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RESUMO
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A proteina tirosina fosfatase (PTP1B) tem sido implicada na regulacdo negativa da
sinalizacdo da insulina e leptina. Camundongos knockout para PTP1B s@o mais sensiveis a
insulina e leptina e resistentes a obesidade quando alimentados com uma dieta rica em
gordura. Investigamos também a funcdo da PTP1B hipotaldmica na regulacdo da ingestao
alimentar agdes da insulina e leptina e sinalizacdo em ratos através de um seletivo
decréscimo na expressao da PTP1B. Geramos uma reducgdo seletiva e transiente reducio da
PTP1B através da infusdo de um oligonucleotideo antisense, para bloquear a expressdo da
PTPT1B em é&reas hipotalamicas de ratos ao redor do terceiro ventriculo, em ratos-controle
e obesos. A diminui¢do seletiva da PTPIB hipotalamica resultou em diminuicdo da
ingestdo alimentar, redu¢do do peso corporal, da adiposidade, dos niveis de leptina apds
uma alimentagdo rica em gordura. Ainda melhorou a acdo e sinalizacdo da leptina e
insulina no hipotdlamo e também a acdo da insulina em figado e musculo. Nossos
resultados mostram que a redu¢do da PTPTI1B hipotalamica pode ser suficiente para

promover redugdo aprecidvel do peso corporal, melhora na sensibilidade e sinalizacdo da

insulina e leptina e na homeostase da glicose em ratos DIO.
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Protein tyrosine phosphatase (PTP1B) has been implicated in the negative regulation of
insulin and leptin signaling. PTP1B knockout mice are hypersensitive to insulin and leptin
and resistant to obesity when fed a high-fat diet. We investigated the role of hypothalamic
PTPI1B in the regulation of food intake, insulin and leptin actions and signaling in rats
through selective decreases in PTP1B expression in discrete hypothalamic nuclei. We
generated a selective, transient reduction in PTPIB by infusion of an antisense
oligonucleotide designed to blunt the expression of PTPIB in rat hypothalamic areas
surrounding the third ventricle, in control and obese rats. The selective decrease in
hypothalamic PTP1B resulted in decreased food intake, reduced body weight, reduced
adiposity and reduced leptin levels after high-fat feeding, improved leptin and insulin
action and signaling in hypothalamus and also in insulin action in liver and muscle. Our
results show that hypothalamic PTPIB reduction should be sufficient to promote
appreciable weight reduction and improve insulin and leptin sensitivity and signaling and

glucose homeostasis in DIO rats.
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Xiv



INTRODUCAO

15

i}



Obesidade ¢ um estado metabolico no qual um excesso de gordura ¢ acumulado
nos tecidos periféricos, incluindo o tecido adiposo branco, musculo e figado. O
desenvolvimento da obesidade tem conseqiiéncias importantes sobre a vida dos individuos
afetados, causando desde sintomas fisiologicos discretos até sérias morbidades que podem
comprometer a qualidade e a expectativa de vida (Horvath, 2005). A obesidade ¢ o maior
fator de risco para o desenvolvimento de doengas como diabetes mellitus tipo 2, doengas
coronarianas, acidente vascular cerebral e alguns tipos de cancer como o de mama e o de
colon (Marx, 2003). Além destes problemas, a obesidade estd associada a complicacdes
respiratorias como apnéia do sono e a osteoartrose de grandes e pequenas articulagdes

(Kopelman, 2000).

A obesidade ¢ resultante da combinagdo de fatores como susceptibilidade
genética, aumento da disponibilidade e do consumo de alimentos caldricos, diminuigdo da

pratica de atividade fisica, e inimeros fatores de ordem psicossocial. (Kopelman, 2000).

Nao obstante a universalizacao dos estudos sobre a obesidade, seu mecanismo
molecular permanece amplamente desconhecido. Evidéncias recentes sugerem uma fungao
importante para o cérebro no controle do conteudo de gordura corporal e metabolismo de
glicose. Sistemas neuronais que regulam estoque de substratos caldricos, gasto energético e
producao endogena de glicose sao sensiveis e respondem a sinais hormonais e nutricionais,
os quais dao informagdes sobre a energia disponivel e os estoques de energia corporal. Em
resposta a esses sinais mudangas adaptativas ocorrem e promovem a homeostase energética
(ingestdo alimentar e gasto energético) e a manutengdo dos niveis de glicose. Alteracdes na
sinalizagdo neuronal em resposta a sinais hormonais (insulina e leptina) ou nutricionais que

controlam a homeostase energética, estdo associadas a obesidade (Schwartz and

Porte, 2005).

Mecanismos moleculares de acido da insulina e leptina no hipotalamo

A leptina ¢ um hormonio com caracteristicas estruturais de citocina produzida
predominantemente pelo tecido adiposo branco em relagdo proporcional direta a massa

corporal deste tecido (Zhang et al., 1994). A sinaliza¢c@o da leptina depende de sua ligagdo a

Introdugdo
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um receptor monomeérico transmembrana da familia dos receptores de citocina da classe |
(Tartaglia et al., 1995). Como outros membros da familia de receptores da classe I de
citocinas o Obr (receptor de leptina) ndo possui atividade catalitica intrinseca sendo
constitutivamente ligado a uma proteina citosélica com atividade tirosina quinase chamada

Janus quinase - 2 (Jak-2) (Bjorbaek et al., 1997).

A ligagdo da leptina ao seu receptor promove o recrutamento de outra unidade
de receptor que se encontra nas adjacéncias formando assim uma estrutura transitoriamente
dimérica (Zabeau et al., 2003). A modificagdo conformacional induzida pela ligacdo da
leptina e pela dimerizagdo de receptores induz a atividade catalitica da enzima Jak-2
associada, a qual se autofosforila em varios residuos tirosina tornando-se assim ativa para
que a seguir fosforilar e ativar a outra molécula de Jak-2 ligada ao segundo receptor
(Tartaglia, 1997). Apds ativadas as Jak-2 catalisam a fosforilagdo dos receptores Obr nas
tirosinas 985 e 1138 (Munzberg et al., 2005). Desta forma criam-se trés sitios ativos que
dardo continuidade ao sinal da leptina, sendo estes a propria molécula de Jak-2 fosforilada e
as regides proximas as tirosinas 985 e 1138 fosforiladas do Obr. Através destes sitios o
complexo Obr/Jak-2 recrutam pelo menos trés vias distintas de sinalizagcdo intracelular,
IRS/PI3-quinase, SHP-2/MAP-quinase e Stat, as quais serdo responsaveis pela modulacdo
de fendmenos fisiologicos controlados pela leptina como a producdo e liberacdo de

neurotransmissores responsaveis pelo controle da fome (Bjorbaek and Kahn 2004).

Os avangos na caracterizacao dos mecanismos de ag¢ao da leptina no hipotalamo
logo revelaram que a transdu¢do do sinal deste hormonio sofre controle importante por vias
paralelas de sinalizagdo celular, sendo que, até o presente momento, a insulina se destaca

como o principal modulador do sinal da leptina (Carvalheira et al., 2001).

Diferente da leptina, os mecanismos moleculares de sinalizagdo da insulina tem
sido estudados de forma mais intensa desde o inicio da década de 1980 quando se
caracterizou a atividade tirosina quinase intrinseca do seu receptor (IR)
(Kasuga et al., 1982). Nao existem diferencas estruturais entre o IR expresso em tecidos
periféricos e no sistema nervoso central (Saltiel and Kahn, 2001). O receptor de insulina
(IR) ¢ uma molécula hetero-tetramérica, composta de duas subunidades o, unidas a duas

subunidades P através de pontes dissulfeto. As subunidades a estdo localizadas na porg¢ao
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extracelular da membrana e possuem o sitio de ligagdo para a insulina, enquanto as
subunidades B sdo transmembranares e detém a atividade tirosina quinase do receptor. A
ligacdo da insulina a subunidade a induz a fosforilagdo de uma complexa cascata de
residuos de tirosina na subunidade . Assim, apos ligar-se ao IR expresso no hipotadlamo a
insulina promove, através de modificacdo conformacional, a ativagdo de um sitio catalitico
localizado na regido que compreende as tirosinas 1145, 1150 e 1151 da subunidade B do
receptor (White, 1997). Uma vez ativo, este sitio catalisa a fosforilagdo em tirosina dos
residuos 953, 960, 1316 e 1322 o que torna o receptor apto a dar continuidade a transdugao
do sinal (White, 1997). No hipotalamo, 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, incluindo IRS-1 e IRS-2 (Carvalheira et al., 2001;
Torsoni et al., 2003). Aqui, como no caso da leptina, o IRS-2 parece desempenhar um
funcao predominante, o que pode ser explicado em parte pela sua expressdo preferencial em
regidoes que possuem maior numero de neurdnios que portam o IR (Torsoni et al., 2003) . A
fosforilagao de IRSs promove a ligagdo e ativagdo da enzima PI3-quinase (fosfatidilinositol
3-quinase) (Torsoni et al., 2003; Carvalheira, 2003) que, como no caso da leptina, conecta
o sinal da insulina ao controle do ritmo de disparos neuronais (Xu et al., 2005), o que ¢
condicionado a inativagdo de canais de potdssio ATP-dependentes (Plum et al., 2005).
Através do controle do ritmo de disparos neuronais a insulina modula, em paralelo a
leptina, a liberacdo de neurotrasmissores nas sinapses efetoras (Plum et al., 2005). De
acordo com uma série de estudos recentes, a enzima (PI3-quinase) apresenta uma funcao
central atuando como mediadora dos sinais anorexigénicos da insulina e leptina nos
neuronios POMC e CART atuando como elo no cross-talk neuronal entre a sinalizagao
destes hormonios (Carvalheira, 2003; Carvalheira, 2005; Niswender et al., 2003;
Xu et al., 2005).

Na via classica de sinalizag¢ao da insulina, a PI3-quinase ¢ ativada em seguida a
ativacdo do receptor de insulina (IR) e do recrutamento dos substratos 1 (IRS1) e 2 (IRS2)
(Folli 1992 e Velloso 1996) do IR. A PI3-quinase apresenta uma fungdo importante em
numerosos processos bioldgicos, incluindo sobrevivéncia celular, migracdo, atividade

metabolica, proliferacdo, e diferenciagdo, sendo que para todos esses efeitos, a geracao de
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um segundo mensageiro de membrana ¢ necessaria. A geracao de tal mensageiro depende
da atividade catalitica da enzima utilizando como substrato fosfoinositol (PI) de membrana.
Uma vez ativada, a PI3-quinase catalisa a incorporacdo de fosfato na posicdo 3’ de Pls,
podendo gerar PI3,4P2 ou PI3,4,5P3. Estes Pls fosforilados servem como sitios de ligagao
para proteinas que conduzem o sinal cascata-abaixo, sendo estas as proteinas PDK e AKT

(Cantley, 2002).

A segunda via depende da ativagdo da enzima Jak-2. Apesar de possuir
atividade tirosina quinase intrinseca o IR ¢ capaz de interagir e ativar a Jak-2 em varios
tecidos, inclusive no hipotalamo (Carvalheira et al., 2001; Saad et al., 1996). Uma vez
fosforilada e ativada a Jak-2 recruta e fosforila Stat-3 a qual conecta o sinal da insulina ao
controle da transcri¢cdo de genes de neurotransmissores envolvidos com o controle da fome
e da termogénese (Carvalheira et al., 2001). E importante ressaltar, entretanto, que a
ativacao da transcricdo gé€nica pela insulina através de Stat-3 s6 ¢ efetiva na presenca da

leptina (Carvalheira et al., 2001).

Na ultima década, as expressdes de Obr e IR no sistema nervoso central foram
avaliadas por varios grupos que observaram que, apesar de ambos os receptores serem
encontrados em multiplas e distintas regides do cérebro, a presenca no hipotalamo, e mais
especificamente no nucleo arqueado, ¢ a mais marcante (Tartaglia 1997;
Torsoni et al., 2003). Até o presente, duas subpopulacdes de neurdnios foram bem
caracterizadas no nucleo arqueado. Uma expressa os neurotrasmissores orexigénicos NPY e
AgRP, enquanto a outra expressa os neurotransmissores anorexigénicos a-MSH (clivado a
partir de POMC) e CART (Flier, 2004). Neuronios a-MSH/CART do nucleo arqueado
possuem conexdes inibitorias curtas com os neurénios NPY/AgRP e conexdes inibitdrias
longas com neurénios localizados no nucleo hipotalamico lateral (LH), além de possuirem
também conexdes excitatorias longas com neurdnios do nucleo paraventricular (PVN)
(Schwartz, 2000). Na visao tradicional estes neurdnios possuem apenas conexoes inibitorias
longas com o PVN e excitatorias longas com o LH (Schwartz et al., 2000). Porém, de
acordo com a visdo mais recente do sistema, acredita-se que além de possuirem conexdes
inibitdrias longas com o PVN e excitatorias longas com o LH, os neurdnios NPY/AgRP

possuem também conexdes inibitdrias curtas com os a-MSH/CART (Xu et al., 2005). As
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conexodes de ambos os tipos de neuronios se fazem com duas subpopulagdes distintas tanto
no PVN quanto no LH. No PVN existem neur6nios que expressam 0s neurotransmissores
CRH e TRH (Schwartz, 2000)). Ambos com fungdes anorexigénicas, (Flier, 2004;
Schwartz, 2000). Por outro lado, no LH também duas sub-populag¢des distintas foram
caracterizadas, uma delas expressando a orexina, com papel predominantemente

orexigénico, e a outra expressando o MCH (Flier, 2004).

