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RESUMO



A exposicio de animais homeotérmicos 4 baixa temperatura promove alteragles
fisiologicas que refletem o desvio do fluxo de energia para a produgdo de calor. A perda do
controle coordenado sobre a ingestfio alimentar ¢ o gasto energético constitui mecanismo
central no desenvolvimento da obesidade, um dos mais prevalentes problemas de safde
publica da atualidade. Uma vez que, sob exposicfio ao frio, alta ingestiio alimentar esta
associada & elevada termogénese, perda de peso ¢ baixos niveis de insulina, utilizou-se uma
analise por cDNA- macroarray visande a identificacio de proteinas hipotalimicas que
fossem moduladas em resposta a exposico ao frio (4 °C). Esta andlise revelou um aumento
na expressdo do neuropeptideo orexigénico MCH (hormdnio de concentragio da melanina)
em ratos expostos ac frio. Para avaliar o efeito da hiper-expresséio hipotaldmica do MCH
sobre a temperatura corpérea, a ingestfio de alimentos e a variagio de peso corpéreo em
ratos expostos ac frio, foi utilizado um oligonucleotideo antisense especifico para bloqueio
da sintese protéica de MCH, o qual nfo alterou a ingestfio alimentar nem a temperatura
corporal desses animais. Tal bloqueio promoveu queda significativa no peso corporal dos
mesmos, bem como redugio no glicogénio hepatico e gordura epididimal, aumento relativo
na gordura corporal, hipertrofia do tecido adiposo marrom com aumento na expressio de
UCP1 (proteina desacopladora mitocondrial 1) neste tecido, além de aumento no consumo
da massa corporal isenta de gordura. Deste modo, o aumento na expressio hipotaldmica de
MCH em ratos expostos ao frio parece participar do processo que permite a utilizacdo
eficiente de energia para producfio de calor durante a adaptacio termogénica ao frio. Na
parte final deste estudo avaliou-s¢ o papel do MCH sobre produgfio ¢ agfo periférica da
insulina e sobre etapas intermedifrias fundamentais na transdu¢do do sinal molecular deste
horménio em animais mantidos em temperatura ambiente. O estimulo com MCH exdgeno
promoveu aumento nos niveis de glicose tanto em condicdes basais quanto durante o GTT,
sem alterag@o nos niveis de insulina, enquanto ¢ tratamento com oligonucleotideo antisense
nfio alterou estes pardmetros. Assim, o tratamento com MCH parece contribuir para um
comprometimento da resposta funcional & insulina. O tratamento com MCH mduziu
redugdo na ativagio da Akt em musculo, sem modificacdo na resposta molecular 4 insulina
nos demais tecidos, sugerindo que 0 MCH per se, ¢ através de um efeito central, possa
atuar de manejra primdria sobre a modulagio na agHo periférica da insulina, por
mecanismos que exercam interferéncia na simalizacio da msufina em tecidos chave na




captacdo de glicose. O tratamento com MCH promoveu ainda redugfio na fosforilacéo da
ERK induzida por insulina em tecido adiposo bramco, enquanto o tratamento com
oligonucleotideo antisense MCH levou a um aumento na sua fosforilagio em tecido
adiposo marrom. Os resultados agui apresentados trouxeram importantes informacdes nfo
apenas no que se refere ao controle da ingest3o alimentar e termogénese como também no
controle central da ac8o periférica da insulina. Por fim, os resultados apresentados revelam
o papel do neurotransmissor MCH como potencial alve terapéutico na terapia da obesidade
¢ diabetes mellitus tipo2.
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ABSTRACT



The exposure of homeothermic animals fo cold environment leads to physiclogical
adaptations that are required to maintain a stable body temperature. Among these
adaptations, the increase of food consumption accompanied by weight loss reflects the
deviation of energy flow toward heat production. Loss of coordinated contrel of food
ingestion and energy expenditure represents 2 central mechanism in the development of
obesity, one of the most prevalent public health problems at the present time. Because,
under cold exposure, high food consumption is associated with increased thermogenesis,
weight loss and decreased insulin and leptin levels, an analysis of cDNA-macroarray was
employed to identify hypothalamic proteins that are modulated in response to cold exposure
{4 °C). The ¢cDNA macroarray analysis, confirmed by RT-PCR, immuncblot, and RIA,
revealed that the hypothalamic expression of the appetite-stimulating neuropeptide,
melanin-concentrating  hormone (MCH), was increased by exposure of rats to cold
environment. To investigate effects of elevated MCH hypothalamic expression on body
temperature, food ingestion and body weight variation in cold exposed rats, a MCH
antisense oligonucleotide was used to inhibit MCH synthesis. The inhibition of
hypothalamic MCH expression in cold exposed rats promoted no changes in food intake
and body temperature. However, MCH inhibition led to a significant drop in body weight,
which was accompanied by decreased liver glycogen and epididymal fat, increased relative
body fat, increased absolute and relative interscapular brown adipose tissue mass, increased
uncoupling protein 1 expression in brown adipose tissue and increased consumption of lean
body mass. Thus, increased hypothalamic MCH expression in rats exposed to cold may
participate in the process that allows for efficient use of energy to heat production during
thermogenic adaptation to cold. In the second part of this work the effect of intracerebro
ventricular infusion of MCH and antisense oligonucieotide to MCH was evaluated upon
peripheral glucose homeostasis, insulin action and key steps of the insulin signal
transduction pathway in liver, skeletal muscle, white and brown adipose tissues in rats
maintained in thermoneutrality. MCH but not antisense oligonucleotide MCH treatment led
to significant increase of glucose levels during a glucose tolerance test, no changes in
insulin levels were detected. MCH treatment promoted a significant reduction of Akt serine
phosphorylation in skeletal muscle and reduction of ERK tyrosine phosphorylation in white
adipose tissue. On the other hand, antisense oligonucleotide MCH treatment promoted
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increased ERK tyrosine phosphorylation in brown adipose tissue. Thus, the present study
provides evidence that MCH participates in the central control of energy expenditure and
potentially affects insulin action in peripheral tissues. This data supports the role of MCH
as a candidate target for therapy in obesity and diabetes mellitus.
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Obesidade e diabetes mellitus estio entre os mais importantes problemas de
satide piblica na atualidade (KOPELMAN, 2000). Conforme dados obtidos em recentes
levantamentos epidemiologicos, hd elevada prevaléncia destas doengas em virias regibes
do planeta (DEITEL, 2002; KOPELMAN, 2000). Estima-se que perto de 1 bilhéio de adultos
em todo o mundo apresentem obesidade (IMC >30 kg/m®) ou sobrepeso (IMC entre 25 e 30
kg/m®), o que equivale a aproximadamente 28 % da populaciio mundial (KOPELMAN, 2000).

Na América do Norte, cerca de 23 % dos americanos ¢ 15 % dos canadenses em
idade adulta sdo obesos, enquanto, respectivamente, 55 ¢ 48 % apresentam sobrepeso,
nimeros que vém sofrendo incremento ac longo das tltimas décadas nfo somente entre os
paises com economias de mercado estabelecidas, como também em paises da Asia, Africa e
América Latina (DEITEL, 2002). Desta forma, calcula-se que no Brasil, mantendo-se o atual
cendrio, obesidade possa se manifestar em aproximadamente 30 % da populaciio até o ano
de 2020 (KOPELMAN, 2000).

A obesidade constitui importante fator de risco para o desenvolvimento de
outras doengas também altamente prevalentes na sociedade moderna tais como diabetes
mellitus tipo 2, hipertensdo arterial, doenga arterial coronariana, colecistopatia calculosa
crnica, dislipidemias, certos tipos de céncer, doencas osteoarticulares e distirbios
circulatorios, entre outras (JUNG, 1997; KOPELMAN, 2000; WILLETT ef al., 1999).

Por sua associacio a vérios distirbios clinicos, os quais pioram a qualidade e
reduzem a expectativa de vida do paciente, a obesidade custa caro ao sistema de satde
(KOPELMAN, 2000). Somente nos Estados Unidos, estima-se um gasto anual de 69 bilhdes
de délares envolvendo custos com a assisténcia médica e custos indiretos (aposentadoria
precoce ¢ pensdes por invalidez) (JUNG, 1997).

A perda do controle coordenado entre ingestfio alimentar ¢ gasto energético
parece representar mecanismo central no desenvolvimento da obesidade (SPIEGELMAN e
FLIER, 2001). Tal fenémeno sofre influéncia de uma complexa combinaciio de fatores como
susceptibilidade genética, oferta indiscriminada de alimentos com alto teor calérico, e
niveis reduzidos de atividade fisica. Entretanto, apesar da inquestionivel importéncia dos
fatores genéticos na ctiopatogenia da obesidade, o tipido ritmo de crescimento na
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prevaléncia da doenca sugere que fatores ambientais e comportamentais desempenhem
papel nfio menos importante.

Neste contexto, diversas abordagens terapéuticas envolvendo controle
nutricional, atividade fisica, firmacos ou mesmo cirurgias tém sido empregadas, sem que se
obtenha o &xito desejado. Desta forma, a busca por novos alvos terapéuticos para acio de
farmacos de potencial use no controle e tratamento da obesidade tomou-se fundamental

para a criacfio de medidas terapéuticas mais eficazes.

Com base nos conceitos expostos acima, e considerando-se relatos de que a
obesidade em mamiferos ocorre quando a ingestdo caldrica excede ao gasto energético
(FLIER ¢ MARATOS-FLIER, 1998), vérios grupos tém optado por abordagens que visam
identificar vias neurais que participam do controle da ingestdo alimentar e do gasto
energético, algumas das quais descrevendo o envolvimento de varios peptideos
hipotalamicos sobre o estimulo ou inibicio da alimenta¢ic (BERTHOUD, 2002; BERTHOUD,
2003; BESSESEN, 2003; DRUCE ¢ BLOOM, 2003).

A homeostase entre ingestdio e gasto calérico, bem como sua interferéncia sobre
0 peso corpdreo, dependem de uma complexa relacio entre disponibilidade de alimentos,
habitos alimentares, niveis de atividade fisica, termogénese, e niveis sangiiineos e
hipotaldmicos de horménios e substratos envolvidos no gasto ¢ armazenamento de energia.
O isolamento e a caracterizagio do horménio leptina, peptidec de 16-kDa produzido pelas
células do tecido adiposo branco, nos trouxeram recentes avangos na compreensdo dos
mecanismos de controle do peso ¢ estoque de energia (ZHANG ef al., 1994). Em condicdes
fisiolégicas, a expressio e secrecdo de leptina sfo tanto maiores quanto maior for o
percentual de tecido adiposo no organismo em questdo. Entretanto, esta secre¢do nfio
parece ser continua e estévcl, sendo a mesma regulada pela ingestio alimentar, jejum
prolongado, niveis de atividade fisica, temperatura corporal e niveis circulatérios de alguns
horménios e substratos (FRIEDMAN e HALAAS, 1998).

Dentre os hormdnios ¢ substratos que modulam a secreco de leptina, a insulina
¢ & glicose parecem desempenbar um papel importante, uma vez que a insulina exerce, in
vivo, uma agdo estimulante sobre a secreg@io de leptina, embora o mecanismo pelo qual a
insulina modula a produgic de leptina nfo seja completamente conhecido.

Introdupdo
21



Além  disso, estudos utilizando clamp  hiperinsulinémico-euglicémico ¢
hiperinsulinémico-hipoglicémico ou hiperglicémico mostram que periodos prolongados de
hiperinsulinermia resultam em elevaciio gradativa e considerdvel dos niveis circulantes de
leptine, desde que os niveis de glicose sejam mantidos dentro da faixa de normalidade
(BODEN ef al, 1997, KOOPMANS ef gl., 1998; ScEMITZ e al, 1997), visto que a
hipoglicemia retarda e atenua a hiperleptinemia (SCBEMITZ ef al, 1997) enquanto a
hiperglicemia nfo altera a leptinemia (BODEN ef al., 1997).

Do ponto de vista funcional, a insulina estimula 0 armazenamento de substratos
nos adipdcitos, o que por sua vez leva a um aumento na expressio ¢ secrecfic de leptina por
estas células. A leptina agindo ne hipotalamo aumenta a termogénese ¢ inibe o apetite. Por
outro lado, agindo na ilhota pancreatica reduz a secrecdio de insulina. Desta forma, insulina
¢ leptina participam de um sistema de controle enddcrino, no qual o objetivo principal é
manter estoques controlados de energia e regular os niveis circulatérios do principal
substrato de uso imediato, a glicose. Para que ocorra um refinado controle sobre os
estoques de energia, outros fatores desempenbam papel importante, principalmente o
controle sobre o apetite e a regulaciio do gasto energético através da termogénese (calor
dissipado). Sabe-se hoje que, ap6s a ingestdo alimentar, ocorre um aumento nos niveis
circulantes de leptina (FRIEDMAN ¢ HALAAS, 1998), provocando um estimulo de saciedade,
fazendo com que o animal deixe de procurar alimento. A ativacio das vias de sinalizagfio
da leptina no hipotidlamo também induz um estinmlo ao tecido adiposo marrom (BAT),
com aumento da expressio da UCP-1 (proteina desacopladora mitocondrial 1) e
consegiiente aumento na termogénese (FRIEDMAN e HALAAS, 1998). Os receptores de
leptina no hipotalamo foram descritos nos nicleos arqueado (ARC), ventro-medial (VMEH),
dorso-medial (DMH) e lateral (LH). Estudos recentes demonstram que um estimulo agudo
com leptina injetada diretamente no ventriculo lateral leva a uma reducfio da ingestSo
alimentar da ordem de 20 a 25 %, entre 2 e 6 h apds o tratamento, o que € acompanhado por
uma reducfio de 20 a 50 % dos niveis d¢ RNAm de neuropeptideo Y (NPY) em ARC,
DMH e PVN (nicleo para-ventricular), e por um aumento de 70 % no RNAm de UCP-1
em tecido adiposo marrom (WANG et al., 1997). Além do efeito direto sobre os niveis
hipotaldmicos de NPY ¢ sobre a termogénese, a leptina induz ainda um aumento da
expressio de hormdnio estimulador melanocitico o (a-MSH), ¢ qual sinaliza para 0 PVN
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exercendo um efeito anorexigeno (KIM ef al., 2000), ou ainda induz z elevagdo do
hormdnio liberador de corticotrofina (CRH), o qual também possui efeitos anorexigenos.
Outros peptideos envolvidos no controle da ingestio alimentar também parecem ter, ao
menos em parte, sua expressio controlada pela leptina, a exemplo do peptideo relacionado
ao agouti {AGRP), da bombesina, da orexina, do peptideo regulado pela cocaina e
anfetamina (CART) ¢ da colecistoquinina (CCK), os quais podem estar envolvidos no
controle central exercido pela leptina sobre alimentagio e estoque de energia (FRIEDMAN e
Haiaas, 1998).

Estudos sobre regulacfio hipotalimica induzida por leptina indicam que, em
condi¢des fisioldgicas, sempre que ocorre uma elevagfio dos niveis de leptina, como apds
ingestdo alimentar, observa-se uma subseqiiente queda dos niveis de NPY em neurdnios do
ARC ¢ em axdnios do PVN e DMH. O resultado desta queda ¢ uma redugfio do apetite ¢
aumento da termogénese. Portanto, em geral, aumento de apetite relaciona-se com elevagio
do NPY ¢ reducdo da termogénese, enquanto que redugfio do apetite relaciona-se com
reducio do NPY e aumento de termogénese. Iniimeros autores sugerem que NPY € o
mediador entre o sinal trazido da periferia pela leptina e a modulagio da ingestfio e gasto
com termogénese (FRIEDMAN ¢ HALAAS, 1998). Na situaciio de exposicdio ao frio,
entretanto, parece haver um desacoplamento entre os niveis hipotaldmicos de NPY, o
apetite ¢ a inducfio de termogénese. Quando animais experimentais sofrem exposi¢o a
baixa temperatura ambiente (BING ef al., 1998), estes apresentam répida queda dos niveis
circulantes de leptina, o que se faz acompaphar por aumento da ingestio de alimento.
Entretanto, diferentemente do que ocorre em situagbes fisiologicas em que a temperatura
ambiente ¢ mantida em torno de 22 °C, sob baixa temperatura, 0 animal aumenta seu
apetite e, enquantc houver disponibilidade de alimento, aumentard sua ingestio. Mais
surpreendente ¢ que todas estas alteragdes ocorrem mediante niveis inalterados de NPY
(BING et al., 1998).

Como expostc anteriormente, leptina ¢ insulina estimulam vias hipotalimicas
que controlam a ingestfo alimentar € a termogénese. Como animais homeotérmicbs
expostos ao frio sfo hiperfigicos ¢ mantém elevada termogénese mesmo sendo
hipoleptinémicos ¢ hipoinsulinémicos, acreditamos que a completa caracterizacio da
sinalizacdo hipotaldmica destes hormonios, em ratos expostos ao frio, possa contribuir para
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compreensdo de mecanismos independentes de controle da fome ¢ do controle central do

gasto energético.

