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Resumo



Recentemente, demonstrou-se que IkB quinase e (IKKe) aumenta a resisténcia
a insulina (RI) induzida por dieta hiperlipidica em tecido adiposo e hepatico. Assim,
0s objetivos do presente estudo foram investigar: 1) a expressao e ativagao de
IKKe no hipotalamo de camundongos DIO e db/db; 2) o papel da IKKe
hipotalamica no metabolismo energético e da glicose, e na acao e sinalizacao da
insulina e leptina. Observamos maior expressao e ativacdao de IKKe no hipotalamo
de camundongos db/db e DIO quando comparados aos controles. Cinco dias de
injecao intracerebroventricular (ICV) de CAY (inibidor farmacolégico da IKKe) ou
de IKKe siRNA, via mini-bomba ICV, reduziu 80% da atividade de IKKeg, a

fosforilagao do IRS15°%%

e nao alterou a fosforilagao de IKKa/f em hipotalamo. A
inibicdo IKKe (ICV): reduziu a adiposidade e ingestdo alimentar, aumentou o
consumo de O2 e expressdo de UCP-1 no adiposo marrom, melhorou os efeitos
anorexigénicos da insulina e de leptina, aumentou a fosforilagdo do receptor de
insulina, da AKT, JAK2 e STAT3 em hipotalamo de camundongos DIO e db/db.
Esses resultados persistiram com pair-feeding e pair-weight. A inibicado com CAY
(ICV) reduziu: a glicemia de jejum, producao hepatica de glicose e expressao da
PEPCK em figado de animais DIO e db/db. Em resumo, os dados sugerem que
IKKe hipotalamica esta ativada em modelos de obesidade e participa no
desenvolvimento da resisténcia a insulina e leptina. Sua inibicdo reduz a
adiposidade, ingestao alimentar e aumenta o gasto energético. A IKKe além de
influenciar o metabolismo energético, também tem um papel no metabolismo da
glicose de animais obesos. Assim, pode-se sugerir que a IKKe representa uma
ligacao entre a obesidade e resisténcia a insulina e leptina no hipotalamo e pode
ser um alvo terapéutico para a resisténcia a insulina, obesidade e diabetes.
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Abstract



It was demonstrated that IkB kinase epsilon (IKKeg) increased insulin
resistance (IR) in liver and adipose tissue of diet-induced obesity (DIO) mice. The
aims of this study are to investigate: 1) the expression and activation of IKKe in the
hypothalamus from DIO mice and db/db, 2) the role of hypothalamic IKKe in the
energy and glucose metabolism, and in insulin and leptin action/signaling. We
observed increased expression and activation of IKKe in the hypothalamus from
db/db and DIO mice compared with controls. Five days of intracerebroventricular
(ICV) injections of CAY (pharmacological inhibitor of IKKg) or siRNA, via ICV mini-
pump, reduced 80% of IKKe activity as well asthe phosphorylation of IRS15%%%
and did not alter the phosphorylation of IKKa/B in hypothalamus from obese mice.
Inhibition of IKKe (ICV) reduced fat mass, food intake and increased 02
consumption and expression of UCP-1 in the brown adipose tissue, improved
anorexigenic effects of leptin and insulin, increased insulin receptor, AKT, JAK2
and STAT3 phosphorylation in the hypothalamus of DIO and db/db mice. These
results persisted even if in pair-fed and pair-weight mice. Inhibition of IKKe with ICV
CAY reduced: fasting glycemia, hepatic glucose production and the expression of
PEPCK in liver of DIO and db/db animals. In summary, the data suggest that
hypothalamic IKKe is activated in models of obesity and participates in the
development of insulin and leptin resistance. Its inhibition reduces adiposity, food
intake and increases energy expenditure. Hypothalamic |IKKe influences the
energy and glucose metabolism in obese mice. Thus, it can be suggested that the
IKKe represents a link between obesity and insulin resistance in the hypothalamus
and may be a new therapeutic target to treat insulin resistance, obesity and
diabetes.
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AgRP — Agouti-related Protein
CREF - corticotropin-releasing factor
DIO - Diet-induced obesity

FoxO1 — Forkhead transcription factor O1
ICV — Intracerebroventricular

IKKa — IkB kinase a

IKKB - IkB kinase f3

IKKy - kB kinase

IKKe - IkB kinase ¢

IL1B - interleucina 15

IL6 — interleucina 6

IR — Insulin Receptor

IRS — Insulin receptor substrates

JAK2 — Janus-kinase 2

MCP1 — monocyte chemoattractant protein

NFkB — nuclear factorkB
NPY — Neuropeptide Y

PI3-q — Phosphoinositide-3-Phosphate

POMC — Proopiomelanocortin

siBNA — small interference RNA

STATS - Signal transducer and activator of transcription

TBK1 — TANK-binding kinase 1
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TNFa - tumor necrosis fator alpha
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aMSH - a-melanocyte stimulating hormone
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Introducdo



A obesidade é caracterizada pelo acumulo excessivo de lipidios no tecido adiposo
e outros 6rgaos e esta associada com o aumento da mortalidade devido a suas
co-morbidades, como diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares, e alguns
tipos de cancer. Portanto, tornou-se imperativo buscar um entendimento de como
a obesidade se instala e contribui para o desenvolvimento das doencas
associadas [1].

O excesso de adiposidade tem origem poligénica e multifatorial. Especula-se que
a principal causa seja 0 aumento da ingestao alimentar, embora o sedentarismo e

0s componentes genéticos também tenham participacao no seu desenvolvimento

[2] [3].

O peso corpdreo é mantido por meio de um equilibrio entre ingestao alimentar e
gasto energético. O hipotdlamo e seus nucleos coordenam este equilibrio através
da modulagao de sinais metabdlicos, hormonais e neurais. A identificacdo da acao
hipotalamica de nutrientes e horménios periféricos, como insulina, leptina, dentre
outros, tem auxiliado o entendimento dos circuitos neuronais que controlam o

balanco energético[4].

Nas ultimas décadas a acdo da insulina no hipotdlamo em relagdo a
regulacdo da homeostase energética tem sido amplamente estudada[5] [6] [7] [8].

Em condi¢bes normais, a apos ligar-se ao seu receptor (IR), a insulina
promove uma modificacdo conformacional do receptor, ativando sua sub-unidade
B que catalisa a fosforilagdo em tirosina dos substratos do receptor de insulina
(IRS), como IRS-1 e IRS-2. A fosforilagdo de IRSs promove a ligacéo e ativacao
da enzima fosfatidilinositol-3-quinase (PI3q) que ativa a Akt. A Akt ativada fosforila
e remove o fator de transcricdo FoxO1 do nucleo. A ativagdo dessas proteinas
pela insulina controla o ritmo de disparos neuronais [6], 0 que é condicionado a
ativacao de canais de potassio ATP-dependentes. Através do controle do ritmo de
disparos neuronais, a insulina modula a liberacdo de neurotransmissores em
sinapses efetoras [7]. Além disso, a fosforilacdo da FoxO1 induzida por insulina

tem sido associada com a redugdo da expressdao dos neuropeptideos NPY
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(neuropeptide Y), AgRP (agouti-related-protein) e aumento de POMC
(proopimelanocortin) [9]. Sendo NPY e AgRP orexigénicos e o POMC, através do
seu metabdlito alfa-MSH (a-melanocyte stimulating hormone), anorexigénico.