Num ambiente no qual predominam os baixos niveis de leptina e insulina, como
por exemplo, durante o jejum prolongado e em individuos com baixo percentual de gordura
corporal, a maior parte dos receptores Obr ¢ IR no nucleo arqueado estdo desocupados.
Nesta situacao predominam os sinais € conexoes excitatorios para os neuronios NPY/AgRP
e os sinais e conexoes inibitorios para os a-MSH/CART (Flier, 2004). Como resultado, ha
aumento da expressao de orexina e MCH no LH acompanhado da redug@o da expressdo de
TRH e CRH no PVN (Schwartz et al; 2000). Por outro lado, apds uma refei¢do, quando
principalmente os niveis de insulina se elevam ou quando ha discreto ganho de massa de
tecido adiposo como, por exemplo, ap6és um periodo de ingestdo alimentar média
aumentada, o que resulta na elevacao dos niveis de leptina e insulina, existe uma reducao
da expressdo de orexina e MCH no LH e aumento da expressdo de TRH ¢ CRH no PVN
(Schwartz et al; 2000).

Acredita-se hoje que falhas em alguns dos componentes deste complexo
sistema de controle da homeostase energética possam desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da obesidade. Os diversos modelos animais de obesidade causada por
defeitos monogénicos espontaneos ou por recombinagdo gé€nica nos permitiram obter
avancos consideraveis na compreensdo do funcionamento deste sistema (Nandi, 2004).
Entretanto, a procura por defeitos genéticos similares em pacientes obesos foi frustrante
uma vez que, de acordo com dados epidemioldgicos e genéticos atuais, a obesidade
desenvolvida como conseqiiéncia de defeitos monogénicos ¢ relativamente rara em

humanos (Nandi, 2004; Snyder et al., 2004).

Levando-se em consideracao que o avango epidémico da obesidade em diversas
regides do planeta ocorre em intima associagdo com a modificacdo do padrao alimentar e a

introducao de habitos de vida mais sedentarios, ¢ de se supor que, para a maior parte das
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pessoas que se tornam obesas, fenOmenos ambientais como a dieta inadequada e o
sedentarismo devam se associar a fatores genéticos predisponentes (raramente
monogénicos) para, finalmente, produzir o fendtipo de obesidade. Assim, uma das mais
importantes questdes atuais referentes a fisiopatologia da obesidade diz respeito aos
mecanismos através dos quais os fendmenos ambientais interagem com fatores genéticos

predisponentes para produzir o quadro clinico em questao.

A partir do momento em que se progrediu na caracterizacdo da acdo
hipotaldmica da insulina tornou-se claro que, caso o fendmeno da resisténcia a insulina, tao
conhecido em tecidos periféricos, ocorresse também no hipotdlamo, uma das possiveis
conseqiiéncias de sua manifestacao seria a redu¢ao da atividade anorexigénica exercida por
este hormonio. Além disso, tendo em vista a acdo modulatoria positiva da insulina sobre a
atividade hipotaldmica da leptina, seria pertinente acreditar que a propria funcdo
adipostatica da leptina fosse comprometida. Assim, a procura por evidéncias experimentais
e clinicas de que o fendomeno de resisténcia hipotalamica a agcdo da insulina e da leptina
pudesse existir e compor o quadro da obesidade, passou a ser o foco de interesse de varios

grupos em atividade nesta area do conhecimento.

Como descrito anteriormente, insulina e leptina sdo hormonios que regulam a
longo prazo o peso corporal através do cérebro. Ambos os hormodnios atravessam a barreira
hematoencefalica e, apds ativacdo dos seus respectivos receptores, presentes no cérebro
(hipotadlamo), e de proteinas envolvidas na transmissdo do sinal desses hormonios,
respostas neuronais integradas sdo necessarias para modular a ingestdo alimentar e gasto
energético. Diversos mecanismos podem contribuir para a resisténcia central desses

horménios, alterando portanto esse balanco energético, levando a obesidade.

PTP1B como uma reguladora negativa da aciao da leptina e insulina

O 1inicio, a propagacdo ¢ o término dos eventos de sinalizagdo que controlam
diversos processos celulares sdo determinados pelo nivel de fosforilagdo em tirosina de

proteinas (Kennedy and Ramachandran, 2000). A proteina tirosina fosfatase-1B (PTP1B) ¢
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membro da familia das proteinas tirosinas fosfatases (PTPs) e representa a forma citosdlica
da enzima (Ukkola and Santaniemi, 2002). PTPIB ¢ amplamente expressa incluindo
tecidos que sdo reguladores importantes do metabolismo da insulina como figado, musculo
e adiposo (Goldstein, 2002). Nesses tecidos a PTPIB ¢ a principal PTP (Ukkola and
Santaniemi, 2002). O envolvimento da PTP1B na sinaliza¢ao da insulina tem sido sugerido

em inumeros relatos.

A maioria dessas evidéncias originou-se de fendtipos de camundongos
“knockouts” da PTP1B (Asante-Appiah and Kennedy, 2003), a qual potencialmente pode
atenuar a sinalizacdo da insulina desfosforilando o receptor de insulina (IR), IRSs ou,
possivelmente, outras moléculas fosfotirosil dependentes da sinalizagdo da insulina, ainda
ndo identificadas. O local da agdo da PTP1B na via de sinalizacdo da insulina ainda
permanece desconhecida (Kennedy and Ramachandran, 2000). Analises com camundongos
PTP1B ”~ mostram um aumento na sensibilidade a insulina e fosforilagdo em tirosina do IR,
sugerindo que o receptor seja realmente um alvo fisiologico da PTPIB (Kennedy and
Ramachandran, 2000; Asante-Appiah and Kennedy, 2003). Entretanto, essa questdo ainda
ndo estd totalmente elucidada. O mecanismo pelo qual a PTP1B interage com o IR, e onde
ela estd posicionada na via de sinalizacdo da insulina requer maiores investigacdes

(Bandyopadhyay et al., 1997; Kennedy and Ramachandran, 2000).

A aplicacdo do oligonucleotideo antisense para PTP1B (PTP1B-ASO) tem
diminuiu a expressio da PTPIB e adiposidade em camundongos ob/ob
(Rondinone et al., 2002), em células FAO de hepatoma de rato (Clampit et al., 2003) e em
figado de camundongos ob/ob tratados com PTP1B—-ASO (Gum et al., 2003). A inibi¢ao da
PTPIB aumenta a fosforilacio do IR, IRS-1 e IRS-2, ¢ eficazmente reduz a
hiperinsulinemia (Zinker et al., 2002).

Estudos em modelos animais e em células, mostram que a reducgdo da atividade
basal ou niveis da PTP1B alteram a sinalizacdo de maneira positiva. Como observado na
literatura, camundongos ‘“knockouts” para PTP1B tem um aumento na sensibilidade a
insulina, e resisténcia a diabetes (Cheng et al., 2002). Um dos mais surpreendentes

fenotipos de camundongos deficientes da PTP1B ¢ a sua resisténcia a obesidade induzida
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pela dieta. Além da via de sinalizagdo da insulina, a PTP1B esta envolvida na regulacao de

diversas fungdes celulares, incluindo a via de sinalizag¢do da leptina.

Zabolotny et al., (2002) demonstraram que camundongos PTP1B " sdo mais
sensiveis a leptina, ndo apresentando elevacao dos niveis de leptina quando tratados com
dieta hiperlipidica. Na auséncia de leptina a perda da PTP1B ¢ capaz de atenuar o ganho de
peso sem mudanga significativa na ingestdo alimentar. A administracdo de leptina exdgena
também revelou que, na deficiéncia da PTP1B, houve um aumento na sensibilidade a
leptina (Cheng et al., 2002). Sugeriu-se que a Jak-2 ¢ um substrato potencial da PTP-1B,
regulando negativamente a via de sinalizacdo da leptina via desfosforilacdo da Jak-2
(Cheng et al.,, 2002). Para entender melhor o mecanismo de agdo da PTP1B sob
adiposidade, produziram-se camundongos com delec¢des especificas da PTP1B no figado,
musculo, tecido adiposo e cérebro, mostrando que somente os camundongos com delecao
neuronal da PTP1B sdo resistentes a obesidade induzida por uma dieta hiperlipidica e sdo

protegidos contra o desenvolvimento da resisténcia a leptina (Bence et al., 2006).

Embora estudos com animais “knockouts” tecido especificos para a proteina
PTP1B mostrem alteragdes metabdlicas e funcionais importantes, o conhecimento da
funcdo da PTP1B na regulagdo da sinalizacdo da insulina e leptina no cérebro permanece
ainda limitado, com questdes importantes que precisam ser respondidas como: 1- a
importancia do local da populacdes de neurdnios que expressam PTP1B e medeiam os
efeitos do sistema nervoso da insulina e leptina; 2- se os niveis de leptina estdo também
elevados em outros modelos animais com diminuic¢do seletiva da expressao da PTP1B em
discretos nucleos hipotalamicos, e 3- quais tecidos periféricos estdo envolvidos na
homeostase da glicose. O alvo deste presente estudo foi investigar estas questdes
especificas. Para responde-las, geramos uma reducdo seletiva e transiente da expressao da
PTP1B através da infusdo de um oligonucleotideo antisense, para bloquear a expressdo da

PTP1B em éareas ao redor do terceiro ventriculo do hipotalamo.
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Desta forma, os objetivos deste estudo foram avaliar o efeito do tratamento icv
de ratos Wistar machos submetidos a uma dieta hiperlipidica ou padrdo com

oligonucleotideos antisense para a PTP1B sobre:

* A variacdo da adiposidade e a ingestao alimentar.

* A transducdo do sinal da leptina e insulina através de proteinas iniciais da via

de sinalizag@o no hipotdlamo.

» Captacao de glicose, induzida pela insulina em figado e musculo.

* Atividade, expressdo, localizacdo da PTPIB, atividade PTPase total e

atividade PTPase associada ao IR e Jak-2 em hipotdlamo.
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Anticorpos, reagentes quimicos e materiais

Os anticorpos anti-IR, IRS-1, IRS-2, Obr, Jak-2, Stat3 e anti-fosfotirosina
foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). Anti-PTP1B (AB-1
mouse polyclonal) foi adquirido da Calbiochem (La Jolla, CA). pp60™© C-terminal
phosphoregulatory peptide (TSTEPQpYQPGENL); onde pY representa fosfotirosina e o
reagente Biomol Green foram obtidos do Biomol (Plymouth Meeting, PA). Os reagentes e
aparelhos para eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE) foram adquiridos da Bio-Rad (Richmond, CA). Metano hidroximetilamina
(TRIS), fenil-metilsulfonilfluoreto (PSMF), aprotinina e ditiotreitol (DTT), Triton X-100,
Tween 20, e glicerol foram fornecidos pela Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., USA).
Proteina A com iodo radioativo ('*°I) e [3—3H]glicose e 2—deoxi—D—[1—14C]glicose
2-[*C]DG1) foram adquiridos da Amersham (Amersham, UK), e a Proteina A Sepharose 6
MB da Pharmacia (Uppsala, Suécia). A membrana de nitrocelulose (Hybond ECL,
0.45 um) foi obtida da Amersham (Aylesbury, UK). A insulina regular humana
(Humulin R) foi adquirida da Lilly. Leptina foi adquirida da Calbiochem (San Diego, CA,
USA). O agente anestésico tiopental soédico foi obtido da Cristalia (Itapira/SP, Brasil).
Cloridrato de cetamina foi obtida da Fort Dogde Laboratories Inc. (Fort Dodge, 1A, USA).
Oligonucleotideos fosforotioados sense e antisense especificos, para PTPIB
(sense, 5'- AAA GTG CTG TTG G -3' e antisense, 5'-CCA ACA GCA CTT T-3') foram
produzidos pela Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA). Kits para a dosagem de insulina e leptina
foram obtidos da Amersham Biosciences, (Biotrak, Aylesbury, UK).

Animais e procedimentos cirdrgicos

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar de quatro semanas de idade,
provenientes do Biotério Central da UNICAMP (CEMIB). Os ratos foram divididos
randomicamente em dois grupos: ratos-controle (C), alimentados com dieta-padrao:
(carboidrato: 70%; proteina: 20%; lipideos: 10%, totalizando: 3.8 kcal/g) e ratos com
obesidade induzida por uma dieta hiperlipidica (DIO): (carboidrato: 38.5%; proteina: 15%;
lipideos: 46.5%, totalizando: 5.4 kcal/g) durante dois meses.
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Os ratos foram previamente anestesiados por via intraperitonial com uma
mistura de cloridrato de cetamina (0.8 mL) e diazepan (0.2 mL). Apods a auséncia dos
reflexos corneal e podal, os ratos foram posicionados no aparelho de estereotaxia para
implantacdo de uma canula no terceiro ventriculo do hipotdlamo, seguindo as coordenadas
do Atlas Paxinos-Watson (Paxinos et al, 1980). Ao final da cirurgia, os ratos foram
alojados em gaiolas metabdlicas individuais, em ambiente com temperatura controlada
(22 £ 1°C), em ciclo de 12 horas-luz e 12 horas de escuro por uma semana para recuperagao
da cirurgia estereotaxica. A seguir os animais foram submetidos a um teste de resposta de
ingestdo hidrica com a infusdo de angiotensina II (2.0 uL a 10 ° M). Para a avaliagio da

posicao correta da canula (Johnson and Epstein, 1975).