Acreditamos que estudos em ratos expostos ao frio possibilitem a identificacdio
de proteina (s) hipotalimica (s) envolvida (s) na aparente dissociagdo que ocorre entre
termogénese ¢ fome mediante exposicio & baixa temperatura, bem como a relagiio da (s)
mesma (s) com a secrecio e agfo periférica da insulina, progredindo, dessa forma, na
compreensdo dos mecanismos centrais de controle do peso corpdéreo e, provavelmente,
apontando novo candidato a ser investigado para um papel na fisiopatologia da obesidade e
disturbios afins.
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2-OBJETIVOS




Os objetivos do presente trabalho foram:

s Avaliar o efeito da exposicio ao fric sobre a expressic de proteinas
potencialmente envolvidas com o controle da fome e da termogénese em
bipotalamo de ratos, através de cDNA macroarray,

s Estudar o papel de uma das proteinas reveladas pelo ¢cDNA macroarray,
sobre a temperatura corpérea, a ingestio de alimentos, a variagSio de peso
corporeo de ratos e agido molecular da insulina em tecidos periféricos.
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3-MATERIAIS E
METODOS
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3.1-METODOS EMPREGADOS NA CARACTERIZACAO DO MODELO ANIMAL
3.1.1-Animais experimentais

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar-Hannover, com oito
semanas de idade, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP (CEMIB), os quais
foram alimentados com racSio comercial para roedores (Nuvilab CR-1) da Nuvital,
oferecida ad libitum, assim como dgua. Os animais foram randomicamente divididos em 2
grupos: exposicdo a temperatura de 4 °C (T4 °C) em cimara fria por 2 h, 2 dias, 4 dias, 8
dias ¢ 16 dias; e exposi¢do 4 temperatura ambiente (23 + 1 °C) por igual periodo (gmpd
comtrole [C]). Ciclos de luz de 12 h foram aplicados a todos os grupos. Foram ainda
registrados, diariamente, o peso corporal, a ingestdo alimentar e a temperatura retal dos
animais, por todo ¢ periodo do experimento. A ingestio alimentar foi medida através da
diferenca de peso do alimento oferecido e o alimento restante por gaiola. O peso dos
animais foi obtido através de pesagem em balanga de precisfio e a temperatura retal através
de termOmetro eletrnico de alta sensibilidade.

Pardmetros bioquimicos e hormonais foram avaliados ao final dos periodos de
2 h, 2 dias, 4 dias, 8 dias ¢ 16 dias de exposicdio s diferentes temperaturas, conforme os
métodos abaixo:

3.1.2-Determinacio de glicose

As concentracdes da glicose sangiiinea foram determinadas segundo o método
da glicose oxidase-peroxidase {TRINDER, 1969).

3.1.3-Determinaciio de dcidos graxos livres (AGL)

Os 4cidos graxos livres das amostras de soro foram dosados utilizando-se o kit
comercial de ELISA segundo a indicaciio do fabricante (NEFA C — Wako Chemicals
GmbH).
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3.1.4-Determinaciio da insulina

A insulina plasmética das amostras de soro foi avaliada por radioimunoensaio,
e a curva padrio determinada com msulina de rato (SCOTT ef al., 1981).

3.1.5-Determinacfio de ieptina

A leptina das amostras de soro foi dosada utilizando-se ¢ kit comercial de
ELISA segundo a indicag8o do fabricante (Diagnostic System Laboratories Inc, Webster,
Texas, USA).

3.1.6-Determinac¢do de TSH:

O bormdnio estimulante da ftire6ide das amostras de soro foi dosado
utilizando-se kit de radioimunoensaio conforme a descricio do fabricante (Amersham
Pharmacia Biotech — BIOTRAK).

3.1.7-Determinacio de corticosterona

Os niveis de corticosterona das amostras de soro foram dosados utilizando-se
kit de radioimunoensaic conforme a descrigio do fabricante (Amersham Pharmacia Biotech
- BIOTRAK).

3.1.8-Determinagiio de glicogénio
Os niveis de glicogénio das amostras de figado e mmisculo gastrocnémio,
digeridas em XOH aquecido, foram precipitados por etanol, hidrolisados com éacido
sulftirico, e a determinaciio da glicose hidrolisada feita conforme descrito anteriormante
{(PIMENTA ef al., 1989).

3.1.9-Determinacio da composiciio corporal

A composicio corpdrea foi obtida através de andlise das carcacgas, conforme
descrito por (KUMAR ¢t al., 2002).
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3.2-METODOS EMPREGADOS NA CANULACAO E PROTOCOLOS DE
INJECOES ICV

3.2.1-Cirurgia Estereotaxica para implante de cinula

Ratos Wistar machos (250-300 g) foram anestesiados através da administraciio
intra-peritonial de hidrocloreto de quetamina (10 mg/kg), e posicionados no aparelho de
estereotaxia para implante de cnula no ventricuio lateral direito, seguindo as coordenadas
{&ntero-posterior: 0,2 mm; lateral: 1,5 mm e dorso-ventral ao bregma: 4,2 mm) obtidas no
Atias Estercotaxico Paxinos (PAXINOS et al., 1980), conforme descrigio prévia

(DELLA-ZUANA ef al., 2002), ap6s o que tiveram uma semana de recuperacio antes de
‘teceberem infusdes ICV.

3.2.2-Infusio intracerebro-ventricular (ICV) de oligonucleotideos sense ou
antisense para MCH

Apés o periodo de recuperagdo, os animais foram colocados em gaiolas
individuais com 4gua e ragdo ad libitum, e expostos a 2311 °C (C) ou a 411 °C (T4 °C) por
4 dias. Os animais em cada situacio experimental receberam 2-ul (2nmoles/ul) ICV de
oligonucleotideos sense ou antisense para MCH [dissolvidos em tampdo TE
(10mM Tris-HCL, 1mM EDTA)], apés 24, 48 e 72-h de exposicio as diferentes
temperaturas. Todas as inje¢des foram administradas aos animais durante a fase clara do
ciclo, com uma seringa Hamilton (50-ul) acoplada, através de uma cnula plastica, a uma
agulha (30-G), confeccionada de modo a ultrapassar o comprimento da cAnula metslica
cerca de (,1-0,2 mm. Os ratos foram distribuidos randomicamente em 4 grupos, conforme
as condicBes experimentais: controle sense (CS), controle antisense (CAS), expostos ao frio
sense (T4 °C S) e anti-sense (T4 °C AS). Foram ainda registrados, diariamente, o peso
corporal, a ingestfio alimentar ¢ a temperatura retal dos animais, por todo o periodo do
experimento, conforme descrito no item 3.1.1.
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3.2.3-Infusfo ICV do hormdnio MCH ou oligonucieotideo antisense para MCH

Apbs recuperagio da cirurgia, os animais foram colocados em gaiolas
individuais e mantidos a 23+1 °C por cinco dias. Os animais em cada situacfio experimental
receberam diariamente 2-pl de MCH (2,5-ug), oligonucleotideo antisense para MCH
(4,0-nmoles) ou TE, tal como descrito no ftem 3.2.2., e foram distribuidos randomicamente
em 3 grupos: controle (), antisense (AS) ¢ MCH (M). Novamente foram registrados,
diariamente, 0 peso corporal, a ingestfio alimentar ¢ a temperatura retal dos animais,
conforme descrito no item 3.1.1. )

Pardmetros bioquimicos ¢ hormonais foram avaliados ao final dos periodos de 4
dias (protocolo de infustes ICV de oligonucleotideos sense ¢ antisense para MCH) e 5 dias
(protocolo de infusdes ICV de MCH, oligonucleotideos antisense para MCH e TE), como
anteriormente descrito, quais sejam; determinacSes de glicose, insulina, corticosterona,
glicogénio e composicio corporal Além disso, realizaram-se determinagbes da gordura
visceral e massa tecidual de tecido adiposo marrom (BAT), através de excisfio ¢ imediata
pesagem, em balanca de precisfio, da gordura peri-epididimal ¢ do BAT intraescapular,
respectivamente.

3.2.4-Teste de Tolerdncia a Glicose (GTT) e Teste de Tolerdncia 3 Insulina (ITT)

Ambos os testes foram realizados em animais dos grupos acima conforme
descriciio prévia (LUDWIG et al., 2001), com a ftnica diferenca de que, para o ITT, as
amostras sangiifneas foram colhidas antes da injecfio de msulina (tempo 0) e 5, 10, 15, 20,
25 e 30 minutos apos a mesma.

3.3-METODOS EMPREGADOS NA REALIZACAO DO CDNA MACROARRAY
3.3.1-Obtenciic de RNA
Apbés 4 dias de exposigio a 2331 °C (C) ou a 4£1°C (T4 °C), os animais de
ambos os grupos foram anestesiados para excisfio do hipotédlamo, que foi rapidamente
congelado em nitrogénio lquido e submetido 3 exiracdio do RNA total com reagente
TRIZOL, conforme recomendacSes do fabricante (GIBCO BRL- Gaithersburg, MD).
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Aliquotas das amostras de RNA total obtidas foram diluidas em 4gua DEPC, incubadas por
10 minutos em 55-60 °C e, posteriormente, quantificadas através de leituras de
absorbancias a 260 ¢ 280 nm em aparelho GENEQUANT. Conhecidas as concentragfes de
RNA em cada amostra, estas tiveram seus volumes ajustados para 5 ug/pL e a integridade
do RNA foi verificada através de eletroforese em gel de agarose desnaturante, para
visualizacfio das unidades ribossomais 28 ¢ 18 S, apés coloragio com brometo de etideo.
Constatada a presenga dessas unidades, as amostras de RNA hipotaldmico foram tratadas
com enzima DNAse I (1U/ul, GIBCO BRL) e, novamente, quantificadas em aparelho
GENEQUANT. A técnica de PCR foi utilizada para verificacio de contaminacio com
DNA gendmico. RNA total foi utilizado como molde na reagio de PCR com primers para o
gene da B-actina, cujo produto € de 745 pb apés 35 ciclos de amplificacgdo.

3.3.2-Sintese da sonda a partir de RNA total

A reagio da MMLYV transcriptase reversa foi realizada a 50 °C durante 30
minutos em 20,0 uL de uma mistura contendo 5X tamp#io de reacfio, 10X dNTP mix,
[o-*P] dATP, 100 mM de DTT, 5,0 ug de RNA total (pool de 3 animais), 2,0 pL de CDS
Primer Mix, 4,0 pL de MMLYV ftranscriptase reversa ¢ agua Milli-Q, para cada condi¢io
experimental (exposicio ac frio ¢ temperatura ambiente). Apoés obtencio da sonda de
¢DNA marcada com *°P, esta foi purificada em coluna de cromografia ¢ sua radioatividade
foi checada através de leitura em contador beta, a partir de amostras contendo 2,0 pL de
sonda purificada diluida em 5,0 ml de liquido de cintilagio. Foram consideradas ideais
para uso, as sondas sintetizadas a partir de RNA total que apresentavam leituras entre 2 €
10 x 10° cpm.

3.3.3-Hibridizacdo
Duas membranas de nylon contendo DNA foram inicialmente umedecidas em
dgua Milli-Q estéril e posteriormente transferidas para frascos de vidro, onde seria realizada
a hibridaco. A seguir, foi adicionado, a cada frasco, 5,0 ml de soligdo de pré-hibridacio
(ExpressHyb™ hybridation solution) acrescida de 0,5 mg de DNA de esperma de salmfo, a
qual ficou em contato com a membrana por 30 min a 68 °C, sob agitacio constante. A
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solugio de pré-hibridagfio foi removida e a solugio de hibridacio conmtendo a sonda
marcada foi adicionada. As membranas permaneceram em incubagfo durante 12-14 horas a
68 °C, sob agitagfo continua. Apés remog#o da solugio de hibridacgio, as membranas foram
lavadas 4 vezes com 200 mL de solucfio I (2X SSC, 1% SDS), 1 vez com 200 ml. solugfio
I (0,1X S8C, 0,5% SDS) durante 30 minutos a 68 °C. Nova lavagem com 200 mL de
solucéio 2X SSC foi realizada durante 5 minutos em temperatura ambiente, apés o que as
membranas umedecidas foram retiradas dos frascos, envolvidas em pléstico magipack e
expostas diretamente em cassetes, onde permaneceram por cerca de 72 horas, para
sensibilizacio do filme. '

3.3.4-Detecciio e analise das imagens

Os cassetes contendo as membranas foram analisados usando o sistema Storm
840 (Amersham Pharmacia Biotech) em storage phosphor mode. Os sinais de hibridagdo de
cada gene foram normalizados em relagiio a genes de padrfio interno utilizados como
controle positivo, a intensidade dos mesmos foi quantificada através do Array Vision
software e a identificacdo dos genes diferencialmente expressos obtida pela utilizagio do
programa Microsoft™ Excel 97. Como resultado final foram selecionados somente os
genes cujos sinais, mediante exposicfio ao frio, estivessem aumentados ou diminuidos pelo

menos duas vezes em relagio ao grupo controle.

3.4-ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE MCH POR RT-PCR

Apbs preparagio do RNA tal como descrito no item 3.1, cerca de 7 ug de cada
RNA extraido de hipotdlamo de ratos (C e T4 °C) foram submetidos 4 reagio de transcrigiio
reversa utilizando oligoDT primers. Para isto, foi adicionado em cada amostra tampéio da
enzima, DTT (100 mM), ANTP mix (10mM) e a enzima SuperScript I (200U - Invitrogen),
¢ incubadas por 50 min a 42 °C para a reagfio, utilizando aparetho PTC ~100 (MJ Research,
Inc, Watertown, Mass). Todo o procedimento foi realizado sob condicdes estéreis e livres
de RNAses. A partir dos ¢cDNAs obtidos foram realizadas as curvas de ciclos para os
primers do MCH (sense 5°-TAC GGA GCA GCA AAC A-3° e antisense 5°-ACA GCC
AGA CTG AGG G-3’) e da P-actina (sense 5-ACC ACA GCT GAG AGG GAA ATC
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(3-3" ¢ antisense 5°-CAG TCC GCC TAG AAG CAT TTG C-3°), com o minimo de §
pontos para cada curva. Apds obtengfio das curvas os experimentos foram realizados com
um namero de ciclos equivalente a 20 % abaixo do ponto de saturagfio da reagfio (platd).
Para estabelecer o ponto Otimo de amplificagio na fase exponencial da curva de
amplificacdo, amostras de cDNA do mesmo animal foram utilizadas para uma reacfio de
amplificaciio, sendo utilizado tubos em duplicata que foram retirados da reacfio de
amplificagio 2 cada um ou dois ciclos, iniciando no ciclo 16 e terminando no ciclo 32. As
condigles de amplificagio foram de 94 °C/5 minutos (denaturacfio inicial), 94 °C/1 minuto
(denaturac@o), 50 ¢ 57 °C/50 segundos (anelamento dos primers para MCH e B-actina,
respectivamente), 72°C/1 minuto (extensdo) e 72°C/7 minutos (extensdio final). O produto
final da reagio de amplificacio foi submetido & eletroforese em gel 1,5 % de agarose,
corado posteriormente com brometo de etideo e visualizado em luz ultravioleta através do
aparclho TFX 35M UV Transluminator (Life Techonologies, Inc, GIBCO BRL,
Gaithersburg, MD). As intensidades das bandas foram quantificadas em relagiio a B-actina
(padréio interno), através de densitometria digital (Scion Image software, ScionCorp), e os
resultados expressos pela razio MCH/B-actina + sem, em unidades arbitrérias.

3.5-CALORIMETRIA INDIRETA

Apbs jejum prévio de 14 horas, os animais pertencentes aos grupos (CS),
(CAS), (T4°C S) e (T4 °C AS) foram colocados individualmente em c&maras respiratorias
de PVC (volume = 4 L), mantidas em gabinete com temperatura controlada. O ar foi
direcionado a uma coluna contendo ascarite € gel silica para remover o CO» e H,O antes de
chegar a um distribuidor com multiplas saidas, o qual dividiv o fluxo total em quatro
canais. Cada canal foi regulado para um fluxo de 1500 e 2500 mL/min de ar, dependendo
da temperatura experimental. O fluxo constante foi checado periodicamente por fhndimetro
modelo Cole-Palmer para detecgiio de oscilagiio menor que 1 % durante o experimento.
Cada um dos 4 canais de fluxo alimentava um respirbmetro, um dos quais nfo continha
animal e foi usado como referéncia basal. O fluxo de ar de cada respirdmetro foi
direcionado para um multiplexer controlado por computador, onde quatro vélvulas
solendides o direcionavam para um fluximetro de massa (Sierra - modelo 840) controlado
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por computador. O fluximetro de massa foi ajustado para liberar um fluxe constante de 300
ml/min de ar, seguido de retirada da umidade do ar para anilise de CO2 (CA-2A, Sable
System), novamente retirada da umidade € do CO» do ar total ¢ finalmente anslise de O,
(CA-2A, Sable System). Uma interface do computador com um conversor A/D (UI-2,
Sable System), controlado por um software de colegio de dados (Datacan V. 35, Sable
System) regulou qual fluxo de gés deveria ser direcionado para o circuito de analisador de
gas, controlou o fluximetro de massa, leu e armazenou os resultados dos gases analisados.
Para controlar resultados apropriados selecionados com o programa Datacan, coletaram-se
continuamente ¢ seqiiencialmente amostras de ar de cada respirdmetro. Amostras da cAmara
basal foram coletadas 10 minutos antes e depois das cdmaras que continham animais.
Durante 20 minutos, as cdmaras contendo ratos foram avaliadas. Desse modo, o registro
completo desse procedimento durou 80 minutos € esta seqiiéncia foi repetida seis vezes
durante o dia, totalizando 480 minutos, iniciando em torno de 10:00 h e finalizando por
volta da 18:00 h. Plotaram-se VO, ¢ VCO, em diferentes intervalos (5, 10 e 20 minutos) e
decidiu-se pela sessdo abaixo dos 10 minutos, utilizando-se uma média desses valores para
calcular o0 VO, e VCO; para determinado animal em cada condiciio experimental. O VOy e
o VCO, foram calculados pelo programa Datacan baseado na equacgio de Withers
(WITHERS, 1977) ¢ foram expressos como mL.h'.g?. Os animais foram pesados
imediatamente antes e apés as medidas metabdlicas (= 0,1 g) e a média destas duas
pesagens foi usada como valor da massa corporal nos cdiculos. O quociente respiratorio
(QR) foi calculado como VCO,/VO,.