Portanto, o efeito da insulina é induzir anorexia.

Assim como a insulina, o horménio leptina atua reduzindo ingestdo e
aumentando a termogénese. Porém diferentemente da insulina, o receptor de
leptina (OBR) nao possui atividade catalitica intrinseca, sendo constitutivamente
ligado a JAK2 que possui atividade tirosina quinase [10]. A ligacdo da leptina ao
seu receptor induz ativacdo da JAK2 com subsequente fosforilacdo em tirosina da
STATS3 que coordenara a reducao da transcricdo de NPY e AgRP e aumentara a
transcricdo de neuropeptideos dos sistema melanocortina, POMC, aMSH, TRH
(thyrotropin-releasing hormone) e CRF (corticotropin-releasing factor) que sao
anorexigénicos.

A reducado da transmissao hipotalamica do sinal de insulina e leptina em
animais de experimentacédo induz obesidade e pode induzir diabetes tipo 2 [11]
[12] [13].

Nas ultimas décadas, estudos tém demonstrado que a obesidade produz
um estado de inflamagéo crénica subclinica, caracterizado por niveis circulantes
elevados de citocinas pro-inflamatorias e infiltracdo de macréfagos no tecido
adiposo [14]. Muitas destas citocinas liberadas bloqueiam a agédo da insulina em
varios tecidos. Um dos mecanismos moleculares responsaveis pelo
desencadeamento de resisténcia a insulina é a ativacdo da via inflamatéria
IKK/1xB/NF«B [14].

A via inflamatéria IKK/IkB/NF«B participa da imunidade inata e é estimulada
quando os receptores TLRs (toll like receptors), principalmente TLR4, sdo ativados
por aumento circulante de citocinas ou de produtos de virus e bactérias, ou ainda

por acidos graxos saturados livres [14].

Classicamente, o complexo IKK compreende duas subunidades cataliticas, as

serina-quinases IKKa e IKKB, e uma subunidade regulatéria conhecida como

23



NEMO (NFkB essential modulator) ou IKKy. A ativacdo do complexo IKK é
mediada pela oligomerizacdo de IKKy e interagdo com moléculas adaptadoras,
levando a subsequente fosforilacdo das serina-quinases IKKa e IKKB. Uma vez
fosforiladas, as IKKs controlam a degradagao, na via proteassémica, de IkB por

regularem sua fosforilacdo em serina 32 e 36.

Como o IkB no citoplasma esta ligado ao NFkB, sua degradacao induz a
liberacdo do NFkB para o nucleo celular. No nucleo, o NFkB atua como fator de
transcricdo, liga-se ao DNA e regula diversos processos celulares, incluindo
sobrevida celular, proliferacdo e diferenciacdo celulares, além de aumentar a
resposta imune e inflamatoria [15]. Neste sentido, aumenta a expressao de genes
envolvidos na resposta inflamatéria como, por exemplo, o TNFa (tumor necrosis
fator alpha), IL-1B (interleucina 1), IL-6 (interleucina 6), MCP-1(monocyte
chemoattractant protein) e das préprias IKKs [15].

Dentre as IKKs classicas, IKK alfa e beta, NFkB também aumenta a
expressao de outra isoforma de IKK, a IKKe (quinase do inibidor do fator nuclear
kB epsilon). A IKKeg, portanto, € chamada de induzivel, pois aumenta a partir da
ativacao do NFkB. Esta isoforma também participa da fosforilagdo e degradacao
do IkB [15] [16].

A IKKe tem 30% de homologia com IKKB no dominio N-terminal e similar
arranjo estrutural no dominio C-terminal e pode ser induzida por processos
inflamatorios. Inicialmente foi identificada em macréfagos, leucécitos e tecidos do
sistema imune como timo e bago. Sua expressao esta elevada em pacientes com

doencas inflamatorias crénicas como artrite reumatéide e osteoartrite [17].

A conexdo entre ativacdo da via IKK/IkB/NFkB e resisténcia a insulina
ocorre devido as IKKs serem serinas-quinases que quando ativadas podem
promover a fosforilagdo em serina de substratos do receptor de insulina, os IRSs.

Este evento bloqueia o sinal da insulina e constitui um dos elementos mais
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significativos indutores de resisténcia a insulina desencadeada por obesidade em
diversos tecidos [14].

Neste contexto, a IKKB foi descrita como um importante alvo para terapia
anti-inflamatéria na obesidade associada ao diabetes tipo 2. Varios estudos
demonstraram que na presenca de obesidade e inflamagéo crénica subclinica o
bloqueio farmacoldgico com acido acetilsalicilico ou a delegao genética de IKKB
melhorava o metabolismo da glicose em tecidos periféricos de animais de
experimentacéao [18, 19].

Mais recentemente demonstrou-se que a expressao e atividade de IKKe em
tecidos hepatico e adiposo estavam mais elevadas em animais com obesidade
induzida por dieta hiperlipidica. Em paralelo, demonstrou-se que 0s animais
knockouts para IKKe s&o protegidos do desenvolvimento de obesidade e
resisténcia a insulina quando submetidos a dieta hipercalérica, sugerindo um
papel importante da IKKe em mediar resisténcia a insulina ligada a obesidade.
Adicionalmente, o0s animais knockouts para |KKe apresentaram diversas
alteracbes no metabolismo energético que resultaram em reducdo de peso
corporeo [20]. Entretanto, o papel da IKKe especificamente no hipotdlamo como

controlador do balango energético ainda nao foi investigado.

Assim como ocorre em tecidos periféricos, demonstrou-se que a via
IKKB/NFxB estava ativada em hipotdlamo de animais obesos e que este
fendbmeno gerava resisténcia hipotalamica aos efeitos anorexigénicos de insulina e
leptina [21]. Dessa forma, fazendo uma analogia com os estudos com IKKe pode-
se conjecturar que a esta serina-quinase pode ser uma proteina chave da via
inflamatoria indutora de resisténcia a insulina também em hipotalamo de animais

obesos.

Nesse sentido, o primeiro objetivo desse estudo € investigar os niveis e
grau de fosforilagdo de IKKe em hipotalamo de camundongos obesos. Esta
investigagdo foi feita utilizando os métodos de immunoblotting e imuno-

histoquimica.
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O segundo objetivo do estudo é investigar se a inibicao da expressao de IKKe
(com inibidor farmacolégico CAY10576 ou siRNA) especificamente no hipotalamo

de animais obesos modula a ingestao alimentar e o gasto energético.

E o terceiro objetivo do estudo € investigar se a inibigdo da expresséo de IKKe
especificamente no hipotalamo de animais obesos, com inibidor farmacolégico ou
siRNA, altera a sensibilidade hipotalamica a insulina e leptina, e também a
expressao de neuropeptideos hipotalamicos ligados a modulacdo do balanco

energético como NPY e POMC.

Adicionalmente, investigar, no quarto objetivo, se a inibicdo da IKKe com CAY
em hipotdlamo de animais com obesidade induzida por dieta e db/db altera o
metabolismo hepético de glicose.
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Objetivos



1. Investigar se a obesidade por dieta hiperlipidica ou genética altera a expressao
de IKKe em hipotdlamo, através dos métodos de immunoblotting e imuno-

histoquimica.

