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Resumo

O aumento da prevaléncia da obesidade e diabete tipo 2 nas sociedades modernas esta
fortemente associado as doencas cardiovasculares, hipertensao, infarto e aterosclerose.
Estas patologias tém sido relacionadas com ingestao calérica excessiva e diminuicdo do
gasto energético. Muitos fatores regulam a ingestao alimentar, incluindo horménios como
insulina e leptina, alimentos e comportamento. Estes fatores sao integrados no hipotalamo
que media um sistema de sinalizac&o celular para regular o comportamento alimentar e o
balanco energético da célula. A proteina quinase ativada por AMP (AMPK) tem sido
proposta como capaz de mediar as adaptagdes celulares as variacbes nutricionais
ambientais. O resultado da ativacdo da AMPK ¢é a inibicdo de vias biossintetizantes que
consomem energia, tais como as vias de sintese de acidos graxos e proteinas, e a
ativacao de vias catabdlicas, como a via de oxidacdo de acidos graxos e a glicolise. No
hipotalamo, a AMPK desempenha o papel de mediar os efeitos hormonais na ingestao
alimentar e no balangco energético. Outras moléculas, como a acetil-CoA carboxilase
(ACC) e o seu produto, o malonil-CoA tém sido propostas como possiveis intermediarios
na sinalizacao hipotalamica que monitora o estado energético do corpo. No presente
trabalho, ndés administramos citrato, um ativador alostérico da ACC, no hipotalamo de
ratos a fim de investigarmos o efeito deste composto na atividade hipotalamica e hepatica
da AMPK. O resultado desta modulacdo no metabolismo energético, metabolismo de
glicose e comportamento alimentar foi comparado aos ratos tratados com salina. NOs
observamos que o tratamento com citrato inibiu a fosforilagdo da AMPK hipotalamica
seguido de inibigdo da fosforilagdo da ACC hipotalamica, indicando menor atividade da
AMPK neste tecido. A inibicdo da AMPK promoveu diminuicdo da ingestao alimentar,

perda de peso corpéreo e aumento da expressao dos neuropeptideos anorexigénicos
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POMC e CRH. No grupo de ratos tratados com citrato, a captagao de glicose foi maior do
que nos ratos que receberam solucdo salina, como mostrada pelo teste tolerancia a
glicose (GTT) e pelo clamp hiperinsulinémico-euglicémico. Consistente com estes
resultados, no figado, os ratos tratados com citrato mostraram maior fosforilagdo das
proteinas da cascata de sinalizacao da insulina, reduzidos niveis de fosforilagdo da AMPK
e ACC e expressao aumentada da PEPCK e G6Pase, se comparado aos animais
controle. O efeito central do citrato na melhora da sinalizagdo da insulina nos tecidos
periféricos, na ativacdo da producado de glicose pelo figado e na inibicao da AMPK
hepatica foi bloqueado por antagonista B-adrenérgico. De acordo com estes resultados,
ndés podemos sugerir que a modulacado da AMPK por intermediarios metabdlicos possa
ser um mecanismo importante de controle da homeostase energética e

consequentemente do diabetes e obesidade.
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Abstract

The increased prevalence of obesity and type Il diabetes in modern societies is largely
linked to cardiovascular disease, hypertension, stroke and atherosclerosis. These
pathologies have been associated to excessive caloric intake and decreased energy
expenditure. Many factors regulate food intake, including hormones such as insulin and
leptin, fuels and behavior. These factors are integrated in the hypothalamus that mediates
a signaling system to regulate food behavior and cellular energy balance. The AMP-
activated protein quinase (AMPK) has been proposed to be capable of mediating the
cellular adaptations to nutritional environmental variation. The result of AMPK activation is
the inhibition of energy-consuming biosynthetic pathways, such as fatty acid and protein
synthesis, and activation of ATP-catabolic pathways, such as fatty acid oxidation and
glycolysis. In the hypothalamus, AMPK mediates hormonal effects on food intake and
energy balance. Other molecules, such as acetyl-CoA carboxylase (ACC) and its product
malonyl-CoA have been proposed as possible intermediaries in the hypothalamic signaling
pathway that monitors energy status. In the present work we administrated citrate, an
allosteric activator of ACC, in the hypothalamus to investigate its effect on hypothalamic
and hepatic AMPK activity and the result of this modulation in the energetic cellular
metabolism, such as glucose metabolism and food behavior. Results were compared to
saline-treated rats. Here we show that citrate treatment inhibited hypothalamic AMPK
phosphorylation followed by an inhibition of hypothalamic ACC phosphorylation, indicating
lower AMPK activity in this tissue. The AMPK inhibition promoted decrease in food intake,
loss of body weight and increased expression of anorexigenic neuropeptides (POMC and
CRH). In the citrate group, the glucose uptake was higher than in animals receiving saline
according to GTT and hyperinsulinemic-euglycemic clamp. Consistent with these results,

in the liver, citrate-treated rats showed also higher phosphorylation of insulin signaling
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proteins than control rats, reduced AMPK and ACC phosphorylation and increased
PEPCK and G6Pase expression. Supported by these results, we suggest that AMPK
modulation by citrate can be an important mechanism to understand deregulated glucose
metabolism involved in diabetes and obesity. The central effect of citrate in the
improvement of peripheral insulin signaling, in the activation of liver glucose production,
and in the inhibition of hepatic AMPK was blocked by the p-adrenergic antagonist.
According to these results, we suggest that AMPK modulation by metabolic intermediaries
can be an important mechanism controlling the energetic homeostase, diabetes and

obesity.

14
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Introducao

Nos ultimos anos as alteragdes metabdlicas presentes na obesidade e no diabetes,
tém sido amplamente investigadas. O aumento da prevaléncia destas desordens é
associado a fatores presentes na sociedade moderna, como a facilidade na aquisicao de
nutrientes e diminuigao de atividades fisicas (Friedman, 2003).

A obesidade é uma desordem causada por um desequilibrio energético onde a
ingestao alimentar excede o gasto calérico (Flier, 2004). Nos ultimos 10 anos, varias
investigacoes tém sido realizadas para se entender as causas da obesidade e hoje,
acredita-se que a presenca dos sinais de obesidade tenha um papel fundamental na
origem desta doenca (Broberger, 2005). Estes sinais sao produzidos em proporcao ao
nivel de tecido adiposo do organismo e atuam no sistema nervoso central, principalmente
no hipotalamo, indicando saciedade e inibindo a ingestao alimentar. A leptina e a insulina
sao hormbnios produzidos pelo tecido adiposo e pelas células do pancreas,
respectivamente, e preenchem os critérios para as moléculas classificadas como sinais de
obesidade (Niswender & Schwartz, 2003).

A leptina e a insulina circulam pela corrente sanguinea até o cérebro e ativam
neuropeptideos hipotalamicos responsaveis pela diminuicdo da fome. Por outro lado,
niveis reduzidos destes hormdnios resultam em hiperfagia e obesidade. Alteragdes
genéticas, como aquelas em que ha um problema nos receptores de leptina, também
podem levar a perda do controle da ingestdo alimentar e a obesidade (Farooqi et al.,
2001).