3.6-ANALISE DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT E DOT-BLOT.
3.6.1-Analises envolvendo protocolos de exposicio ao frio

A expressdo de UCP-1 em BAT de animais submetidos ao protocolo de
infusbes ICV por 4 dias, pertencentes aos grupos (CS), (CAS), (T4 °C 8), (T4 °C AS),
controle sem oligonucieotideo {CSO) e exposto ao frio sem oligonucleotideo (T4 °C SO),
foi analisada por Western blot conforme métodos previamente descritos (ARAUJO et al,
2002; LUCIANO et al., 2002), utilizando anticorpo policlonal especifico para UCP-1. A
intensidade das bandas identificadas nas auto-radiografias correspondentes & expressio de
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UCP-1 foi quantificada por densitometria digital (Scion Image software). A expressdo
hipotalimica de MCH em ratos expostos ou ndo ao frio (sem canulaggio prévia), e em ratos
pertencentes aos mesmos grupos submetidos as medidas de UCP-1 acima, foi analisada
apés prévia purificacdo do homogenizado protéico utilizando filiros Microcon YN-3 e
posterior utilizacgio de dot-blot, método especifico para deteccfio de peptideos previamente
descrito (NAGY et al, 2002). O sinal obtido pelas bandas das auto-radiografias foi
quantificado tal qual a UCP-1, utilizando-se MCH altamente purificado como controle.

3.6.2-Anilises envolvendo protocolos de infusdes ICV por 5 dias

Para avaliar a traosmissfio do sinal de insulina em tecidos periféricos,
fragmentos de tecido adiposo branco (WAT) e marrom (BAT), de figade € de misculo
esquelético de ratos submetidos a infusSes ICV por 5 dias, pertencentes aos grupos (C),
(AS) e (M), foram extraidos em tempos pré-estabelecidos ap6s inje¢fo de salina ou insulina
através da veia cava. Estes fragmentos foram homogeneizados em tampdo de
imunoprecipitagdo (1 % de Triton X 100, 100 mM de Tris [pH 7,41, 100 mM de pirofosfato
de sodio, 100 mM de fluoreto de sddio, 10 mM de EDTA, 10 mM de ortovanadato de
s6dio, 2 mM de PMSF ¢ 0,1 mg/mlL de aprotinina a 4 °C), centrifugados a 11.000 rpm por
20 min (4 °C) € os sobrenadantes submetidos 4 dosagem de proteinas pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Apds normalizacio protéica, os sobrenadantes foram
solubilizados em tampdo de Laemmli (100 mmol/L. de DTT) (LAEMMLI, 1970; VELLOSO et
al., 1996) e entdo submetidos a Western biot, tal como descrito anteriormente (GASPARETTI
et ai., 2003), utilizando anticorpos especificos para avaliar as expressdes de p-Akt ¢ p-ERK
em todos os tecidos, além das expressdes de UCP-1 em BAT e UCP-3 em misculo.

3.7-DETERMINACAO DOS NiVEIS HIPOTALAMICOS DE MCH POR RIA

Apés dissecagiio do hipotalamo de animais pertencentes aos grupos citados no
item 3.6.1., este foi imediatamente homogeneizado em aproximadamente 10 volumes de
tampdo de extracio (100 mM Tris [pH 7.4] contendo 100 mM de pirofosfato de sédio; 100
mM de fluoreto de sédio; 10 mM de ortovanadato de sédio; 2 mM PMSF e 0.1 mg de
aprotinina/ml) a 4 °C com *“Polytron PTA 208 Generator” (Brinkmann Instrurnents mode

Materiis ¢ Métodos
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PT 10/35). Ao homogeneizado foi adicionado 1 % de Triton-X 100, mantendo-se no gelo
por 30 min. O extrato foi centrifugado a 11.000 rpm a 4 °C por 20 min para remover
material insolivel, € o sobrenadante submetido 4 dosagem de proteinas pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Amostras contendo 2 mg/mi. de proteinas foram separadas
para avaliar a concentragio de MCH utilizando-se kit de radioimunoensaio conforme a
descriglo do fabricante (Phoenix Pharmaceuticals, Inc) (MONDAL et al., 2002).

3.8-ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrio da média. Os
resultados dos blots foram apresentados como comparacio direta das bandas ou dots
obtidos nas auto-radiografias ¢ quantificados por densitometria. Quando comparados dois
grupos, foi utilizado teste ¢ de Student para dados nio pareados. Quando necessario,
utilizou-se andlise de varifincia (ANOVA), seguida de andlise post hoc de significincia
{(Bonferroni). Foi adotado o nivel de significancia p<0,05.
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4.1-CARACTERISTICAS METABOLICAS, BIOQUIMICAS E HORMGNAIS DE
RATOS EXPOSTOS AO FRIO.

A exposigiio de animais homeotérmicos 4 baixa temperatura promove vérias
adaptacSes fisiologicas que permitem a sobrevivéncia frente 4 condigdo adversa que se
impGe. Através de mecanismos centrais comandados pelo hipotdlamo, hid aumento de
ingestdo alimentar, acompanhado de perda incipiente de peso ¢ manutengio da temperatura
corporea (BAFFI € PALKOVITS, 2000; CHEN et al., 1998; FERREIRA ef al., 1999; MELNYK &
HmMMS-HAGEN, 1998; YAHATA e KUROSHMA, 1989). Ocorrem ainda modificagBes
hormonais, com redugfo de niveis circulatérios de insulina e leptina e resisténcia
tecido-especifica & ago do horménio pancreético (GASPARETTI et al., 2003).

Os resultados obtidos com a caracterizagio do modelo experimental empregado
neste estudo encontram-se resumidos nas Tabelas 1 e 2 e Figuras 1, 2 ¢ 3, os quais,
tomados em conjunto, se equivalem a resultados obtidos em outros modelos de exposigio
ao frio previamente descritos (BAFFI ¢ PALKOVITS, 2000; CHEN et al., 1998; FERREIRA
et al., 1999; MELNYK ¢ HIMMS-HAGEN, 1998; YAHATA e KUROSHIMA, 1989), conferindo
credibilidade ao modelo experimental aqui empregado e validando a utilizagio do mesmo
no presente trabatho.

Dentre os resultados encontrados, destacamos o aumento na ingestiio alimentar
dos animais expostos ao frio, ao longo de todo o periodo experimental, comparada 2 do
grupo controle, atingindo valor aproximadamente 70 % maior (T4 °C = 33,00 + 0,72 vs. C
= 19,47 + 0,49 g/dia, p<0,05) ao final de 16 dias. Ressalta-se ainda, que embora tenha
ocorrido breve (2 horas iniciais) e discreta (= 34,5 °C) queda na temperatura corpdrea
mediante exposi¢do ao frio, a mesma foi re-equilibrada e mantida similar & do grupo
controle até o 16° dia do periodo avaliado, nfio sendo detectada mudanga significativa entre
os grupos (T4 °C = 36,11 £ 0,06 vs. C = 36,04 £ 0,07 °C) ao final do experimento. Em
contrapartida, neste mesmo periodo, observou-se queda inicial no peso dos animais
expostos ao frio, a qual se estabilizou entre 0 2° e 4° dias e voltou a se recuperar a partir do
6° dia, porém sem evitar variagio negativa no peso corporal cumulativo (-4 + 2 g),
enquanto os animais do grupo controle apresentaram variagdo positiva em seu peso
(+23+59). |
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Durante oito dias de exposi¢io as diferentes temperaturas, os animais T4 °C
mantiveram niveis séricos de insulina significativamente menores 2hs=0,194 £ 0,05;2d
=0,253 £ 0,15 ¢ 8 d = 1,416 + 0,18 ng/mL) que os animais controles (2hs=1,360+0,31;
2d=0,884+0,11e8d=2,420+0,12 ng/mL). Comportamento semelhante foi observado
em relagdo aos niveis séricos de leptina, os quais se mantiveram baixos até o 2° dia de
exposigdo ao frio (T4 °C: 2 hs = 465,06 + 120,15 e 2 d= 711,42 + 195,20 pg/mL; C: 2 hs =
2013,58 + 293,25 e 2 d = 2751,37 + 453,98 pg/mL), nfio havendo diferenca significativa
entre 0s grupos ao final do 8° dia (T4 °C = 2013,60 £ 25295 ¢ C = 254542 + 292,00
pg/mL).

Quanto aos niveis séricos de glicose, estes se mostraram mais baixos no periodo
de 2 horas de exposigéo ao frio (T4 °C = 85,33+ 5,08 ¢ C=110,42 + 5,33 g/L), apbs o que
se mantiveram estaveis até o 16° dia de experimento. Os niveis de AGL, por sua vez, assim
como os niveis de TSH e costicosterona, nio foram significativamente diferentes entre os

grupos ao longo de todo o periodo experimental.

Por fim, apés oito dias de exposigio ao frio, os amimais do grupo T4 °C
apresentaram maior nivel de glicogénio hepético (T4 °C = 17,773 = 3,984 ¢ C = 7,488 +
0,531 mg/100mg), sem diferenca significativa quanto ao glicogénio muscular, além de
menor teor de gordura corporal (T4 °C = 6,526 + 0,536 e C = 12,354 + 0,933 % de peso da
carcaga) e maior teor de massa isenta de gordura (T4 °C = 93,474 + 0,536 e C = 87,645 +
0,932 % de peso da carcaga) quando comparados aos animais controles.
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Tabela 1-Caracterizaciio do modelo animal

Parimetros

Controle T+4°C
Ingesto Alimentar (g/dia) 19,47+0,49 33,00+0,72 *
Temperatura (°C) 36,04+0,07 36,11x0,06
Glicose (mg/dL) 91,06+0,35 92,29+0,31
Insulina (ng/mL) 2,420+0,12 1,416:0,18 *
Leptina (pg/mL) 2545,42+292 00 2013,60=252,95
TSH (ng/mL) 13,27£1,31 13,32+1,53
Corticosterona (ng/mL) 102,43+15,57 112,91+12,35
Glicogénio Muscular 0,558+0,084 0,553+0,103
(mg/100mg)
Glicogénio Hepético 7.488+0,531 17,773x3,984 *
(mg/100mg)
Gordura Corporal (% de peso da 12,354+0,933 6.526+0,536 *
carcaga)
*p<0.05 vs. Controle
Tabela 2-Variacdo cumulativa do peso corporal (g).
Média de peso no dia @ (g) Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 16
Controle 21847 +2:£1 +4:] +7£2 +23+5
T+4°C 22248 -10x2% -13£3% -9x3% ~4£2%

*p<0).05 vs. Controle
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Figura 1-Avaliagio da ingestdo alimentar {A), peso corporal (B} e temperatura retai (C) de
animais expostos ao frio (circulos vermelhos) ou temperatura ambiente (circulos

azuis). Para todos os experimentos n= 8 a 12 e *p<0,05.
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Figura 2-Avaliacfo dos niveis séricos de insulina {A), feptina (B) e glicose (C) de animais
expostos ao frio (circulos vermethos) o {emiperatura ambiente (circulos azuis).

Para todos os experimentos n = 8 a {2 e *p<{},035.

Besultudos
43



2.0
A
g
£
0 2 4 8 186
2hs Tempo {dias)
B 250 |
200
- 4
E '!53-
£ 100 -
50 |
-
9 2 F VTV s 4 FVE Y OROEOTOAN
0 2 8 16
2hs Tempo {dias)
C
251
201
= 18-
£
£ 107
5-
0-
| I T S N U TN M A O T T L B
0 2 8 16
2hs Tempo (dias)

Figura 3-Avaliagdo dos niveis séricos de AGL (A), cortiscosterona (B) e TSH (C) de
animais expostos ao frio (circulos vermelhos) ou temperatura ambiente (circulos

azuis). Para todos os experimentos n=8 a 12.

"BIBLIOTECA CENTRAL
nESENVOLYIMENTO
Resultados gﬁ%ﬂ%g%@
“ UMICANP




4.2-ANALISE POR CDNA MACROARRAY

Na tentativa de se detectar alieracdes na expressio génica de proteinas
potencialmente envolvidas no processo de controle do peso corpéreo, a partir de sua relagio
com a ingestdio alimentar, dispéndio de emergia (termogénesc) e/ou acdo insulinica,
utilizou-se a técnica de ¢DNA macroarray, em que RNAm do hipotélamo de ratos expostos
ao frio ou de controles mantidos em temperatura ambiente foi convertido em cDNA e
marcado com [a-’P] dATP, e em seguida submetido 2 hibridagio contra membranas de
nylon contendo seqii€ncias de 1176 diferentes genes de rato. Apos normalizagdo em relagfio
a genes de padrio interno, utilizados como controle positivo, a intensidade dos sinais de
hibridagéo foi quantificada, e para minimizar padrdes de expressdo especificos para cada
animal, foram combinadas quantidades iguais de RNA proveniente de 3 diferentes animais
¢ analisados seis independentes sinais de hibridagfio de trés diferentes arrays para cada
condigio experimental. A Tabela 3 descreve as 56 diferentes especificidades de RNAm
{correspondendo a diferentes proteinas) que foram significativamente moduladas, positiva
ou negativamente, apds exposicio ao fiio.

4.3-SELECAO DO MCH ENTRE OS GENES MODULADOS PELA EXPOSICAQ
AO FRIO E CONFIRMACAO DOS RESULTADOS DO CDNA MACROARRAY

Dentre os genes que tiveram sua expressio modulada pela exposicdo ao frio
(ﬁeurotransmi&sores, receptores de membrana, proteinas envolvidas com transcrigio e
traducho, canais idnicos de membrana e outros), alguns dos quais provavelmente
importantes na manutencdo da homeostase energética, foi selecionado o neurotransmissor
MCH (horménio concentrador de melanina), expresso em neurbnios da area hipotaldmica
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Tabela 3-Resultados do ¢DNA macroarray

RNAs mensageiros com expressiio hipotalimica aumentada pela exposiciio ac frio

® & & @ & & 9 0 O 6 9 5 @ H O @ F 9 B O H S B B BB B O L B &

8 & & 3 9 & & & & & O &8 P ¢ O b © @

L e

L)

408 ribosomal protein $12 (RPS$12)

608 ribosomal protein L21 (RP1L.21)

Acetylcholine receptor , nicotinic, alpha 4

Adenomatous polyposis coli protein (APC)

ADP.aibosylation factor 3 (ARF3)

A-RAF proto-oncogene

Calbindin D28; avian-type vitamin D-dependent; calcium-binding protein (CABP); spot 35 protein; CALB1

Carboxypeptidase E (CPE), CPH

Cathepsin 1.

Chymotrypsinogen B

Colipase (CLPS)

Dipeptidylpeptidase 6 (DPP6)

Elastase 2

Growth-accentuating protein 43 (GAP43); nenromodulin

Guanine nucleotide-binding protein G(I) alpha 1 subunit (GNAIL Y, BPGTPB

Gaanine nucleotide-binding protein G(O) alpha subunit (GNAQ; GNAO)

Guanine nucleotide-binding regmlatory, alpha subunit

Heat shock 90-kDa protein beta (HSP90-bets); HSP84; HSPCB

Mak; male germ cell-associated kinase; highly expressed st and after meiosis

Melanin-concentrating hormone (PMCH; MCH)

Mitochondriai ATP synthase beta subunit {ATPSB)

Mitogen-activated protein kinase 2 (MAP kinase 2; MAPK2; PRKM2); MAPK; extracellular signal-regulated kinase 2 (ERK2); ERK1

Muscle phosphofructokinase (PFKM)

Myelin basic protein (MPP)

Myelin proteolipid protein (PLP); lipophilin, DM20

Neuronal acetylcholine receptor protein beta 2 subunit (NACHRB2); cholinergic receptor micotinic beta polipeptide 2 (CHRNB2)

N-methyl-D-aspartate receptor subtype 28 (NMDARZB; NR2B); glutamate receptor subunit epsilon 2B (GRIN2RB)

Non-muscle cofilin {CFL1}

Non-processed neurexin I beta major; non-processed neurexin H alpha

Nucleoside diphosphate kinase A (NDF kinase A; NDKA); tumor metastatic process-associated protein; metastasis inhibition factor NM23: NME1

Pancreatic cholesterol esterase (CHOLE); bile saltactivated lipase (BAL); bile salt-stimulated lipase (BSSL); carboxyl ester lipase; sterol esteras

Pancreatic Triacylglycerol lipase

Pheochromocytoma-derived protein tyrosine phosphatase-like protein

Potassium channel RCK4, subusit, putative

Potassium voltage-gated channel shaker-related subfamily member 1 (KV1.1); KCNAI: RBK1

Proteasome component C3

Protein kinase C beta I (PKC-beta §; PRECB1; PRCB); PKC-beta H {PRKCBE2)

Protein kinase C delta type (PKC-delta ; PRKCD)

Ribosomal protein 1,13

Secretogranin I (SGII; SCG2); chromogranin  (CHGC)

Serine-threonine protein phosphatase 3 catalytic subunit alpha isoform (PPP3CA); PPP2E; calmodulin-dependent calcinenrin A alpha (CALNA: CNAI)

Sertoli cell cytechrome ¢ oxipeptidase polypeptide 1(COX1)

Sodium/potassium-transporting ATPase alpha 1 subunit (Nat/E+ ATPase alpha 1)

Sodinm/potassium-transporting ATPase beta 1 subunit (ATP1B1)

Soluble superoxide dismumase 1 (SOD 1)

Synaptotagmin XI (SYT11}

Syntaxis 1B (STX1B)

Tissue inhibitor of metabolist metalloproteinase 2 (TIMP2)

WSMWWWWMWWmW&mx 14-3-3 protein ¢psilon; protein kimase
inhibitor protein 1 (KCIP1); mitochondrial import stimulation factor L subunit

Tyrosine 3 monooxygenase/ryptophan S-monooxygenase activation protein zeta polypeptide (YWHAZ); 14-3-3 profein zeta/delta; protein Kinase
inhibitor protein 1 (KCIP1), mitochondrial import stimulation factor $1 subunit

Tymsmeagcgmomq'gmseﬁrym S-mmmygmaseacﬁvaﬁonpminmpob'pepﬁdeww}mm; 14-3-3 protein efa; protein kinase C inhibit
protein 1 1)

Ubiguitous mitochondrial creatine kinase (U-MTCK; CKMT1); acidic-type mitochondrial creatine kinase (MIA-CK)

RNAs mensageiros com expressio hipotalimica reduzida pela exposicio ao frio

@ & @

25-kDa synaptosomal-associated protein (SNAP25); super protein (SUP)

Brain fatty acid-binding protein (B-FABP); FABP7; brain lipid-binding protein (BLBF)
Casein kinase I delte; CKId; 49-kDa isoform

Corticotropin-releasing hormone (CRH)
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lateral, cuja avaliacdo por ¢DNA macroarray revelou significativo aumentc em sua
expressdo. De acordo com alguns estudos (QU ef al., 1996; SHIMADA ¢f al., 1998), o MCH
parece desempenhar importante papel no controle do comportamento alimentar, uma vez
que apresenta um potente efeito orexigénico e tem sua expresso suprimida ap6s tratamento
com leptina. Portanto, considerando-se estas informacdes e os resultados obtidos com a
caracterizagio do modelo experimental empregado neste trabalho, optou-se por,
inicialmente, confirmar a hiper-expressdo do MCH mediante exposicio ao frio e, em
seguida, avaliar o papel do mesmo neste contexto.