2. Investigar se a inibicdo da expressao de IKKe por inibidor farmacol6gico CAY ou
siRNA no hipotdlamo modula a ingestao alimentar e o gasto energético de animais

obesos.

3. Investigar se a inibicdo da expresséo de IKKe altera a sensibilidade hipotalamica

a insulina e leptina em animais obesos.

4. Investigar se a inibicdo da expressao de IKKe no hipotalamo modula a expressao
de neuropeptideos hipotalamicos ligados a modulacdo do balango energético
(NPY e POMC) de animais obesos.

5. Investigar se a inibicdo da IKKe com CAY em hipotdlamo de animais com

obesidade induzida por dieta e db/db altera o0 metabolismo hepéatico de glicose.
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Materias e Métodos




ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6/J, machos e com 8 semanas de
idade (20-30g de peso corporeo), fornecidos pelo Biotério Central da Unicamp. Os
camundongos foram acondicionados em novo ambiente mantido a 25°C, com
ciclos claro-escuro fixos (12/12 horas), recebendo agua potavel e dieta padrao ad
libitum por 1-2 semanas para adaptacdao ao novo local. Foram acondicionados em
gaiolas pléasticas, contendo 4 camundongos/gaiola e ap6és 1 semana de
adaptacao, um grupo de animais continuou recebendo dieta padrdo (Nuvilab com
70% de carboidrato, 20% de proteina e 10% de gordura) e outro grupo recebeu
dieta hiperlipidica (consistindo de 55% das calorias oriundas de gordura saturada
(banha de porco), 29% de carboidratos e 16% de proteinas) durante 2 meses ou 8
semanas [22]. Foram estudados de aproximadamente 20 animais, para cada

experimento, em cada dieta.
CARACTERIZACAO DA OBESIDADE E RESISTENCIA A INSULINA
Medida da Glicemia em Jejum

Antes e ao final da administragéo de dieta hiperlipidica, os animais ficaram
em jejum de 12 horas e a glicemia foi verificada. O sangue foi coletado da ponta
da cauda dos animais e uma aliquota de 20 microlitros foi destinada a medida da

glicemia através de fitas reativas medidas em glicosimetro.
Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

O teste de tolerancia a insulina (ITT) foi realizado ap6s jejum de 6 horas
para avaliar a sensibilidade periférica a insulina no animal intacto apds a
administracdo de dieta hiperlipidica. Foi administrada insulina regular (1,5U/kg,
intraperitoneal) e o sangue foi coletado pela ponta da cauda nos tempos: 0, 5, 10,
15, 20, 25 e 30 minutos.
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CANULAGAO DE VENTRICULO LATERAL PARA CAMUNDONGOS POR
ESTEREOTAXIA

Camundongos C57BL6/J machos foram anestesiados através da
administragao intraperitoneal de uma mistura de hidrocloreto de quetamina e
diazepan (70:30) (50 mg/kg, intraperitoneal) e posicionados sob o aparelho
esteriotaxico para implante de canula no ventriculo lateral direito, seguindo as
coordenadas obtidas no Atlas Paxinos-Watson. Apds a fixagdo da cabeca do
animal foi feita uma incisao, o periésteo sera aberto expondo a sutura sagital. O
bregma foi usado como ponto de referéncia e um orificio foi perfurado no osso
parietal na juncdo das coordenadas: lateral e anteroposterior. A canula foi
posicionada no orificio central e rebaixada cuidadosamente até que a coordenada
dorsoventral seja alcancada. A cénula foi fixada no cranio usando uma resina.
Apoés a secagem da resina o animal foi retirado do aparelho e permaneceu de 6-7
dias se recuperando do procedimento cirargico. A confirmagdo da posicao das
canulas foi feita através da injecao ICV de angiotensina Il, que induz efeito

dipsinogénico [23].
INIBICAO DA IKKe

Para inibicdo da IKKe foi utilizado o inibidor farmacolégico CAY 10576
(Cayman chemical). Os animais, apds canulagao e teste de angiotensina Il, foram
tratados, através de injegdes ICV, 2 vezes ao dia, durante 5 dias com o inibidor
CAY, e neste periodo foi realizado os testes fisiologicos.

Para outra forma de inibi¢cao, utilizamos o RNA de interferéncia da IKKe (siRNA)
(Sigma — Aldrich).

RNA sense: 5' [Phos] rCrCrGrGrCrArGrArArGrGrUrGrCrUrArArUrCrArU 3'

RNA antisense: 5' [Phos] rGrArUrUrArGrCrArCrCrUrUrCrUrGrCrCrGrGrCrU 3'

Os animais foram canulados com mini bomba (mini-pump alzet) havendo entédo
infusdo direta do siRNA no terceiro ventriculo desses animais. Foram tratados por

5 dias, e neste periodo foi realizado os testes fisioldgicos.
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CONSUMO DE OXIGENIO

Consumo de oxigénio e producao de diéxido de carbono e determinacéo da
média de trocas gasosas, ambos foram mensurados em animais alimentados
através de um circuito aberto indireto calorimétrico (Oxymax Deluxe System;
Columbus Instruments, Columbus, OH), como descrito previamente [24]. O tempo
de avaliacao desses animais foram de 48 horas, sendo 24 horas de adaptacao e
mais 24 horas de mensuragao do gasto energético.

TESTE DE TOLERANCIA AO PIRUVATO

O teste de tolerancia ao piruvato foi realizado apés jejum overnight dos
animais. Uma injeg&o intraperitoneal de piruvato dissolvido em solugéo salina
(0,9%) sera aplicada nos animais na dose de 2 g/Kg de peso corporal.

A glicemia foi verificada coletando-se sangue caudal, através de fitas
reativas e glicosimetro nos tempos: 0 (basal) 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos
apos a injecao de piruvato.

IMUNO-HISTOQUIMICA

Camundongos C57BL/6J foram anestesiados com ketamina e diazepan e
perfundidos (transcardiaca) com salina 0,9% seguido por formalina a 10%. Os
cérebros foram removidos, imersos em formalina por 3-4h e subsequentemente
em 20% de sacarose por 18-36h a 4°C. Os cérebros foram seccionados
coronalmente na espessura de 35 um, utilizando micrétomo. Os cortes foram

coletados em 5 séries iguais e estocados a -20°C.

IHC foi realizada utilizando as séries cortadas de cérebro. Em resumo, as
séries foram incubadas com 0,3% de peroxido de hidrogénio para inibir a atividade
de peroxidase endogena. Apds incubagdo com solugédo bloqueadora por 2 horas,
as séries foram incubadas por 10-12h com anticorpo anti- IKKe (IKKe (D20G4)
Rabbit mAb — cell signaling) (1:500 e 1:1000). A ligacdo do anticorpo foi detectada
usando anticorpo secundario biotinilado (Vector Laboratories) e kit ABC
(Vectastain Elite, Vetor Laboratories) e 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride
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(DAB). A especificidade do anticorpo foi confirmada usando um controle negativo
onde o anticorpo primario foi omitido. As séries foram montadas em laminas
(Superfrost Plus, Fisher Scientific), desidratadas com alcool e subsequentemente

avaliadas em microscopio.
EXTRACAO de RNA e QPCR

A extracdo do mRNA foi feita segundo protocolo do Trizol™. Para
verificar a integridade do RNA, foi feito um gel de agarose 1,0%. Apds a
verificagdo da integridade, as amostras de mRNA foram transformadas em
cDNA em uma concentracao final de 3,0ug.

