégica da iNOS via L-NIL langamos mao do bloqueio
genético da iINOS para dar mais robustez aos nossos achados. Dessa maneira, ratos
Wistar controle e obesos foram tratados com infusdo continua do oligonucleotideo
antisense da INOS durante 7 dias. Como pode ser observado na Figura 6A houve
reducao expressiva da ingestdo alimentar. Conforme esperado ndao houve modificacao
do peso corporal e da gordura periepididimal apés o tratamento com o oligonucleotideo
antisense da iNOS (Fig. 6B-C). A inibi¢cdo da atividade da iINOS com o oligonucleotideo
antisense da iINOS reduziu a nitrosagao do IRB, IRS-1, Akt e STAT3 induzida pela dieta
rica em gordura (Fig. 6D). Apds o ultimo dia de tratamento com o oligonucleotideo
antisense da INOS, os animais ficaram em jejum durante 8 horas e posteriormente foi
infundido 2ul de insulina por via intracerebroventricular. Como resultado, foi observado
que o tratamento com o oligonucleotideo antisense da iINOS néo alterou a fosforilagéo
do IRB, IRS-1 e Akt em animais controle apds o estimulo com insulina, no entanto, o

oligonucleotideo antisense da iINOS promoveu aumento da fosforilagdo do IR, IRS-1 e
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Akt, bem como redugéo da ingestao alimentar e do peso corporal em roedores obesos
estimulados com insulina quando comparado aos animais obesos tratados com veiculo
(Fig. 6E-G). Analogamente, o tratamento com o oligonucleotideo antisense da iINOS
aumentou a fosforilagdo do STAT3 apenas em animais obesos (Fig. 6H).
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Figura 6. Efeitos do tratamento com o oligonucleotideo antisense da iNOS sobre a
S-nitrosacao da via da insulina e leptina em hipotalamo ratos controle e obesos.
Ratos Wistar controle e obesos foram tratados com dose diéria do antisense da iNOS
(100x10M em 2ul) via icv durante 7 dias. Avaliagdo da ingestdo alimentar 12 e 24hs
apés o primeiro tratamento (A), peso corporal (B) e gordura periepididimal (C).
Avaliacao dos efeitos do oligonucleotideo antisense para iNOS na S-nitrosacao da via
da insulina (IRB, IRS-1 e Akt) e via da leptina (STAT3) quantificado pelo método de
biotina (D). Ap6s o ultimo dia de tratamento com o oligonucleotideo antisense para
iINOS, os animais ficaram em jejum durante 8 horas e posteriormente infundidos via icv
insulina (200mU em 2uL) e ap6s 15 minutos foram extraidos fragmentos hipotalamicos
para avaliar atividade tirosina quinase pela auto-fosforilagdo do IRB (E), fosforilacao do
IRS-1 (F) e da Akt (G). Infusdo com leptina icv (10°M em 2pL) e extracdo de
fragmentos hipotalamicos ap6s 15 minutos sobre a fosforilagdo em tirosina da STAT3
(H). As barras representam a média + EPM (erro padrao da média), #p<0,05 versus

demais grupos # p<0,05 versus respectivo controle.

Tratamento com doador de NO (GSNO) intracerebroventricular induz resisténcia a
sinalizagao da insulina e leptina em hipotalamo de animais nocaute para iNOS.