Para confirmar os resultados obtidos pelo ¢DNA macroarray, ratos foram
mantidos , em gaiolas individuais, a 23 ou a 4 °C durante 4 dias, apés o que tiveram seus
' hipotélamos removidos para andlise protéica ou extracfio de RNA. A expressdo protéica de
MCH fo1 analisada por dot-blot, usando anticorpo especifico para o mesmo, e por RIA,
enquanto os niveis d¢ RNAm foram determinados por RT-PCR, usando primers também
especificos para o MCH. '
Como resultados, observou-se que a exposicio ao frio promoveu um aumento
de aproximadamente 60 % (p<0,05) na expressdo protéica do MCH, tanto por dot-blot
quan;co por RIA (Fig. 4 A), e de aproximadamente 80 % (p<0,05) na expressio de seu
RNAm, ratificando, portanto, os resultados obtidos pelo cDNA macroarray.

4.4-PAPEL DA HIPER-EXPRESSAO DE MCH PELA EXPOSICAO AO FRIO
SOBRE PARAMETROS METABOLICOS E BIOQUIMICOS

Infusio ICV de MCH ou a sua hiper-expressiio hipotalimica através de
metodologia recombinante promovem aumento significativo da ingestio alimentar e ganho
de peso corporal (DELLA-ZUANA et al., 2002; LUDWIG ef al., 2001). A exposi¢do de
animais homeotérmicos a baixas temperaturas promove significativo aumento da ingestfio
alimentar, conforme observado no modelo experimental empregado neste trabalho, sendo
tal fendmeno regulado por eventos hipotaldmicos ainda pouco conhecidos. Para avaliar a
participagdo do MCH o controle da ingestdo alimentar, do peso corporeo e da termogénese
em animais expostos ao frio, avaliaram-se ratos mantidos em temperatura ambiente ou
expostos ao frio e tratados por via ICV com oligonucleotideo sense ou antisense para MCH

Resuitados
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quanto & variacBio de alguns parfmetros metabélicos (ingestdo alimentar, peso corporal,
temperatura retal, ¢ medida indireta do gasto energético) e bioguimicos (avabiacio dos
teores hepatico e muscular de glicogénio, andlise da gordura da carcaca e visceral), bem
como medidas relativas a fungfo do BAT (expressdo de UCP-1 e massa tecidual).

4.4.1-Bloqueio da sintese protéica de MCH por oligonucleotideo antisense
especifico
Para avaliar o papel da hiper-expressdo hipotaldmica de MCH durante a
exposicio ao frio, foi realizado bloqueioc em sua sintese protéica utilizando
oligonucicotideo antisense fosfotiolado, construido a partir da segfiéncia de RNAm
especifica para 0 MCH de ratos, acessado através do GenBank. Trés diferentes seqiiéncias
de oligonucleotideos antisense e respectivos oligonucleotideos sense foram desenhados e
injetados ICV por 3 dias (1 dose/dia; 2,0 pL/dose; 2,0 nmol/ul) em animais expostos a 23
°C ou a 4 °C. A expressio de MCH foi avaliada através da anslise de extratos protéicos
hipotalimicos por dot-blot ¢ RIA. A seqiiéncia 5-ACA GCC AGA CTG AGG-3’
(antisense) foi a que apresentou resultados mais efetivos e reprodutiveis quanto ao blogueio
da expressio do MCH, reduzindo-a em aproximadamente 25 % (p<0,05) nos animais
mantidos em temperatura ambiente e 45 % (p<0,05) nos animais expostos ao frio, sendo,
portanto, utilizada em todos os demais experimentos paralelamente ao uso de sua respectiva
seqii€ncia sense como controle (Fig. 4 B).
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Figura 4-Efeitos da exposigfo ao frio (A) e do tratamento com oligonucleotideo antisense
(AS) (B) sobre a expressdo de MCH em hipotalamo de ratos expostos ao frio

(4 °C) ou mantidos em temperatura ambiente (Controle). Em ambos os

experimentos n = 4 e *p<0,05.
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4.4.2-Efeitos do bloqueio da sintese de MCH sobre a ingestdio alimentar, peso ¢
temperatura corporais:

Nao se observaram variagSes significativas na ingestfio alimentar e temperatura
corporal induzidas pelo blogueio do MCH, em qualquer temperatura. Por outro lado
significativa queda no peso corporal de animais expostos ao frio foi detectada apés o
bloqueio da sintese de MCH (2100 %). Surpreendentemente, mesmo os animais mantidos
em temperatura ambiente apresentaram significativa queda no peso corpéreo apés o
tratamento com oligonucleotideo antisense para o MCH (p<0,05) (Fig. 5).
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Figara S-Efeito da mibicBo da expressio de MCH através do tratamento com
oligonucieotideo antisense (AS) sobre a varia¢gdo do peso corpdreo de animais
expostos ao frio (4 °C) ou mantidos em temperatura ambiente (Controle), onde n
= 4, *p<0,05 vs. 4 °C SO e #p<0,05 vs. Controle SO.

4.4.3-Efeitos do bloqueic da sintese de MCH sobre o glicogénio muscular e
hepatico e composiciio corporal

Uma vez que o bloqueio da sintese hipotaldmica de MCH nos animais expostos

ao frio promoveu significativa perda de peso sem maijores variagdes na ingestio alimentar e

temperatura corporal dos mesmos, avaliou-se a quantidade relativa de glicogénio, gordura

subcuténea e visceral, além da massa corporal isenta de gordura tanto em animais controles

quanto expostos ao frio, durante quatro dias, tratados ou niic com oligonucleotideo
aptisense para MCH.
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A exposi¢do ao frio levou ao aumento no contetdo de glicogénio hepatico
=400 %, p<0,05). Entretanto, sob tratamento com oligonucleotideo antisense para MCH,
animais expostos ao frio apresentaram menores niveis de glicogénio hepatico (2120 %,
p<0,05) quando comparados aqueles sem bloqueio, havendo tendéncia a um mesmo

comportamento em relagio ao glicogénio muscular (=20 %), porém ndo significativo

(Fig. 6).
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Figura 6-Efeito da inibico da expressio de MCH através do tratamento com
oligonucleotideo antisense (AS) sobre os niveis de glicogénio hepatico (A) e
muscular (B) de animais expostos ao frio (4 °C) ou mantidos em temperatura

ambiente (Controle). Em ambos os experfimentos n = 4 e *p<0,05.

Os niveis de gordura subcutdnea, por sua vez, foram significativamente
reduzidos nos amimais expostos ao frio (5,35 £ 0,93 %) em comparacio aos controles
(13,34 + 1,28 %), nfo havendo mudancas na massa isenta de gordura. Entretanto, apos o
tratamento com oligonucleotideo antisense para MCH, animais mantidos a 4 °C
apresentaram maiores quantidades de gordura (6,84 + 1,49 %, p<0,05) e menor massa

isenta de gordura (p<0,05) que aqueles nfo tratados com oligonucleotideo antisense
(Fig. 7 A e B).
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Quanto aos niveis de gordura visceral, tanto a exposigdo ao fiio quanto o

tratamento com oligonucleotideo antisense para MCH promoveram reducfio da gordura
epididimal (Fig. 7 C).
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Figura 7-Efefto da inibigio da expressio de MCH através do tratamento com
oligonucleotideo antisense (AS) sobre os niveis de gordura corporal (A), massa
magra (B) e gordura epididimal (C) de animais expostos ao frio (4 °C) ou
mantidos em temperatura ambiente (Controle). Em todos os experimentos n = 4,

em A e B *p<0,05 vs. 4 °C SO.
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4.4.4-Efeitos do blogueio da sintese de MCH sobre o comsumo de oxigénio, a
producio de diéxido de carbono ¢ 0 QR

Animais expostos ao frio apresentaram consumo de O, e produgiio de CO; (3,24 + 0,26
e 2,50 = 0,22 ml/gh, respectivamente) significativamente maiores que os animais
controles (1,54 + 0,02 e 1,21 + 0,04 mL/g-h, respectivamente) (p<0,05 para consumo de O,
e producfic de CO,), enquanto nenhuma variagio no QR foi observada entre os grupos
(0,77 £ 0,01 vs. 0,78 £ 0,03 para animais expostos ao fric e controles, respectivamente). O
bloqueio da expressdo de MCH pelo tratamento com oligonucleotideo antisense nfio
promoveu alteragbes significativas em nenhum desses parimetros entre 0s grupos
estudados.

4.4.5-Efeitos do bloqueio da sintese de MCH sobre a expressio de UCP-1 no BAT

A sobrevivéncia de animais homeotérmicos em condicdes de baixa temperatura
depende de mecanismos eficientes que mantenham sua temperatura corporal estivel,
fungdo esta que, em roedores, € exercida pelo BAT, localizado em maior proporgio no
espago interescapular ¢ na regifio perirenal. Neste tecido, a produggo de calor é dependente
da expressic de um membro da familia das proteinas desacopladoras da mitocdndria
(UCPs), especificamente a UCP-1.

Para avaliar a participagiio do MCH sobre a expressio de UCP-1 induzida pelo
frio, analises da expressfio de UCP-1 interescapular por Western blot foram realizadas em
ratos expostos ao frio por quatro dias tratados com oligonucleotideos antisense para MCH,
e comparadas as de seus respectivos controles. A exposicio ao fric promoveu um aumento
de aproximadamente 30 % (p<0,05) na expressio de UCP-1 no BAT, aumento este
intensificado pelo bloqueio do MCH hipotaldmico nesta condigiio experimental (p<0,05 em
relagdo aos animais néio tratados com oligomucleotideos). Mesmo entre os animais mantidos
em temperatura ambiente, 0 uso de oligonucleotideo antisense para MCH induziu um
aumento na expressdo de UCP-1 no BAT, embora nfio significativa, em comparacdio aos
seus controles (Fig. 8). Por fim, durante este mesmo ‘periodo, o bloqueio do MCH
promoveu aumento significativo no peso relativo do BAT entre os animais expostos ac fiio
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(0,099 + 0,004 vs. 0,083 £ 0,003 % para animais tratados ou nfio com oligonucieotideo

antisense, respectivamente).
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Figura 8-Avaliagio da expresso de UCP-1 (A) e da massa tecidual de tecido adiposo
marrom (B) em ratos expostos ac frio (4 °C) ou mantidos em temperatura
ambiente (Controle), tratados ou nfio com oligonucleotideos antisense (AS) para

MCH. Em todos os experimentos n =4 e *p<0,05 vs. 4 °C SO.

4.5-PAPEL DO MCH SOBRE A ACAQ INSULINICA

Uma vez que a exposigiio ao frio promove regulacfo tecido-especifica nas vias
de sinalizacfio da insulina (GASPARETTI ef al., 2003) e estd associada com a hiper-expressio
hipotaldmica do MCH, conforme evidenciado pelo modelo expertmental empregado no
presente trabatho, passou-se a avaliar o papel do MCH sobre: (1) a secrecéio de insulina, (2)
a sensibilidade de tecidos periféricos 4 mesma e (3) a transmissio do sinal de insulina em
tecidos periféricos de ratos submetidos a infusdes ICV do hormdnmio MCH ou do
oligonucleotideo antisense MCH por § dias, durante os quais foram realizadas também
medidas da ingestfio alimentar e peso corporal, além da mensuracio dos niveis basais de

glicose, insulina e corticosterona.
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4.5.1-Efeitos do tratamento com MCH e do blogueio da expressio de MCH sobre a

ingestiio alimentar, peso corporal e niveis séricos basais de glicose ¢ insulina

A ingestdo cumulativa ao longo de 5 dias de infusdes ICV com MCH (43,55 +
2,25 g) ou oligonucleotideo antisense para MCH (40,81 + 7,41 g) ndio apresentou diferenca
significativa em relagfio aos animais controles (42,44 + 8,16 g), o mesmo acontecendo em
relagdo a variagfo do peso corporal. Os niveis basais de glicose foram maiores nos ratos
tratados com MCH (90,75 + 2,25 mg/dL) que nos ratos controle (80,8 £ 2,13 mg/dL)
(p<0,05). Entretanto ndo houve diferenca entre a glicose sanguinea do grupo controle e do
grupo tratado com oligonucieotideo antisense MCH (83,25 + 2.93 mg/dL). Ndo houve
alteragdo significativa nos niveis de insulina basal quer pelo tratamento com MCH (0,640 *
0,111 ng/mL) quer pela inibicio de sua expressio com oligonucleotideo antisense MCH
(0,655 £ 0,346 ng/ml.) em relagdio ao grupo controle (0,934 + 0,234 ng/ml).

4.5.2-Efeitos do tratamento com MCH e de blogueio da expressio de MCH sobre
consumo de glicose e secrecfio de insulina medidos por GTT, e sobre a
sensibilidade 2 insulina medida por ITT

No quarto dia de infusdes ICV com MCH, oligonucleotideo antisense ou TE
(animais controles), apds 12 horas de jejum prévio, foi avaliada a secrecfio de insulina
durante a realizagio de um GTT intraperitoneal (Lp. GTT). As concentragdes de glicose
sérica dos animais que receberam infusbes de MCH mantiveram-se sempre mais elevadas
que as dos animais tratados com oligonucleotidec antisense ¢ controles, atingindo um pico
méximo de 211,88 £ 10,02 mg/dL aos 30 mimstos, valor este que foi significativamente
superior as concentragdes méximas alcancadas pelos animais infundidos com
oligonucleotideo antisense (146,40 + 7.798 mg/dL, p<0,05) ou TE (153,09 + 14,50 mg/dL.,
p<0,05) neste mesmo tempo. Aos 60 minutos do teste, a concentragio de glicose dos
animais infundidos com MCH (176,11 + 11,53 mg/dL) permaneceu mais alta que a dos
animais controles (116,66 + 8,5 mg/dlL, p<0,05) ou oligonucleotideo antisense (143,62 +
7,46 mg/dL, NS), enquanto aos 120 minutos, embora mantida esta tendéncia, nfo houve
diferenca significativa nas concentracdes de glicose entre os grupos (Fig. 9 A). Portanto,
contrariamente ac que se observa durante a exposicio ac fiio, situagio na qual a
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hiper-expressdo de MCH no hipotdlamo coincide com captagdo mais eficiente de ghcose
durante o GTT, o estimulo com MCH exégeno em ratos mantidos em temperatura ambiente
promoveu uma mobilizaciio de glicose menos eficiente durante o GTT. Além disso, as
maiores concentracdes de glicose apresentadas pelos animais tratados com MCH estiveram
associadas a niveis de insulina ligeiramente mais baixos, porém nfo significativos, durante
o GTT (Fig.9 B). De acordo com o ITT o tratamento com MCH ¢ ¢ bloqueio da expresséo
de MCH pele uso de oligonucleotideos antisense MCH nfio promoveram modificagéo
significativa da velocidade de consumo de glicose, de tal forma que o Kitt foi
estatisticamente similar nos trés grupos testados (Fig. 9 C).
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Figura 9-Glicose (A) e insulina (B) durante o GTT, e constante de decaimento da glicose
(Kitt) durante o ITT (C) em ratos tratados com veiculo [(Controle) em azul}, com
MCH (em verde) ou com oligonucleotideos antisense para MCH [(AS-MCH) em

vermelho]. Em todos os experimentos n = 4. Em A *p<0,05 para MCH vs.
Controle e AS-MCH, e #p<0,05 para MCH vs.Controle.
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4.5.3-Efeitos do tratamento com MCH e do blogueio da expressiio de MCH sobre a

transducio do sinal de insulina

O fiuxo de glicose para 0 BAT, o WAT e o musculo esquelético de ratos
expostos ao frio encontra-se significativamente aumentado em relac3o 2 animais mantidos
em temperatura ambiente, enquanto que para o figado este fluxo se mantém inalterado
{GASPARETTI ef al., 2003). Por outrc lado, no presente trabalho, a hiper-expressio
hipotaldmica de MCH resultante da exposiciio ao frio ocorreu em paralelo ao aumento na
expressdo de UCP-1 no BAT, intensificada pelo bloqueio na sintese protéica de MCH, bem
como a significativa redugfio da gordura corporal e a elevacio do glicogénio hepatico,
efeitos estes atenuados de maneira significativa pelo tratamento com oligonucleotideo
antisense para MCH. Em razfo desses resultados, decidiu-se avaliar etapas intermedidrias
fundamentais das vias de sinalizacSio da insulina no figado, misculo esquelético, BAT e
WAT, assim como os niveis de UCP-1 ¢ UCP-3 no BAT e musculo esquelético,
respectivamente, em animais tratados ICV com doses didrias de MCH, oligonucleotideo
antisense para MCH ou tampéo TE, a0 longo de 5 dias.