A obesidade esta associada a varias patologias como aumento de gordura em

tecidos magros que pode levar a lipotoxicidade, cardiomiopatia, aterosclerose, faléncia
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renal, infarto, diabetes mellitus ndo dependente de insulina e resisténcia a insulina (Unger,
2003).

A insulina é produzida pelas células f do pancreas logo apos a alimentacao a fim de
normalizar os niveis de glicose sanguinea. A insulina circulante rapidamente atinge os
seus 6rgaos alvos, principalmente figado, musculo e tecido adiposo onde ela interage
com seus receptores (Gual et al., 2005). O receptor de insulina (IR) pertence a familia dos
receptores localizados na superficie da célula e que possuem atividade tirosina quinase
intrinseca.

O IR é composto de duas subunidades extracelulares (o) e duas subunidades
transmembranas (B) ligadas por pontes dissulfeto. A ligagdo da insulina a subunidade o
induz a autofosforilagdo em tirosina da subunidade B. O IR ativado, subsequentemente,
fosforila 0os seus substratos incluindo o IRS 1 a 4 (proteina substrato para o receptor de
insulina 1 a 4), Shc (Src homoloy collagen) e APS (proteina adaptadora com um dominio
PH e SH2). Estas proteinas fosforiladas funcionam como moléculas efetoras capazes de
ativar diferentes vias de sinalizagao celular como a via da PI3Kinase (fosfatidilinositol 3
quinase). A via da PI3Kinase, através da ativacdo pelo IRS1, esta preferencialmente
envolvida em acdes metabdlicas da insulina tais como captacao de glicose e sintese de
lipidios e glicogénio (Saltiel & Kahn, 2001).

A PI3Kinase catalisa a fosforilacado de fosfoinositideos na posicao 3 para produzir
fosfatidilinositol-3-fosfato, especialmente o PtdIns (3,4,5)P3, que se liga ao dominio PH de
uma variedade de moléculas sinalizadoras alterando assim suas atividades ou suas
localizagdes celulares (Lietzke et al.,, 2000). Entre as moléculas ligadoras de PtdIns
(3,4,5)P3, esta a serina/treonina proteina quinase B (PKB ou Akt) que possui um dominio
PH que interage com PtdIns (3,4,5)P3; promovendo a sua translocagcao para a membrana

plasmatica e sua subsequente ativacao catalitica (Sheid et al., 2001). Uma vez ativada, a
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Akt promove uma série de eventos fisiolégicos como, a estimulagcdo da captacao de
glicose pelo musculo esquelético e adipdcitos via a translocacao de transportadores de
glicose (GLUT 4) para a membrana plasmatica, estimulacdo da sintese de glicogénio
hepatico via a fosforilagdo e inativacdo da enzima glicogénio sintase quinase 3 (GSK3),
controle da atividade mitogénica celular por ativacao da via da ERK (Walker et al.,1998) e
regulacao positiva da sintese proteica por ativacdo de mTOR (“mammalian target of
rapamycin”). O mecanismo pelo qual a Akt ativa a mTOR é pouco entendido, mas
acredita-se que seja via foforilacdo e inibicao de um complexo regulador negativo da
mTOR chamado TSC2 (Hahn-Windgassen, et al.,2005).

Além disso, a PI3Kinase possui também atividade serina quinase e pode interagir
com outras moléculas sinalizadoras independentes da formacdo do Ptdins (3,4,5)Ps
(Kessler et al.,2001).

Além de sua atuacado periférica, a insulina também atua no hipotalamo e
desencadeia um sinal de saciedade através da inducao da expressao de neuropeptideos
anorexigénicos e inibicdo da expressdao dos neuropeptideos orexigénicos, diminuindo
desta maneira, a ingestao alimentar (Schwartz et al, 1992).

Quando o efeito desencadeado pela insulina no tecido ndo resulta em resposta
normal, um quadro de resisténcia a insulina pode se instalar levando ao diabetes mellitus.

O diabetes mellitus é um problema de saude publica de grande prevaléncia no
mundo (Zimmet et al, 2001). Ele é caracterizado pelos niveis elevados de glicose no
sangue (hiperglicemia), acidos graxos e, em casos severos, corpos cetbnicos (Cerasi,
1992). A doenca é associada a auséncia de insulina causada pela destruicdo autoimune
das células B do pancreas (diabetes tipo | ou insulina dependente), ou é associada a

niveis baixos, normais ou altos deste horménio em resposta a resisténcia a insulina ou a
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funcéo prejudicada das células p do pancreas (diabetes tipo I ou ndo dependente de
insulina) (Satiel & Kahn, 2001).

A resisténcia a insulina € encontrada em tecidos alvos deste hormdnio como
musculo, adipécitos e figado e pode ser causada pela acao ineficiente da insulina ou
ainda por um defeito no receptor da insulina (IR) (Taylor, 1992). A obesidade também
pode ser responsavel pela resisténcia a insulina e consequentemente pelo diabetes tipo |l
(Kim et al., 2001). A captacao de glicose pelo musculo e demais tecidos estimulada por
insulina se da via uma cascata de reacdes que envolvem a fosforilacdo do IR, dos
substratos do IR (IRSy e IRS;), de uma proteina PI3Kinase e a translocacado para a
membrana plasmatica de transportadores de glicose dependentes de PI3Kinase

(esquema 01).

Glicose Receptor
Insulina (IR)
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Esquema 01: Sinalizagao da Insulina
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Experimentos demonstraram que dietas ricas em gordura atrapalham a ativacao da
via PI3kinase pela insulina (Shulman, 2000). Como as dietas que induzem obesidade
geralmente sao dietas ricas em gordura, o mecanismo via PI3K parece ser uma das
explicacdes para a ligacdo da obesidade e resisténcia a insulina (Niswender & Schwartz,
2003).

A teoria de que a resisténcia a insulina poderia ser resultado de um aumento nos
niveis de acidos graxos livres circulantes foi inicialmente proposta por Randle et al em
1963. Desde entdo, varios estudos tém relacionado as causas do diabetes mellitus 1l com
0 aumento nos niveis plasmaticos de lipidios. Mais recentemente, os trabalhos de
Shulman (2000) e Ruderman (2006) mostraram que o aumento dos niveis de &cidos
graxos livres, durante o clamp euglicémico, causou resisténcia a insulina em musculos
esqueléticos de humanos, acompanhada de aumento consideravel nas concentragdes de
diacilglicerol (DAG) medidas nestes individuos. Além disso, Ruderman (2006) mostrou
que este aumento nos &cidos graxos livres provocou a ativacdo da proteina serina
quinase PKC, responsavel pela fosforilacdo em serina do substrato para o receptor de
insulina (IRS1).