PCR quantitativo (QPCR) — Real Time PCR

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema
TagMan™ (Applied Biosystems), que é constituido por um par de primers e uma
sonda marcada com um fluor6foro. Foram utilizados primers para amplificacdo dos
genes NPY e POMC. O gene 18S (TagMan™ - Applied Biosystems) foi escolhido
como controle endégeno da reacdo, o qual serve para normalizar a expressao do
gene de interesse nas diferentes amostras. A sonda 78S esta marcada com o
fluoréforo VIC, enquanto que os outros primers supracitados estdo marcados com
o fluor6foro FAM.

Para a quantificacao relativa dos genes em estudo, as reagdes de PCR em
tempo real foram realizadas em triplicata a partir de: 6,25uL de TagMan Universal
PCR Master Mix 2x, 0,625uL da solu¢do de primers e sonda, 1,625uL de agua e
4,0uL de cDNA, sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 yL de agua ao
invés do cDNA. As condigbes de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os
valores da expresséo génica relativa foram obtidos pela analise dos resultados no
programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems).

EXTRACAO DE TECIDOS
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Ap6s as medidas de ingestao alimentar, peso, consumo de Oy, teste do
piruvato e/ou imuno-histoquimica, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e foi extraido os seguintes tecidos: hipotdlamo, tecido adiposo marrom
(BAT), figado e bago. Os adiposos foram extraidos e pesados para avaliagéo da
massa adiposa. Ap6s a extracdo, os tecidos foram homogeneizados em tampéao
de extracao, e a avaliacao da quantidade de proteina foi realizada através de do
teste de Biureto e leitura no espectrofotobmetro. Apdés a determinacdo da
quantidade protéica, as amostras foram preparadas com tampao de Laemmli para
serem aplicadas no gel de poliacrilamida.

IMMUNOBLOTTING

O immunoblotting foi realizado para determinar a expressao das proteinas
envolvidas na sinalizagao de insulina, leptina e da via inflamatéria.

Em resumo, a partir do extrato total de proteinas, 35ug de proteinas por
amostra foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE. Em todos os casos, 0
gel de poliacrilamida foi balizado por marcador de peso molecular conhecido
(BioRad). Eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio Rad, com tampé&o
de corrida. O SDS-PAGE foi submetido a 30 volts por 30 minutos e depois a 120
volts por mais 2 horas. A seguir, as proteinas separadas no SDS-PAGE foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de
eletrotransferéncia do minigel da Bio Rad, com tampao de transferéncia, mantido
em voltagem constante de 120 volts por 2 horas.

Ap6s a transferéncia as membranas foram incubadas em solucdo
bloqueadora por duas horas a temperatura ambiente e lavadas com solu¢éo basal
por trés sessdes de dez minutos. Em seguida, incubadas com anticorpo primario
especifico, lavadas novamente com solucdo basal e entdo incubadas com
anticorpo secundario e reveladas através de ECL em filme de raio X (Kodak XAR-
Rochester, NY).

AplGs a revelacdo das auto-radiografias e visualizacdo das bandas, estas
foram submetidas a densitometria éptica, utilizando o equipamento Eagle Eye
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Scanner (Stratagene). Com estes dados foi realizada andlise estatistica
comparando as bandas obtidas entre os diferentes grupos.

As solugdes que foram utilizadas:

Tampao de extracdo para extrato total: para extracdo de proteinas ou
imunoprecipitacao de tecidos. Contendo: trisma base a 100 mM, EDTA a 10 mM,
pirofosfato de s6dio a 10 mM, fluoreto de sédio a 100 mM, ortovanadato de sédio
a 10 mM, PMSF a 2 mM (diluido em alcool etilico), triton X 100 a 1% e 0,1 mg/mL
de aprotinina. Esta solugao foi mantida 4°C. O ortovanadato, PMSF e a aprotinina

foram acrescidos no momento do uso.

Tampao de Laemmli (5X): foi utilizado para estocar o material extraido e
para posterior aplicacdo no gel de poliacrilamida para eletroforese de sédio
duodecil-sulfato (SDS-PAGE) a 6%. Contendo: azul de bromofenol a 0,1%, fosfato
de sédio a 1M pH 7,0, glicerol a 50%, SDS a 10%.

Tampao de corrida (utilizado na eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS-
PAGE): contendo: trisma base a 200 mM, glicina a 1,52 M, EDTA a 7,18 mM, SDS

a 0,4%. Foi feita solugéo estoque que sera diluida a 1:4 para uso.

Tampao para transferéncia: utilizado para transferéncia das proteinas
separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose. Contendo: trisma
base a 25 mM, glicina a 192 mM, metanol a 20% e SDS a 0,02% para facilitar a
eluicdo de proteinas de alto peso molecular.

Solugéo basal: solugao basica utilizada para 0 manuseio da membrana de
nitrocelulose apds transferéncia das proteinas. Contendo: cloreto de sédio 150
mM, trisma base 10 mM, Tween 20 a 0,02%.

Solugéo bloqueadora: utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose
logo apods a transferéncia. Contém 5% de leite em p6 desnatado (Molico® Nestlé)
e azida sodica a 0,02%, dissolvidos em solu¢ao basal.
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Solugdo para anticorpos: solucdo na qual se diluem os anticorpos
especificos. Contendo 0,3% de leite em p6 desnatado e azida soédica a 0,02%,

diluidos em solucao basal.

FORMA DE ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Todos os valores estdo expressos como média * erro ou desvio padrao da
média. Os dados foram avaliados por analise de variancia (One-way ANOVA)
seguido por teste de significAncia (Bonferroni test), comparando grupos
experimentais. Erro oo menor do que 5% foi aceito para rejeitar a hipotese de
nulidade.
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Podemos observar na curva do ITT (Fig. 1) que os animais submetidos a
dieta hiperlipidica demonstram uma maior glicemia basal e um menor decréscimo
da glicemia apoés injecao de insulina quando comparados aos animais controles,
sugerindo que 0s animais obesos podem estar apresentando um quadro de

resisténcia a insulina.

Figura 1
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Figura 1: Caracterizacao dos animais quanto a sensibilidade a insulina.

A) Curva do Teste de tolerancia a insulina (ITT) em camundongos C57BL6/J submetidos a
dieta hiperlipidica (DH) n=10 e dieta padrao (DP) n=10. Resultados apresentados como médiazerro
padrédo da média. *p<0.05 vs C57BL/6J com DP

A partir do ITT, utilizamos, na maior parte dos experimentos, 0os animais obesos e

com resisténcia a insulina.

A figura 2A indica a expressao da IKKe em hipotdlamo e bago de animais
obesos. Utilizamos o ba¢go como controle positivo no gel.

Podemos observar que IKKe & expressa no hipotalamo de camundongos

controles (Fig. 2 A) e que esta aumentada em camundongos com obesidade
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induzida por dieta e em camundongos db/db (Fig. 2 B). Também se observa a
expressao da proteina IKKe no nucleo ventro-medial hipotalamico (VMH) através
da técnica de Imuno-histoquimica (Fig. 2 C-D). As imagens sugerem a expressao

proteica de IKKe nas células da glia.