No figado, a fosforilagio em serina 473 da Akt induzida pela insulina, nfio foi
alterada pelos tratamentos com MCH e oligonucleotideo antisense MCH. Igualmente, a
fosforilagio em tirosina induzida por insulina das isoformas 42 e 44 kDa da ERK nfio foi
afetada pelos tratamentos com MCH ou antisense MCH (Fig. 10).

Em musculo esquelético o tratamento com MCH promoveu redugio
significativa da fosforilagfio em serina 473 da Akt induzida por insulina ao passo que a
mibi¢@io da expressdo de MCH pelo tratamento com oligonucleotideo antisense levou a um
discreto aumento (n8o significativo) da ativagio da Akt. A fosforilagio em tirosina
nduzida por insulina das isoformas de 42 e 44 kDa da ERK nfo foi afetada pelos
tratamentos com MCH ou antisense MCH (Fig. 11).
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Figura 18-Imunoblot com anticorpos anti-[Ser* "JAkt (A) e anti-fosfo-ERK (B), obtidos de

figado de ratos conirole (Ctr), tratados com MCH ou com oligonucleotideo
antisense MCH (AS) e estimulados (+) ou nfo (~) com insulina. Em todas as

situacles n=4.
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Figura 11-Imunoblot com anticorpos anti-[Ser*”’]Akt (A) e anti-fosfo-ERK (B), obtidos de
musculo esquelético de ratos controle (Ctr), tratados com MCH ou com
oligonucleotideo antisense MCH (AS) e estimulados (+) ou nfio (-} com

insulina. Em todas as situagdes n = 4, *p<0,05 vs. Ctr+.

Resultados
59



Em tecido adiposo branco a fosforilagio em serina 473 da Akt induzida por
insulina nfo foi significativamente modulada quer pelo tratamento com MCH quer pela
inibicio de sua expressio com oligonucleotideo antisense MCH. Por outro lado, o
tratamento com MCH, mas nfo com oligonucieotideo antisense MCH promoveu reducéio
significativa da fosforilacio em tirosina das isoformas de 42 e 44 kDa da ERK induzida por
insulina (Fig. 12).
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Figura 12-Imunoblot com anticorpos anti-[Ser*>]Akt (A) e anti-fosfo-ERK (B), obtidos de
tecido adiposo branco de ratos controle (Ctr), tratados com MCH ou com
oligonucleotideo antisense MCH (AS) e estimulados (+) ou ndo (-) com

insulina. Em todas as situagdes n = 4, *p<0,05 vs. Ctr+.

Em tecido adiposo marrom, a fosforilagio em serina 473 da Akt induzida pela
insulina ndo sofreu modulacdo pelo tratamento com MCH ou pela inibicdo da expresséo do
MCH pelo tratamento com oligonucleotideo antisense MCH. A fosforilag8o em tirosina das
isoformas 42 e 44 kDa da ERK induzida pela insulina nfo foi alterada pelo tratamento com
MCH, mas sofreu discreta elevaciio pela inibic8o da expressfo de MCH através do

tratamento com oligonucleotideo antisense MCH (Fig. 13).
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Figura 13-Imunoblot com anticorpos anti-[Ser*”’]Akt (A) e anti-fosfo-ERK (B), obtidos de
extratos totais de tecido adiposo marrom de ratos controle (Ctr), tratados com
MCH ou com oligonucleotideo antisense MCH (AS) e estimulados (+) ou néo

(-) com insulina. Em todas as situagdes n = 4, *p<0,05 vs. Ctr+.

Finalmente, o tratamento com MCH e com oligonucleotideo antisense MCH
ndo promoveu alteracles significativas na expresso de UCP-1 em tecido adiposo marrom e
de UCP-3 em musculo esquelético. Especificamente em tecido adiposo marrom houve
interessante tendéncia de reducdo da expressdo da UCP-1 pelo MCH e de aumento da

expressdo desta proteina pela inibi¢iio da expressdo do MCH (Fig. 14).
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Figura 14-Imunoblot com anticorpos anti-UCP-1 (A) ¢ anti UCP-3 (B), a partir,
respectivamente, de extratos protéicos de tecido adiposo marrom e misculo
esquelético obtidos de ratos controle (Ctr), tratados com MCH ou com

oligonucleotideo antisense MCH (AS). Em todas as condi¢des n = 4.

4.5.4-Efeitos sobre os niveis séricos de costicoterona

Os niveis de corticosterona analisados por RIA mostraram-se discretamente
elevados nos animais tratados com MCH (51,051 % 4,802 ng/mL) em relacfio aos animais
controle (44,411 = 3,701 ng/mL) (nfio significativo), enquanto os animais sob bloqueio da
expressdo de MCH apresentaram valores reduzidos de corticosterona (34,2090 + 4,487

ng/ml) tanto em comparacdo ao grupo MCH (p>0,05) quanto ao grupo controle (sem
diferenca significativa) (Fig. 15).

757

Crr MCH AS

Figura 15-Niveis sanguineos de corticosterona detectados por RIA em ratos controle (Ctr),
tratados com MCH ou com oligonucleotideo antisense MCH (AS), onden=6 ¢
*p<0,05.
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O aumento da prevaléncia de obesidade ¢ diabetes mellitus em populacdes de
diversas regifes do planeta € o resultado da associagio de uma série de fatores ambientais
como, por exemplo, modificagBes no habito alimentar e reducio da atividade fisica, que
agem sobre individuos com predisposicfio genética, para levar ao fendtipo final
{(GUY-GRAND, 2003; KOPELMAN, 2000; SPIEGELMAN e FLIER, 2001). Obesidade ¢ diabetes
mellitus tém conseqiiéncias importantes tanto em satide piblica, pois interferem com a
produtividade profissional, e acarretam gastos para o sistema; como também numa esfera
individual, pois comprometem a qualidade de vida, além de reduzirem a auto-estima e
contribuirer para a reducdo da longevidade.

Diferentes abordagens foram utilizadas numa tentativa de se encontrar
conexfes entre o desenvolvimento de obesidade e diabetes mellitus. Dentre estas
abordagens destaca-se a realizagfio de estudos envolvendo modelos animais com mutagdes
espontineas que resultam no desenvolvimento de obesidade, a exemplo de camundongos
ob/ob e db/db, e ratos Zucker (fa/fa), nos quais a auséncia de leptina ou a perda da
funcionalidade dos seus receptores estdio associadas a anormalidades endbcrinas e
metabdlicas, como intolerdncia & glicose e distirbios da secregio de insulina. Por outro
lado, a hiper-express&o da enzima 11B-hidroxi-ester6ide dehidrogenase tipo 1 (11B-HSD1)
em adipécitos de camundongos incrementa a atividade de glicocorticoides nestes drgdos
resultando em obesidade visceral e diabetes tipo 2 (STULNIG e WALDHAUSL, 2004;
TOMLINSON ¢ STEWART, 2002). O processo de envelhecimento estd associade ao
desenvolvimento de obesidade, provavelmente como conseqiiéncia de mecanismos centrais
de descontrole da fome e termogénese (SEALS e BELL, 2004), sendo, portanto, mais um
importante modelo utilizado em estudos que visam caracterizar o desenvolvimento de
obesidade ¢ diabetes mellitus (CARVALHO er al., 1996; FERNANDES ef al., 2001). A
exposicio de animais homeotérmicos ao frio constitui situacfio fisiolégica tinica em que se
observa elevada termogénese indépendentemente do estado alimentar. Durante a exposicéo
ao frio hd aumento da ingestfio alimentar que se acompanha de reduzidos niveis sanguineos
de insulina e leptina, hormbnios estes que modulam sinais hipotalimicos de saciedade.
Desta forma, a utilizacio da exposicéio ao frio como modelo para avaliagdo do controle da
ingestdo alimentar, aumento da termogénese e controle do fluxo de substratos para 6rgdos e
tecidos, voltados especialmente 2 manutenciio da homeostase da glicose, bem como a
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realizacio de estudos sobre mecanismos moleculares responsdveis por tais adaptacses,
devem oferecer a possibilidade de se alcancar avangos na compreensio dos mecanismos
centrais de controle do peso corpdreo € controle central e periférico da agfio da insulina.

Como mencionado acima, a exposicio de apimais homeotérmicos 4 baixa
temperatura promove varias adaptacdes fisiologicas necessdrias para manter a estabilidade
da temperatura corporal (ARANCIBIA ef al., 1996, HORVATH et al., 1999; VINTER ef al.,
1988). Dentre tais adaptagGes, o aumento na ingestio alimentar juniamente com a queda
inicial do peso seguida de um reduzido ritmo de ganho no peso corporal refletem desvio do
fluxo energético para produgio de calor, através do processo de termogénese adaptativa
sem-calafrio (BING ef al., 1998; MELNYK ¢ HIMMS-HAGEN, 1998; YAHATA e KUROSHIMA,
1989).

No presente estudo, a exposigéio de ratos ao frie foi utilizada como modelo para
que, num primeiro momento se investigasse o controle da expressdio de RNAs mensageiros
codificadores de diferentes proteinas em hipotdlamo, as quais pudessem ter participacfio
nos mecanismos centrais de regulacio da fome e termogénese, ¢ num segundo momento
avaliar a possivel participacdo de alguma destas proteinas no controle central da acfio
periférica da insulina.

De forma similar a estudos pregressos (BING ef al., 1998), foi observado no
presente modelo um aumento na ingestfio alimentar acompanhado de perda inicial no peso
corporal ¢ menor ganho de peso pelos animais expostos ao frio, o que pode estar
relacionado a aumento na termogénese, pois embora tenha havido breve ¢ discreta queda na
temperatura corporal desses animais, a mesma retornou a normalidade e manteve-se estdvel
até o fim do periodo experimental. Por outro lado, a manutengfio de baixas concentracbes
de insulina ao longo do periodo de exposicio ao frio nfo foi acompanhada por
hiperglicemia ou redugfio dos niveis circulantes de AGL conforme verificado em outro
estudo (HOO-PARIS ef al., 1988). Isto pode ser explicado pelo fato de que neste estudo os
animais foram mantidos em hipotermia, 0 mesmo nio acontecendo no atual trabatho onde a
temperatura corporal dos animais expostos ao frio manteve-se estavel.

Embora a exposicdo ao fric seja utilizada em alguns estudos como modelo
experimental de estresse, a auséncia de alteracSes nos niveis circulantes de TSH e
costicosterona observada no presente trabalho exclui a possibilidade dos demais resultados
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refletirem respostas a uma condigfic de estresse. Por outro lado, glicocorticoides estdo
associados & reducfo na termogénese e atividade do BAT, provavelmente por estimular
diretamente a expressdio de NPY no nucleo arqueado (STRACK ef al., 1995). Portanto, é
provavel que a nfo elevagfio nos niveis de corticosterona seja um dos fatores necessarios
para que haja aumento da termogénese e conseqiiente sobrevivéncia mediante exposicio
prolongada ao frio.

Diante do menor peso corporal apresentado pelos animais expostos ao frio,
foram avaliados os estoques corporais de energia, constatando-se maior mobilizacfio da
gordura corporal evidenciada pelo menor percentual de massa gorda associada a aumento

na massa magra ¢ elevagéo nos niveis hepaticos de glicogénio.

Uma vez obtidas evidéncias de que o presente modelo animal se equivale a
outros j& descritos na literatura, iniciaram-se estudos visando a identificacio de RNAs
mensageiros codificadores de proteinas hipotalimicas reguladas pela exposicio ao frio.
Gene arrays sdo ferramentas metodolégicas que possibilitamm uma andlise dindmica da
expressdo de imimeros genes permitindo um ripido ganho de conhecimento quanto &
resposta de um determinado tecido frente a um estimulo experimental (CHEUNG e
SPIELMAN, 2002).

Como descrito nos resultados, 56 dentre 1176 genes expressos no hipotalamo
foram modulados pela exposigio ao frio, dentre os quais alguns neurotransmissores,
receptores de membrana, proteinas envolvidas com transcrigdo e traducfio, canais idnicos
de membrana ¢ outros. Potencialmente, muitos destes genes podem participar diretamente
das adaptaches centrais que ocorrem no fiio. Entretanto, conforme j& mencionado,
selecionou-s¢ © neurotransmissor MCH (horménio concentrador de melaning), cuja
expressdo mostrou-se significativamente aumentada através do cDNA macroarray, para que
fossem avaliadas sua expressio e agfio sobre parAmetros metabdlicos relacionados ao gasto
energético e ingest@io alimentar, uma vez que o mesmo exerce reconhecidas propriedades
moduladoras sobre o controle alimentar e o peso corpéreo (LUDWIG ef al., 2001; QUet al.,
1996; SHIMADA ef al., 1998). Com este fim, a expressdo hipotaldmica de MCH em animais
expostos ou ndc aoc frio foi parcialmente bloqueada pela utilizagio ICV de
oligonucleotideos antisense para MCH, por 3 dias, durante os quais foram avaliadas
medidas de parimetros metabolicos, bioquimicos ¢ hormonais.
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O MCH, neuropeptideo de 19 aa, inicialmente identificado na hipofise de
salmfo, € expresso em neurdnios da 4rea hipotalimica lateral e, em mamiferos, tem sua
importancia associada principalmente ao controle do comportamento alimentar,
apresentando potente efeito orexigénico e tendo sua expressio suprimida apds tratamento
com leptina (QU et al., 1996; SHIMADA er al., 1998). A¥m disso, o0 MCH imterfere na
regulagdo do peso corporal, pois sua superexpressio em camundongos pode ocasionar
obesidade e mesmo resisténcia 4 insulina (LUDWIG et al., 2001).

Muitos estudos, a partir do trabalho inicial de QU e colaboradores (QU et al.,
1996), atribuem ao MCH a propriedade de aumentar a ingestfic alimentar em animais
experimentais. Entretanto, o bloqueio parcial em sua sintese, promovido pela infusio ICV
de oligonucleotideo antisense, nfo resultou em modulagdo significativa da ingestdo quer
nos animais mantidos a 4 °C quer nos controles, o que juntamente com outras evidéncias
encontradas na literatura, referentes aos efeitos do MCH sobre o comportamento alimentar,
demonstram que isto n#o representa simples relagfo causa-efeito. Na verdade, doses agudas
de MCH administradas via ICV promovem aumento significativo na ingestdo alimentar
(CLEGG ef al., 2003; DELLA-ZUANA et al., 2002; QU et al., 1996; ROSSI ef al., 1997),
enquanto infusdes cronicas de MCH nfio elevam significativamente a ingestdo calérica
quando ratos sGo mantidos sob dieta regular, embora ocorra elevagio da ingestio caso estes
sejam tratados com dieta hiperlipidica (GOMORI er al., 2003; ITO ef al., 2003). Do mesmo
modo, estimulo & atividade hipotaldmica do MCH através de infusses ICV (ROSSI ef dl.,
1997) ou bloqueio da mesma utilizando antagonista especifico para o MCHI-R
(BOROWSKY ef al., 2002) exercem, agudamente, eféitos evidentes sobre a alimentaciio e
moderado ou nenhum efeito apés tratamento cronico. A hiper-expressic por mecanismos
recombinantes de MCH também resulta em hiperfagia e obesidade, embora a magnitude de
aumento na ingestdio seja menor que aquela apresentada por animais tratados agudamente
com MCH (LUDWIG ef al., 2001).

Por outro lado, a ablagio do MCH produz um fenétipo de baixo peso associado
4 hipofagia ¢ aumento no consumo de oxigénio (SHIMADA ef al., 1998), enquanto a
auséncia de receptores para o MCH promove baixo peso e redugio da massa gorda,
especialmente como conseqiiéncia de hiperatividade e metabolismo alterado, mesmo diante
de quadro de hiperfagia (CHEN ef al., 2002; MARSH ef al., 2002). Em recente estudo
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(SEGAL-LIEBERMAN ef al., 2003), demonstrou-se, através de ablacdo do MCH em
camundongos ob/ob (0s quais hiper-expressam MCH), uma atenuaciio do fendtipo de
obesidade (magreza secundéaria a maior gasto energético), apesar de sustentada hiperfagia,
bem como melhoria de outras anormalidades metabdlicas e endécrinas associadas 2
deficiéncia de leptina (melhor resposta & exposico ao frio, menor nivel de corticosterona
plasmatica, melhoria na tolerancia 4 glicose).

Diante destas informagBes, sugere-se que os efeitos orexigénicos do MCH no
hipotdlamo sejam dependentes de fatores como duragfio do estimulo, dieta adotada, tipo de
receptor bem como do modelo experimental, além do fato de que algumas abordagens
usadas para modular a agdo do MCH promovem mudangas consideriveis no peso corporal
sem similar regulagfio da ingestfio alimentar,

O bloqueio da sintese de MCH por quatro dias também nfio promoveu alteracio
significativa sobre a temperatura corporal dos animais submetidos a qualquer das condigdes
experimentais de temperatura, o que esté de acordo com prévias abordagens farmacologicas
e associadas & tecnologia recombinante, envolvendo o estudo da fungiio do MCH no
hipotalamo (BOROWSKY ef al., 2002; CLEGG ef al., 2003; DELLA-ZUANA et al., 2002; QU
et al., 1996).