Tratamento com o oligonucleotideo

Foram utilizados para os experimentos as sequéncias do oligonucleotideo sense
e antisense, especifica para PTP1B (sense, 5'-AAA GTG CTG TTG G -3' e antisense,
5'- CCA ACA GCA CTT T -3"). Os oligonucleotideos foram construidos a partir da
seqiéncia de RNAm de PTPIB (Rattus norvegicus), obtida do “GeneBank”.
Compatibilidade entre a seqiiéncia de RNAm de PTP1B de rato foi verificada através do

programa “Blast, PubMed” (www.ncbi.nlm.nih.gov). A habilidade para bloquear a

expressao da PTP1B foi avaliada através de “immunoblotting”, usando anticorpo especifico

para PTPIB.

Ratos controle e DIO foram canulados e mantidos em gaiolas individuais para o
tratamento com oligonucleotideo sense para PTP1B (PTP1B-Sense) ou oligonucleotideo
antisense para PTP1B (PTP1B-ASO). Oligonucleotideos sense e antisense para PTP1B
foram diluidos em tampao TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) e o tratamento foi realizado
através de infusdes icv duas vezes ao dia (8:00h/18:00h) com um volume total de 2.0 pl por

dose (4.0 nmol/pl) por 4 dias.
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Determinacio da massa de tecido epididimal e retroperitoneal

Ap0s quatro dias de tratamento icv com PTP1B-ASO ou PTP1B-Sense, os ratos
foram anestesiados, a cavidade abdominal foi aberta e toda a massa de tecido adiposo

epididimal e retroperitoneal, dissecada e pesada.

Determinacio das concentracoes de insulina e leptina

Apos o tratamento descrito acima, os ratos foram mantidos em jejum por 12h.
Amostras de sangue (0.5 ml) foram coletadas da cauda para determinar as concentragdes de

insulina e leptina no plasma, medidas por radioimunoensaio.

Avaliaciao da ingestdo alimentar

Os animais (controle e DIO), foram colocados individualmente em gaiolas
metabolicas e tratados intracerebroventricular (icv) com PTP1B-ASO ou PTP-1B-Sense
2 vezes ao dia durante quatro dias. Durante esse periodo os animais foram privados de
alimento por 6h (das 12 as 18 h) e a ingestdo alimentar foi avaliada apds as proximas
12 horas. Ao final do quarto dia (18 h) os animais receberam infusdes icv com insulina
(2.0 pl, 10° M), leptina (2.0 pul, 10°® M) ou salina (2.0 pl) ¢ a ingestdo alimentar foi
determinada apo6s as proximas 12 horas através da diferenga de peso entre o alimento

oferecido e o alimento restante na gaiola.

Disseccao do hipotalamo

Os animais foram anestesiados através da administragdo intraperitonial de
tiopental sédico (15mg/kg) e a perda dos reflexos pedal e corneal foram utilizados como
controle da anestesia. Os animais receberam infusio icv de insulina (2.0 ul, 10° M), leptina

(2.0 pl, 10° M) ou salina (2.0 ul) e ap6s 15 min o cranio foi aberto, o hipotalamo retirado e
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em seguida homogeneizado em tampao de extragcdo (1% Triton X-100; 100mM Tris pH
7,4; contendo 100mM de pirofosfato de so6dio; 100mM de fluoreto de so6dio; 10mM de
vanadato de s6dio; 2mM PMSF e 0,1 mg de aprotinina/mL) a 4°C em “Politron PTA 20S
generator” (Brinkmann Instruments mode PT 10/35) com velocidade maxima por 30
segundos. O tecido homogeneizado foi entdo centrifugado a 11000 rpm por 30 minutos
para remocdo de material insolivel. A proteina total contida no sobrenadante foi

determinada utilizando-se o método de Bradford (Bradford, 1976).

Imunoprecipitacao

Apo6s a determinacao do conteudo de proteinas totais, parte do sobrenadante foi
utilizado para imunoprecipitacdo “overnight”, a 4°C, com anticorpos especificos. O
imunoprecipitado foi separado apds a incubag¢do com proteina A Sepharose 6MB por
2 horas. A seguir, as amostras foram cenrifugadas (20 minutos a 4°C, 11000 rpm), e o
precipitado lavado trés vezes, em intervalos de cinco minutos, com tampao de lavagem
(2 mM ortovanadato de sédio, 100 mM Tris-Hcl, 1 mM EDTA, 0,5% Triton X-100),sendo

o sobrenadante descartado ap6s ultima lavagem.

Immunobloting

Os imunocomplexos (1 mg) e os extratos totais (0,2 mg) de proteina foram
ressuspensos em tampao de Laemmli (Laemmli, 1970), contendo 100 mmol/l de DTT.
Apoés rapida fervura (cinco minutos) foram aplicados em gel de poliacrilamida para
separacao por eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas separadas por SDS-PAGE foram
transferidas para membrana de nitrocelulose em aparelho de transferéncia da BIO-RAD. A
membrana de nitrocelulose foi incubada “overnight” com anticorpos especificos. A ligagdo
do anticorpo a proteinas ndo especificas foi minimizada pela pré-incubacdo da membrana
de nitrocelulose com tampao de bloqueio (5% de leite em p6 desnatado; 10mmol/l de Tris,
150 mmol/l de NaCl, 0,02% de Tween 20) por 1,5 hora. O complexo antigeno-anticorpo

fixo 2 membrana de nitrocelulose foi obtida através do tratamento com 2uCi de ['%]
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Proteina A (30uCi/pg) em 10 mL de tampao de bloqueio por duas horas em temperatura
ambiente e exposicdo a filmes de RX Kodak a 80°C de 12-48 horas. As bandas

identificadas na auto-radiografia foram quantificadas através de densitometria Optica.

Imunoistoquimica

Ratos foram anestesiados e, apds a perda dos reflexos podal e corneal,
realizou-se toracotomia mediana com posterior canulagdo transcardiaca da aorta toracica.
Os animais foram, entdo, perfundidos com cerca de 80 ml de solucdo fisiologica
heparinizada (0,01% volume/volume) e, a seguir 80 ml de paraformaldeido (Sigma) a 4%,
dissolvido em agua destilada pré-aquecida e tampao fosfato 0,2 M, pH 7,4. Ambas as
perfusdes foram feitas com bomba de infusdo, numa velocidade fixa de 4 ml/min. A seguir,
foi realizada craniotomia e o hipotdlamo foi cuidadosamente retirado. O hipotdlamo foi
entdo banhado em dalcool em diferentes concentracdes (70%,80%,95% e 100%), xilol, e
xilol/parafina. A seguir, o 6rgao foi incluido em bloco de parafina, onde foi seccionado em
cortes de 5 um e fixados em laminas de microscopia previamente sinalizadas. Apos um
repouso de cerca de 24 horas (para completa fixacdo dos cortes), as ladminas foram
desparafinizadas com xilol, re-hidratadas com as diferentes concentracdes de alcool e

lavadas cerca de trés vezes com PBS 0,1M, pH 7.,4.

A seguir, foi iniciada a rea¢do de imunofluorescéncia na qual, os cortes foram
tratados com Triton X-100 por 10 min e novamente lavados trés vezes com PBS 0,1M, pH
7,4. A seguir, bloqueados com leite desnatado 5%, diluidos em PBS 0,1 M, pH 7,4 por 1
hora. Os cortes foram incubados com anticorpo primario especifico para PTP1B em BSA
1% e PBS 0,1 M, pH 7.4, na dilui¢do de 1/50 overnight, a 4°C. A seguir foram lavados trés
vezes como descrito anteriormente € novamente incubados, usando agora o anticorpo
secundario conjugado com FITC (Sigma) em leite desnatado 1% e PBS 0,1 M, pH 7.4, na
diluicao de 1/500, durante 2 horas e analisados em microscopio confocal Zeiss LSM 510
(Laser Scanning Confocal Microscope), de acordo com a técnica previamente descrita

(Torsoni et al., 2003).
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Clamp euglicémico-hiperinsulinémico

Apo6s 12 horas de jejum, os animais foram anestesiados intraperitonealmente
com uma mistura de cloridrato de cetamina (100 mg) e diazepam (0.07 mg) (0.2 ml/100 g
peso) e em condigdes assépticas, foi inserido um cateter de polietileno na artéria cardtida
para a coleta de amostras sanguineas ¢ um segundo cateter na veia jugular para a
administragdo de insulina e glicose. Os animais foram mantidos aquecidos a 37°C durante
todo o estudo. Durante a primeira fase do estudo (30 min), a quantidade de insulina
infundida foi aquela necessaria para alcangar um platd de glicose. Apos ter sido mantido o
equilibrio da glicemia, a infusdo de insulina (3.6 mU/kg/min) foi mantida numa constante
(0,20 ml/h) durante duas horas e a infusdo de glicose (solucdo de 5%) foi ajustada para
manter a concentracdo plasmatica de glicose proxima a 120 mg/dl. Amostras de sangue
foram coletadas da veia jugular a cada cinco minutos para a determinagdo da glicemia

(Prada et al., 2005).

O fluxo de glicose estimulado pela insulina foi estimado através de uma infusao
continua inicial de HPLC-purificada [3—3H]glicose (10 pCi bolus, 0.1 pCi/min). Para
estimar o transporte de glicose estimulado pela insulina no musculo esquelético, foi
administrado (10 uCi) de 2-["*C]DG1 45 min antes do final do procedimento do clamp.
Amostras de sangue (20 pl) foram coletadas em 80, 90, 100, 110, e 120 min apds o inicio
do procedimento do clamp para determinar as concentragdes plasmaticas da ["H]glicose e
2-["*CIDG1. Ao final do procedimento de clamp, os animais foram sacrificados usando
uma mistura de cloridrato de Cetamina e Diazepan intravenosamente (Prada et al., 2005).
Apo0s dois min foram retirados fragmentos de musculos esqueléticos (soleo e gastrocnémio)
e figado. Os fragmentos dos tecidos foram colocados em “NCS-II Tissue Solubilizer”
(Amersham, Bucks, England), para posterior solubilizacdo. Entdo o sobrenadante foi
medido, usando-se liquido de cintilagio (ACS-II Amersham - Japdo, Tokio) e o
equipamento (Aloka, Model LSC -1000, Kioto), para verificar a radioatividade resultante
do*H e do "C (Araujo et al., 2005).
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Ensaio da Atividade proteina tirosina fosfatase 1B

O ensaio da atividade PTP1B in vitro foi baseado no protocolo previamente
descrito por Taghibiglou et al., 2002. O hipotalamo foi removido ¢ homogeneizado em
solucdo tampao contendo 1% Triton X-100, 20 mM, Tris (pH 7.6), 5 mM EDTA, 2 mM
PMSF e 0.1 mg aprotinina/mL, ImM EGTA e 130mM NaCl. A amostra foi centrifugada
(15.000 rpm, 40 min, 4°C) e o sobrenadante coletado para a imunoprecipitacio com
anticorpos  anti-IR, anti-Jak-2 e anti-PTP1B, como descrito anteriormente.
Imunoprecipitados foram lavados trés vezes por cinco minutos com tampao de ensaio
(100mM HEPES (pH 7.6), 2 mM EDTA, ImM ditiotreitol, 150mM NaCl, 0,5mg/mL de
albumina sérica bovina). O peptideo fosforegulatorio pp60“™°  C-terminal
(TSTEPQpYQPGENL; Biomol) foi adicionado a uma concentragdo final de 200uM, em
um volume total de reacdo de 60uL, em tampao de ensaio. A atividade PTPase do extrato
total (125ng) foi medida da mesma maneira num volume total de reacdo de 60uL,
adicionando o peptideo numa concentracao final de 200uM. A reacao foi seguida por uma
hora a 30°C. Ao final da reacdo, aliquotas de 40uL foram colocadas em placas de 96 pogos
e adicionado 100pL do reagente Biomol Green (Biomol), e a absorbancia foi medida a