A fosforilagdo em serina do IRS1 € um evento importante na desensibilizacdo da
acao da insulina e no desenvolvimento do diabetes mellitus tipo Il (Sesti et al., 2001).
Sabe-se também, que o aumento de TNF-a (fator de necrose tumoral), endotelina 1, IL-6
(interleucina 6) e &cidos graxos livres observados nos quadros de obesidade, induzem
resisténcia a insulina por promoverem ativacdo de serina quinases que fosforilam
elementos da cascata de sinalizagédo da insulina, atrapalhando suas funcdes e inibindo a
propagacao do sinal deste horménio (Foli et al., 2003). Dessa forma, a fosforilacdo em
serina do IRS1 e de outras proteinas, poderia representar outro mecanismo de ligacao

entre o diabetes tipo Il e a obesidade.
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A obesidade pode também estar relacionada a deficiéncia de leptina. A leptina,
membro da familia das citocinas é um horménio secretado como produto do gene ob,
principalmente pelo tecido adiposo branco, embora outros tecidos como a placenta,
musculo e epitélio gastrico possam produzi-la em baixas concentracdes (Ahima & Osei,
2004). A leptina é liberada na corrente sanguinea e se liga ao seu receptor (ObR) no
orgao alvo. Varios 6rgaos e tecidos possuem receptores para a leptina, como o figado,
musculos, rins, pulmdes e hipotalamo. A ligacdo da leptina ao seu receptor ativa a
proteina JAK2 (Janus Kinase 2), que por sua vez fosforila os residuos de tirosina do
receptor levando a ativagdo e recrutamento de moléculas sinalizadoras (Myers, 2004).
Entres estas moléculas esta o STAT 3 (sinal transdutor e ativador da transcricao 3), que
se dimeriza e se transloca para o nucleo onde se liga a regides especificas e induz a
expressao génica (White et al., 1997).

No hipotadlamo, a ligacdo da leptina no seu receptor age como um sinal de
disponibilidade de nutrientes, regulando a captacao e o gasto energético (Lin et al., 2000).
Na periferia, a leptina estimula a oxidacdo de acidos graxos, captacdo de glicose e
previne o acumulo de lipidios em tecidos nao adipogénicos, contribuindo para a
prevencao da lipotoxicidade (Minokoshi et al.,2002). A deficiéncia deste horménio esta
relacionada ao aumento da ingestao alimentar e supressao de gasto energético, podendo
levar a um quadro de obesidade (Flier, 2004).

Assim, alteracbes no delicado balanco energético do organismo podem causar o
desarranjo da homeostase energética e contribuir para o desenvolvimento da obesidade e
do diabetes.

O balanco energético é monitorado pelo sistema nervoso central, principalmente o

hipotalamo, que regula a magnitude da ingestdo alimentar e o gasto cal6rico, além de
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controlar a ingestdo de agua, termogénese, ciclo sono e vigilia, padroes de
comportamento sexual e metabolismo do corpo (Uyama et al., 2004).

O hipotalamo é dividido em areas e nudcleos (arqueado, lateral, medial e
periventricular) que possuem funcdes definidas. A area lateral (LHA) esta envolvida com a
sinalizacao parassimpatica e a estimulacao desta area leva a diminuicao do apetite e a
uma série de respostas anabdlicas (Yoshimatsu et al., 1984). A area medial, que é
constituida em grande parte pelo nucleo ventromedial (VMH), estd relacionada a
sinalizacao simpatica e a estimulagao deste nucleo produz aumento do apetite e ativacao
de respostas catabdlicas (Yoshimatsu et al., 1984). Assim, as funcdes da LHA e do VMH
sao reciprocas. A area periventricular, que possui o0 nucleo periventricular (PVN), € uma
area chave do hipotalamo, pois recebe sinais de outras areas hipotalamicas. No nucleo
PVN existem dois grupos de células, o primeiro grupo controla o sistema nervoso
autondbmico e regula o fluxo de inervacdao simpatica e parassimpatica para 6érgaos
viscerais, como figado, pancreas e glandula adrenal (van Dijk et al., 1994), o outro grupo
de células é constituido por neurbnios neurosecretorios, que afetam a glandula pituitaria e
controlam a secrecao de varios horménios (Freund-Mercier et al., 1981).

O controle da ingestdo alimentar feito pelas areas hipotalamicas é possivel pela
presenca, nestas areas, de neurdnios que produzem neuropeptideos anorexigénicos
(inibem a ingestao alimentar) e orexigénicos (estimulam a ingestao alimentar). Dentre os
neurdnios anorexigénicos, estdo aqueles que produzem os neuropeptideos POMC (pro-
opiomelanocortina) e CART (transcrito regulado por cocaina e anfetamina) e dentre os
orexigénicos, estdao aqueles que produzem o NPY (neuropeptideo Y) e AgRP (proteina
relacionada ao agouti). Estes neurdnios se localizam no nucleo arqueado do hipotalamo e
sao classificados como neurdnios de primeira ordem por estarem em contato direto com a

leptina e a insulina, e se projetarem para outros grupos de neurbnios (segunda ordem) a
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fim de estabelecerem a comunicacdo das areas hipotalamicas e integrarem os sinais
relacionados a ingestao alimentar (Schwartz et al, 2000).

A insulina e a leptina sdo os principais sinais hipotalamicos que regulam a
homeostase energética e a adiposidade do corpo. No hipotalamo, a insulina e a leptina
agem nos neurdnios POMC ativando a secrecao do neuropeptideo anorexigénico a-MSH
(horménio estimulador de a melanécito) e nos neurénios NPY/AgRP inibindo a expressao
dos neuropeptideos orexigénicos NPY e AgRP (Obici et al., 2001). O papel destes
hormdnios no balango energético tem sido evidenciado em varios trabalhos que
demonstram que resisténcia central a insulina e a leptina pode levar a hiperfagia, aumento
das concentragdes plasmaticas de insulina e leptina e mudangas no balanco energético e
na massa gorda (Porter et al., 2002 e Niswender et al., 2003). E importante salientar que
a via de sinalizacao destes 2 horménios se comunicam (“cross talk”) e, portanto, a acao
de um horménio pode interferir na sinalizacao do outro. No hipotadlamo, a insulina modula
a ativacdo do STATS via leptina (Carvalheira et al., 2001). A ligacdo da leptina no seu
receptor (ObR), é capaz de fosforilar IRS e induzir a via de sinalizacao IRS/PI3K através
de ativacdo de JAK2 (Bates et al., 2003). O trabalho de Carvalheira et al. (2005) reforca
estes achados mostrando que em hipotalamo, as acées combinadas da leptina e insulina
levam a potencializa¢do de vias de sinalizacdo moleculares ao nivel de JAK2 e aumentam
a estimulacgao fisioldgica de processos como o controle da ingestao alimentar e do peso
corporeo. Assim, os processos controlados pela ligacado entre leptina e insulina no
hipotalamo podem contribuir para o entendimento de patologias metabdlicas como a
obesidade e o diabetes.

Desta forma, neuropeptideos e sinais hormonais que indicam o status energético da

célula sao integrados no hipotalamo e sao transmitidos para outras regidées do cérebro e
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do corpo a fim de produzirem as respostas comportamentais adequadas (Cha et al.,
2004).