O peso corporal, ao contririo dos parimetros previamente avaliados, foi
significativamente modulado pelo bloqueio parcial do MCH. No presente trabatho,
observou-se que a exposicio ao frio resulta em queda inicial do peso corporal, a qual é
seguida de gradual recuperag8o, embora os animais submetidos ao frio nfio obtenham a
mesma taxa de ganho de peso que aqueles mantidos em temperatura ambiente. Somado a
isso, os animais expostos ac frio que estavam sob bloqueio da sintese de MCH tiveram
perda de peso significativamente maior que seus respectivos controles, o mesmo
acontecendo com o0s animais mantidos em temperatura ambiente que foram tratados com
oligonucleotideo antisense, porém nestes em menor magnitude.

Considerando-se que o bloqueioc da expressio de MCH resultou em
significativa perda de peso ndo acompanhada por mudancas na ingestdo alimentar ¢ peso
corporal, avaliaram-se a seguir os estoques corporais de energia, consumo de oxigénio,
produgdio de diéxido de carbono, QR e expressio de UCP-1 no BAT, com o proposito de




estimar, mesmo que indiretamente, o fluxo da energia perdida pelos animais submetidos a
bloqueio do MCH, e a participacfio do BAT nas adaptagdes termogénicas estimuladas pelo
frio e pela interferéncia na sinalizaciio do MCH. Em resposta ao bloqueio da expressio do
MCH, houve reducfo nos contetidos hepatico ¢ muscular de glicogénio, assim como da
gordura epididimal, aumento relativo na massa gorda e reduciio da massa magra entre os
animais expostos ao frio. Além disso, s quantidade de UCP-1 no BAT, que foi
significativamente aumentada pela exposigiio ac frio, confirmando relatos anteriores da
literatura (BING et al, 1998), sofreu significativo incremento sob blogueio do MCH,
acompanhado de aumento no peso relativo do BAT. Em contrapartida, todas essas
alteragBes ocorreram sem que houvesse maiores mudancas no consumo de O, producéo de
COze QR.

O BAT ¢ um 6rgio especializado que participa ativamente na producéio de
calor. Sua atividade € estimulada por neurdnios hipotaldmicos através de impulso
simpatico. Considerando-se que conexdes simpéticas inervando o BAT tém origem no
PVN, LH, area prefornical e niicleo retroquiasmatico (OLDFIELD ef al., 2002), ¢ o fato de
ser 0 MCH um dos neurotransmissores predominantes no LH, & possivel que este
neuropeptideo participe do controle da expressio de UCP-1 ¢ da atividade termogénica do
BAT. Os resultados aqui apresentados sugerem que, durante exposicio ao fiio, a expressio
de UCP-1 em niveis adequados, a qual ¢ imprescindivel 4 plena atividade termogénica do
BAT, depende da hiper-expressdo hipotalimica do MCH. Frente a um bloqueio da
expressdo do MCH observa-se um aumento na quantidade de UCP-1. Tal fenémeno pode
refletir a perda da capacidade dos animais em ajustar adequadamente o gasto energético
necessario A producio de calor.

E possivel que o gasto energético promovido pela atividade motora represente
ainda outro mecanismo envolvido no controle ponderal dependente do MCH. De acordo
com relato da literatura (MARSH et al., 2002), a auséneia da efetividade do MCHI-R resulta
em magreza, hiperatividade motora ¢ hiperfagia. Aparentemente, grande parte do aumento
na taxa metabllica observada neste modelo animal estd relacionada a hiper-atividade
observada durante a fase escura de seu ciclo claro-escuro, Fm contrapartida, a maior
ativacBo de neurbnios que expressam MCH durante o estado de sono paradoxal ou sono
REM sugere importante participagio do MCH como fator hipnogénico associado 3
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auséncia total de tdnus muscular observada durante esta fase do sono (VERRET et al., 2003).
Talvez estas observagdes possam contribuir para explicar porque em muitos estudos que se
propuseram a caracterizar ¢ papel da sinalizacdo hipotaldmica de MCH sobre o controle da
ingestdo alimentar e peso corporal, nfio se encontrou forte correlagfio entre variagbes na
ingestdo caldrica € peso corpéreo. Isso se aplica também ao presente estudo, no qual a
auséncia de modificagdes no consumo de O, producdo de CO; e QR pode ser justificada
por tal observagfio, wna vez que os animais foram mantidos confinados durante a realizagiio
dessas medidas.

A hipétese de que o MCH tem importante papel no controle do gasto energético
¢ reforcada ainda por dois recentes estudos ( SHIMOKAWA et al., 2002; SEGAL-LIEBERMAN
et al., 2003;). No primeiro deles, o tratamento de roedores com um inibidor da enzima
dcido-graxo simtase, C75, induziu um quadro de hipofagia acompanhado por uma perda de
peso nfio proporcional, ou seja, os animais tratados com C75 perderam menos peso que
animais mantidos em jejum, embora nenhum dos grupos tenha ingerido calorias. Tais
animais apresentaram menor expresséo hipotaldmica de NPY ¢ AGRP e maior expressio de
POMC ¢ CART do que os controles, enquanto, surpreendentemente, expressaram niveis
hipotalamicos de MCH mais elevados. No segundo estudo, o knockout do MCH em
camundongos ob/ob, os quais hiper-expressam MCH, promoveu acentuada reducio na
gordura corporal apesar de sustentada hiperfagia, secundariamente a um grande aumento no
gasto energético decorrente de elevagdic tanto do gasto energético de repouso quanto da
atividade motora, além de conservar a massa magra.

Os resultados apresentados até o momento sugerem que mediante condicdes
promotoras do catabolismo, um aumento na expressio hipotalimica de MCH ¢ necessario
para que mecanismos capazes de regular o gasto energético possam minimizé-lo frente &

condicdo adversa, a exemplo do que ocorre durante a exposicao ao frio.

Na parte final deste estudo, avaliou-se o papel do MCH sobre produgfioc e aggio
periférica da insulina e sobre etapas intermedidrias fundamentais na transdugfio do sinal
molecular deste hormdnio. Uma vez que distirbios do controle do gasto energético sio
comuns em pacientes ¢ modelos animais com obesidade e, considerando-se a fregiiente
associag@io entre obesidade e diabetes mellitus, decidimos testar a hipbtese de um possivel
papel do MCH no controle da acio do tinico hormdnio hipoglicemiante. Para tal, ratos
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foram tratados com MCH ou com oligonucleotideo antisense MCH e comparados a
controles que receberam infusSes de tampdo TE, uma vez que os resultados obtidos pela
utilizacdio do mesmo nfo diferem daqueles decorrentes do tratamento com oligonucleotideo
sense MCH.

O tratamentc com MCH assim como a inibicio da expressiic do MCH nio
promoveu alieragio significativa nos niveis basais da insulina, enquanto os niveis basais de
glicose foram aumentados pelo tratamento com MCH., Durante ¢ GTT, ratos tratados com
MCH apresentaram elevagfio significativa dos niveis de glicose enquanto o tratamento com
oligonucleotideo antisense nfio promoveu mudancas significativas neste parimetro. Os
niveis de msulina durante o GTT nfo diferiram entre os grupos. Assim, o tratamento com
MCH parece contribuir para wm comprometimento da resposta funcional 3 insulina.
Entretanto, durante o ITT tal tendéncia nfo foi confirmada.

A andlise dos efeitos dos tratamentos com MCH e oligonucleotideo antisense
MCH sobre a ativagdo de duas proteinas envolvidas em etapas chaves da sinalizaciio da
insulina foi de encontro aos achados funcionais apresentados acima. As proteinas Akt e
ERK foram selecionadas por participarem de etapas da sinalizacfio celular da insulina que
direcionam o sinal para vias de controle de fendmenos metabdlicos (Akt) ou de crescimento
(ERK) (BRAZIL ef al., 2002; PAGES e POUYSSEGUR, 2004). Ao se avaliar a ativagiic da Akt,
medida pela fosforilagdo em serina 473 apés estimulo com insulina, observou-se que
somente em misculo esquelético o tratamento com MCH promoveu uma redugiio na
resposta molecular 2 insulina. Nos demais tecidos analisados ¢ tratamento com MCH ndio
induziu modificagdes significativas. Da mesma forma, o tratamento com oligonucleotideo
antisense MCH nfo foi capaz de induzir modificacdes significativas do padrio de ativagio
molecular da Akt em nenhum dos tecidos avaliados.

Com relagdio 4 ERK, o tratamento com MCH promoveu uma redugio da
resposta molecular 4 insulina em tecido adiposo branco, enquanto o tratamento com
oligonucleotideo antisense MCH levou a um aumento de sua ativacio molecular em tecido
adiposo marrom. Nos demais tecidos, ambos os tratamentos foram incapazes de provocar
modificagdes significativas no padrio de resposta da ERK 2 insulina.
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A hiper-expressio hipotaldmica de MCH em animais transgénicos torna-os
susceptiveis ao desenvolvimento de obesidade e secundariamente a um quadro de
resisténeia & insulina e intolerdncia 4 glicose (LUDWIG et al., 2001), enquanto a supressio
de MCH em animais que hiper-expressam este neuropeptideo resulta em atenuacio do
fenétipo de obesidade associada i melhoria na sensibilidade 3 insulina e subsegfiente
methor regulagfio na homeostase da glicose (SEGAL-LIEBERMAN e al., 2003). Em ambas as
condicdes, as alteracBes na sensibilidade & insulina foram atribuidas as modificacfes nos
niveis de adiposidade dos animais. Entretanto, considerando-se que o tratamento com MCH
induziu redugdo na afivagdio da Akt em misculo ¢ aumento nos niveis basais de glicose,
decorrente possivelmente de uma menor demanda de combustivel por esse tecido, pode-se
sugerir que 0 MCH per se, e através de um efeito central, possa desencadear mecanismos
que exercam interferéncia sobre a sinalizag@io da insulina em tecidos chave na captacfio de
glicose, como o préprio misculo, e que, portanto, 2 modulagfio na agfio periférica da
insulina observada nestes estudos (LUDWIG et al., 2001; SEGAL-LIEBERMAN et gl., 2003)
represente conseqiiéncia nfo apenas das alteragSes na adiposidade dos animais como
também da ag#o primaria do MCH.

O bloqueio da expressio do MCH em animais expostos ao frio estd associado a
aumento da expressdo de UCP-1 em BAT, enquanto em animais nfo expostos ao frio este
mesmo bloqueio da expressio de MCH promove aumento da ativaciio da ERK. Uma vez
que a ERK tem importante participagio no controle da transcrigio génica, participando
inclusive do controle de diferenciagfio de BAT e controle da expressiio de UCP-1 (PORRAS
et al., 1998), € possivel que a mesma represente uma das ligages celulares entre o sinal
gerado no hipotalamo pelo bloqueio da expressdo de MCH ¢ o controle da expressio da
UCP.

O presente estudo permitizc a identificacio de proteinas hipotaldmicas
potencialmente envolvidas no controle da ingestdo alimentar e termogénese e a avaliacio
mais detalhada de uma destas proteinas, o MCH. Os resultados aqui apresentados
trouxeram importantes informagSes nfio apenas no que se refere a0 controle da ingestio
alimentar e termogénese como também no controle central da acfio periférica da insulina,
tera ainda pouco explorado, porém de interesse crescente. Por fim, somado ao fato de que
0 MCH seja o tmico peptideo hipotalimico conhecido até o momento cuja ablagfio resulta
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em magreza, os resultados apresentados neste trabalbo revelam a potencialidade do
neurotransmissor MCH como alvo terapéutico para identificacio, geragio e
desenvolvimento de firmacos eficazes na terapia da obesidade e diabetes mellitus tipo2.
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Hypothalamic Melanin-Concentrating Hormone Is
Induced by Cold Exposure and Participates in the
Control of Energy Expenditure in Rats

MARCIO PEREIRA-DA-SILVA, MARCIO A. TORSONI, HUGO V. NOURANI, VIVIANE D. AUGUSTO,
CLAUDIO T. SOUZA, ALESSANDRA L. GASPARETTI, JOSE B. CARVALHEIRA,
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Paulista State Universily, Campus Rio Claro-State University of Sus Paulo, 13083-970 Campinas SP, Brazil

Short-term cold exposure of homeothermic animals leads to
higher thermogenesis and food consumption accompanied by
weightloss. An analysis of cDNA-macroarray was empleyed to
identify candidate mRNA species that encode proteins in-
volved in thermogenic adaptation to cold. A ¢:DNA-macroar-
ray anelysis, confirmed by RT.PCR, imuaumoblot, and RIA,
revealed that the hypothalamic expression of melanin-
concentrating hormone (MCH) is enhanced by exposure of
rats to cold :;wxronmant. The blockade of hypothalamic MCH
expression by antisense MCH oligonucieotide in cold-exposed
rats promoted no changes in feeding behavior and body term-

perature. However, MCH blockade led to asignificant drop in
body weight, which was accompanied by decreased liver gly-
cogen, increased relative body fat, increased absolute and
relative interscapular brown adipose tissue mass, increased
meoupling protein 1 expression in brown adipose tissae, and
increased consmmption of lear body mass. Thus, increased
kypothalamic MCH expression in rats exposed to cold may
participate in the process that allows for efficient use of en-
ergy for heat production during thermogenic adsptation to
cold. (Endecrinology 144: 4831-4840, 2002)

HRONIC EXPOSURE OF homeothermic animals to
cold environment leads to several physiological ad-
aptations that are required to maintain a stable body tem-
perature(1-3}. Among these adaptations, the increase of food
consumption associated with an initial fall of body weight
reflects the deviation of energy flow toward heat production,
through a process of hionshivering thermogenesis (4, 5). Most
of the adaptation control is coordinated by integrated re-
sponses of neurons lying in different hypothalamic nuclei
(6~8).

Loss of coordinated control of food ingestion and energy
expenditure is thought to be a central issue in the develop-
ment of obesity, one of the most prevalent and life-threat-
ening diseases of the modern world (9). A recent study has
shown that defects in signaling of several hypothalamic neu-
rotransmitters, such as neuropeptide Y, cocaine- and
amphetamine-regulated transcript, agouti-related peptide,
«-MSH, pro-opicmelanocortin, melanin-concentrating hor-
mone (MCH), and orexin {10}, as well as defects of leptin and
insulin signaling inh us, may lead to disturbances
of feeding and weight contro] (11, 12).

Because, under cold exposure, high food consumption is

Abbreviations: AS, With antisense oligonuclectide treatment; BAT,
brown adipose tissue; ICV, intracerebroventricular(ly); LH, laterat hy-
pothalamus; MCH, melanin-concentrating hormone; R(, respiratory
quotient; RT, reverse transcription; 5, with sense oligonucdieotide treat-
ment; T, temperature; UCP, uncoupling protein; VO,, rate of oxygen
consumption; VCO,, rate of carbon dioxide production; WO, without
oligonucieotide treatment.

associated with weight loss and increased thermogenesis, we
decided to use cDNA-macroarray analyses to identify can-

-didate hypothalamic proteins that are modulated in response

to cold and, therefore, evaluate their participation in the
processes that inteprate energy expenditure and food
consumption.
Among 1176 different mRNA specificities analyzed, cold
induced the modulation of expression of 56 dif-
ferent mRNA specificities in rat hypothalamus. Initial inter-
est was drawn over the neurotransmitter MCH, a 19-amino-
acid peptide, expressed mostly in neurons of the lateral
hypothalamus (LH) and known to induce hyperphagia and
weight gain, if intracerebroventricularly (ICV)-injected, in
experimental animals (13, 14). Moreover, the lack of MCH
signaling, by knocking out the expression of its receptor in
the central nervous s leads to moderate hypophagia
and leanness {15, 16). Based on these facts, we decided to
evaluate the role of MCH hyperex; iont in the hypothal-
amus of cold-exposed rats by blocking its protein synthesis
using a phosphorthicate-modified MCH:specific antisense
oligenudleotide.

Materiais and Methods
Chemicals, antibodies, and oligedecynucleotides

Reagents for SDS/PAGE and immunoblotting were obtained from
Bio-Rad (Richmond, CA). HEPES, phenyhnethylsulfonylflucride,
aprotinin, dithiothreitol, Triton X-100, Tween 20, glycerol, and BSA
(fraction V) were from Sigma Chemical Co. (5t. Louis, MO). Protein
A-Sepharose 6MB was from Pharmacia (Uppsala, Sweden); *1-Pro-
tein A and nitrocellulose membranes were from Amersham Corp.
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(Avlesbury, UK). Microcon centrifugal filter devices, YN-3, were

rchased from Millipore Corp. (Bedford, MA). Antibody against
MCH (c?cke‘n anti;il;iCH,dT-IS%} was from BMA Biomedicals AG
{Augst, Switzerland), and antibody against uncoupling protein
(‘U%s}i. {goat anti-UCP1, 5¢-6529) was from Santa Cruz Bigotechnoi-
ogy, Inc. {Santa Cruz, CA). Secondary antibodies, used as bridges,
antigoat (G-4018), and anti-chicken (F-8888), as well as rat MCH
{M-4542), were from Sigma Chemical Co. MCH RIA kit (RK 070-47)
was from Phoenix Pharmaceuticals, Inc. (Belmont, CA). Chernicals
employed in RT-PCR, primers for MCH (sense 5'-TAC GGA GCA
GCA AAC A-3 and antisense 5-ACA GCCAGACTGAGG G-3")and
Sractin {sense 5'-ACC ACA GCT GAG AGG GAA ATC G-3" and
antisense 5"-CAG TCOC GCC TAG AAG CAT TTG C-3'), phosphor-
thioate-modified cligonudeotides for MCH (sense 5'-CCC TCA GTC
TGG CTG-3' and antisense 5'-ACA GCC AGA CTG AGG-3"), and
Trizol reagent were obtained from Life Technologies (GIBCO BRL,
Gai MD). Sodiutm amobarbital was from Eli Lilly {(India-
napolis, IN). Atlas Rat 1.2 Array Kit was from Clontech Laboratories,
Inc. (East Meadow Cirdle, Palo Alto, CA}. Salmon sperm DNA was
from Sigma Chemical Co., and [« PIdATP was from Amersham
Corp.