660nm em ELISA.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média = SEM seguido do ntimero indicado dos
experimentos. Para as analises estatisticas, os grupos foram comparados usando two-way
ANOVA seguida por andlise de significancia Bonferroni. O nivel de significancia adotado

foi P < 0.05.
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Expressao e localizacio da PTP1B em hipotilamo de ratos apés o tratamento com

oligonucleotideo antisense PTP1B

O oligonucleotideo antisense PTP1B (PTP1B-ASO) e oligonucleotideo sense
PTP1B (PTP1B-Sense) foram administrados através de infusdes no terceiro ventriculo de
ratos controle e com obesidade induzida pela dieta (DIO). A reducdo da expressdo da
PTP1B foi avaliada através das técnicas de “immunoblotting”. Cortes histoldgicos do
hipotdlamo foram submetidos a técnica de imunoistoquimica como descrita em materiais e
métodos para avaliacdo da localizacdo da PTP1B. A eficicia do PTP1B-ASO foi analisada
através de experimentos dose-resposta. Duas doses didrias de 4 nmol foram suficientes para
inibir a expressao da PTP1B em 70% em ratos-controle. (Fig.1A). Os niveis hipotalamicos
da PTP1B estavam aumentados em ratos DIO comparado com ratos-controle, havendo uma
diminui¢do significativa apds o tratamento com PTP1B-ASO (Fig.1A). Essa seletiva
inibi¢do da PTP1B em hipotdlamo foi confirmada através da imunoistoquimica. Redugdes
substanciais da expressdo foram observadas no nicleo arqueado e lateral do hipotdlamo
(Fig. 1B). Nao houve mudangas em outras regides do cérebro. Além disso, os efeitos do
tratamento com PTPIB-ASO se restringiu apenas a drea hipotaldmica, ndo havendo

redugdo no musculo esquelético, figado e adiposo (dados ndo mostrados).
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Fig. 1- Avaliacio da expressao e localizacio da PTP1B em hipotalamo de ratos apds o tratamento com

oligonucleotideo antisense PTP1B. Ratos-controle e DIO foram tratados duas vezes ao dia durante
quatro dias com PTPIB-ASO ou PTPIB-Sense e em seguida os hipotidlamos foram extraidos e
homogenizados. Os extratos protéicos foram submetidos a “immunoblotting” com anticorpo
anti-PTP1B (A). Cortes histolégicos de hipotdlamos perfundidos com paraformaldeido foram
submetidos a caracterizacgio histoldgica de distribui¢do de proteina pelo método de imunoistoquimica,
utilizando-se anticorpo especifico para PTPIB (B) As imagens sdo representativas de trés

experimentos independentes. As bandas foram densitometricamente quantificadas pelo programa

ScionCorp. Os dados sdo apresentados como média + SEM de quatro experimentos independentes. *,

P <0.05 PTP1B-ASO . vs PTP1B-Sense D
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Caracteristicas metabolicas

Ao final de quatro dias de tratamento com PTP1B-ASO ou PTP1B-Sense,
avaliamos o efeito in vivo da reducdo hipotalamica da PTP1B sob ingestdo alimentar, peso
corporal, gordura epididimal e retroperitoneal e niveis plasméticos de leptina e insulina. Em
ratos- controle e DIO tratados com PTP1B-ASO houve reducdes de 50% e 70% da ingestao
alimentar, respectivamente (Fig.2A). Essas reducOes na ingestdo alimentar foram
acompanhadas de um decréscimo moderado no peso corporal de ratos controle e um
significativo decréscimo em ratos DIO, apds quatro dias de tratamento (Fig. 2B).
Observamos também que ratos controle e DIO tém redu¢do moderada na adiposidade apds
o tratamento com PTP1B-ASO (Fig. 2C). O tratamento com PTP1B-ASO produziu uma
diminuic¢do significativa das concentragdes de leptina e insulina em jejum em ratos controle
e DIO tratados com PTP1B-ASO, comparado com ratos controle e DIO tratados com

PTP1B-Sense, respectivamente (Fig.2 D and E).
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Fig. 2- Efeito da reducio hipotalimica da PTP1B sob parametros metabdlicos. Ratos controle e DIO
foram tratados duas vezes ao dia durante quatro dias com PTP1B ASO ou PTP1B Sense e em seguida os
pardmetros metabdlicos foram avaliados. Ingestdo alimentar (A), Peso corporal (B), Massa de tecido adiposa
epididimal e retroperitoneal (C), niveis de leptina (D), Niveis de insulina (E). Os dados sdo apresentados

como média £ SEM. Cada grupo foi composto de 15 animais. DIO or Control rats: *, P < 0.05 PTP1B-ASO

. vs PTP1B-Sense D
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Efeito da reducao da PTP1B sob sinalizacao e saciedade induzida pela leptina em

hipotalamo de ratos

Leptina prové um sinal anorexigénico robusto no hipotdlamo. Para avaliar o
efeito da reducdo hipotalamica sob a ac¢do da leptina no hipotdlamo, ratos controle e DIO,
ao final de quatro dias de tratamento com PTP1B-ASO ou PTPIB-Sense, foram
cuidadosamente tratados com salina (2 pl), ou leptina (2 pl, 10°M) icv, e a ingestao
alimentar foi medida apds 12 horas. A infusdo de leptina reduziu a ingestdo alimentar em
42% e 19% em ratos- controle e DIO tratados com PTP1B-Sense, respectivamente

(Fig. 3A).

A reducdo hipotalamica da PTPI1B suprimiu significativamente a ingestao
alimentar induzida pela leptina em 60% e 85%, para ratos-controle e DIO tratados com
PTP1B-ASO. Desse modo, a reducdo hipotalamica da PTPIB leva a uma melhora
significativa do efeito anorexigénico induzido pela leptina, o qual é mais evidente em

ratos- DIO.

Em condicdes basais, a fosforilagdo em tirosina aumentou no hipotidlamo de
ratos controle tratados com PTP1B-ASO. Nesses animais, houve também um grande
aumento na fosforilacdo em tirosina 15 min apés a infusdo icv de leptina, o qual se manteve
até 60 min. Em condi¢des basais e apds estimulo com leptina, a fosforilagao da Jak-2 estava
reduzida em rato-DIO quando comparado com rato-controle (Fig. 3B). Ratos DIO
demonstraram aumento na associacdo basal e apds o estimulo com leptina entre
Jak-2/PTP1B (Fig. 3C). Como esperado, o tratamento com PTPIB-ASO reduziu a
associacao entre Jak-2/PTP1B em ratos-controle e DIO. Ratos-controle ou DIO tratados
com PTP1B-ASO apresentaram um aumento na fosforilacdo basal e apds o estimulo com
leptina, o qual se manteve por 60 min. Em ratos-controle tratados com PTP1B-ASO, houve
também um aumento da fosforilagcdo em tirosina do Obr no estado basal. Nesses animais,
um grande aumento na fosforilacdo em tirosina do Obr foi também observado 15 min apds
a infusdo icv de leptina, o qual foi mantida até 60 min. Em ratos-DIO comparados com
ratos-controle, houve uma redu¢do na fosforilacio do Obr em condi¢des basais e apds o
estimulo com leptina. O tratamento com PTP1B-ASO aumentou a fosforilagdo do Obr em

condi¢des basais e apds o estimulo com leptina em ratos-DIO, o qual se manteve por
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60 min apds infusdo com leptina (Fig. 3D). Em condic¢des basais, a fosforilagdo em tirosina
do Stat3 aumentou em hipotdlamo de ratos-controle tratados com PTP1B-ASO. Nesses
animais houve também um grande aumento na fosforilagdo em tirosina do Stat3 15 min
apo6s a infusdo icv com leptina, mantido por 60 min. No estado basal e apés o estimulo com
leptina, a fosforilagdo do Stat3 foi reduzida em ratos-DIO quando comparado com os ratos
controle. Ratos-DIO, tratados com PTP1B-ASO, exibiram um aumento na fosforilagdo do
Stat3 em condi¢Oes basais e apos o estimulo com leptina, e esse foi mantido até 60 min

apos a infusdo com leptina (Fig. 3E).
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Avaliacao da reducio da PTP1B sob a saciedade e sinalizacido da leptina. Ratos- controle e DIO
foram tratados icv com PTP1B-Sense ou PTP1B-ASO por quatro dias duas vezes ao dia. A ingestdo
alimentar de ratos tratados com PTP1B-Sense ou PTP1B-ASO foi medida diariamente. Ao final do
quarto dia de tratamento os ratos receberam infusdo icv de salina (2.0 ul) ou leptina (2.0 ul, 10° M) e
apods 12 horas a ingestdo alimentar foi medida (A). Para a avaliacdo da sinalizagdo os ratos tratados
com PTP1B-Sense ou PTP1B-ASO, foram anestesiados e receberam na manha do quinto dia infusédo
icv de salina (2.0 ul) ou leptina (2.0 ul, 10° M), 15 min e 60 min apés a infusio os hipotilamos foram
extraidos e homogenizados. Os extratos protéicos foram submetidos a imunoprecipitagio com
anticorpos anti-Obr, anti-Jak-2 e anti-Stat3 e a “immunoblotting” com anticorpo anti- fosfotirosina
(anti pY) (B, D e E) ou anticorpo anti-PTP1B (C). As bandas foram densitometricamente

quantificadas pelo programa ScionCorp. Os dados sdo apresentados como média + SEM de 4
experimentos independentes. Ratos-DIO ou controle: *, P < 0.05 PTP1B-ASO . (15> e 60°) vs

PTP1B-Sense L| (15’ ¢ 60°).
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Efeito da reducao da PTP1B sob sinalizacdo e saciedade induzida pela insulina em

hipotalamo de ratos

Para avaliar o efeito da reducdo hipotalamica da PTP1B sob a acdo da insulina
no hipotdlamo de ratos controle e DIO, ao final de quatro dias de tratamento com
PTP1B-ASO ou PTP1B-Sense, os animais foram cuidadosamente tratados com salina (2
pl) ou insulina (2 pl, 10° M) icv, e a ingestdo alimentar medida por 12 horas. A infusdo de
insulina reduziu de 32% e 23% na ingestdo alimentar em ratos-controle e DIO tratados
com PTPI1B-Sense, respectivamente (Fig. 4A). A reducdo hipotalamica da PTPIB
significativamente a ingestdo alimentar induzida pela insulina em 78% e 95%, em ratos-
controle e DIO tratados com PTP1B-ASO. Desse modo, a reducao hipotalamica da PTP1B

leva a uma melhora significativa do efeito anorexigénico induzido pela insulina.

Apo6s o tratamento com PTP1B-ASO, houve um aumento na fosforilacdo em
tirosina do IR em condi¢des basais, 15 min e 60 min apds a infusdo icv de insulina em
ratos controle. Em ratos-DIO a fosforilagdo do IR em condicdes basais e apds o estimulo
com insulina, estavam reduzidas quando comparado com os ratos-controle (Fig. 4B).
Ratos-DIO exibiram um aumento na associacdo entre IR/PTP1IB em condi¢des basais e
ap6s o estimulo com insulina (Fig. 4C). Como esperado, o tratamento com PTP1B-ASO
reduziu a associacdo entre IR/PTP1B em ratos-controle e DIO. Ratos-DIO tratados com
PTP1B-ASO apresentaram um aumento na fosforilacdo em tirosina do IR em condigdes
basais € apos 15 min do estimulo com insulina, o qual se manteve por at€ 60 min. A
reducdo da fosforilacdo do IRS-1 e IRS-2 em condicdes basais e apds o estimulo com
insulina foi observada em ratos-DIO comparado com os controle. Em ratos-DIO, tratados
com PTP1B-ASO, houve um aumento na fosforilagdo em tirosina do IRS-1 e IRS-2 sob
condi¢cOes basais € também 15 min apds a infusdo icv da insulina, o qual se manteve por
60 min. Resultados similares foram observados em ratos-controle apds o tratamento com

PTP1B-ASO (Fig.4 D e E).
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Fig. 4- Avaliacdo da reducio da PTP1B sob a sinalizacdo e saciedade induzida pela insulina.
Ratos-controle e DIO foram tratados icv com PTP1B Sense ou PTP1B-ASO por quatro dias duas
vezes ao dia. A ingestdo alimentar de ratos tratados com PTP1B Sense ou PTP1B-ASO foi medida
diariamente. Ao final do quarto dia de tratamento os ratos receberam infusdo icv de salina (2.0 ul) ou
insulina (2.0 ul, 10° M) e apés 12h a ingestdo alimentar foi medida (A). Para a avaliacio da
sinalizacdo os ratos tratados com PTP1B-Sense ou PTP1B-ASO, foram anestesiados e receberam na
manha do quinto dia infusdo icv de salina (2.0 pl) ou insulina (2.0 ul, 10° M), e 15 min e 60 min ap6s
a infusdo os hipotalamos foram extraidos e homogenizados. Os extratos protéicos foram submetidos a
imunoprecipitagdo com anticorpos anti-IR, anti-IRS-1 ou anti-IRS-2 e a immunoblotting com
anticorpo anti fosfotirosina (anti-pY) (B, D e E) ou anticorpo anti-PTP1B (C). As bandas foram
densitometricamente quantificadas pelo programa ScionCorp. Os dados sdo apresentados como média

+ SEM de 4 experimentos independentes. Ratos-DIO ou controle: *, P < 0.05 PTP1B-ASO

o (15’ e 60’) vs PTP1B-Sense = (15’ e 60°).
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Efeito da reducao da PTP1B sobre o metabolismo de glicose

Para entendermos melhor a utilizagdo da glicose em ratos-controle e DIO,
tratados icv com PTP1B-ASO e PTP1B-Sense, realizamos o “clamp” hiperinsulinémico

euglicémico nesses animais.