Figura 2
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Figura 2: Expressao proteica da IKKe em hipotalamo.

A) Expressao da proteina IKKe no hipotalamo e no baco de camundongos com obesidade induzida
por dieta. B) Expressao da proteina IKKe em camundongos em dieta padrao (DP), dieta
hiperlipidica (DH) e db/db.C) Expressao da proteina IKKe em camundongos pelo método de imuno-
histoquimica, visualizagdo em aumento de 10x. (C) e de D) 20x (D). Foram utilizados 2 animais
para a imuno-histoquimica. A e B os dados estdo apresentados como médiaterro padrao da média
*p<0.05 Bago vs hipotdlamo #<0.05 DP vs outros grupos.

Com o objetivo de investigar se a IKKe tem um papel no metabolismo

energeético, inibimos a expressdo da proteina com inibidor farmacol6gico ou
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siRNA. A administracdo intracerebroventricular do inibidor farmacolégico
(CAY10576) e também do siRNA por 5 dias reduziu a expressao de IKKe no
hipotalamo (Fig. 3-A) e nao alterou a expressao de IKKa/B, demonstrando assim
que o inibidor farmacolégico foi especifico para a IKKe (Fig. 3-B). No entanto, a
inibicdo de IKKe com CAY reduziu a fosforilagdo em serina 307 do IRS1 em
hipotalamo (Fig 3-C), mostrando assim que provavelmente a via da insulina nao
estara mais sendo inibida pois o substrato 1 do receptor de insulina ndo esta
sendo mais fosforilado em serina. Em conjunto, estes resultados sugerem que a
inibicdo especifica de IKKe com CAY pode alterar via de sinalizagao de insulina,

melhorando a sensibilidade a este hormonio.

Figura 3
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Figura 3: Eficacia do Inibidor farmacologico (CAY10576) e siRNA.

A) Expressédo da proteina IKKe no hipotalamo de camundongos tratados
intracerebroventricular (ICV) com veiculo ou com inibidor farmacolégico CAY10576 (CAY)
ou siRNA. B) Fosforilagdo das proteina IKKa/ em hipotalamo de camundongos tratados

ICV com veiculo e CAY. C) Fosforilagdo em serina 307 do IRS-1 em camundongos
tratados ICV com veiculo, CAY ou siRNA.Em A e B os dados estéo apresentados como
médiaterro padrdo da média. *p<0.05 vs. veiculo.

Com a inibicdo da IKKe no hipotalamo foi demonstrado uma significativa
reducdo do peso corpéreo e da ingestao alimentar (Fig. 4-A; B). A inibicao da IKKe

aumentou o consumo de O2, a producdo de CO2 e a expressao da UCP1 no tecido
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adiposo marrom (BAT) em camundongos obesos induzidos por dieta (Fig 4-C; D; E).

Esses resultados sugerem que a IKKe hipotalamica pode regular o peso corporal, pelo

menos em parte, através da modulacdo da ingestdo de alimentar e do gasto

energeético.

Figura 4
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Figura 4: Inibicao da IKKe hipotalamica altera o metabolismo energético de aimais

obesos

Camundongos tratados com veiculo ou CAY intracerebroventricular tiveram seu (A)
peso corpéreo (B) Ingestao (C) Consumo de Oxigénio.(D) Produgéo de gas carbbénico
e (E) Expresséo da proteina UCP-1 em BAT (tecido adiposo marrom) medidos. Foram

estudados 10 animais em cada grupo. Os dados estao apresentados como média+erro

padrdo da média. p<0.05 vs. veiculo
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A inibicdo da IKKe, por CAY, no hipotalamo diminuiu a glicemia de jejum em
camundongos com obesidade induzida por dieta (Fig 5-A). A glicemia durante o
teste do piruvato foi menor nos animais com IKKe inibida, sugerindo uma redugao
na producdo hepatica de glicose (Fig 5-B). Estes resultados foram associados
com uma reduzida expressdo proteica de PEPCK no figado (Fig 5-C). Em
conjunto, estes dados sugerem que a IKKe além de influenciar o metabolismo

energético também pode alterar o metabolismo da glicose.

Figura 5
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Figura 5: Inibicao da IKKe hipotalamica altera o metabolismo da glicose hepatica

Camundongos tratados com veiculo ou CAY intracerebroventricular tiveram sua (A)
glicemia de jejum (B) tolerancia ao piruvato (C) e expressédo da proteina PEPCK
medidos. Foram estudados 10 animais em cada grupo. Em A e B os dados estao

apresentados como média+erro padrao da média. *p<0.05 vs. veiculo.

O consumo alimentar em resposta a insulina foi menor ap6s 4 horas nos
camundongos com a IKKe inibida por CAY (Fig. 6 A). Nestes mesmos grupos foi
observado um aumento da fosforilagcdo das proteinas da vida de sinalizacdo de
insulina como o IR (receptor de insulina) e AKT no hipotdlamo de camundongos
com a IKKe inibida por CAY (Fig. 6- B; C). Este resultado sugere que a IKKe pode
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ter um papel importante na regulagdo da sensibilidade hipotalamica a insulina de
camundongos com obesidade induzida por dieta, pois com sua inibicao,
provavelmente, a fosforilacdo do IRS1 em serina estava diminuida, fazendo com

que a via de sinalizacao de insulina funcione normalmente.

Figura 6
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Figura 6: Inibicao da IKKe hipotalamica melhoa a acédo e sinalizacdo da insulina

Camundongos tratados com veiculo ou CAY intracerebroventricular tiveram sua (A)
ingestao alimentar apds 4h de injegao ICV de insulina (B). Fosforilagéo do receptor IR
(C) e da proteina AKT medidos. Foram estudados 10 animais em cada grupo. Os
dados estao apresentados como média+erro padrao da média. *p<0.05 vs. veiculo.

O consumo alimentar em resposta a leptina foi menor apds 4 horas nos
camundongos com a IKKe inibida por CAY (Fig. 7 A). Nestes mesmos grupos foi
observado um aumento da fosforilagdo das proteinas JAK2 e STAT3 no
hipotalamo de camundongos com a IKKe inibida por CAY (Fig. 7 B;C) Sugerindo
que a IKKe pode ter um papel importante na regulacdo da sensibilidade
hipotalamica a leptina de camundongos com obesidade induzida por dieta, pois da
mesma forma que a insulina, acredita-se que a via de inflamacdo e mais

precisamente a IKKe possa controlar a sinalizacao da via da leptina.
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Figura 7
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Figura 7: Inibicao da IKKe hipotalamica melhora a acédo e sinalizag¢édo da leptina

Camundongos tratados com veiculo ou CAY intracerebroventricular tiveram sua (A)
ingestdo alimentar apds 4h de injegao ICV de leptina (B). Fosforilagao da proteina
JAK2(C) e da proteina STAT3 medidos. Foram estudados 10 animais em cada grupo.
Os dados estdo apresentados como média+erro padrao da média. *p<0.05 vs. veiculo.