Experimental animals and cold-exposure protocols

Male Wistar rats (56-70 d old /200-260 g) from the University of
- Campinas Central Animal Breeding Center were used in the experi-
ments. The University’s Ethical Committee a the protocols. The
animals were maintained on a 12-h artificial light, 12-h dark cycle and
kept in individual cages supplied with standard rodent chow and water
- ad Libitum. After an acclimatizing period 3 d), rats wete tansferred to
metabolic cages and rand: assigned to two treatment conditions:
control and cold-exposed [temperature (T} +4 C}. Rats of the control
group were continuously maintained at 23 + 1 C, whereas mats of the T
up were housed at 4 = 1 C. Protocols lasting 2hand 2, 4, 8,
and 16 d were employed. For hormone and biochemical determinations,
samples were collected from eight rats of each group, and analyses were
run in duplicates. For ¢<DNA preparation for macrcarray analysis,
mRNAexirac&&fwmﬂlehypotga!auﬁoft&memsofmhgroupwas
pooled, reverse transcribed, and used in the hybridization protocol;
three pools from each condition were evaluated. For the remaining
experiments, four rats of each group were analyzed, and the experitnents
were run in duplcates or triplicates.

ICV cannulation and ICV oligonucleotide injection

Adult male Wistar rats were stereotaxically instrumented under
sodium amobarbital (15 mg /kg body weight) anesthesia with chronic
unilateral ge stainless steel indwelling guide cannulas, asep-
tically placed into the lateral ventricle {0.2 mm posterior, 1.5 mm
lateral, and 42 mm ventral to bregma) as previously described (13).
After a 1-wk recovery pericd, all rats were kept in individual
and either to 23 = 1 C (control) ort0 4 £ 1 C(T +4 C) during
4 d. Sense and antisense MCH oligonucleotides were diluted in TE
buffer (10 mm Tris-HCI, 1 moa A) and ing once a day at
1000 h, with a total vol of 2.0 ul per dose (2.0 nmol/uh), 24, 48, and
72 h after the onset of the experimental period. Rats were rando
assi to six different treatment conditions: control without oli-
gonucleotide treatment (control WO); eold exposed without oligo-
nucleotide treatment {T +4 CWO); control with sense oligonucleotide
freatment {control S); cold exposed with sense oligonudeotide treat-
ment (T +4 C §); control with antisense oligonucleotide treatment
{control AS); cold exposed with antisense oligorucleotide treatment
(f +4 C AS).

Biochemical, hormonal, and metabolic characterization of
experimental animals

During the animal model characterization, the measuretents of food
mke,mwmperm,andbodywﬁgiﬁmobhimd at 1400 h
daily from experi Ito:xofenmia]' d 8, and on experimental
d1s. Dunng?CVm;ecbonpm , the measurements were performed
daily during the whole experimental pericd. Rectal ternperature was
measured with a Thermistor digital (HI-8753) high-precision thermom-
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eter {Hanna Instruments, Inc, Woonsocket, RI) inserted 1.5 cm from the
anus. Plasma glucose was determined by the glucose oxidase method
7). RIA was ed to measure serum insulin according to a pre-
vious description (18), leptin concentrations were determined using a
commercially available ELISA kit (Crystal Chem. Inc., Chicago, L), and
corticosterone and TSH were detected by commerdially available RIA
kits {Amersham Biosdences, Biotrak, Aylesbury, UK). Glycogen was
tneasured, according to a previously described method (19), in liver and
gastrocnemius muscle fragments, at experimental d 8 {during the animal
model characterization} and at experimental d 4 (during oligonu-~
cleotide treatment). Body carcass composition was determined as pre-
viously described Q0. ‘

Metabolic measurements

Hates of oxygen consumption (VO,) and carbon dioxide production
{VCO,) were measured by open-flow respirometry, with a set-up mod-
ified from a previously published method (21). After 14 h fasting, rats
were placed individually into polyvinyl chloride respirometric cham-
bers, which were then instalied into a ture-controlled cabinet
{=0.1C). Air was drawn over ascarite and drierite scrubbers to remove
0, and H,0 to a manifold, which divided the flow into four airstreams.
Each stream was regulated at 15002500 mi/min, depending on the
experimental temperature. The of the flow was periodically
checked with a2 Cole-Palmer (Vemon Hills, L) flow meter, and less then
1% drift during the experiments was detected. Each stream fed the infet
portof each of the four respirometric chambers, one of which contained
no experimental animal and was used as a baseline reference. Alr leaving
each respirometric chamber was directed inte 2 computer-controlled
multiplexer, where four solencid vales selected which flow would be
directedtoaeomﬁltemtroued mass-flow meter (model 840; Sierra
Instruments, Inc., Monterey, CA). The mass-flow meter was adjusted to
deliver a constant flow of 300 ml/min of air, entially through water
sczubbers, to the measurement cell of a CA-ZA €O, analyzer (Sable
International, Las Vegas, NV), again thro water and

erubbes, and inalyt the rcssuecsens el of  EC1B O analyoer
{Sable). Each chamber with a rat was sampled for 20 min. Thus, a
complete set of recording lasted for 80 min, and this 5 was
repeated six times during the evaluation period. Experiments started at
1000 h and finished at 1800 h. VO, and VCO, were calculated by the
Datacan based in the equations of Withers (22) and were

as milliliters per hour per Aniraals were weighed im-
mediately before and after the metabolic measurements, and the average
of these two measurements was used as the body mass value for these
calculations. The respiratory quotient (RQY) was calculated as:
VCO, VO,

e¢DNA arrays analysis and RT-PCR

RNA preparation. Control and cold-exposed rat hypothalamus were
excised and rapidly frozen in liquid nitrogen. Total RNA was ex-
tracted using Trizol reagent, according to the manufacturer’s recom-
mendations. Total RNA was quantified by specirophotometry at
A260 ran, and its integrity was determined from the A260:A280 nm
ratio. After 24 h, isolated total RNA was rendered genomic-DINA-free
by digestion with ribonuclease-free deoxyribonuclease (RQ1; Fro-
mega, Madison, WI).

Array hybridization. The recommended protocol was followed in all

EBriefly, 1 pg poly{A)* RNA was converted into “P-labeled
first-strand cDNA by Moloney murine leukemtia virus reverse tran-
seri Unincorporated *P-labeled nucleotides were removed by
chrowma using a NucleoSpin Extraction Spin Column
{CLONTECH, Palo Alto, CA). Purified cDINA probes were hybridized
to the Atlas membranes. Hybridization occurted overnight at 68 C.
After washing, membranes were sealed in hybridization bags and
exposed to imaging plates for 14, After ure, the imaging plates
were scanned using a BAS-1500 (Fujifitm, Fuji, Japan), and hybrid-
ization signals were counted. Hybridization signals of each gene were
normalized by a positive control (sigals of the housekeeping gene),
and gene expression was compared between the preconditioning and
control groups. Genes exhibiting differential expression in the pre-
conditioning group were selected only i the hybridization signals
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were either increased or decreased by at least 2-fold, compared with
those of the conirol group.

Semiquantitative RI-PCR. Seven micrograms of total RNA, obtained from
hypothalamus of rats expesed, or not, to cold during 4 d, were reverse-
transctibed with SuperScript reverse transcriptase (200 U/ph) wsing
oligof{deoxythymidine) {50 ma) in a 30-p} reaction vol 5% reverse
wmanscription (RT) buffer, 10 ma decxynucieotide triphosphate, and 40
U/ ul ribonuclease-free inhibitor]. The RTs involved a 50-min incubation
at 42 C and 2 15-min incubation at 70 C. After RT, 8.75 ul of the RT
p@uﬁmuﬁm&mwaﬁlﬂwlof%y}(mx PCR buffer,
1.0 mas deoxyn ide triphosphate, 50 mas MgCh, T: lymerase,
MWmﬂammmﬁrMmmﬁac&n}a&ean
of mRNA, was determined by PCR, using the primers described above,
and amplified a 323-bp DNA fragment of MCH and 2 533-bp DNA
fragment of f-actin. Triplicate reactions were done using an initial in-
cubation at 94 C for 5 min, denaturation at 94 C for 1 min, followed by
annealing at 50 and 57 C (MCH and g-actin, respuctively) for 50 sec,
extension at 72 C for 1 min, and final extersion at 72 € for 7 min. After
titration between 16 and 32 cycles, 22 cycles was selected for quantifi-
cation of MCH and B-actin. T ﬁmdiﬂons were therefore used
in all subsequent experiments. Al experiments included a control
tube with no RT step. PCR-amplified products were run on 2% Tris/
acetic acid/EDTA agarose gels, and the DNA was visualized by
ethidium bromide staining, products was determnined
using a 1-kb plus DNA ladder (Life Technologies) as standard size
markers, Images of the bands were captured using a TFX 35M UV
transluminator (Life Technologies), and band intensity was quantified
by digital densitometry (Scion Image software, Scion Corp., Frederick,
MD). Results are expressed as the ratio of MCH/B-actin * spy, in
arbitrary scanning units.

Protein analyses by Western blot and dot-blot

UCP1 was measured in brown adipose tissue (BAT) of rats sub-
mitted to JCV cannulation and treated according to the following
protocols: control WO; T +4 C WQ: contzol §; T -+4 € §; control AS;
and T +4 C AS. Western blot analyses followed previously described
methods (23, 24) using a specific anti-UCP1 ?i clonal antibody. The
intensity of protein bands corresponding to 1 was quantified by
digital densitometry {Scion Image software) of the developed auto-
radiographs. MCH was measured in hypothalamus of rats exposed,
or not, to cold (without previous stereotaxic instrumentation), ot in
rats submitted to ICV cannulation and treated according to the same
protocols as stated above for UCPT measurements. For the detection
of MCH in hypothalamic protein extracts, a preparatory step of
protein purification by filtration was performed using a Microcon
YN-3 device. A method for specific peptide detection by dot-blot,
previously described (25), was used. The signal obtained was
measured by digital densitometry (Scion Imaﬁ software) of the
developed autoradiographs. Highly purified MCH was used as
control.

Deaermi;mtionofhypotkalqmicycﬂ'bym

For hypothalamic MCH determinationby RIA, b iofrats
of each experimentai groxgo were homogenized in ice-cold buffer
containing 100 mu Tris (pH 7.6), 1% (vol /vol} Triton X-100, 150 mm
NaCl, 0.1 mg/ml aprotinin, 2 my phenylmethylsulfonyifluoride, 10
s NaVO,, 100 s NaF, 10 e Na,Po Oy, and 4 sy EDTA, ussing
a PTA 205 polytron generator (Brinkmann Instruments, Westbury,
NY). Homogenates were then centrifuged at 12,000 X g for 20 min at
+4 C. Protein concentration of supernatants was determined by the
Bradford method (26). Samples containing 2.6 mg/ml protein were
evaluated for the concentration of MCH using a RIA kit, following the
recommendations of the manufacturer (Phoenix Pharmaceuticals,
B (27

Date presentation and statistical analysis
All numerical results are expressed as the mean * sem of the

indicated number of experiments. The results of blots are presented
as direct comparisons of bands or dots in autoradiogtaphs and quan-
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tified by densitometry using the Scion Image software. Data were
ana!y:zi by the two-tailed unpaired Student's 1 test or by repeat-
measures ANOVA (one-way or two-way ANOVA) followed by post
fwe analysis of significance (Bonferroni test) when appropriate, com-
paring expeﬁ?en!zl and control groups. The level of significance was
set at P < 0.05.

Results
Metabolic and hormonal characteristics of rats exposed
to cold

Exposure of homeothermic animals to cold promotes
changes in several metabolic parameters that reflect phys-
iological adaptations to the novel external environment.
For decades, a number of studies have characterized those
adaptations; and in the present study, we repeated some
of those measurements to evidence the reliability of the
model employed. The results obtained during the
evaluation of the metabolic parameters are summarized in
Tables 1 and 2. As a whole, the animal model herein
matches previous characterizations of cold-exposed rats
(28, 29). Of greater importance for the objectives of the
present study, we emphasize that mean daily food intake
was approximately 70% increased in cold-exposed rats
(P < 0.05), whereas no significant changes in body tem-
perature were detected. Cumulative body weight varia-
tion was positive in the control group, whereas a negative
variation on body weight was detected in cold-exposed
animals. From d 6 on, a stepwise recovery of body weight
was observed in cold-exposed rats; but at d 16, it was stil]
lower than at d 0.

cDNA-macroarray analyses

Poly {A)+ RNA samples from the hypothalamus of con-
trol and 4-d cold-exposed rats were prepared and used for
<DNA expression array hybridization. Individual gene
signal intensities were normalized to that of the house-
keeping genes, according to the supplier’s instructions. To
minimize an animal-specific expression pattern, we com-

TABLE 1. Animal model characterization

Parameters Control T+ 4C
Food Intake {g/d} 1847 + 0.49 300 = 0.7TF
Temperature (T} 86.04 = .07 86.11 = 0.08
Ghacose {mg/dl) 81.06 = 0.35 §2.29 = 0.31
Insuolin (ng/ml) 2.420 = 0.12 1416 = 0.18%
Leptin (pg/mD) 954542 = 29200 2013.60 = 852.95
TSH {ng/ml) 1327+ 131 1332+ 153
Corticosterone {ng/mb) 10243 £ 1657  112.91 + 12.35
Muscle g 0.558 * 0.084 0.563 = 0.103
{% muscle weight) ‘
Liver 7.488 + 0.531 17.773 x 3.9%4°
(% liver weight)
Body fat (% carcass weight) 12.354 = 933 6526 + 0.538
P < 0.05 vs. Control.
TABLE 2. Cumulative body weight variation {g)
Mean '(;"'g* a1 a4 as 418
Control 21827 +2x1 +4+1 +T=2 42325
T+4C 2228 ~i10=2® ~1323% ~523 42
P < 0,05 ps. Control
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bined equal amounts of RNA from three different animals  pression significantly modulated by cold exposure. Al-
and analyzed six independent hybridization signals from though several of the genes found to be regulated by coid
three different arrays per experimental condition. Table3  exposure might play important roles in energy homeosta-
presents the data of ali genes that had their mRNA ex-  sis, we elected MCH as the first to be studied, because of

TABLE 8. Results of macroarray analyses

mRNAs with increased hypothalamic expression in rats exposed to cold

@ 465 ribosomal protein 812 (RPS1Z)

@ §0S ribosomal protein L21 (RPL21)

2 Acetylcholine receptor, nicotinie, a4

@ Adenomatous polyposis coli protein (APC)

¢ ADP-ribogylation factor 3 (ARF3)

@ A-RAF proto-oncogens

@ Calbindin D28; avian-type vitamin D-dependent; calejum-binding protein (CABP); spot 35 protein; CALB1
@ Carboxypeptidase E (CPE) CPH

& Cathepsin L.

@ Chymotrypsinogen B

. mpud‘ (g;;’géase & (DPP8)

e Colipas .ey 2

® Elastase 2

@ Crowth-accentuating protein 43 (GAP43): neuromodulin

¢ Guanine nuclectide-binding protein G(I) « 1 subunit (GNA11); BPGTPB

@ Guanine nucleotide-binding protein G(0) « subunit (GNAQ; GNAD)

¢ Guanine nuclectide-binding regulatory, « subunit

# Heat shock 90-kDa protein g (HSP80-8); HSP84: HSPCB

@ Mal; male germ cell-associated kinase; highly expressed at and after meiosis

& Melanin-concentrating hormone (PMCH; MCH)

¢ Mitochondrial ATP synthase 8 subunit (ATPSB)

® MAPRZ, PREM2; MAPK1; extracellular signal-regulated kinnse 2 (ERK2) ERT1
¢ Muscle phosphofructokinase (PFRM) -

@ Myelin basic protein (MBF) .

% Myelin proteclipid protein (PLP); Hpophiling DM20

# Neuronal acetylcholine receptor protein £ 2 subunit (NACHRB2): cholinergic receptor nicotinic 8 polipeptide 2 (CHRNEB2)

& N-methyl-D-aspartate receptor subtype 2B (NMDARZE; NR2B) glutamate receptor subumit epsilon 2B (GRINZE)
2 Nonmuscle cofilin (CFL1)

¢ Nonprocessed nevrexin II 8 major; nonprocessed neurexin I «

@ Nucleoside diphosphate kinase A (NDP kinase A; NDKA), tumor metastatic process-associated protein; metastasis inhibition faetor
NM23; NME1

@ Pancteatic cholesterol esterase (CHOLE); bile salt-activated lipase (BALY, bile salt-stimulated lipase (BSSL); carboxyl ester lipase; sterol
esterase; pancreatic lysophospholipase

8 Pancreatic Triacylglycerol lipase

# Pheochromocytoma-derived protein tyrosine phosphatase-like protein

@ Potassium channel RCK4, subunit, putative

® Potassium voltage-gated channel shaker-related subfamily member 3 (KV1.1x KCNAL; RBK2

& Protessome component C3

® Protein kinase C g1 (PEC-3 1; PREKCB1; PKCB); PKC-8 II (PRKCB2)

# Protein kinase C 3 type (PKC-8; PRRCIH

® Ribosomal protein L13

* Secretogranin II (SGIL; SCG2); chromogranin C (CHGC)

# Serine-threonine protein phosphatase 3 catalytic subunit « isoform (PPP3CAY PPP2B; calmodulin-dependent caleineurin A o {CALNA;
CNal) .