A infusdo continua de GSNO intracerebroventricular durante 7 dias resultou em
aumento da ingestdo alimentar, peso corporal, gordura periepididimal de animais
nocaute para iINOS (Fig. 7A-C). Concomitantemente a estes achados observamos
aumento da nitrosacdao de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da insulina e
leptina em hipotdlamo de camundongos nocaute para iNOS tratados com GSNO (Fig.
7D). Como pode ser observado na Figura 7D, a injecdo intracerebroventricular de
GSNO aumentou fortemente a nitrosacao do IRB, IRS-1, Akt e STAT3. A administracao
intracerebroventricular de insulina em camundongos nocaute para iINOS pré-tratados
com GSNO resultou em niveis reduzidos da fosforilacdo em tirosina do IRB, do IRS-1 e
da fosforilacdo em serina da Akt, quando comparados ao controle (Fig. 7E-G). A injecao
intracerebroventricular de leptina em animais pré-tratados com GSNO resultou em
niveis reduzidos da fosforilagdo em tirosina da STAT3, quando comparados ao controle
(Fig. 7H).
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Figura 7. Efeitos do tratamento com GSNO sobre a S-nitrosacao da via da insulina
e leptina em hipotalamo de camundongos INOS™. Avaliacdo da ingestdo alimentar
de camundongos INOS” magros de 8 semanas com implante da bomba osmética
ALZET® para infusdo continua icv do doador de NO S-Nitrosoglutationa (GSNO) 50 mM
com fluxo 0.25ul/hora. Avaliacdo da ingestdo alimentar durante 7 dias (A), peso
corporal (B) e gordura periepididimal (C). Avaliagdo da S-nitrosagédo da via da insulina
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(IRB, IRS-1 e Akt) e da via da leptina (STAT3) quantificado pelo método de biotina (D).
Efeito do tratamento da insulina via icv (200mU em 2ul) e apés 15 minutos foram
extraidos fragmentos hipotalamicos para avaliar atividade tirosina quinase pela auto-
fosforilacdo do IRB (E), fosforilagdo do IRS-1 (F) e da Akt (G). Infusdo com leptina icv
(10°M em 2pL) e extracdo de fragmentos hipotalamicos apés 15 minutos sobre a
fosforilagdo em tirosina da STAT3 (H). n= 6-8 para cada grupo. *p<0,05 versus controle
(Salina); # p<0,05 versus respectivo controle
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Figura Suplementar 1. Quantificacao de nitritos e nitratos (NOx) em homogenato
hipotalamico apoés a infusao de GSNO. Os nitritos e nitratos presentes no
homogenato foram quantificados, como marcadores indiretos, apds a reducédo de NO
por quimiluminescéncia. As proteinas do hipotalamo foram quantificadas pelo método

de Biureto. *p<0,05 versus o respectivo controle.
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DISCUSSAO

A ingestdo alimentar e o gasto energético sdo minuciosamente regulados por
neurénios especificos localizados no hipotalamo. Durante as duas Ultimas décadas, a
localizag@o dos receptores da leptina e insulina em nucleos hipotalamicos, bem como a
descrigcao da via de transmissao intracelular ativadas por estes hormdnios em neurdnios
hipotalamicos, foram determinantes para o entendimento do controle da ingestao
alimentar e do gasto energético. Cada vez mais os disturbios alimentares associados a
doengas como obesidade vém sendo diretamente relacionados com disfungbes na
transmissdo do sinal da insulina no hipotalamo. O processo inflamatério subclinico
frequentemente observado em modelos experimentais de obesidade estao diretamente
associados a distintos mecanismos de resisténcia a insulina no hipotdlamo e resultam
em aumento da ingestao alimentar e ganho de peso corporal.

Atualmente, o fenbmeno da S-nitrosacdo € considerado um importante
mecanismo pos-transcricional envolvido na resisténcia a insulina. Acredita-se que o
processo inflamatério esteja diretamente relacionado a S-nitrosagédo da via IR/IRS-
1/Akt, via aumento da atividade da Oxido Nitrico Sintase induzivel (iNOS), como
demonstrado em modelos experimentais de obesidade e diabetes (Carvalho-Filho et al.,
2005; Pauli et al., 2008). Entretanto, pouco se conhece a cerca da fungcdo deste
mecanismo de sinalizacdo na modulacdo da acao insulinica e leptinica no sistema
nervoso central.

A S-nitrosacdo, ocorre pela ligacdo covalente do 6xido nitrico com um
grupamento tiol (S-H) presente em residuos de cisteina de algumas proteinas,
formando um S-nitrosotiol (S-NO) (Tartaglia et al., 1995), que compartilha muitas
caracteristicas em comum com a fosforilagdo, e modificagdo pds-translacional envolvida
na transducéo do sinal molecular, e tem sido demonstrado que regulam a funcao de um
amplo espectro de proteinas em células intactas (Stamler et al., 2001). No presente
estudo, foi demonstrado que proteinas chaves da via de sinalizacdo da insulina e da
leptina podem ser S-nitrosadas e que esta modificagdo pos-translacional causa
resisténcia a acao da insulina e leptina, aumento da ingestdo alimentar e diminui¢cdo do

gasto energético. Interessantemente, a inibicdo da iINOS através de estratégias
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farmacologicas (L-NIL), genéticas (oligonucleotideo antisense) e fisiolégicas (exercicio
fisico) foram capazes de restabelecer a sensibilidade a insulina e leptina no tecido
hipotalamico. Em conjunto, estes dados sugerem que a iINOS seja uma enzima
determinante do fenétipo obeso.