Para avaliar se a melhora na sinalizag&o de insulina e leptina no hipotalamo
foram apenas pelo tratamento com CAY, ou seja, apenas pela inibi¢do da IKKg, foi
realizado o experimento pair-feeding, que consiste em igualar a ingestdo
alimentar, para isso administrou-se 2g/dia de dieta hiperlipidica (Fig 8 A). Mesmo
com a mesma ingestdo alimentar os animais que foram tratados com CAY foi
demonstrado uma significativa perda de peso em comparacdo com 0s animais
administrados com veiculo (Fig 8 B). Foi demonstrado um aumento da fosforilagéo
das proteinas da via de sinaliza¢ao de insulina como o IR e AKT no hipotalamo de
camundongos com a IKKe inibida por CAY (Fig 8 C-D). Assim como, também foi
demonstrado um aumento da fosforilagdo das proteinas JAK2 e STATS,
pertencentes a via de sinalizagao de leptina, no hipotdlamo de camundongos com
a IKKe inibida por CAY (Fig 8 E-F). Sugerindo assim, que o aumento na

fosforilacdo das proteinas da via de sinalizacdo de insulina e leptina nao foi
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influenciada pela diminuicao da ingestao alimentar dos animais tratados com CAY.
Porém, pode ter sido influenciada pela perda de peso.
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Figura 8: Inibicao da IKKe hipotalamica melhora a acao e sinaliza¢ao da insulina e
leptina em animais submetidos ao pair-feeding

Camundongos tratados com veiculo ou CAY intracerebroventricular tiveram seu (A) Ingestao
alimentar (B) peso corpéreo (C) Fosforilagdo do receptor IR (D) e da proteina AKT (E) Fosforilacao
da proteina JAK2 e (F) da proteina STAT3 medidos. Foram estudados 10 animais em cada grupo.

Os dados estao apresentados como média+erro padrao da média. *p<0.05 vs. veiculo.

Para avaliar se a melhora na sinalizagao de insulina e leptina no hipotalamo
nao foi a partir da perda de peso desses animais, foi realizado o experimento pair-
weight, que consiste em nivelar o peso corpéreo entre os grupos estudados (Fig 9
A).

Foi demonstrado um aumento da fosforilacdo das proteinas da via de
sinalizacdo de insulina como o IR e AKT no hipotalamo de camundongos com a
IKKe inibida por CAY (Fig 9 B-C). Assim como, também foi demonstrado um
aumento da fosforilacdo das proteinas JAK2 e STAT3, pertencentes a via de
sinalizagado de leptina, no hipotadlamo de camundongos com a IKKe inibida por
CAY (Fig 9 D-E). Sugerindo assim que o aumento da fosforilagdo das proteinas
IR, AKT e JAK2 e STAT3 em resposta a insulina e leptina ndo é decorrente da

diminuigdo da adiposidade e sim, pela inibicdo da IKKe no hipotalamo.
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Figura 9

2 60+
8 J
S 40Gug-e—e—8—3
o o
o]
) 207
8 -
o 0
o 01 2 3 45
dias
IB: p-IR
IB: IR
600
501
&‘400
= 30
200
100
0
InsulinalCV = 4+ = +
Veiculo  CAY

F.

IB: p-STAT3
IB: STAT3

&*400

= 300

) 0
LeptinalCV - 4+ = +
Veiculo  CAY

064 =
© = =
(@]

(o]
£ 8041 £
S5 2

5 0.24 o
I-Ll ~— "&",
4

0 -
Veiculo CAY

E.

IB: p-AKT
IB: AKT
60
50
z 400
=2 30
20
100

0
InsulinalCV = + = <+
Veiculo

CAY

G.

IB: p-JAK2
IB: JAK2

600

0
LeptinalCV - + = +
Veiculo  CAY

(g/gPeso)

Veiculo CAY

Figura 9: Inibicao da IKKe hipotalamica melhora a acdo e sinaliza¢ao da insulina e

leptina em animais submetidos ao pair-weight

Camundongos tratados com veiculo ou CAY intracerebroventricular tiveram seu (A)
peso corpéreo (B) Adiposo epidimal (C) e Retroperitonial (D) Fosforilagao do receptor
IR (E) e da proteina AKT (F) Fosforilagao da proteina JAK2 e (G) da proteina STAT3
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medidos. Foram estudados 10 animais em cada grupo. Os dados estdo apresentados
como média+erro padrdo da média. *p<0.05 vs. veiculo.

Adicionalmente, investigamos a expressdo de neuropeptideos em animais
obesos tratados ou ndo com CAY. Observamos um aumento da expressao de
POMC (mRNA) (Fig. 10 A) e uma diminuicao da expressao de NPY (mRNA) (Fig.
10 B) nos animais tratados com CAY comparados aos animais veiculos.
Sugerindo que a inibicao da IKKe influencia a expressdao de neuropeptideos
ligados ao metabolismo energético. Houve um aumento da expressdo do
neuropeptideo POMC, cujo metabdlito é o alfa-MSH que é anorexigénico. Em
contrapartida, uma reducéao do neuropeptideo NPY que é orexigénico.

Figura 10
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Figura 10: Expressao génica dos neuropetideos hipotalamicos apds tratamento com CAY.
Foram utilizados camundongos em dieta hiperlipidica em jejum (24h) tratados com veiculo ou CAY.
Expressao génica de (A) neuropeptideo Y (NPY), (B) POMC (Pro-opiomelanocortin). Foram
estudados 6 animais em cada grupo. Os dados estao apresentados como média+erro padrdo da
média. #p<0.05 vs. veiculo.
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A inibicdo da IKKe com siRNA no hipotalamo também foi eficiente (dados
nao mostrados) e houve uma significativa perda de peso e uma reducdo da
ingestao alimentar (Fig 11-A; B). Confirmando os dados obtidos com o inibidor
farmacolégico.
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Figura 11: Inibicdo da IKKe hipotalamica com siRNA altera o peso corpoéreo e a
ingestao alimentar de animais obesos

Camundongos em dieta hiperlipidica tratados com veiculo (scramble) ou siRNA
intracerebroventricular tiveram seu (A) peso corpéreo (B) Ingestao de 24 horas
medidos. Foram estudados 10 animais em cada grupo. Os dados estdo apresentados

como média+erro padrao da média. p<0.05 vs. veiculo

Houve um aumento da fosforilagdo das proteinas da vida de sinalizagao de

insulina IR e AKT no hipotalamo de camundongos com a IKKe inibida por siRNA
(Fig 12 A-B).
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Figura 12
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Figura 12: Inibicao da IKKe hipotalamica com siRNA melhora a sinalizacao da
insulina em animais obesos

Camundongos em dieta hiperlipidica tratados com veiculo (scramble) ou siRNA
intracerebroventricular tiveram sua (A). Fosforilagao do receptor IR (B) e da proteina AKT medidos.
Foram estudados 10 animais em cada grupo. Os dados estao apresentados como média+erro
padrao da média. *p<0.05 vs. demais grupos.