O procedimento foi realizado com infusdes de glicose marcada
radioativamente,como descrito nos Materiais € Métodos, para examinar os efeitos da
redu¢do da PTP1B em hipotidlamo sobre o metabolismo de glicose no figado e tecido
muscular esquelético. A taxa de infusdo necessdria para manter a euglicemia de jejum na
presenca de infusdo constante de insulina (3.6 mU/Kg peso/min) foi maior em
ratos-controle tratados com PTP1B-ASO, comparado com ratos-controle tratados com
PTP1B-Sense (Fig. SA). Houve uma reducio significativa na taxa de infusio de glicose em
ratos-DIO, a qual foi revertida quando os animais foram tratados com PTP1B-ASO. A
captacdo de glicose estimulada pela insulina foi quantificada através da captacdo de 2DG
em tecido muscular esquelético. A captacdo de glicose no miusculo esquelético foi
significativamente reduzida em ratos DIO tratados com PTP1B-Sense, e essa alteracao foi
completamente revertida em ratos DIO tratados com PTP-1B-ASO (Fig. 5B). A Fig. 5C
demonstra que a diminui¢do da producdo hepdtica de glicose (HGO), estimulada pela
insulina, foi bloqueada em ratos-DIO tratados com PTP1B-Sense, mas quando esses

animais foram tratados com PTP1B-ASO o efeito da insulina foi completamente revertido.
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Fig. 5- Avaliacao do efeito da reducio hipotalamica da PTP1B sob o metabolismo de glicose. Ratos-DIO
e controle tratados icv com PTP1B-Sense ou PTP1B-ASO por quatro dias duas vezes ao dia foram
anestesiados e submetidos ao “clamp” hiperinsulinémico euglicémico como descrito em materiais e
métodos. A taxa de infus@o de glicose (A); O transporte de glicose no tecido muscular esquelético foi
avaliado através da captacdo da 2DG (B); Producgdo hepdtica de glicose em condigdes basais e apds o

estimulo com insulina (C). Os dados sdo apresentados como média + SEM de quatro experimentos

independentes. Ratos DIO ou controle: *, P < 0.05 PTP1B-ASO . (+) vs PTP1B-Sense D (+).
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Atividade proteina tirosina fosfatase e PTP1B

O aumento da atividade PTPase nos estados de resisténcia a insulina estd
correlacionado com o aumento da expressdo da PTP1B (Kennedy, 1999). Observamos em
nossos resultados, um aumento na atividade PTPase hipotalaimica em ratos-DIO,
comparado com ratos-controle. Apds o tratamento com PTP1B-ASO, a atividade PTPase
diminuiu em ratos-controle e ratos-DIO (Fig. 6A). Para investigar especificamente a
atividade PTP1B, medimos a atividade dessa enzima no imunoprecipitado da PTP1B. Os
resultados demonstraram que a atividade da PTP-1B estd aumentada em hipotidlamo de
ratos-DIO, comparado com os animais-controle. Apds o tratamento com PTP1B-ASO, a

reducgdo na atividade PTP1B foi observada em ratos-controle e DIO (Fig. 6B).

Alem da atividade PTPase total, medimos a atividade PTPase nos
imunoprecipitados com IR e Jak-2 e encontramos um aumento na atividade PTPase
associada a essas proteinas em ratos-DIO, comparada com ratos-controle, respectivamente
(Fig. 6C and D). Apé6s o tratamento com PTP1B—ASO, houve uma diminuic¢ao na atividade

PTPase associada ao IR e Jak-2 em ratos-controle e DIO.
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Fig.6- Avaliacido da reducio da PTP1B sob a atividade PTPase e PTP1B. Ratos- controle e DIO foram
tratados icv com PTP1B Sense ou PTP1B-ASO por quatro dias duas vezes ao dia. Os ratos foram
anestesiados, os hipotdlamos foram extraidos e homogeneizados. Parte dos extratos protéicos foram
submetidos a imunoprecipitacdo com anticorpos anti-IR, anti-Jak-2 ou anti-PTP1B. O extrato total e os
imunoprecipitados foram incubados com peptideo fosforegulatério pp60“*  C-terminal
(TSTEPQpYQPGENL), como descrito nos materiais ¢ métodos para avaliagdo da atividade PTPase
total (A), atividade PTP1B (B) e atividade PTPase associada ao IR (C) e Jak-2 (D). Os dados sdo

apresentados como média £+ SEM de 4 experimentos independentes. Ratos DIO ou controle: *,

P <0.05 PTP1B-ASO I 15 PTPIB-Sense [ .
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A resisténcia a leptina e insulina é provavelmente o fator central no
desenvolvimento da obesidade. No entanto, o mecanismo molecular ainda é pouco
entendido. A ligacdo da leptina ou da insulina aos seus respectivos receptores ativa uma
série de eventos intracelulares que culminam com o controle da expressdo génica,
regulacdo da atividade de canais idnicos, atividade elétrica de neurdnios e controle da
producdo e liberacdo de neurotransmissores, entre outros, como descrito anteriormente. Nos
ultimos anos, diversos grupos t€m procurado caracterizar os defeitos da transducio do sinal
destes hormoénios no hipotidlamo e relaciond-los a defeitos no controle dos eventos

fisiolégicos controlados pelos mesmos, como por exemplo, a fome.

Um dos mecanismos potencialmente envolvidos no desenvolvimento da
resisténcia a acdo de hormonios adipostiticos (leptina e insulina), estd relacionado a
atividade da proteina tirosina fosfatase PTP1B. Durante os ultimos anos evidéncias
genéticas e bioquimicas tem revelado uma fun¢do importante para PTP1B como reguladora
negativa das a¢des metabdlicas induzidas pela leptina e insulina (Johnson et al., 2002). A
maior evidéncia que a PTP1B esta envolvida na via de sinalizacdo da insulina originou-se
do fenétipo de camundongos “knockout” e de resultados com tratamento com PTP1B-ASO
em roedores diabéticos (Asante-Appiah e Kennedy, 2003). Outros estudos com
camundongos “knockout” também demonstraram que a PTPIB é uma reguladora da
sinalizacdo da leptina através do decréscimo da propor¢do leptina/gordura corporal,
hipersensibilidade a leptina e aumento da fosforilagdo do Stat3 induzida pela leptina.
Diversos estudos tém avaliado a expressio da PTPIB em roedores e humanos com
resisténcia a insulina, diabetes e obesidade. Muitos relatos mostram um aumento na
expressdo e atividade da PTPIB em roedores e humanos nesses estados (Ahmad and

Goldstein, 1995; Dadke, 2000., Venable et al., 2000., Ropelle et al., 2006).

Pouco se sabe sobre o mecanismo da a¢do da PTP1B na sinalizag¢do da insulina
e leptina em hipotdlamo de ratos. A PTPIB € expressa em regides hipotalamicas
importantes para a regulacdo da massa corporal, entre elas o nucleo arqueado
(Zabolotny et al., 2002), onde hd grande expressdo de receptores de leptina e insulina
(Schwartz et al., 2000). Para investigar a importancia do local de populacdes de neurdnios

que expressam PTP1B e medeiam os efeitos do SNC da leptina e insulina, produzimos uma
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reducdo seletiva e transiente da PTP1B através da infusdo de um oligonucleotideo
antisense, o qual bloqueia a expressdo da PTPIB em d&reas hipotaldmicas préximas ao
terceiro ventriculo de ratos com obesidade induzida por uma dieta hiperlipidica (DIO) e

ratos submetidos a uma dieta padrdo (controle).

E interessante destacar que camundongos deficientes da PTP1B sdo protegidos
da obesidade induzida pela dieta e sdo hipersensiveis a leptina. No entanto o sitio € o
mecanismo desses efeitos permanecem controvérso. Estudos usando PTP1B-ASO, o qual
reduz os niveis de PTP1B em figado e adiposo, sugerem que esta fosfatase regula a
homeostase da glicose e adiposidade através de acdes nesses tecidos. Porém somente a
perda neuronal da PTPIB causa um significativo decréscimo na adiposidade
(Bence et al., 2006). Bence et al., 2006, no entanto, demonstraram recentemente que
camundongos PTP1B” neuronal tem redugdo no peso corporal, adiposidade e aumento na
atividade e gasto energético. Esses autores mostraram que camundongos PTP1B” neuronal
sao hipersensiveis a leptina com paradoxical niveis elevados de leptina, além disso também
exibem uma melhora na homeostase da glicose. Em contraste, a deficiéncia de PTP1B no
tecido adiposo aumenta o peso corporal e a delecio da PTP1B no figado e tecido muscular
ndo afeta o peso. Esse importante estudo demonstra que a PTP1B regula massa corporal e
adiposidade através do cérebro. No entanto, mais estudos precisam ser realizados em

diferentes modelos animais.

Mostramos que, no hipotdlamo dos ratos-DIO, hd um aumento significativo na
expressdo e atividade da PTPIB. O tratamento icv desses ratos-DIO, com PTP1B-ASO,
induziu um decréscimo marcante e seletivo da expressao da PTP1B em discretos nicleos
hipotalamicos, principalmente no nucleo arqueado. Na primeira etapa deste estudo
examinamos os efeitos metabdlicos e moleculares da a¢@o da leptina apds a inibi¢do por um
curto periodo de tempo da expressdao da PTP-1B em ratos DIO e controle. Estes resultados
demonstram que a diminuicao seletiva da expressdo da PTP1B hipotalamica em ratos que
receberam PTP1B-ASO resultou em rdpido decréscimo na ingestdo alimentar basal,
redugdo do peso corporal e reducdo da adiposidade em ratos-controle e DIO. Esses dados

sugerem uma melhora na sensibilidade a leptina. Além da reducdo basal na ingestdao
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alimentar em ratos tratados icv com PTP1B-ASO, houve um aumento na supressdo de

12 horas da ingestdo alimentar em resposta a leptina.

A sinalizacao da leptina no hipotdlamo ocorre através da ligacao da leptina ao
Obr (receptor de leptina) ativando a proteina tirosina quinase associada a proteina Jak-2
(Zabolotny et al., 2002). A Jak-2 ativada se autofosforila e fosforila os residuos Tyr985 e
Tyr1138 do Obr. Tyrl138 recruta e ativa o fator de transcricio Stat3
(Zabolotny et al., 2002).

O mecanismo que controla e finaliza a transduc@o de sinal da leptina inclui a
desfosforilacdo e inativacdo da sinalizacdo de proteinas mediada por proteinas tirosinas
fosfatases (PTPs) (Haspel et al., 1996; Kaszubska et al., 2002). O caréter transiente da
fosforilagdo em tirosina da Jak-2 e Stat3 sugere o envolvimento de proteinas tirosinas
fosfatases (PTPs) como reguladores negativo dessa via de sinalizacdo. Os dados desta
pesquisa mostraram um aumento na atividade tirosina fosfatase, atividade PTPase
associada a Jak-2, e diminuicdo nos niveis de fosforilacio de Jak-2 em ratos-DIO. A
resisténcia a leptina em ratos-DIO foi também evidenciada por um decréscimo na
fosforilagdo em tirosina do Obr e Stat3 estimulada pela leptina. Essas alteracdes foram
completamente revertidas em ratos-DIO tratados com PTP1B-ASO. Além disso, houve
uma extensiao no time-course nos niveis de fosforilcdo em tirosina de Jak-2, Obr e Stat3,

apos estimulo com leptina em ambos ratos-controle e DIO tratados com PTP1B-ASO.

No presente estudo, demonstramos que a diminuicdo seletiva da PTP1B
hipotalamica em ratos que receberam PTP1B-ASO, resultou no decréscimo da ingestdo
alimentar, reducao do peso corporal, adiposidade e melhora da acdo e sinalizacao da leptina
ap6s uma dieta rica em gordura. Em contraste camundongos PTP”, submetidos a uma dieta
rica em gordura, exibem uma melhora na sensibilidade a leptina associada a um aumento
nos niveis de leptina (Bence et al., 2006). No entanto, nossos resultados mostram que
ratos- DIO, tratados icv com PTP1B-ASO, apresentam um aumento na sensibilidade a
leptina acompanhada de uma diminui¢do nos niveis de leptina. Este resultado intrigante
pode sugerir que a reversdo da resisténcia a leptina, através da reducdo da expressdo
hipotalimica da PTP1B pode ser diferente da situagdo em camundongos PTP” neuronal

submetidos a uma dieta rica em gordura, onde a indug¢do da resisténcia a leptina é
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previnida. Considerando o modelo animal apresentado aqui, com tratamento durante dois
meses com uma dieta rica em gordura seguido através de uma reducgdo hipotalamica da
PTP1B, pode ser relevante para situagdes clinicas como em pacientes com obesidade e
resisténcia a leptina e podemos predizer que drogas que possam ser alvo terapéutico para
PTP1B hipotalamica na obesidade podem melhorar a acdo da leptina e provavelmente levar

a um decréscimo e ndo a um aumento nos niveis de leptina.