& Sertoli cell eytochrome ¢ oxipeptidase polypeptide 1 (COX1)

@ Sodinm/potassium-transporting ATPase « I subumit (Na+ﬂ§+ AlPasze al)

¢ Sodimm/potassium-transporting ATPase 8 1 subunit (ATP1B1)

@ Soluble superoxide dismutase 1 (SOD 1}

L] in X1 (BS)YTH)

® Syntaxin 1B (STX1 .

» Tisgue inhibitor of metabolism metalloproteinase 2 (TIMP2) :

& Tyrosine 3 monooxygenase/tryptophan S-monooxygenase activation protein « polypeptide (YWHAR), 14-3-3 protein & protein kinase ¢
inhibitor protein 1 (RCIP1X mitochondrial ¥mport stimulation factor L subunit . !

o WSmmgmepwphmsmWemﬁmmmhgpeWﬁemx 14-3-3 protein /3; protein kinase £
inhibitor protein 1 (KCIP1); mi ial import stimulation factor S1 subunit . Lo

® Tyresine 8 monooxygenase/tryptophan S-monooxygenase activation protein vy polypeptide (YWHAH), 14-3-3 protein »; protein kinase C
inhibitor protein 1 (KCIP1}

# Ubiguitous mitochondrial ereatine kinase (U-MTCK; CKMT1); acidie-type mitochondrial creatine kinase (MIA-CK)

mRNAs with decreased hypothalamic expression in rats exposed to cold

¢ 25-kDa synaptosomal-associated protein (SNAP25), super protein (SUP)

® Brain fetty acid-biading protein (B-FABP); FABPT; brain lipid-binding protein (BLBP}

® Casein kinase | & CK1d; 49-kDa isoform

® CRE
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its known participation in control of food ingestion and
body weight {12},

Hypothalamic MCH expression in rats exposed fo cold

To confirm the results obtained with the c¢DNA-
macroarray analyses, rats were housed individually, dur-
ing 4 d, at room temperature or at +4 C; and at thie end of
the experimental period, they were anesthetized and had
their hypothalamus removed for protein or RNA exirac-
tion, MCH expression was eveluated at the protein leve]
by dot-blot analyses using 2 specific MCH antibody, and
by RIA. The mRNA level of MCH was determined by
RT-PCR using specific primers. As shown in Fig. 1, cold
exposure induced an increase of approximately 60% (n =
4, P < $.05) on MCH peptide expression as detected by
dot-blot (Fig. 1A, apper pand) and by RIA (Fig. 1A, lower
panel), and an increase of approximately 80% (n = 4, P <
0.05) on MCH mRNA expression (Fig. 1B). Thus, a ratifi-
cation of the results obtained with the cDNA macroarray
. was obtained.

Effects of MCH protein synthesis blockade on body weight,
body temperaturs, and food intake of rats exposed to cold

ICV infusion of MCH, or hypothalamic recombinant
hyperexpression of MCH promotes significant increases in
food ingestion and weight gain. Homeothermic animals
exposed to cold present a significant increase of food in-
take, which is driven through yet-utknown hypothalamic
signaling events. To investigate whether elevated MCH
hypothalamic expression participates in the central control
of food ingestion during cold exposure, we used an ICV-
infused 15-mer phosphorthioate modified MCH antisense
oligonucieotide to block MCH synthesis; and we evaluated
food intake, body temperature, and body weight during
4 d. Based on the Rattus norvegicus MCH mRN A sequence
{accession M62641 at NCBI GenBank} three different se-
quences were desi and tested by ICV injection of 2.0
pl per dose (2.0 nmol/pl) antisense or respective sense
oligonucleotide and were evaluated for its property of
blocking MCH synthesis, by measuring MCH protein con-
tent by dot-blot and RIA of hypothalamic protein extracts.
The sequence 5-ACA GCC AGA CTG AGG-3' presented
the most effective and reproducible results and was used
in all experiments thereafter, in parallel with its respective
sense sequence as control. This antisense oligonucleotide
sequence was submitted to BLAST analyses (at www.
nchbinlm nih.gov} and matched only for Rettus norvegicus
MCH coding sequence. Figure 2 shows that ICV infusion
of MCH antisense oligonucleotide leads to approximately
25% (n = 4, P < 0.05) reduction of MCH peptide expression
inh mus of control rats, whereas a reduction of
approximately 45% (n = 4, P < 0.05) was detected in the
hypothalamus of rats exposed to cold. In such animals, no
significant variation of food intake and body temperature
was induced by the blockade of MCH expression; how-
ever, a significantly greater fall in body weight was de-
tected in MCH-blocked, cold-exposed rats (~100%, F <
0.05). Moreover, an unexpectedly significant fall of body
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weight (P < 0.05) was also observed in rats maintained at
room temperature that received MCH antisense cligonu-
cleotide (Fig. 2Dj).
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Effects of MCH protein synihesis blockade on lver and
muscle glycogen conitends and carcass composition

Because the blockade of hypothalamic MCH in cold-ex-
posed rats produced a significantly increased fall of body
weight, in the absence of major variations of food intake and
body temperature, we decided to evaluate the relative
amounts of body glycogen, fat, and lean mass stocks in
control and cold-exposed rats, treated or not with MCH
arttisense oligonucleotide during 4 d. As depicted in Fig. 3,
the exposure of rats to cold produced increases in liver
{~400%, P < 0.05) and muscle (~50%, not significant) gly-
cogen contents; however, if the rats exposed to cold were
treated with antisense oligonuciectide, lower levels of liver
(~120%, P < 0.05, vs. T +4 C WO) and muscle {(~20%, not
significant) glycogen increments were detected. On the other
hand, relative body fat was significantly reduced in rats
exposed to cold; if cold-exposed rats were treated with an-
tisense MCH oligonucleotide, higher amounts of relative
body fat were encountered (P < 0.05, »s. T +4 CWQ). Finally,
lean body mass was unaffected by cold exposure; however,
under MCH blockade, cold animals consumed sig-
nificantly higher amounts of relative lean body mass, which
differed from that observed in cold-e nor-antisense-
MCH-oligonucleotide-treated rats (P < 0.05).

Effects of MCH protein synthesis blockade on oxygen
consumption, carbon dioxide production, and RQ

Cold-exposed rats exhibited a significantly higher O, con-
sumption(3.24 026 75.1.54 3 0.02mi/g'h for cold

and control rats, respectively} and CO, production {2.50 =+
0.22 ps. 1.21 =+ (.04 ml/g+h for cold-exposed and control rats,
respectively) than control rats. However, no major change in
RQ was detected among the groups (0.77 * 0.01 »5. 0.78 =
0.03 for and control rats, ively}). The
blockade of MCH expression with antisense oligonucleotide
promoted no significant in O, consumption, CO,
production, and RQ in both groups studied.

Effects of MCH protein synthesis blockade on BAT
TUCPI expression

Prolonged survival of homeothermic animals exposed to
cold depends on efficient means of maintaining a stable body
temperature. In rodents, much of this function is exerted by
BAT located mostly in interscapular space and perirenal
area. Heat production in BAT is, at least in part, driven by a
leak of the mitochondria electron transport chain, and UCP1
is directly involved in this {30). To investigate the
participation of MCH on cold-induced UCP1 induction,
Western blot analyses were employed to measure interscap-
ular UCP1 expression in cold-exposed MCH-blocked rats
and compare them with respective controls. Asshownin Fig,
4, cold exposure induced an increase of approximately 30%
{P < 005) in UCP1 expression in BAT, Blockade of hypo-
thalamic MCH promoted a further significant increase in
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UCP1 expression in cold-exposed rats {¥ < 0.05 vs. cold
exposed with no oligonudiectide treatment); and, in fact,
even in non-cold-exposed rats, the treatment with MCH an-
tisanse oligonucleotide induced a nonsignificant increase
(P = 0.058) in UCP1 expression in BAT, as compared with
control. The same period of MCH blockade promoted a sig-
nificant increase in relative [BAT weight (g)/body weight
(g)] interscapular BAT weight (0.099 = 0.004 vs. 0.083 =
£.003% for cold. , antisenise MCH-treated and oold-

exposed, non-oligonucleotide-treated rats, respectively).

i .

Gene array analyses are powerful tools for evaluating the
complex dynamies of tissue-specific gene expression, and to
compare the effects of different external stimuli on the ge-
netic phenotype of a given tissue (31). Because the exposure
of homeothermic animals to cold environment leads to a
unique physiologic situation characterized by increased

ing, associated with high thermogenesis, and no weight
gain, we hypothesized that, by characterizing hypothalamic
proteins regulated by cold exposure, candidate proteins that
participate in the control of feeding behavior and
homeostasis would be revealed. Therefore, by evaluating
1176 genes, we detected cold-induced modulation of 56
genes expressed in rat hypothalamus. Among those, we
found neurotransmitters, membrane receptors, enzymes in-
volved in energy metabolism, proteins of the transcription
and translation machinery, membrane jon-channels, and
others. We believe that many of them may have direct par-
ticipation in the central adaptations to cold and will certainly
deserve further studies. As for the objectives of the present
study, we chose evaluation of the role of the neurotransmitter
MCH in cold-induced feeding behavior and energy ho-
meostasis. For that purpose, MCH expression, which is up-
regulated in cold-exposed animals, was partially abrogated
by ICV phosphorthicate-modified MCH antisense oligoru-
cleotide treatment; and several metabolic, biochemical and
hormonal parameters were studied.

Since the seminal work of Qu and coliaborators (12), most
studies have emphasized the attribute of MCH to increase
food consumption in experimental animals (10, 32, 33).
Therefore, it was surprising that the partial blockade of MCH
provided by ICV ol leotide treatment led to no signif-
jcantt modulation of food ingestion in cold and in
coritrol rats. Taking a closer look at the data available in the
literature conceming MCH effects on feeding behavior, it
becomes clear that this is not a straightforward matier. It
seems that acute ICV injection of MCH promotes significant
inicrease of food intake (12, 13, 34), whereas chronic ICY
infusion does not lead to significant increase of caloric intake
if rats are maintained under 1t chow, but does so if they
are treated with a high-fat diet (35, 36). The blockade of
hypothalamic MCH activity by ICV infusion of a selective
MCH1-R antagonist promotes evident acute effects on feed-

amoumt of hypothalamic MCH {A, lower panel) was determined by RIA and is expressed as picomoles per milligram of total protein in
hypothalamic protein extract. Mean daily food intake (B) is expressed in grams, body temperature at experimental d 4 (C)is expressed in Celsius
degrees, and body weight variation during the experimental period is depieted in grams. In all evaluations,n = 4;*, P < 0.05 v2. T +4 CWG;

#, P < 0.05 vs. Control WO,

B
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Fic. 3. Effects of hypothelamic MCH
blockade on Hver and muscle ghycogen
content and relative fat and lean body
mass. Rats were ICV cennulated and,
after & recovery period, were treated
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ing inhibition and only moderate effects after chronic treat-

ment (371, The recombinant hyperexpression of MCH also
leads to increased food ingestion and obesity, but the mag-
nitude of feeding augment is not as exuberant as in acutely
MCH-treated animals (10). Finally, targeted-disruption of
MCHI-R results in h hagia and resistance to diet
induced obesity {7, 15). Thus, it seems that the orexigenic
effects of MCH in hypothalamus are dependent on the du-
ration of stimulus and on receptor subtype, and that some of
the approaches used o modulate MCH action produce sub-
stantial of body weight that are not accompanied by
similar regulation of food intake.

Body temperature was another parameter evaluated in the
present study. Normal rats exposed to cold environment (+4
C) presentan early fall in body temperature, reachinga nadir
of approximately 33 C (rectal) after 2-6 h and returning to
euthermia aftezi;:ﬁ-ﬁ h at most (28, 29). After 4 4 of MCH
blockade, no significant changes in rectal temperature were
detected in cold-exposed and control rats. 'Ihaiemﬁndmgs are
in accordance with previous pharmacological and recombi-
nant approaches undertaken to study MCH function in hy-
pothalamus {12, 13, 34, 37).

Different from the two previous parameters evaluated,
body weight was significantly influenced by the partial
blockade of MCH. As in the present study, most previously
published data show that exposure of rats to +4 € leads o

o,

i

7 »
%
b b‘h

F 2
%“'O%":f *ﬂb% ’vb‘&y

 an initial loss of body weight, which is followed by gradual

recovery. However, even after several weeks, cold-exposed
tats do not reach the same rate of weight gain as their
matched controls maintained at room temperature. In the
present experiments, MCH-blocked, cold-exposed rats pre-
sented a significantly greater weight loss than their contzols,
and even non-cold-exposed rats treated with MCH antisense
oligonucieotide underwent significant weight loss.
Because the blockade of MCH expression produced sig-
nificantly greater weight loss than in respective controls,
which was not accompanied by changes in food intake and
bady temperature, we decided to measure body energy
stocks, oxygen consumption, carbon dioxide production,
RQ, and UCP1 expression in BAT, as indirect means of es-
timating the flow of the energy that was lost in MCH-blocked
animals, and the participation of BAT in thermogenic adap-
tation after cold exposure and MCH signaling interference.
The data herein presented reveals that blockade of MCH
reduces liver and muscle glycogen content, increases relative
amounts of body fat, and decreases relative amounts of lean
mass of cold-exposed rats. Moreover, in MCH-blocked rats,
the amount of UCP1 in BAT, which is significantly stimu-
lated by cold exposure, suffers a further and significant in-
crement, which is accompanied by an increase in the relative
weight of BAT. All these changes occurred in the absence of

20
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Fic. 4. Effects of hypothalamic MCH blockade on BAT UCP] protein
expression. Rats were ICV cannulated and, afler a period,
were treated once a day, at 1000 h, with sense {S) or antisense (AS)
MCH oligunucleotide or a similer volume of saline (WO), with a total
vol of 2.0 ul per dose (2.0 nmol/ul), 24, 48, and 72-h after the onset of
the experimental period. The experimental animals were randomly
assigned to two groups, exposed (T' +4 C) or not exposed (Control) to
cold. At the end of the experimental period, the rats were anesthe-
tized, BAT was excised and homogenized, and 0.2 mg of total protein
was sepatated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose mem-
branes, and blofted with UCP1 antibodies. Specific bands were mea-
sured by densitometry, and results obtained are depicted as scanning
upits.n = 4 ¥, P <0.05 vs. T +4 C WO.

major modifications of Q, consumption, CO, production,
and RQ. : : .

BAT is a specialized organ that actively participates in the
production of heat. Hypothalamic nuclei sﬁmulerl,te BAT ac-
tivity and UCP] expression by sympathetic inputs. Ina re-
cent study, the origin of sympathetic connections that inner-
vate BAT has been mapped to paraventricular nucleus, LH,
prefornical area, and retrochiasmatic nucleus (38). Thus, as
one of the predominant neurotransmitters expressed in the
LH, MCH may participate in the control of UCP1 expression
and BAT activity in certain conditions. Based on the present
findings, it seems that, during cold exposure, the optiral
expression of UCP?, which is required for full thermogenic
activity of BAT, is dependent on increased MCH expression
in hypothalamus. Once MCH expression is disrupted, the
animals may loose the capacity of tight regulation of energy
expenditure for heat production, and increased UCP1 may be
2 reflection of that _

Energy expenditure by motor activity is another possible
mechanism involved in MCH-depenident body weight con-
trol. According to Marsh and colleagues (15), the disruption
of MCHI-R gene produces a phenotype of leanness, motor
hyperactivity, and hyperphagia. Apparently, most of the
increased metabolic rate of this animal model is attributable
to h ctivity, because it was detected during the dark
phase of the light-dark cycle. This observation may explain
why many studies, including the present one, that attempted

K
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to characterize the role of hypothalamic MCH signaling on
food intake and body weight control, encountered no
straight correlation between variation in caloric intake and
body weight. This may also explain why, in the present
study, no significant changes in O, consumption, CO, pro-
duction, and RQ were detected, because the rats were re-
strained during the measurements.

Finally, a recent study (39) provides, by indirect means,
further support for a role of MCEH in enetgy expenditure
conirol. The treatment of rodents with the fatty acid synthase
inhibitor C75 was shown to induce hypophagia accompa-
nied by a nonproportional loss of body weight, ie. C75-
treated rats lose weight o a lesser extent than food-deprived
rats, although both groups have no caloric intake. These
animals express less hypothalamic neuropeptide Y and Ag-
outi-related peptide, and more pro-opiomelanocortin and
cacaine- and amphetamine-regulated transcripy, than their
controls. However, most important, in our opinion, is the fact
that they express higher levels of hypothalamic MCH. Taken
together with the data herein presented, it seems that, during
some situations that provoke catabolism, the levels of hy-
pothalamic MCH are increased to provide means for mini-
mizing energy expenditure during adversity.

In conclusion, the present study suggests that hyperex-
pression of MCH in hypothalamus of cold-exposed rats par-
ticipates in the fine tuning of energy expenditure, providi
means for optimal heat production with minimal caloric
wastage. Apparently, under chronic cold exposure, the role
of MCH in the induction of hyperphagia is minimal or ab-
sent. These data reinforce the potentiality of MCH as a target
for pharmacological therapy of obesity and related diseases,
and provide novel support for the concept of dichotomized
central control of thermogenesis and food intake.
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