A inibicdo da IKKe por siRNA no hipotadlamo diminuiu a glicemia de jejum
em camundongos com obesidade induzida por dieta (Fig 13-A). Nesse mesmo
grupo a expressao proteica de PEPCK estava diminuida no figado (Fig 13-B).
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Figura 13
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Figura 13: Inibicdo da IKKe hipotalamica com siRNA reduz a glicemia de jejum e a
expressao proteica de PEPCK em figado de animais obesos

Camundongos em dieta hiperlipidica tratados com veiculo (scramble) ou siRNA
intracerebroventricular tiveram sua (A) glicemia de jejum (B) e expressao da proteina
PEPCK medidos. Foram estudados 10 animais em cada grupo. Em A os dados estao

apresentados como média+erro padrao da média. *p<0.05 vs. veiculo.

Como a expressdo de IKKe foi mais elevada no hipotadlamo de
camundongos db/db, investigamos se a inibicdo IKKe no hipotalamo destes
camundongos poderia melhorar os parametros metabdlicos. Podemos assim
observar que a inibicdo da IKKe no hipotdlamo de camundongos db/db induziu
diminuicdo no peso e na ingestao alimentar (Fig 14 A-B), um aumento no gasto

energético (Fig 14 C) e um aumento na expressdo de UCP1 no BAT (Fig 14 D).
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Figura 14
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Figura 14: Inibicdo da IKKe hipotalamica melhora o metabolismo energético e de glicose de
animais db/db

Camundongos db/db tratados com veiculo ou CAY intracerebroventricular tiveram seu
(A) peso corpéreo (B) ingestao alimentar (C) Consumo de Oxigénio (D) Produgao de
gas carbobnico e (E) expressao da proteina UCP-1 em BAT (tecido adiposo marrom)
medidos. Foram estudados 10 animais em cada grupo. Em A, B, C e D os dados estao
apresentados como média+erro padrao da média. *p<0.05 vs. veiculo.

Foi observado um aumento da fosforilacdo das proteinas IR e da AKT em
resposta a insulina no hipotalamo de camundongos db/db com a IKKe inibida por
CAY (Fig 15 A-B ). Sugerindo que a IKKe pode ter um papel importante na
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regulagédo da sensibilidade hipotalamica a insulina em camundongos db/db, da
mesma forma que no camundongo C57/BL6/J obeso. Portanto, pela inibicao
apenas da IKKe em hipotalamo, os animais demonstraram uma melhora na
sensibilidade a este horménio.

Figura 15
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Figura 15: Inibicdo da IKKe hipotalamica melhora a sinalizacédo da insulina em
animais db/db

Camundongos db/db tratados com veiculo ou CAY intracerebroventricular tiveram sua (A)
Fosforilacao do receptor IR (B) e da proteina AKT medidos. Foram estudados 10 animais em cada
grupo. Os dados estdo apresentados como média+erro padrao da média. *p<0.05 vs. veiculo.

Observou-se também, uma redugéo significativa da glicemia de jejum
acompanhado por uma diminuicdo na expressdao de PEPCK no figado de
camundongos db/db tratados com CAY (FIG 16 A,B). Isto sugere que a IKKe pode
participar dos mecanismos que induzem alteracdo do metabolismo da glicose nos
animais db/db.
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Figura 16

>

400

300

(mg/dl)

100

Glicemia de Jejum

Veiculo

CAY

B

IB: PEPCK
IB: B-actina —

Vei CAY

Figura 16: Inibicdo da IKKe hipotalamica melhora o metabolismo da glicose de

animais db/db

Camundongos db/db tratados com veiculo ou CAY intracerebroventricular tiveram sua
(A) glicemia de jejum (B) expressao da proteina PEPCK medidos. Foram estudados 10
animais em cada grupo. Os dados estdo apresentados como média+erro padrdo da

média. *p<0.05 vs. veiculo.
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Discussdo



No presente estudo, foi demonstrado, pela primeira vez, que animais
com obesidade induzida por dieta ou com obesidade genética, como db/db,
apresentaram um aumento da expressao protéica de IKKe em hipotalamo. Este
aumento foi associado a resisténcia hipotalamica a insulina e leptina, sugerindo
um papel importante da IKKe em mediar resisténcia a insulina ligada a obesidade

induzida por dieta.

A ativagédo da via inflamatéria IKK/IxB/NFkB tem sido descrita como um
dos principais mecanismos de resisténcia a insulina que ocorre na obesidade [14].
Nesta linha, a serina-quinase IKKp foi o foco de varios estudos. ZHANG et al, em
2008, demonstraram que a via IKKB/NFkB estava ativada em hipotalamo de
animais obesos e que este fenbmeno gerava resisténcia hipotalamica aos efeitos
anorexigénicos de insulina e leptina. Assim, sugeriu a importancia da ativagao da
via IKKB/NFkB na inducédo de resisténcia hipotaldmica a insulina e leptina em
animais obesos. Em adicdo demonstraram que a delecdo da IKKB no sistema
nervoso central ou em neurénios AgRP protegia os animais de obesidade induzida
por dieta hiperlipidica, além de manter a acao anorexigénica da insulina e leptina
pérvias [21].

Recentemente, CHIANG et al., em 2009, demonstraram que a expressao
génica de outra isoforma de IKK, IKKe, estava mais aumentada do que a
expressao de IKKa e IKKB em tecidos como figado e adiposo de animais que
receberam dieta hiperlipidica. Além disso, os animais knockouts (KO) globais para
IKKe eram protegidos de obesidade e resisténcia a insulina quando submetidos a
dieta hiperlipidica [20]. Como a IKKe € também uma serina quinase, os autores
destacaram sua importancia no desenvolvimento da inflamagdo cronica e

resisténcia a insulina associadas a obesidade.

Apesar dos animais IKKe KO terem menor adiposidade, em comparagéao
aos controles, apresentavam uma ingestdo alimentar aumentada. Portanto, a
explicacdo do menor peso foi devido ao aumento no gasto energético. No
presente estudo, a IKKe foi inibida durante cinco dias por meio de injegcbes ICV de
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CAY ou por continua infusdo de siRNA ICV em animais obesos. Neste periodo os
animais apresentaram uma reduc¢do de adiposidade que foi associada com uma
reducao de ingestao alimentar. A diferenca nos resultados de ingestao alimentar
entre o presente estudo e o estudo de CHIANG (2009) pode ser devido ao tempo
de inibicdo da IKKe. No presente estudo a IKKe foi inibida por um curto periodo,
cinco dias, comparada com a inibicdo prolongada em animais IKKe KO. Os
animais IKKe KO podem ter tido alguma compensagéo na regulagdo da ingestao
alimentar para tentar minimizar a perda de peso que estes apresentavam.
Entretanto, estes mecanismos nao foram estudados por CHIANG et al. No
presente estudo, a reducdo da ingestdo em animais com a IKKe inibida foi
associada com a maior expressao de POMC, cuja metabolizagado gera a-MSH que
€ anorexigénico. Corroborando com a tendéncia a hipofagia, verificou-se menor
expressdo de NPY que é orexigénico. Em conjunto, estes resultados destacam o

papel da IKKe na regulagéo da ingestao alimentar.

A acdo da insulina e leptina no hipotalamo induzem hipofagia [25]. O
tratamento com CAY ou siRNA melhorou os efeitos anorexigénicos da insulina e
leptina de animais obesos. Esta melhora na agao destes hormdnios foi associada
ao aumento da fosforilagdo do receptor de insulina e da AKT em resposta a
insulina e da fosforilacdo da JAK2 e STAT3 em resposta a leptina em hipotalamo
de camundongos com obesidade induzida por dieta. Estes efeitos persistiram nos
experimentos de pair-feeding e pair-weight, sugerindo que a inibicdo da IKKe no
hipotalamo melhora a acéo e sinalizagcéo da insulina e leptina independentemente
da adiposidade.