Além da leptina, também a insulina € capaz de reduzir a ingestdo alimentar
(Carvalheira et al., 2005), sendo a PTPIB uma reguladora negativa da sinalizacdo da
insulina (Elchebly et al., 1999). Desse modo, o segundo objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos metabodlicos e moleculares da acdo da insulina, apds a reducdo da expressdo
hipotalamica da PTP1B em ratos DIO e controle. Inicialmente, investigamos o efeito da
infusdo icv de insulina sob a ingestdo alimentar e sinalizacdo da insulina nesses ratos.
Ratos-DIO e controle, tratados icv com PTP1B-ASO, exibiram uma reducdo basal na
ingestdo alimentar, e ainda demonstraram um claro aumento na supressao de 12 horas da

ingestdo alimentar em resposta a insulina.

No hipotdlamo de ratos-DIO, houve um decréscimo na fosforilacdo em tirosina
e um aumento na atividade PTP associada ao IR. Com a reducdo da expressdo da PTPIB a
atividade PTP associada ao IR sofreu uma redugdo significativa e houve uma melhora do
nivel de fosforilacdo do IR, IRS-1 e IRS-2 em ratos-DIO e controle. Interessantemente, a
redugdo na expressao da PTP1B também extendeu o time course da fosforilagdo em tirosina

do IR, IRS-1 e IRS-2 induzida pela insulina em ratos-controle e DIO.

Para avaliar o impacto da redu¢do hipotalamica da PTP1B sob a agdo periférica
da insulina, realizamos estudos com ‘“‘clamp” hiperinsulinémico euglicémico em ratos.
Como resultado do aumento das concentragdes de insulina no plasma, a taxa de infusdo de
glicose necessdria para manter os niveis basais de glicose no plasma, foi similar em ratos
tratados com PTP1B-ASO e ratos-controle tratados com uma dieta-padrdo. Entretanto, a
reducdo da taxa de infusdo observada em ratos-DIO foi completamente revertida nesses
animais ap0s o tratamento icv com PTP1B-ASO. A ag¢do da insulina sob o metabolismo de
glicose inclui a estimulacdo da captacdo de glicose e inibi¢do da producdo de glicose. A

acdo da insulina sobre a captacdo periférica da glicose, foi reduzida e houve também uma
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diminuicdo na producdo hepdtica de glicose. Essas alteracdes foram completamente
revertidas quando animais DIO foram tratados com PTP1B-ASO. Desse modo, a agdo
hepdtica e tecido muscular foi normalizada em ratos-DIO, apds a reducdo seletiva da
expressao hipotaldmica da PTP1B. A melhora do sinal insulinico hipotaldmico provocado
pela redugdo seletiva da PTP1B em hipotdlamo foi suficiente para melhorar a acdo da

insulina no tecido hepatico e muscular em ratos-DIO e controle.

Nosso estudo demonstrou uma funcao hipotalamica importante para a PTP1B
na modulagdo do balanco energético, acdo da insulina e leptina, e metabolismo de glicose.
Desse modo, a reducdo hipotalamica da PTP1B mostrou ser suficiente para promover
reducgdo aprecidvel de peso e melhora na sensibilidade a insulina e leptina e no controle da

homeostase glicémica.

Esses achados oferecem novos subsidios para o entendimento do sitio de agcdo

da PTP1B no mecanismo de resisténcia a leptina e insulina neste modelo animal.
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Os resultados do presente trabalho demonstraram que:

e Ratos-DIO t€ém um aumento da expressdao e atividade da PTPIB em

hipotdlamo, sendo esta expressa principalmente no nicleo arqueado;

e A inibicio da expressio da PTP1B hipotalamica promove reducdo da
ingestao alimentar, peso corporal, massa de tecido adiposa (epididimal e

retropritoneal), niveis plasmaéticos de insulina e leptina;

e A reducdo da PTP1B hipotalamica melhora a sinalizacdo da insulina e

leptina;

e O tratamento com PTP1B-ASO por via icv diminuiu a produgdo de glicose

no figado e melhorou a captacao no musculo esquelético;

e Portanto, a PTP1B participa do controle da a¢do da insulina e leptina no
hipotdlamo e dessa forma torna-se um alvo interessante para a abordagem

terapéutica da obesidade;
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Abstract

Protein tyrosine phosphatase (PTP1B) has been implicated in the negative regulation of
insulin and leptin signaling. PTP1B knockout mice are hypersensitive to insulin and leptin
and resistant to obesity when fed a high-fat diet. We investigated the role of hypothalamic
PTP1B in the regulation of food intake, insulin and leptin actions and signaling in rats
through selective decreases in PTP1B expression in discrete hypothalamic nuclei. We
generated a selective, transient reduction in PTPIB by infusion of an antisense
oligonucleotide designed to blunt the expression of PTP1B in rat hypothalamic areas
surrounding the third ventricle, in control and obese rats. The selective decrease in
hypothalamic PTP1B resulted in decreased food intake, reduced body weight, reduced
adiposity and reduced leptin levels after high-fat feeding, improved leptin and insulin

action and signaling in hypothalamus and also in insulin action in liver and muscle.
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Introduction

Insulin and leptin have been postulated to be signals for the long-term regulation
of body weight by the brain and exert overlapping effects on hypothalamic neurons
involved in energy homeostasis (1). Insulin receptors and leptin receptors are expressed by
brain neurons involved in energy intake, and administration of either peptide, directly into
the brain, reduces food intake, whilst deficiency of either hormone results in the converse
(2). Although humans with severe obesity, due to mutation of leptin or its receptor, have
been described, most forms of human obesity are characterized by normal or increased
circulating levels of insulin and leptin, and are without any known defect in receptors for
these two adiposity signals. Thus, commom forms of obesity in both humans and animals
models are hypothesized to involve resistance to the actions of insulin and leptin
downstream of their neuronal receptors, affecting the brain pathways that mediate their
effects on energy balance (3), but the means by which they become resistant to input from

insulin and leptin signals are not completely known.

Protein tyrosine phosphatase (PTP1B) has been implicated in the negative
regulation of insulin and leptin signaling (3,4). Previous studies have demonstrated that
PTP1B knockout mice are hypersensitive to insulin and leptin and resistant to obesity when
fed on a high-fat diet (4). Recently, Bence et al. (5) demonstrated that neuronal PTPIB”
mice have reduced body weights and adiposity, and increased activity and energy
expenditure. These authors showed that PTP” mice are hypersensitive to leptin, despite
paradoxically-elevated leptin levels, and also show improved glucose homeostasis.
Although tissue-specific knockout mice provide important mechanistic information, in this
specific case, some questions remain to be delineated in control and in obese rats; 1- the
importance of local populations of neurons expressing PTP1B in mediating the CNS effects
of leptin and insulin, 2- whether leptin levels are also elevated in other models with
selective decreases in PTP1B expression in discrete hypothalamic nuclei, and 3- which
peripheral tissues are involved in the improvement in glucose homeostasis. The aim of the
present study was to investigate these specific questions. To address these questions, we
generated a selective, transient reduction in PTPIB by infusion of an antisense
oligonucleotide designed to blunt the expression of PTP1B in rat hypothalamic areas

surrounding the third ventricle. Our results show that hypothalamic PTP1B reduction
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should be sufficient to promote appreciable weight reduction and improve insulin and leptin

sensitivity and signaling and glucose homeostasis in DIO rats.

Materials and Methods
Chemicals, antibodies, and oligonucleotides

Antibodies anti-IR, IRS-1, IRS-2, Obr, Jak-2, Stat3 and phosphotyrosine were
purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). Anti-PTP1B (AB-1
mouse polyclonal) was purchased from Calbiochem (La Jolla, CA). pp60™ C-terminal
phosphoregulatory peptide (TSTEPQpYQPGENL; where pY represents phosphotyrosine
and Biomol Green reagent were purchased from Biomol (Plymouth Meeting, PA).
Reagents for SDS/PAGE and immunoblotting were obtained trom Bio-Rad (Richmond,
CA, USA). Tris [hydroxymethyl] amino-methane (Tris), Hepes, phenylmethysulfonyl
fluoride (PMSF), aprotinin, dithiothreitol (DTT), Triton X-I00, glycerol, tween 20 and
bovine serum albumin (BSA, fraction V) were from Sigma Chemical CO. (St. Louis, MO,
USA). Protein A-Sepharose 6MB was from Pharmacia (Uppsala, Sweden), 1 _Protein A,
nitrocellulose membranes HPLC-purified [3—3H]g1ucose and 2—deoxy—D—[1—l4C]glucose
(2-[14C]DG1) were obtained from Amersham (Amersham Biosciences Group, Little
Chalfont, UK). The Harvard apparatus (model 11) and Harvard compact infusion pumps
(model 975) were obtained from South Natick, MA. Human recombinant insulin was from
Eli Lilly Co. (Indianapolis, IN, USA). Leptin was from Calbiochem (San Diego, CA,
USA). Ketamine hydrochloride was from Fort Dogde Laboratories Inc. (Fort Dodge, 1A,
USA). Sodium thiopental was from Abbout Laboratories (North Chicago, Illinois, USA).
Sense and antisense phosphorthioate oligonucleotides specific for PTP1B (sense, 5'- AAA
GTG CTG TTG G -3' and antisense, 5'-CCA ACA GCA CTT T-3") were produced by
Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA). Kits for measuring insulin and leptin were obtained from

Amersham Biosciences, (Biotrak, Aylesbury, UK).
Animals and surgical procedures.

Adult male Wistar rats from the University of Campinas Central Animal
Breeding Center were used in the experiments. All experiments were approved by the

Ethics Committee at the State University of Campinas. Four-week-old male Wistar rats
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were divided into two groups: control rats (C), fed with standard rodent diet (carbohydrate:
70%; protein: 20%; fat: 10%, totaling 3.8 kcal/g), and rats with induced-diet obesity (DIO),
fed on a high-fat diet (carbohydrate: 38.5%; protein: 15%; fat: 46.5%, totaling 5.4 kcal/g)

for 2 months.

All rats were anesthetized with Ketamine hydrochloride and, after loss of
corneal and pedal reflexes, were positioned on a Stoelting stereotaxic apparatus. A
23-gauge guide stainless steel cannula with an indwelling 30-gauge obturator was
stereotaxically implanted intracerebroventricularly (icv) into the third ventricle by use of
previously reported techniques and pre-established coordinates (6). Rats were allowed 1
week for recovery before testing for cannula patency and position. Cannulas were
considered patent and correctly positioned by dypsogenic response elicited after angiotensin

II injection (7).

Animal characterization

Metabolic parameters

At the end of the diet period and treatment with PTP1B-ASO or PTP1B-Sense,
the body weight and retroperitoneal and epididymal fat pad were measured. Food was
withdrawn 12 h before the experiments. Blood samples of 0.5 ml were collected from the
tail for the determination of the serum concentrations of insulin and leptin levels, which

were measured by radioimmunoassay.
Protocol for food ingestion determination

For both groups (control and DIO), at the end PTP1B-ASO or PTP-1B-Sense
period, icv cannulated rats were food deprived for 6h (from 12 to 18 h) and at 18 h were icv
treated with insulin (2.0 pl, 10°¢ M), leptin (2.0 pl, 10° M) or saline (2.0 pl). Food ingestion

was determined over the next 12 h.
Tissue extraction, immunoprecipitation, and immunoblotting.

Rats were anesthetized with sodium thiopental, and as soon as anesthesia was
assured by the loss of pedal and corneal reflexes, the rats were icv treated with insulin

(2.0 pl, 10°M), leptin (2.0 ul, 10° M) or saline (2.0 pl), and after 15 minutes subjected to
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craniotomy (3,8). Hypothalami were obtained and homogenized in freshly prepared
ice-cold buffer (1% Triton X-100, 100 mM Tris, pH 7.4, 100 mM sodium pyrophosphate,
100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium vanadate, 2 mM PMSF, and
0.01 mg aprotinin/ml). Insoluble material was removed by centrifugation (15.000 rpm) for
40 min at 4°C. The protein concentration of the supernatants was determined by the
Bradford dye binding method (9). Aliquots of the resulting supernatants containing 2.0 mg
of total protein were used for immunoprecipitation with specific antibodies, at 4°C
overnight, followed by addition of protein A-Sepharose 6MB for 2 h. The pellets were
washed three times in ice-cold buffer (0.5% Triton X-100, 100 mM Tris, pH 7.4, 10 mM
EDTA, and 2 mM sodium vanadate) and then resuspended in Laemmli sample buffer (10)
and boiled for 5 min, after which they were subjected to SDS-PAGE in a miniature slab gel
apparatus (Mini-Protean). For total extracts, 0.2 mg of protein were separated by SDS-
PAGE. Electrotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose was performed for 120 min
at 120V in a Bio-Rad Mini-Protean transfer apparatus. Non-specific protein binding to the
nitrocellulose was reduced by pre-incubating the filter for 2 h in blocking buffer
(5% non-fat dry milk, 10mM Tris, 150mM NaCl, 0.02% Tween 20) (11). The
nitrocellulose blot was incubated with specific antibodies overnight at 4°C and then
incubated with '“I-labeled protein A. Results were visualized by autoradiography with
preflashed Kodak XAR film. Band intensities were quantified by optical densitometry of

developed autoradiographs (Scion Image software, ScionCorp).
Phosphorthioate-modified oligonucleotide treatment

The sequences of sense and antisense phosphorthioate oligonucleotides, specific
for PTP1B (sense, 5-AAA GTG CTG TTG G -3' and antisense, 5'- CCA ACA GCA
CTT T -3'), were selected among three unrelated pairs of oligonucleotides on the basis of
their ability to block PTP1B protein expression, as evaluated by immunoblotting total
protein extracts of hypothalamus using specific anti-PTP1B antibodies. The antisense
oligonucleotide sequences were submitted to BLAST analyses (www.ncbi.nlm.nih.gov) and

matched only for the Rattus norvegicus PTP1B coding sequence.