Apés receber informagdes dos nervos aferentes, o hipotalamo manda sinais para
orgaos periféricos, como mausculo, tecido adiposo, sistema enddcrino e figado, para
controlar a homeostase (Uyama et al., 2004). Evidéncias tém demonstrado que os tecidos
periféricos possuem inervagao hipotalamica e que é ela a responsavel pela regulagdo do
metabolismo e hemodinamica destes érgaos (Oben et al., 2003). O figado possui nervos
contendo neurotransmissores (noradrenalina e acetilcolina) e neuropeptideos (substancia
P, somatostatina, glucagon, serotonina, neurotensina, galanina e neuropeptideo Y) que
ajudam a regular as funcgdes do figado (Uyama et al., 2004).

As fungdes do figado sdo muito importantes para o metabolismo do corpo desde
que, apos serem absorvidos a maioria dos carboidratos, aminoacidos e triacilglicerois
passa para o sangue e € captada pelo figado. Os hepatécitos transformam os nutrientes
obtidos em combustiveis e precursores requeridos em cada tecido e os exportam para o
sangue (Knighton et al., 1991).

Em mamiferos, o figado é o principal responsavel pela conversdo do excesso de
carboidrato da dieta em triacilglicer6is. A glicose pode ser metabolizada no figado e
fornecer substratos como o acetil-CoA, para a sintese de acidos graxos. O excesso de
carboidratos também resulta na ativacdo de varios genes das enzimas glicoliticas e
lipogénicas (Dentin et al., 2005).

A regulacdo do metabolismo de acgucares e gorduras no figado € controlada
primeiramente pela insulina e glucagon. No estado pés-prandial, o figado capta
aminodcidos, lipidios e carboidratos em resposta a um aumento na insulina e no jejum,
um decréscimo na razao plasmatica insulina/glucagon leva a degradacao do glicogénio

hepatico, B oxidacdo e cetogénese (Barthel & Schmoll, 2003). Em patologias, como no
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diabetes tipo |, onde os niveis de insulina estdo descontrolados, hiperglicemia e
cetoacidose sao observados como resultado do aumento da B oxidagdo e cetogénese
hepaticas. Por outro lado, no diabetes tipo Il, os efeitos anabdlicos exagerados pelas altas
concentracbes de insulina produzem aumento da biossintese de acidos graxos e
diminuicado da B oxidacao no figado (Casteels & Mathieus, 2003).

Em condicées de jejum, o glucagon pancreatico ativa no figado programas
catabdlicos, em parte via CREB (proteina ligadora de elemento responsivo ao AMPCc).
Apds o estimulo pelo glucagon, o AMPc fosforila CREB na Ser133, que se liga a CRE
(elementos responsivos ao AMPc) e forma um complexo. Este complexo formado
estimula a gliconeogénese hepatica e a oxidacao de &cidos graxos pela indugdo da
expressao do co-ativador nuclear PGC-1a (Lin et al., 2004).

Foi demonstrado também que AMPc pode estimular a expressdo de genes
gliconeogénicos através da sua capacidade de desfosforilar e induzir a entrada nuclear de
TORCs, uma familia de coativadores citoplasmaticos que aumentam a expressao celular
de genes envolvidos na gliconeogénese via interacdo com CREB (Bittinger et al., 2004).
Dentre os membros da familia TORC, o TORC 2 parece ser a forma predominante no
figado, e por este motivo tem sido atribuido a ele o papel de indutor do programa de
gliconeogénese hepatica (Koo et al., 2005). O trabalho de Koo et al. (2005) mostra que a
associacdo de TORC2-CREB estimula a transcricio de genes das enzimas
gliconeogénicas PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinase) e da G6Pase (glicose 6
fosfatase).

As respostas metabdlicas do figado também sado mediadas pela leptina. No figado,
foi demonstrado que a leptina, a fim de prevenir acimulo de gordura em tecidos nao

lipogénicos, estimula a oxidacao hepatica de lipidios (Unger, 2003).
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Associado ao controle hormonal, nervos autonémicos do hipotdlamo que inervam o
figado controlam o metabolismo de glicose através da modulagdo de enzimas hepaticas
chaves como a glicogénio fosforilase, PEPCK, piruvato quinase, AMPK (quinase ativada
por AMP) e ACC (acetil-CoA carboxilase) (Uyama et al., 2004). Desta forma, alteracdes
hipotaldamicas no nivel energético das células, como abundancia ou escassez de
nutrientes, alteram a ingestao alimentar e também diferentes circuitos para os érgaos
periféricos, principalmente o figado, com o intuito de equilibrar 0 metabolismo geral do
organismo (Obici & Rossetti, 2003). Para que isto seja possivel, o sistema nervoso central
possui uma rede de sinalizagdo que medeia a acao de nutrientes e o balango energético
(Minokoshi et al., 2004).

Envolvidas nesta rede de sinalizacdo estao proteinas como AMPK (proteina quinase
ativada por AMP) e ACC (acetil-CoA carboxilase). A AMPK é um componente de uma
cascata de quinases que age como um sensor energético celular, pois € ativada em
resposta a fatores de estresse ambiental e nutricional que aumentam os niveis de AMP e
depletam os niveis de ATP intracelular, incluindo choque térmico, hipdxia, hipoglicemia e
exercicio fisico prolongado (Carling, 2005). Ela é amplamente expressa em mamiferos,
sendo encontrada nos musculos cardiacos e esqueléticos, figado, tecido adiposo e
hipotalamo.

A AMPK é um complexo heterotrimérico formado de uma subunidade catalitica (o)
e duas subunidades regulatorias (B e y) (Kahn et al.,, 2005). Duas isoformas foram
identificadas para as subunidades o (o1 € a2) € B (B1 e B2) e trés isoformas foram
reportadas para a subunidade y (y1, v2 € y3) (Hardie et al., 1998).

A subunidade a contém um dominio quinase N-terminal e um dominio C-terminal
envolvidos na formacdo do complexo protéico. As subunidades B contem dominios C-

terminais conservados que sao importantes na estrutura da AMPK, pois ajudam a formar
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um complexo com as subunidades o e y (Hudson et al., 2003). A subunidade y contém 4
repeticdes de uma seqliiéncia de 60 residuos de aminoacidos chamada de dominio CBS
que se dimerizam para se tornarem ativos. Os 2 dimeros formados recebem o nome de
dominios Bateman (Kemp, 2004) e possuem a capacidade de se ligar a uma molécula de
AMP ou de ATP de maneira exclusiva, corroborando os achados de Scott et al. (2004) de
que altas concentragcdes de ATP antagonizam a ativacdo da AMPK por AMP. A ligacao
das moléculas de AMP ou de ATP aos dominios Bateman acontece com alta
cooperatividade positiva, o que poderia ser um mecanismo de adaptacdo para aumentar a
sensibilidade do sistema AMPK a pequenas mudancgas nos niveis destes nucleotideos
(Kakn et al., 2005).