Inicialmente foi caracterizada a participacdo da S-nitrosacdo das proteinas
envolvidas na transmissao do sinal da insulina (IRB, IRS1 e Akt) e leptina (STAT3) e em
seguida como a S-nitrosacdo dessas proteinas poderiam contribuir para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina e leptina no hipotdlamo consequentemente
com a ingestao alimentar em roedores magros. Para isso, utilizamos a infusao ICV do
doador de NO (GSNO), e observamos aumento da S-nitrosacdo do IRB. Esta
modificacdo pés-translacional foi acompanhada por uma reducédo de auto-fosforilagcao
da atividade do IR. A administracdo de GSNO também levou a S-nitrosacao de IRS-1 e
Akt. Estes dados sao concordantes com dados obtidos apdés a administracdo de
doadores de NO para miécitos C2C12 (Sugita et al., 2005). Analogamente, o tratamento
com GSNO inibiu a sinalizagdo da leptina ao nitrosar e inibir a fosforilagdo da STATS3.

Recentemente, foi descrito que o processo inflamatdrio sub-clinico decorrente da
obesidade esta presente no tecido hipotalamico e resulta em resisténcia a insulina e
leptina neste tecido (Carvalheira et al., 2003; De Souza et al., 2005; Milanski et al.,
2009; Ropelle et al., 2010). Embora a iNOS esteja presente neste contexto inflamatério,
sua relagdo com a resisténcia a insulina e leptina no hipotadlamo permanecia
desconhecida. Nesse sentido, apds constatar que 0 GSNO era capaz de induzir
resisténcia a insulina e leptina, aumento da ingestdo alimentar e reducao do gasto
energético, nos procuramos verificar se a obesidade estava associada com o aumento
de marcadores inflamatérios como a iNOS. De forma surpreendente, observamos um
grande aumento da expresséo da iNOS em hipotalamo de ratos alimentados com dieta
hiperlipidica bem como em animais geneticamente obesos.

O proximo passo, foi determinar a influéncia da iINOS sobre a resisténcia a
insulina e leptina no sistema nervoso central. Para tanto, utilizamos trés estratégias
para inibir a iINOS. Primeiro, foi usado uma intervencéo farmacolégica para reduzir a
atividade da iNOS. O L-NIL atenuou a resisténcia a insulina e leptina em roedores

obesos, constatado pelo aumento da fosforilagdo em tirosina do IR, IRS-1 e Akt apo6s
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estimulo por insulina e aumento da fosforilagdo do STAT3 apos estimulo com leptina.
Observamos também reducao do peso corporal e diminuicdo da ingestao alimentar com
o tratamento por infusdo continua com L-NIL. Segundo, os animais obesos receberam
infusdo crénica com o oligonucleotideo antisense, que inibiram a transcricao da iNOS.
O mesmo padrao de melhora da sinalizacdo da insulina e leptina foram encontrados.
Por fim, para cerificarmos que esta modulacdo da iNOS ocorria também em niveis
fisioldgicos, os animais obesos foram submetidos a uma sessdo aguda de exercicio,
que sabidamente reduz a inflamacao hipotalamica. Novamente, encontramos reducao
da nitrosacao do IR, IRS-1, Akt e STAT3 e aumento da sensibilidade a insulina e
leptina.

O bloqueio da NOS com antagonistas inespecificos sabidamente diminuem a
ingestdo alimentar ap6s a administracdo central ou periférica em animais obesos
(Morley et al., 1991 ; Morley et al., 1992; Morley et al., 1994; Squadrito et al., 1993;
Squadrito et al., 1994). Nosso estudo expande estes resultados ressaltando a influencia
majoritaria da isoforma iINOS como determinante deste classico efeito da redug¢ao do
peso corporal de animais obesos obtido com a redugdo do Oxido nitrico a luz da
fisiologia atual do controle da homeostase energética.

Em concordancia com um estudo prévio nés observamos uma pequena, porém
nao significante redugdo da ingestdo alimentar apds a inibicdo da INOS em animais
magros (Riediger et al., 2010). A principio os resultados similares obtidos tanto com o L-
NIL como com o oligonucleotideo antisense para iINOS implicam que a inibicao da iINOS
ocorreu de forma especifica, apenas em animais obesos e que esta inibicao ndo esta
associada a efeitos colaterais significativos. Esses resultados levantam a hipdtese de
reducao da expressao ou atividade da iINOS e, consequente atenuacao da S-nitrosacao
poderia ter efeitos benéficos sobre a obesidade, a resisténcia a insulina e o controle de
ingestao alimentar.

Assim como a inibicdo farmacoldgica e genética da iINOS o exercicio fisico
reduziu a ingestao alimentar de animais obesos. E importante ressaltar que os efeitos
anorexigénicos mediados pelo exercicio foram observados de forma independente da
modificagdo do peso corporal. Analogamente, ao uso dos inibidores da iINOS o

exercicio também néao teve efeitos na ingestdo de animais magros. O exercicio fisico
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reverteu 0 aumento da expressao da iINOS e S-nitrosacao do I3, IRS-1, Akt e STAT3
em animais obesos aumentando a sensibilidade a insulina e leptina em neurbnios
hipotalamicos.