O mecanismo pelo qual a inibicdo da serina quinase IKKe no hipotalamo
de animais obesos melhora a agdo e sinalizagcdo de insulina parece ser pela
reducdo da fosforilagdo em serina do IRS-1. De fato, a fosforilagdo do IRS15%37
foi reduzida apds tratamento com CAY ou siRNA. IKKe parece ser a serina
quinase inibida, pois além do siRNA ser bem especifico, a inibicdo com CAY e
siRNA néo alterou a fosforilagdo de IKKa/B em hipotalamo.
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Além da reducao da fosforilagdo em serina do IRS-1, observou-se uma
maior fosforilagcdo do receptor de insulina. Isto sugere que em paralelo aos efeitos
da inibigdo da serina quinase IKKe, outros mecanismos podem estar envolvidos na
maior fosforilacdo do IR. Entretanto, estes mecanismos nao foram estudados.
Pode-se fazer a hip6tese que pode ter havido uma reducgao de fosfatases como a
PTP1B em animais com inibicao de IKKe no hipotalamo. A reducéo da expressao
de PTP1B no hipotalamo é associada a uma melhora no sinal de insulina e leptina
[26-28]

O mecanismo pelo qual a inibicdo da IKKe no hipotdlamo melhora a agéao
e sinalizacao da leptina ndo é ainda conhecido. No entanto, foi demonstrado que a
ativacao da IKKe aumenta a migracao do NFkB para o nucleo, aumentando assim
a expressdo da fosfatase PTP1B [26-28]. Neste sentido, pode-se aventar a
hip6tese de que a inibicdo da IKKe no hipotalamo pode ter reduzido a migracao do
NFkB para o nucleo, diminuindo a expressao de PTP1B neste tecido. Entretanto,
esta hipétese nao foi investigada no nosso estudo, sendo necessarios outros

experimentos para ser comprovada.

A menor adiposidade encontrada em animais com inibicdo da IKKe em
hipotalamo pode ser decorrente também de um gasto energético aumentado. No
presente estudo, verificou-se um aumento do consumo de oxigénio e da
expressao de UCP-1 no tecido adiposo marrom. Este resultado foi semelhante ao
encontrado em animais IKKe KO [20]. Parece que o excessivo gasto energético é
uma caracteristica marcante destes animais. Nos experimentos com pair-feeding
apesar de manter-se a mesma ingestao para 0s grupos, 0s animais tratados com
CAY tiveram uma perda de peso aumentada em comparagdo ao grupo tratado
com veiculo. Em conjunto, estes dados sugerem que a IKKe tem um importante

papel no controle do balango energético.

A inibicdo da IKKe por CAY ou siRNA no hipotalamo de animais com
obesidade induzida por dieta resultou em uma diminuigdo da glicemia de jejum.
Esta reducdo foi mais exorbitante em animais db/db. Além disso, houve uma
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reducao da glicemia durante o teste do piruvato, sugerindo uma menor produgao
hepéatica de glicose. Estes resultados foram associados a menor expressao
protéica de PEPCK em figado, proteina envolvida na gliconeogénese hepatica. E
conhecido que infusdo de insulina no terceiro ventriculo ou diretamente na regiao
mediobasal do hipotalamo reduzem a gliconeogénese hepatica. Este efeito é
mediado pelo nervo vago. Adicionalmente, a resisténcia hipotalamica a insulina
pode levar ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 [29-31]. Em todos estes
estudos foi sugerido que a acao hipotalamica da insulina é necessaria para inibir o
fluxo de glicose pelo figado e que defeitos nessa acao central podem levar a uma
alteracdo na regulagao da producédo hepatica de glicose. Em conjunto, pode-se
aventar a hipétese de que a inibicao hipotalamica da IKKe pode ter melhorado a
acao e sinalizagao de insulina neste tecido o que pode ter refletido na producao de
glicose pelo figado. Assim, parece que a IKKe além de influenciar o metabolismo

energético também tem um papel no controle do metabolismo da glicose.

A resposta inflamatéria induzida pela obesidade no figado e no tecido
adiposo inclui a mais tipos de células que o esperado, mas carece de muitos dos
sinais cardinais da inflamacao classico (ou seja, dor, rubor, Calor, tumor). Isto
levou Hotamisligil et al. [32] a criar o termo "meta-inflamattion” para descrever a
inflamagéo induzida pela obesidade.

A ligacao entre a obesidade e a inflamacao subclinica é representada pela
ativacao da via NFkB. Além da candnica sinalizagdo do NFkB, dois inibidores de
IkB ndo candnicos, como as quinases IKKe e TBK1, foram descritos como
ativadores de NFkB em células imunoldgicas [33]. Nesta linha, Reilly et al.
demonstraram que a droga anti-inflamatéria amlexanox, é um inibidor de IKKe e
TBK1. O tratamento crénico, por gavagem, com este inibidor leva a redugcédo na
inflamacdo subclinica, além de aumentar a sensibilidade a insulina, gasto
energético, temperatura corporal e expressdo da UCP1 em tecido adiposo,
acompanhado de uma diminuigdo de peso em animais geneticamente obesos ou
com obesidade induzida por dieta [33]. Entretanto, neste estudo os autores nao

diferenciam os efeitos da inibicdo de IKKe e de TBK1.
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Os resultados obtidos com siRNA, no nosso estudo, sugerem que a inibi¢cao
da IKKe foi determinante e ndo o TBK1 para reducao de peso, ingestao e aumento
do gasto energético. Nossos resultados foram similares ao encontrado em

camundongos IKKe KO.

Em resumo, os dados sugerem que a expressao de IKKe hipotalamica é
maior em animais obesos e pode participar do desenvolvimento da resisténcia a
insulina e leptina neste tecido. Sua inibicdo reduz a adiposidade, ingestédo
alimentar e aumenta o gasto energético. A inibicdo da IKKe além de influenciar o
balanco energético altera também o metabolismo de glicose. Assim, pode-se
sugerir que a IKKe representa uma ligacdo entre a obesidade e resisténcia a
insulina e leptina no hipotdlamo e pode ser um alvo terapéutico para o tratamento
da obesidade, resisténcia a insulina e diabetes.
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Conclusdo



1. A obesidade aumenta a expressao de IKKe também em hipotalamo.

2. A IKKe pode fazer parte do mecanismo inflamatério ativado pela obesidade

na indugéo de resisténcia a insulina e leptina no hipotalamo.

3. A inibicao de IKKe especificamente em hipotdlamo tem um papel essencial
no metabolismo energético, incluindo regulacdo de adiposidade, ingestao e gasto

energeético.

4. A inibicado de IKKe especificamente em hipotadlamo afeta o metabolismo de
glicose hepatica, provavelmente por melhorar a sinalizacao de insulina.

5. A identificacdo do papel da IKKe em hipotalamo podera contribuir para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas com objetivo de reverter ou
prevenir a instalacdo de obesidade e suas comorbidades.
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