O AMP pode promover a ativacdo da AMPK alostericamente ou estimular a
fosforilagdo do seu dominio quinase no residuo de treonina 172 (thr 172) por uma quinase
ativadora de AMPK (AMPKK). O nucleotideo pode ainda garantir a fosforilacao da AMPK
inibindo a acao de fosfatases que poderiam desfosforilar a AMPK (Kakn et al., 2005). A
identidade da AMPKK permaneceu obscura por muitos anos, mas recentemente varios
trabalhos tém reportado que as quinase LKB1 e a CAMKK (quinase da proteina quinase
dependente de Ca*?-calmodulina) possuem os requisitos bioquimicos necessarios para
fosforilar e ativar a AMPK (Hawley et al., 2003; Shaw et al., 2004 e Woods et al., 2004).
Além disso, Sakamoto et al. (2005) e Shaw et al. (2005) mostraram, em seus trabalhos,
que LKB1 é a principal quinase ativadora de AMPK no musculo esquelético e no figado,
respectivamente. O resultado da ativacao da AMPK é a ativacao de vias de producao de
energia (catabdlicas), tais como a oxidagao de &cidos graxos € a glicélise e a inibicao de
vias de consumo de energia (anabdlicas), tais como, sintese de acidos graxos, sintese de
colesterol, sintese de proteinas e gliconeogénese hepatica (Carling, 2004). O controle da

gliconeogénese hepatica pode acontecer devido a capacidade da AMPK fosforilar o co-
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ativador da expressao de genes gliconeogénicos, TORC2 e assim inibir sua entrada no
nucleo e a conseqliente ativacao da gliconeogénese (Koo et al., 2005).

Acredita-se que a AMPK hipotalamica tenha papel na mediacdo dos efeitos
nutricionais e hormonais na ingestdo alimentar e no balago energético (Minokoshi et al.,
2004).

Além de estresse nutricional e ambiental, a atividade da AMPK também pode ser
influenciada por alteragcbes nos niveis de glicose, leptina, adiponectina, insulina
(Minokoshi et al.,, 2004), resistina, peptideos orexigénicos e anorexigénicos e drogas
antidiabéticas (Brunmair et al., 2004).

As alteragdes nos niveis de glicose podem indicar o estado energético da célula e
funcionar como um modulador da atividade da AMPK. Os resultados de Minokoshi et al.
(2004) mostraram que injecdao de glicose intraperitoneal em camundongos suprimiu a
atividade da AMPK hipotalamica. A resistina € um horménio secretado pelos adipdcitos
que age no figado atrapalhando a acdo da insulina na producao de glicose hepatica e
dimunindo a ativacdo da AMPK (Muse et al., 2004). Adiponectina € uma molécula
produzida pelo tecido adiposo relacionada com a liporegulacdo e, em tecidos magros
como musculo esquelético e figado, a leptina e adiponectina aumentam a atividade da
AMPK a fim de aumentarem vias catabdlicas como oxidacdo de acidos graxos e
prevenirem o acumulo exagerado de lipidios nestes tecidos (Minokoshi et al, 2002). Por
outro lado, no hipotalamo, junto da leptina e insulina, funcionam diminuindo a atividade da
AMPK e a fome (Unger, 2003).

A metformina e as tiazolidinedionas sao drogas amplamente utilizadas no tratamento
do diabetes tipo 2 e foi encontrado que elas podem ativar indiretamente a AMPK. Ambas
as drogas inibem o complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial causando diminuicao

da producao de ATP e aumento da razao AMP/ATP, levando assim a ativacdo da AMPK
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(Fryer et al., 2004). Tiazolidinedionas também aumentam os niveis de adiponectina e
diminuem os niveis de resistina 0 que pode contribuir, indiretamente, para a ativacao da
AMPK (Kahn et al., 2005).

A regulacao da ingestao alimentar pela AMPK e a sua presenca no hipotalamo tem
despertado bastante interesse. Sua atividade no hipotadlamo modulada pelo estado
nutricional (o jejum aumenta a atividade da AMPK, enquanto a realimentagao diminui sua
atividade) (Minokoshi et al., 2004 e Roman et al., 2005) e sua atividade modulada por
drogas antidiabéticas na periferia (Brunmair et al., 2004) torna esta proteina um alvo para
os tratamentos da obesidade e diabetes.

A atividade catalitica da AMPK esta intimamente relacionada com uma outra
enzima, a acetil-CoA carboxilase (ACC). A AMPK ativada (fosforilada) é responsavel pela

fosforilagao da ACC (ser 79) e sua inibigao (esquema 02).
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Esquema 02: Atividade da AMPK
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A ACC é uma enzima amplamente expressa em tecidos animais, como hipotalamo,
musculos esquelético e cardiaco, figado, tecido adiposo e glandula mamaria (Pan e
Hardie, 2002). Sua funcao é a carboxilacao do substrato aceti-CoA produzindo malonil-
CoA, que por sua vez participa como o primeiro intermediario na biossintese de acidos
graxos de cadeia longa. O malonil-CoA também pode impedir a oxidacdo de &cidos
graxos por inibir a enzima carnitina aciltransferase1 (CPT-1). A CPT-1 esta localizada na
membrana externa da mitocondria e auxilia o transporte do acido graxo para a matriz
mitocondrial durante a oxidacgao lipidica. A inibicao da CPT-1 assegura que a oxidacao de
acidos graxos seja diminuida sempre que o figado tenha amplo suprimento de glicose
como combustivel e esteja fabricando triacilglicerois a partir desta glicose (Abu-Elheiga et
al., 2000).

Duas isoformas da ACC foram identificadas, ACC, ou ACCs e ACCy ou ACC,. ACC,
€ encontrada no citoplasma e o malonil-CoA produzido por ela esta relacionado com a
biossintese de acidos graxos, sendo assim encontrada em grandes concentracbes em
tecidos lipogénicos como tecido adiposo, figado e glandulas mamarias. A ACCg esta
associada a mitocéndria e co-localizada com CPT-1 e acredita-se que o malonil-coA
proveniente da reacdo catalisada por ela esteja envolvido com a inibicdo da CPT-1 e
consequentemente, com o controle da oxidacdo dos acidos graxos principalmente em
6rgaos como os musculos esquelético e cardiaco (Abu-Elheiga et al., 1997).

Desta forma, o malonil-CoA funciona tanto como intermediario na sintese de acidos
graxos quanto como inibidor da CPT-1, que controla a oxidacdo de lipidios. Por este
motivo, o malonil-CoA tem sido identificado como um sensor bioquimico de
disponibilidade de nutriente (Obici & Rossetti, 2003). No trabalho de Ruderman & Saha
(2006) foi demonstrado que em condi¢des de grande disponibilidade de glicose, o malonil-

CoA inibe a oxidacao de acidos graxos.
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No hipotadlamo, o malonil-CoA é um possivel mediador na via de sinalizacao
hipotalamica que monitora a quantidade de energia do organismo. Nesta via de
sinalizacao, a ACC, a AMPK e a leptina tém papeis fundamentais. O aumento dos niveis
de leptina apds ingestdo de nutrientes diminui a formacao da p-AMPK, desta maneira a
ACC continua ativa e os niveis de malonil-CoA altos, e como conseqiéncia ocorre
diminuicao da fome e aumento da biossintese de acidos graxos (Hu et al., 2003).