Control and DIO were cannulated, housed in individual cages and treated with

sense oligonucleotide (PTP1B-Sense) or PTP1B antisense oligonucleotide (PTP1B-ASO).
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Sense and antisense PTP1B oligonucleotides were diluted in TE buffer (10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA) and treatment was achived by icv infusions, twice a day (8:00h/18:00h) with a
total vol of 2.0 ul per dose (4.0 nmol/ul) for 4 days.

Immunohistochemistry

Rat hypothalami were fixed in 4% paraformaldehyde-0.2 M phosphate-buffered
saline (PBS, pH 7.4) for 24 h and embedded in paraffin, and 5.0um sections were obtained.
The glass-mounted sections were cleared from paraffin with xylene and rehydrated by
sequential washings with graded ethanol solutions (70-100%). After permeabilization with
0.1% Triton X-100 in PBS, pH 7.4, for 10 min at room temperature, the sections were
incubated with the primary antibody (mouse anti-PTP1B) in 1% BSA in PBS at 4°C in a
moisture chamber. After incubation with the primary antibody, sections were washed and
incubated with FITC-conjugated secondary antibodies, and analysis and photo
documentation were performed using a Zeiss LSM 510 Laser Scanning Confocal

Microscope, according to a previously described technique (12).
Hyperinsulinemic-euglycemic clamp studies

After 12 h of fasting, animals were anesthetized intraperitoneally with a mix of
ketamin (100 mg) and diazepam (0.07 mg) (0.2 ml/100 g body weight) and catheters were
then inserted into the left jugular vein (for tracer infusions) and carotid artery (for blood
sampling), as previously described (13). A 120-min hyperinsulinemic-euglycemic clamp
procedure was conducted in anesthetized catheterized rats, as shown previously (13) and
(14), with a prime continuous infusion of human insulin at a rate of 3.6 mU/kg body wt/min
to raise the plasma insulin concentration to approximately 800-900 pmol/l. Unlabeled
glucose (10%) was infused at variable rates to maintain plasma glucose at fasting levels.
Insulin-stimulated whole-body glucose flux was estimated using a prime continuous
infusion of HPLC-purified [3-’H]glucose (10 uCi bolus, 0.1 uCi/min) throughout the clamp
procedure (15). To estimate insulin-stimulated glucose-transport activity and metabolism in
skeletal muscle, 2—[14C]DG1 was administered as a bolus (10 uCi) 45 min before the end of
the clamp procedure. Blood samples (20 ul) were taken at 80, 90, 100, 110, and 120 min
after the start of the clamp procedure to determine plasma [*H]glucose and 2-['*C]DG1

concentrations. All infusions were performed using Harvard infusion pumps. At the end of
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the clamp procedure, animals were killed by a mix of ketamin and diazepam intravenous
injection. Within 2 min, two skeletal muscles (soleus and gastrocnemius) from both hind
limbs were taken. Each tissue, once exposed, was dissected out within 2 sec, weighed,
frozen with liquid N,, and stored at —70°C for later analysis. In separate experiments, the
basal rates of glucose turnover were measured by continuously infusing [3-’H]glucose
(0.02 pCi/min) for 120 min, and blood samples (20 ul) were taken at 100, 110, and 120 min
after the start of the experiment for the determination of plasma [*H] glucose concentration.
The hepatic glucose output (HGO) during the clamp procedure was therefore obtained from
the difference between the whole-body glucose uptake and the rate of unlabeled glucose
infusion. Glucose transport activity in skeletal muscle was calculated from the plasma

2-["CIDG profile, according to a previously described (14,16).
Protein tyrosine phosphatase activity assay

The in vitro PTP1B activity assay was conducted based on a protocol previously
described by Taghibiglou et al (17). Hypothalami were removed and homogenized in the
solubilization buffer containing 1% Triton X-100, 20 mM, Tris (pH 7.6), 5 mM EDTA, 2
mM PMSF and 0.1 mg aprotinin/mL, 1mM EGTA and 130mM NaCl. Lysates were
centrifuged (15.000 rpm, 40 min, 4°C) and the supernatants were collected for
immunoprecipitation with anti- IR, anti-Jak-2 and anti-PTP1B antibodies, as described
previously. Immunoprecipitates were washed in PTP assay buffer (100mM HEPES
(pH 7.6), 2 mM EDTA, 1mM dithiothreitol, 150mM NaCl, 0,5mg/mL bovine serum
albumin). The pp60“™ C-terminal phosphoregulatory peptide (TSTEPQpYQPGENL;
Biomol) was added to a final concentration of 200uM in a total reaction volume of 60uL in
a PTP assay buffer for immunoprecipitation. The activity of total extracts (125ug) was
measured in the same manner in a total reaction volume of 60uL in a PTP assay buffer,
adding the peptide to a final concentration 200uM. The reaction was then allowed to
proceed for 1 h at 30°C. At the end of the reaction, 40uL aliquots were placed into 96-well
plates, 100uL of Biomol Green reagent (Biomol) was added, and absorbance was measured

at 660nm.
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Data presentation and statistical analysis.

Data were expressed as means + SEM accompanied by the indicated number of
independent experiments. For statistical analysis, the groups were compared using a
two-way ANOVA with the Bonferroni test for post hoc comparisons. The level of

significance adopted was P < 0.05.

Results
ICV PTP1B antisense oligonucleotide decreases PTP1B protein in the hypothalamus

We administered PTP1B antisense oligonucleotide (PTP1B-ASO) and PTP1B
sense oligonucleotide (PTP1B-Sense) by infusion in the third ventricle, of control and DIO
rats and assessed the effects on PTPIB protein by immunoblotting and by brain
immunohistochemistry. The potency of PTPIB-ASO was tested in a dose-response
experiment. Two daily doses of 4 nmol PTP1B were sufficient to inhibit PTP1B expression
by 70% in control rats. (Fig.1A). Hypothalamic levels of PTP1B were increased in DIO rats
compared with control rats and there was a markerd decrease after PTP1B-ASO (Fig. 1A).
We confirmed the selective inhibition of PTP1IB in the hypothalamus by
immunohistochemistry (Fig. 1B). Substantial reductions of expression were determined in
arcuate and lateral nuclei of hypothalamus, with no changes in frontal and parietal cortex,
hippocampus and cerebellum. Furthermore, the effect of the PTP1B ASO was confined to
the hypothalamic area since PTP1B protein levels were not reduced in skeletal muscle, liver

and adipose (data not shown).
Metabolic characteristics

At the end of 4 days of treatment with PTPIB-ASO or PTP1B-Sense, we
evaluated the in vivo effect of hypothalamic PTP1B reduction on food intake, body weight,
epididymal and retroperitoneal fat, leptin and insulin levels. In control and DIO rats treated
with PTP1B-ASO, there were reductions in food intake of 50% and 70%, respectively
(Fig. 2A). These reductions in food intake were accompanied by a mild decrease in body
weight in control rats and by a moderate decrease in DIO rats after 4 days of PTP1B-ASO

treatment (Fig. 2B). Control and DIO rats had a mild reduction in adiposity after treatment
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with PTP1B-ASO, as shown by lower epididymal and retroperitoneal fat pad weight (Fig.
2C). The treatment with PTP1B-ASO produced a significant decrease in fasting insulin and
leptin levels in controls and DIO rats treated with PTP1B-ASO compared with controls and
DIO rats treated with PTP1B-Sense, respectively (Fig.2 D and E).

Effect of reduction of PTP1B on leptin-induced satiety and leptin signal transduction

Leptin provides the robust anorexigenic signal to the hypothalamus. To evaluate
the effect of hypothalamic PTP1B reduction upon leptin action in the hypothalamus, control
and DIO rats, at end of 4 days of treatment with PTP1B-ASO or PTP1B-Sense, were
acutely treated with saline 2 pl, or leptin (2 ul, 10°°M) icv, and food intake was measured
over the next 12h. Leptin infusion reduced food intake by 42% and 19% in controls and
DIO rats treated with PTP1B-Sense, respectively, as depicted in Fig. 3A. Hypothalamic
PTP1B reduction significantly increased leptin-induced suppression of food ingestion to
60% and 85%, for control and DIO treated with PTP1B—ASO. Thus, hypothalamic PTP1B
reduction led to a significant improvement in the leptin-induced anorexigenic effect, which

is more evident in DIO rats.

Basal Jak-2 tyrosine phosphorylation was increased in the hypothalamus of
control rats treated with PTP1B-ASO. In these animals, there was also a higher increase in
Jak-2 tyrosine phosphorylation after 15 min of icv leptin infusion, which was maintained at
60 min. In DIO rats basal and leptin-induced Jak-2 phosphorylation were reduced when
compared to controls (Fig. 3B). DIO rats demonstrated increases in the basal and
leptin-stimulated association between Jak-2/PTP1B (Fig. 3C). As expected, treatment with
PTP1B-ASO reduced Jak-2/PTP1B association in control and DIO rats. DIO rats treated
with PTP1B-ASO presented an increase in basal and leptin-induced Jak-2 tyrosine
phosphorylation, and this increase was maintained 60 min after leptin infusion, similarly to
that seen in of PTP1B-ASO control rats. In control rats treated with PTP1B-ASO, there was
also increased basal Obr tyrosine phosphorylation. In these animals a higher increase in Obr
tyrosine phosphorylation was also observed after 15 min of icv leptin infusion, which was
maintained at 60 min. There was a reduction in basal and leptin-induced Obr
phosphorylation in DIO rats compared to controls. Treatment with PTP1B-ASO increased

the basal and leptin induced Obr tyrosine phosphorylation in DIO rats and this increase was
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maintained 60 min after leptin infusion (Fig. 3D). Basal Stat3 tyrosine phosphorylation was
increased in the hypothalamus of control rats treated with PTP1B-ASO. In these animals
there was also a greater increase in Stat3 tyrosine phosphorylation after 15 min of icv leptin
infusion, which was maintained at 60 min. Basal and leptin-induced Stat3 phosphorylation
were reduced in DIO rats when compared to controls. DIO rats treated with PTP1B-ASO
demonstrated an increase in basal and leptin induced Stat3 tyrosine phosphorylation, and

this increase was maintained 60 min after leptin infusion (Fig. 3E).

Effect of reduction of PTP1B on insulin-induced satiety and insulin signal

transduction

To evaluate the effect of hypothalamic PTP1B reduction upon insulin action in
the hypothalamus of control and DIO rats, at the end of 4 days of treatment with
PTP1B-ASO or PTP1B-Sense the animals were acutely treated with saline 2 ul, or insulin
(2 pl, 107 M) icv, and food intake was measured over the next 12 h. Insulin infusion
induced reductions of 32% and 23% in food intake in controls and DIO rats treated with
PTP1B-Sense, respectively, as depicted in Fig. 4A. Hypothalamic PTP1B reduction
significantly increased insulin-induced suppression of food ingestion to 78% and 95%, in
control and DIO rats treated with PTP1B—ASO. Thus, hypothalamic PTP1B reduction led

to a significant improvement in the insulin induced anorexigenic effect.