Esses resultados sugerem que a inibicdo da S-nitrosacao das proteinas chaves
da sinalizagao da insulina e leptina induzida pelo exercicio € um fenémeno importante
para a melhora da sensibilidade a insulina em animais obesos (Pauli et al., 2008). O
possivel mecanismo por meio do qual o exercicio fisico reduz a expressdo de iINOS
envolve a ativagédo IL-6 e IL-10 atenuando no tecido hipotalamico a atividade
inflamatéria como o IKKB e ER, restaurando a acao central da insulina e leptina em um
modelo animal de obesidade (Ropelle et al., 2010). Apds o exercicio, os altos niveis
circulantes de IL-6 sdo seguidas por um aumento da IL-1RA e IL-10, e as duas ultimas
citocinas anti-inflamatérias pode ser induzida por IL-6 (Steensberg et al., 2003).
Portanto, IL-6 induz um ambiente anti-inflamatério, culminando na producao de IL-1RA
e IL-10. Entretanto, como estas citocinas reduzem a expressdo da iINOS merece ser
investigado futuramente de forma mais detalhada.

Um aspecto que merece destaque de nosso trabalho foi que a administracéo de
GSNO a animais nocautes da iINOS também levou S-nitrosacado do IRB, IRS-1, Akt e
STAT3 e foi capaz de converter o fenédtipo de baixa ingestdo alimentar e alta
sensibilidade insulina e leptina no hipotalamo a uma condicdo semelhante a da
obesidade em que foi observado aumento da ingestdo alimentar, peso corporal e
reducdo da agéo da insulina e leptina. Coletivamente, os resultados do nosso trabalho
indicam a S-nitrosagdo como um fenbémeno intracelular importante para
desenvolvimento da resisténcia a insulina e a leptina no sistema nervoso central,
contribuindo para o aumento da ingestdo alimentar e perpetuacéo da obesidade.

Esses estudos favorecem a hipotese de que a inflamacao de baixo grau em
células do sistema nervoso central esta associada a resisténcia a insulina e a leptina
por diferentes mecanismos incluindo a S-nitrosacdo de proteinas das vias de
sinalizacao desses hormdnios, e que, estratégias para reduzir a atividade da iNOS,
como o exercicio fisico, podem ser determinantes para a melhora da sensibilidade a

insulina e leptina aumentando os sinais de saciedade no hipotalamo.
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CONCLUSAO

O hipotalamo é uma regido do sistema nervoso central que angaria informacgdes
do status nutricional e governa a liberagdo de mudltiplos sinais metabdlicos, tais como
insulina e leptina para manutengao da homeostase energética. Entretanto, a obesidade
esta associada com resisténcia a insulina e leptina no hipotalamo, além do aumento da
atividade inflamatéria como a éxido nitrico sintase induzivel (iNOS). Neste cenario,
nossos achados mostraram que a administracdo cronica de GSNO
intracerebroventricular em roedores magros resultou em aumento da ingestdo
alimentar, peso corporal e da gordura periepididimal. Em concordancia com estes
dados os animais tratados com GSNO resultou em nitrosagao do receptor de insulina
(IRB), substrato do receptor da insulina (IRS-1), Akt e STATS, além da diminuicdo da
sensibilidade da transdugcdo do sinal da insulina e leptina no tecido hipotalamico.
Observamos também a diminuicdo da expressdo de neuropeptidios anorexigénicos
(POMC e CART) e aumento dos orexigénicos (NPYe AgRP). Comitantemente com
esses dados, animais administrados com GSNO apresentaram reducdo da atividade
espontanea e gasto energético no periodo noturno. Neste cenario, a dieta hiperlipidica
induziu hiperfagia, obesidade e reduziu a sensibilidade a insulina e leptina no
hipotdlamo. Observamos ainda aumento da expressao da iNOS e S-nitrosacao do IRB,
IRS-1, Akt e STATS. Estratégias de inibicao farmacol6gica da iNOS, através do (L-NIL),
genética com o (Antisense) e fisiol6gica através do exercicio fisico, atenuou a S-
nitrosagao da via da insulina e leptina, aumentando a sensibilidade das vias e reduzindo
a ingestao alimentar de roedores obesos. Coletivamente, nossos achados apontam que
a S-nitrosacao € um importante mecanismo pos-transcricional de resisténcia a insulina
e leptina no sistema nervoso central, contribuindo para a hiperfagia e perpetuagéo na

génese da obesidade.
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