O malonil-CoA, por ser um marcador de disponibilidade de nutrientes, pode servir
como uma ligacao entre o metabolismo energético central e a transducao de sinais para
os tecidos periféricos via modulagdo das proteinas AMPK e ACC. Desta forma, torna-se
interessante entender como o aumento de nutrientes no hipotdlamo que se traduz em
aumento de malonil-CoA, pode influenciar as reacdes metabdlicas nos tecidos periféricos,
sobretudo o figado que controla 0 metabolismo de agucares e lipidios.

Para isto, utilizamos neste trabalho, injecdo intracerebroventricular (ICV) de um
indicador de disponibilidade de nutrientes, o citrato. O citrato € um intermediario do ciclo
do &cido citrico formado ap6s a condensacao de um acetil-CoA (proveniente das reacdes
de catabolismo) com o oxaloacetato (primeiro intermediario do ciclo do acido citrico). Ele é
ativador alostérico da ACC e o principal precursor do substrato da ACC, o acetil-CoA
citossélico, do qual o malonil-CoA é produzido (Allred et al., 1997). Os experimentos de
Saha e Ruderman (2003) mostraram que em condicbes de alta disponibilidade de
nutrientes no musculo, onde foram observados elevados niveis de glicose e insulina
circulantes, as concentracoes de citrato e malonil-CoA determinadas foram altas. Desta
forma, a utilizacdo de citrato intracerebroventricular pode nos fornecer informacbes a
cerca da modulagcdo das enzimas AMPK e ACC no hipotdlamo e na periferia,

influenciando importantes mecanismos de controle da homeostase energética do corpo.
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Justificativa

Nos ultimos anos diversos fatores tém sido propostos como importantes reguladores
da ingestao alimentar e metabolismo energético do corpo. O entendimento destes fatores
tornou-se relevante, uma vez que a incidéncia de doencas metabdlicas como a
obesidade, diabetes e patologias relacionadas tém alcancado proporgcdes alarmantes.
Dentre os fatores que controlam o balanco energético do corpo esta a proteina quinase
ativada por AMP (AMPK). A AMPK ¢ considerada como um sensor energético da célula e
desempenha o papel de integrar sinais hormonais e nutricionais nos tecidos periféricos e
no hipotalamo que modulam a ingestao alimentar e o gasto energético (Kahn et al., 2005).
Recentemente, tem-se observado que a estimulacdo da oxidagdo de acidos graxos
induzida pela AMPK pode estar relacionada ao controle da obesidade e do diabetes tipo |l
(Ruderman & Saha, 2006). A AMPK fosforila e inibe a atividade da acetil-CoA carboxilase
(ACC) cuja funcao é estimular a sintese de acidos graxos pela conversado de acetil-CoA
em malonil-CoA. No hipotalamo, o malonil-CoA € um possivel mediador na via de
sinalizacao hipotalamica que monitora a quantidade de energia do organismo. O malonil-
CoA, por ser um marcador de disponibilidade de nutrientes, pode servir como uma ligacao
entre 0 metabolismo energético central e a transducdo de sinais para os tecidos

periféricos via modulagao das proteinas AMPK e ACC.

Objetivos

Assim, baseado nas importantes funcdes da AMPK, ACC e malonil-CoA para o
controle do metabolismo glicidico e lipidico da célula, foi de nosso interesse investigar o

efeito do citrato, um intermediario metabélico e ativador alostérico da ACC, sobre a via
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AMPK/ACC hipotalamica, os sinais neurais de saciedade e a homeostase da glicose.
Portanto, os objetivos deste presente estudo foram:

1. Determinar o efeito do citrato sobre a AMPK e ACC hipotalamicas e o controle da
fome

2. Avaliar a modulacao, pelo citrato, da expressao de neuropeptideos orexigénicos e
anorexigénicos no hipotalamo.

3. Avaliar o efeito do citrato, administrado por via ICV, sobre a AMPK hepética.

4. Analisar o efeito do citrato administrado por via ICV na homeostase da glicose:
captacao de glicose, neoglicogénese e transducao do sinal da insulina.

5. Estudar o papel dos receptores B adrenérgicos no efeito do citrato administrado

por via ICV.
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Material e Métodos:

1) Animais experimentais

Nos nossos experimentos foram utilizados ratos (Rattus norvergicus) machos, da
linhagem Wistar entre oito e dez semanas de idade, provenientes do Biotério Central da
UNICAMP (CEMIB), os quais foram alimentados com ragdo comercial para roedores
(Nuvilab CR-1) da Nuvital, oferecida ad libitum, assim como agua. Os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas (cinco por gaiola) sob condicdes padronizadas de
iluminacgao (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 22 + 2° C.

Os animais foram randomicamente divididos em grupos de acordo com o protocolo

experimental a ser realizado.

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal

(CEEA-IB-UNICAMP) segundo o protocolo n® 1044-1.

2) Cirurgia Estereotaxica

Para a cirurgia de implantacdo da canula no ventriculo lateral do hipotalamo,
utilizamos ratos de 08 semanas de idade e peso corpdreo entre 250 — 300g. Os animais
foram previamente anestesiados por via intraperitoneal com uma mistura de 1:1 (0,8 ml)
de cloridrato de cetamina (50 mg/ml) e diazepan (5,0 mg/ml) e os reflexos corneano e
pedioso dos animais foram testados para sé entdo serem posicionados no aparelho de
estereotaxia para implantagdo da canula. Para a insercao correta da canula no ventriculo
lateral, seguimos as coordenadas do Atlas Paxinos-Watson (Paxinos et al., 1980) que
variam de acordo com o peso do animal e se baseiam no valor do bregma. Em ratos de
aproximadamente 250-300 g as coordenadas utilizadas foram: Antero Posterior (AP): 0,2

mm; Lateral (L): 1,5 mm; Profundidade (P): 4 mm.
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3) Infusao intracerebroventricular

Ap6s o periodo de uma semana de recuperagdo da cirurgia estereotaxica, os
animais foram submetidos a um teste de resposta de ingestdo hidrica subseqliiente ao
tratamento com angiotensina Il (2,0 pl de solugdo 10° M), para avaliacdo da adequacgio
da posicao da canula. Ratos com resposta positiva a angiotensina |l foram selecionados e
utilizados nos experimentos. Animais de cada situacao experimental receberam 2,0 ul ICV

de salina ou drogas nas concentracdes descritas abaixo.

4) Protocolo de tratamento com as drogas:

4.1) Protocolo para o tratamento com citrato:

Para os experimentos com citrato, os animais canulados foram tratados com injecao
intracerebroventricular (ICV) de 0,002 ml de 10®M de citrato (20 nmoles). O tratamento
consistia em duas injegcdes de citrato. A primeira acontecia as 18:00h do dia anterior a
cirurgia de retirada dos tecidos e a segunda injecdo era dada 30 minutos antes da

extracdo dos tecidos.