After treatment with PTP1B-ASO, there was an increase in basal and insulin-
induced IR tyrosine phosphorylation after 15 min and 60 min of icv insulin infusion, in
control rats. In DIO rats, basal and insulin-induced IR phosphorylation were reduced when
compared to controls (Fig. 4B). DIO rats demonstrated increases in the basal and insulin-
stimulated association between IR/PTP1B (Fig. 4C). As expected, treatment with
PTP1B-ASO reduced IR/PTP1B association in control and DIO rats. DIO rats treated with
PTP1B-ASO presented an increase in basal and insulin-induced IR tyrosine
phosphorylation, and this increase was maintained 60 min after insulin infusion, in a similar
manner to that of PTP1B-ASO control rats. In control rats treated with PTP1B-ASO, basal
IRS-1 tyrosine phosphorylation was increased and a greater increase in IRS-1 tyrosine

phosphorylation was also observed afterl5 min of icv insulin infusion, which was

Anexo

74



maintained at 60 min. A reduction in basal and in insulin-induced IRS-1 phosphorylation
was seen in DIO rats compared to controls. Treatment with PTP1B-ASO increased basal
and insulin-induced IRS-1 and IRS-2 tyrosine phosphorylation after 15 min insulin infusion

in DIO rats, and this increase was maintained 60 min after insulin infusion (Fig.4 D and E).
Effect of reduction in PTP1B on glucose metabolism

To further understanaing of glucose utilization in control and DIO rats treated
icv with PTPIB-ASO and PTPIB-Sense, we performed hyperinsulinemic-euglycemic
clamp studies. The procedure was performed with tracer infusions to examine the effects of
PTP1B-ASO in the hypothalamus on the metabolism of glucose in liver and skeletal muscle
tissue. The glucose infusion rate necessary to maintain euglycemia at fasting levels in the
presence of a constant infusion of insulin (3.6mU/Kg body weight/min) was slightly higher
in control rats treated with PTPIB-ASO, compared with controls treated with
PTP1B-Sense, respectively (Fig. 5SA). There was a significant reduction in the glucose
infusion rate in DIO rats, which was reversed when the animals where treated with
PTP1B-ASO. Insulin-stimated glucose uptake was quantified using 2DG uptake analysis in
skeletal muscle tissue. The glucose uptake into skeletal muscle was significantly reduced in
DIO rats treated with PTP1B-Sense, and this alteration was completely reversed in DIO rats
treated with PTP-1B-ASO (Fig. 5B). Fig. 5C, demonstrates that the insulin-induced
decrease in hepatic glucose production (HGO) was blunted in DIO rats treated with
PTP1B-Sense, but when these animals were treated with PTP1B-ASO, the insulin effect

was completely reversed.
Hypothalamus PTPase and PTP1B activities

PTPase activity increases in the insulin-resistant state correlating with increased
PTP1B protein expression (18). Consistent with this finding, we observed an increased in
hypothalamic PTPase activity in DIO rats compared with control rats. After treatment with
PTP1B-ASO, PTPase activity decreased in control and DIO rats (Fig. 6A). To specifically
investigate PTP1B activity, we measured the activity of this enzyme in immunoprecipitates
of PTP1B. Results demonstrate that PTP-1B activity was increased in the hypothalamus of
DIO rats compared with controls rats. After treatment with PTP1B-ASO, a reduction in
PTP1B activity was observed in control and DIO rats (Fig. 6B).
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In addition to total PTPase activity we also measured PTPase activity in IR and
Jak-2 immunoprecipitates and found an increase in IR and Jak-2 associated PTPase activity
in DIO rats, compared with control rats, respectively (Fig. 6C and D). After treatment with

PTP1B—-ASO, there was a decrease in these associated activities in control and DIO rats.

Discussion

Resistance to leptin and insulin is likely to play a central role in obesity;
however the mechanism by which insulin and leptin signaling becomes impaired is poorly
understood. Genetic and biochemical evidence for an important role of PTP1B as a negative
regulator of insulin and leptin-induced metabolic actions was emerged in recent years (19).
Several studies have examined PTPIB expression in rodents and humans with insulin
resistance, diabetes and obesity. Many reports have shown increased expression and/or
activity of PTP1B in these states (20, 21, 22, 23). Mice lacking PTP1B are protected from
diet-induced obesity and are hypersensitive to leptin, however the site and mechanism of
these effects remain controversial. Studies using PTP1B-ASO, which lowers PTP1B levels
in liver and fat, suggest that this phosphatase regulates glucose homeostasis and adiposity
primarily through actions on these tissues. Bence et al. (5), however, recently demonstrated
that neuronal PTP”" mice have reduced body weight and adiposity, and increased activity
and energy expenditure. These authors showed that PTP" mice are hypersensitive to leptin,
despite paradoxically elevated leptin levels, and also show improved glucose homeostasis.
In contrast, adipose PTP1B deficiency increases body weight and PTP1B deletion in liver
or muscle does not affect weight. This important study demonstrates that PTP1B regulates

body mass and adiposity through the brain.

In order to initially investigate the importance of local populations of neurons
expressing PTP1B in mediating the CNS effects of leptin and insulin in control and DIO
rats, we herein generated a selective, transient reduction in PTPIB by infusion of an
antisense oligonucleotide designed to blunt the expression of PTP1B in hypothalamic areas

surrounding the third ventricle of rats.
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DIO rats have a marked increase in PTP1B protein expression in the
hypothalamus. The treatment of these DIO rats with PTP1B-ASO icv, induced a marked
and selective decrease in PTP1B expression in discrete hypothalamic nuclei, mainly in
arcuate nuclei. The selective decrease in hypothalamic PTP1B protein in rats receiving
PTP1B-ASO resulted in a rapid decrease in food intake, reduced body weight and reduced
adiposity in control and DIO animals. These data suggest an improvement in leptin
sensitivity, which was confirmed by the finding that, in addition to a basal reduction in food
intake in rats treated icv with PTP1B-ASO, an enhanced suppression of 12 h food intake

was also observed in response to leptin.

Leptin signals in the hypothalamus by binding to a type I cytokine receptor (the
leptin receptor, Obr), and activating the associated tyrosine kinase Jak-2 (Janus kinase 2)
(24). Activated Jak-2, in turn, phosphorylates itself and residues Tyr985 and Tyr1138
within the Obr cytoplasmic tail. Tyr1138 recruits and activates the transcription factor Stat3

(signal transducer and activator of transcription 3) (24).

The mechanisms controlling and terminating the leptin signal transduction
include dephosphorylation and inactivation of signalling proteins, mediated by protein
tyrosine phosphatases (PTPs) (25,26). The transient character of the tyrosine
phosphorylation of Jak-2 and Stat3 suggests the involvement of protein tyrosine
phosphatases (PTPs) as negative regulators of this signalling pathway. Our data showed an
increase in tyrosine phosphatase activity, an increase in PTPase activity, associated with
Jak-2, and a decrease in JaK-2 tyrosine phosphorylation levels in DIO rats. The leptin
resistance in DIO rats was also characterized by a less evident increase in Obr and Stat3
tyrosine phosphorylation evoked by leptin. These alterations were completely reversed in
DIO rats treated with PTP1B-ASO. In addition, there was an extension in the time-course
of leptin-induced tyrosine phosphorylation levels of Jak-2, Obr and Stat3 both in controls
and DIO rats treated with PTP1B-ASO.

In the present study, we demonstrate that the selective decrease in hypothalamic
PTP1B protein in rats receiving PTP1B-ASO resulted in decreased food intake, reduced
body weight, reduced adiposity after high-fat feeding and improved leptin action and

signaling. In contrast to PTP”'mice on a high-fat diet, which improved leptin sensitivity,
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associated with increased leptin levels (5), in DIO rats treated icv with PTP1B ASO,
presented an increase in leptin sensitivity accompanied by a decrease in serum leptin levels.
This is an intriguing result, but may suggest that reversing leptin resistance, through
reductions in hypothalamic PTP1B protein expression differs from the situation of neuronal
PTP” mice on a high-fat diet, where the induction of leptin resistance is prevented. In this
regard, in the animal model presented herein, high-fat diet treatment for 2 months followed
by a reduction in hypothalamic PTP1B may be relevant for clinical situations, such as in
patients with obesity and leptin resistance, and we may predict that drugs that can target
hypothalamic PTP1B in obesity may improve leptin action and will probably lead to a

decrease, rather than an increase, in leptin levels.

In addition to leptin, insulin is also able to reduce food intake (8) and PTP1B is
a negative regulator of insulin signaling (27). Thus, we also investigated the effect of icv
insulin infusion on food intake and insulin signaling in these rats. DIO and control rats
treated icv with PTP1B-ASO, whilst demonstrating a reduced basal food intake, still
showed a clear suppression in 12 h food intake in response to icv insulin infusion. At a
molecular level in the hypothalamus of DIO, there was a decrease in insulin-induced IR
tyrosine phosphorylation, and an increase in PTP1B activity associated with IR. The
treatment of control and DIO rats with PTP1B-ASO reversed insulin resistance in the
hypothalamus of obese rats and also improved insulin signaling in control rats.
Interestingly, a reduction in PTPIB expression also extends the time course of

insulin-induced IR, IRS-1 and IRS-2 tyrosine phosphorylation in control and DIO rats.

To assess the impact of hypothalamic PTP1B downregulation on the peripheral
action of insulin, we performed hyperinsulinemic-euglycemic clamp studies in conscious
rats. As a result of physiological increases in plasma insulin concentrations, the rate of
glucose infusion required to maintain the plasma glucose at basal levels was similar in
PTP1B antisense-treated rats and in controls on standard rodent chow. However, the
reduction in the rate of glucose infusion observed in DIO rats was completely reversed
when these DIO animals were treated icv with PTP1B-ASO. The insulin action on glucose
metabolism includes stimulation of glucose uptake and inhibition of glucose production.
The insulin action on peripheral glucose uptake was reduced and there was also a less

evident decrease in hepatic glucose production in DIO rats. These alterations were
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completely reversed when the DIO animals were treated icv with PTP1B-ASO. Thus,
muscle and hepatic insulin action were normalized in DIO rats after selective attenuation of

hypothalamic PTP1B expression.

In conclusion, we have demonstrated an important role of hypothalamic PTP1B
in the modulation of energy balance, insulin and leptin action, and glucose metabolism.
Thus, the reduction in hypothalamic PTP1B should be sufficient to promote an appreciable
weight reduction and access to the brain may also be necessary to optimally improve

insulin and leptin sensitivity and glucose homeostasis.
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Legends

Fig 1. Immunohistochemical evaluation PTP1B of distribution and expression in
hypothalamus of rats treated with PTP1B-ASO. A, Immunoblotting o whole tissue
extracts from hypothalamus with anti-PTP1B antibody; B, Paraformaldehyde-fixed rat
hypothalamic sections (5 um) were incubated with anti-PTP1B, (visualization of
immunoreactivity 1is described in MATERIALS AND METHODS). Figure is
representative of three distinct experiments. Specific bands were densitometrically
quantified. Data are means + SEM of four independent experiments, i.e. four different
cohorts of control rats or DIO rats. DIO rats: *, P < 0.05 PTP1B-ASO vs PTP1B-Sense ;
Control rats: *, P < 0.05 PTP1B-ASO vs PTP1B-Sense

Fig 2. Effect of icv PTP1B-ASO on metabolic parameters. A ,Basal food intake; B, body
weigh; C, epididymal and retroperitoneal adipose tissue mass; D, serum leptin levels; E,
serum insulin levels in controls and DIO rats treated with PTP1B-ASO or PTP1B-Sense.
Data are means + SEM. Each group was composed of 15 animals. DIO or Control rats: *,

P <0.05 PTP1B-ASO vs PTP1B-Sense.

Fig 3. Effect of icv PTP1B-ASO on leptin-induced satiety and leptin signaling in
hypothalamus of control and DIO. A, leptin was icv-infused and 12-h food intake was
measured in control and DIO rats treated with PTP1B-ASO or PTPIB-Sense; B,
Immunoprecipitation (IP) with anti-Jak-2 and immunoblotting (IB) with anti-pY antibodies;
C, IP with anti-Jak-2 and IB with anti-PTP1B; D, IP with anti -Obr and IB with anti-pY; E,
IP with anti-Stat3 and IB with anti-pY; Specific bands were densitometrically quantified.
Data are means + SEM of four independent experiments, i.e. four different cohorts of
control rats or DIO rats. DIO or Control rats: *, P < 0.05 PTP1B-ASO (15’and 1h) vs
PTP1B-Sense (15° and 1h).
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Fig 4. Effect of icv PTP1B-ASO on insulin-induced satiety and insulin signaling in
hypothalamus of control and DIO. A, insulin was icv-infused and 12-h food intake was
measured in control and DIO rats treated with PTP1B-ASO or PTPIB-Sense; B,
Immunoprecipitation (IP) with anti-IR and immunoblotting (IB) with anti-pY antibodies; C,
IP with anti-IR and IB with anti-PTP1B; D, IP with anti —IRS-1 and IB with anti-pY; E, IP
with anti-IRS-2 and IB with anti-pY; Specific bands were densitometrically quantified.
Data are means + SEM of four independent experiments, i.e. four different cohorts of
control rats or DIO rats. DIO or Control rats: *, P < 0.05 PTP1B-ASO (15’and 1h) vs
PTP1B-Sense (15’ and 1h).

Fig. 5. A, Steady-state glucose infusion rates obtained from averaged rates of 90—120 min
of 10% unlabeled glucose infusion during hyperinsulinemic-euglycemic clamp procedures
in the control and DIO; B, Glucose transport in skeletal muscle tissue evaluated by 2DG
uptake during the last 45 min of the hyperinsulinemic-euglycemic clamp studies; C, Basal
and insulin-stimulated rates of hepatic glucose production during the hyperinsulinemic-
euglycemic clamp procedures in awake rats; Data are means + SEM of four independent
experiments, i.e. four different cohorts of control rats or DIO rats. DIO or Control rats: *, P

<0.05 PTP1B-ASO (+) vs PTP1B-Sense (+).

Fig. 6. Effect of icv PTP1B-ASO on PTPase and PTP1B activities in control and DIO
rats. Total PTPase activity and PTPase activities in immunoprecipitates were assayed by
incubation with the pp60°™ C-terminal phosphoregulatory peptide (TSTEPQpYQPGENL),
as described in Materials and Methods. A, Total PTPase activity in hypothalamus; B,
PTPase activity in PTP1B immunoprecipitates; C, PTPase activity in IR
immunoprecipitate; D, PTPase activity in Jak-2 immunoprecipitates. Data are means +
SEM of four independent experiments, i.e. four different cohorts of control rats or DIO rats.

DIO or control rats: *, P < 0.05 PTP1B-ASO vs PTP1B-Sense.
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Figure 3
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Figure 4
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