4.2) Protocolo para o tratamento com adenina 9-3-D-arabinofuranosideo (ARA-
A):

Nos experimentos onde os animais foram tratados com a droga inibidora da AMPK
adenina 9-B-D-arabinofuranosideo (ARA-A), os animais canulados receberam injecao
intracerebroventricular (ICV) de 2 nmoles de ARA-A 30 minutos antes da extracao dos

tecidos.
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4.3) Protocolo para o tratamento com SR59230A:

Para os experimentos de inibicdo dos receptores B3 adrenérgicos, os animais foram
tratados com a droga antagonista de receptores B3 adrenérgicos SR59230A na dose de
0,1mg/kg de peso corporeo. O tratamento consistia de injecao intraperitoneal da droga 1

hora antes da injecao de citrato.

4.4) Protocolo para o tratamento com insulina:

O tratamento com insulina consistia de injecéo de 0,2 mL de insulina (10*M) na veia
cava dos animais (iv). Quando os experimentos visavam analisar proteinas da cascata de
sinalizacdo da insulina como IR, IRS1 e IRS2, o figado foi retirado exatamente 30
segundos apos a injecéo de insulina. Para a analise de proteinas como a AKT e de outras
vias de sinalizacéo, o figado foi retirado 1 minuto e 30 segundos apds o estimulo da
insulina. O tecido adiposo epididimal e o musculo séleo foram retirados com,
respectivamente, 4 minutos e 30 segundos e 5 minutos apds injecdo de insulina para a
avaliagdo da fosforilagdo da AKT. A extragdo do hipotadlamo aconteceu imediatamente

apods a retirada dos tecidos.

5) Avaliacao da ingestao alimentar e peso corporeo:

Os animais foram colocados individualmente em gaiolas metabdlicas e mantidos com
racdo e agua ad libitum. As 18 h os ratos foram submetidos ao tratamento com 20 nmoles
de citrato por via ICV e a ingestao alimentar num periodo de 12 horas foi determinada
pela afericdo da diferenga de peso entre o alimento oferecido e o alimento restante na
gaiola. O tratamento com citrato se manteve por 7 dias. Os animais controle receberam

solugéo fisioldgica durante 0 mesmo periodo de tratamento dos animais citrato.
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Os pesos corporeos dos animais também foram medidos diariamente durante o

tratamento de 7 dias com citrato ou solucao fisiolégica.

5.1) Avaliacao do efeito do citrato na ingestao alimentar de ratos mantidos em
jejum:

Os animais foram colocados individualmente em gaiolas metabdlicas e mantidos em
jejum de 08 horas. As 18 h os ratos foram submetidos ao tratamento com 20 nmoles de
citrato por via ICV e a ingestao, ap6s 04 horas, foi determinada pela afericdo da diferenca
de peso entre o alimento oferecido e o alimento restante na gaiola. Os animais controle
receberam solucao fisiolégica durante o mesmo periodo de tratamento dos animais com

citrato.

6) Medidas bioquimicas e hormonais:

Para as medidas de glicose plasmatica, amostras de sangue foram coletadas por
lancetamento da cauda do animal. Para a determinacao dos niveis séricos de insulina e
corticosterona, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (IP) com uma
mistura de 1:1 de cloridrato de cetamina (50 mg/ml) e diazepan (5,0 mg/ml) e as amostras
de sangue foram coletadas por puncao do plexo venoso retro ocular, utilizando-se para
isso, capilares de vidro.

A glicose plasmatica foi medida pelo método da glicose oxidase (Trinder, 1969) e os
niveis séricos de insulina e corticosterona foram medidos seguindo-se as especificacdes
determinadas pelos Kits de ELISA da Lynco Inc e DSL Inc, respectivamente.

Para a execucao destes experimentos, 0s animais permaneceram em jejum de 12

horas.
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7) Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT):

O teste de tolerancia a glicose foi realizado ap6s jejum noturno de 8 horas. Os ratos
foram anestesiados com uma mistura de 1:1 (0,8 ml) de cloridrato de cetamina (50 mg/ml)
e diazepan (5,0 mg/ml). Depois de coletadas as amostras de sangue no tempo zero, uma
solucao de glicose 20% (2,0 g/kg de peso corporeo) foi administrada intraperitonealmente.
Amostras de sangue foram coletadas por lancetamento da cauda nos tempos 5, 15, 30,
60, 90 e 120 minutos apds a injecao de glicose para as determinagdes de concentracao
de glicose e insulina. Os animais receberam citrato (ICV) ou salina (ICV) 30 minutos antes

da administracao da solugéo de glicose.

8) Clamp hiperinsulinémico-euglicémico:

Para a realizacao deste procedimento experimental, os animais foram expostos a
jejum de 05 horas e anestesiados (IP) com uma mistura de 1:1 (0,8 ml) de cloridrato de
cetamina (50 mg/ml) e diazepan (5,0 mg/ml). Apds a perda dos reflexos corneano e
pedioso, os catéteres foram implantados na veia jugular esquerda (para infusdo) e na
artéria carotida (para coleta das amostras de sangue), como préviamente descrito por
Prada et. Al. (2000). A ingestao alimentar e o ganho de peso foram monitorados apo6s o
procedimento cirdrgico até a completa recuperacao dos animais.

Apoés o periodo de recuperacgao, os animais foram mantidos em jejum de 12 horas, e
o clamp hiperinsulinémico-euglicémico de 120 minutos foi realizado como descrito por
Combs et al. (2001) e Rossetti et al. (1997). Os animais receberam continuamente uma
infusdo de 3,6 mU/kg de peso/minuto de insulina humana para que a concentracao
plasmatica de insulina atingisse aproximadamente 800-900 pmol/litro.

As amostras de sangue (20 pl) foram coletadas em intervalos de 5 minutos para a

quantificacdo da concentracdo de glicose plasmatica. Para a manutencdo da
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concentracdo de glicose plasmatica nos niveis observados em jejum, uma solucao de
glicose 10% foi infundida nos animais em taxas variaveis.

No final do clamp, os animais foram sacrificados com injecao (iv) de tiopental sddico.

9) Extracao de tecidos:

Para a extracdo dos tecidos, os animais foram anestesiados por meio da
administracao intraperitoneal de tiopental sédico (0,8 ml; 15 mg/kg) e a perda dos reflexos
pedioso e corneano foi utilizada como controle da anestesia.

Apds os diferentes tratamentos, a cavidade abdominal do animal foi aberta e um
fragmento de tecido foi retirado e homogeneizado em 2 mL de tampao de solubilizagao
(1% Triton X-100; 100 mM Tris pH 7,4; contendo 100 mM de pirofosfato de sédio; 100 mM
de fluoreto de so6dio; 10 mM de vanadato de so6dio; 2 mM PMSF e 0,1 mg de
aprotinina/mL) a 4°C em um homogenizador Politron (Politron PTA 20S generator,
Brinkmann Instruments mode PT 10/35) com velocidade maxima por 30 segundos. Em
seguida, o cranio foi aberto, o hipotalamo retirado e homogeneizado em
aproximadamente 10 volumes do mesmo tampao de solubilizagao utilizado para o figado
a 4°C em homogenizador Politron com velocidade maxima por 30 segundos.

Os homogeneizados foram entdo centrifugados a 11.000 rpm por 30 minutos para
remogao de material insoluvel. Nos sobrenadantes foram determinadas as concentragbes
de proteinas utilizando-se o método de Bradford (Bradford, 1976). Os sobrenadantes
contendo as concentracdes de proteinas conhecidas foram ressuspendidos em tampao
de Laenmli (100 uL de tampao/400 uL de amostra) contendo 100 mmol de DTT e
armazenados em biofreezer -80°C até a utilizagdo do material (extrato total) para o
imunublotting.

Em alguns casos, o sobrenadante foi utilizado para a técnica de imunoprecipitacao.
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10) Imunoprecipitacao e Imunoblot

10.1) Imunoprecipitacao

Para o método de imunoprecipitagcdo, as amostras solubilizadas foram centrifugadas
a 11000 rpm por 30 min a 4°C e o sobrenadante foi retirado para imunoprecipitacao. Os
volumes das amostras foram normalizados por concentragao protéica (1,0 mg de proteina
total por amostra). As amostras foram incubadas por 12 a 14 horas, a 4°C. Apds
incubacao, os imunocomplexos foram recuperados com Proteina A Sepharose 6MB por 2
horas a 4°C e decantados por centrifugacdo por 15 minutos a 4°C/11.000 rpm. O
precipitado foi lavado trés vezes, em intervalos de 5 minutos, com tampéao de lavagem
(2,0 mM ortovanadato de sédio, 100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 0,5% Triton X-100). O
sobrenadante foi descartado retendo-se apenas as proteinas precipitadas
(imunocomplexos) (Velloso et al., 1996). Os imunocomplexos foram ressuspendidos em
25 ul de tampao de Laemmli, contendo 100 mmol/l de DTT.

A imunoprecipitacado foi utilizada em todos os ensaios onde os anticorpos contra as
proteinas analisadas ndo eram encontrados nas suas formas fosforiladas. Nestes casos,
as amostras foram imunoprecipitadas contra os anticorpos nao fosforilados e submetidas
ao imunoblot onde um anticorpo especifico, marcador de fosforilacao, foi adicionado para

se ligar aos imunocomplexos.

10.2) Imunoblot

Para a técnica de imunoblot, as amostras, tanto de imunoprecipitado quanto de
extrato total, foram fervidas rapidamente (5 minutos). As amostras foram aplicadas em gel
de poliacrilamida para separacao por eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas separadas
por SDS-PAGE foram transferidas para membrana de nitrocelulose em aparelho de

transferéncia da BIO-RAD durante 120 min a 80 Volts, em gelo, e banhadas com tampéao
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de transferéncia. As membranas de nitrocelulose foram incubadas por 12 a 14 horas com
anticorpo especifico. A ligacao do anticorpo as proteinas nao especificas foi minimizada
pela pré-incubacdo das membranas de nitrocelulose com tampéao de bloqueio (5% de leite
em po6 desnatado; 10 mmol/l de Tris, 150 mmol/l de NaCl, 0,02% de Tween 20) por 1,5
hora. A detecgcao do complexo antigeno-anticorpo fixo a membrana de nitrocelulose foi
obtida por meio de tratamento com '?*I-proteina A em 10 ml de tampao de bloqueio por 2
horas em temperatura ambiente e exposicdo a filmes de RX Kodak a 80°C por 36 - 72
horas. Apds a revelacdo das auto-radiografias, as bandas obtidas foram quantificadas por

meio de densitometria 6ptica (Araujo et al., 2005; Velloso et al., 1996).

11) Analise por RT-PCR
11.1) Extracdao de RNA de Hipotalamo e Figado

Apb6s os tratamentos com citrato, as extragcdes dos hipotalamos e figados foram
realizadas segundo o método de extracao de tecidos. O material foi homogeneizado em
politron em um volume de 1 mL de Trizol. Apés a homogeneizacgao, o material insoltvel foi
removido por centrifugacdo a 12.000xg, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante, contendo
o RNA, foi entdo transferido para outro tubo e mantido em repouso por 5 minutos, o que
permitiu a dissociacdo completa dos complexos de nucleoproteinas. Em seguida, foi
adicionado 0.2 mL de cloroférmio/1mL de Trizol e a amostra foi agitada vigorosamente por
15 segundos e incubada em temperatura ambiente por 3 minutos. Apds centrifugacao a
12.000xg, por 15 minutos, a 4°C, a amostra ficou separada em duas fases: a inferior, de
coloracao rosada, denominada orgéanica e a superior, mais clara, denominada aquosa,
que abrange cerca de dois tergos do volume total. Nestas fases estao solubilizados o
DNA e o RNA, respectivamente, além da banda de proteinas presente entre as duas. A

fase aquosa foi coletada e transferida para um novo tubo, onde o RNA foi precipitado
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através de incubacado por 10 minutos, a temperatura ambiente, com 0.5 mL de
isopropanol, seguida de centrifugacdo a 12.000xg, por 10 minutos, a 4°C. Para lavar o
RNA, o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de etanol 75% e a amostra centrifugada a
7.500xg, por 5 minutos, a 4°C. O RNA foi eluido em 50 pul de agua RNAse-free e
quantificado em espectrofotémetro a 260nm. A integridade do RNA obtido foi determinada
submetendo as amostras a eletroforese em gel de agarose (1,5%). O RNA obtido foi

tratado com DNase a fim de eliminar qualquer contaminagédo com DNA gendmico.

11.2) Reacao de transcricao reversa

A fita-molde de cDNA foi obtida através de uma reacao de transcri¢cao reversa. Para
tanto, as amostras de RNA foram submetidas a uma selecdo do RNAm, utlizando-se um
primer oligo dT, e posteriormente a transcricdo com a enzima transcriptase Superscript Ill.
Apbs a transcricdo em cDNA, a amostra foi tratada com RNAse A para eliminagdao de
residuos de RNA. O DNA obtido de animais controle e tratados com citrato foi amplificado
por PCR utilizando primers especificos para os genes de interesse (NPY, POMC, CRH,

PEPCK, G6Pase) e RPS29 (utilizado como controle da reacao de PCR).

11.3) Reacoes de amplificacao

Para as reacdes de PCR foram sintetizados oligonucleotideos para as seqténcias
dos genes do Neuropeptideo Y (NPY), POMC e CRH e dos genes das proteinas
gliconeogénicas fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e glicose-6-fosfatase
(G6Pase) e do RPS29 (proteina S29 da subunidade ribossomal 40S de Drosophila

melanogaster), mostrados na tabela 1.
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Tabela 1: Seqtiéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reacées de RT-PCR.

Oligonucleotideo
NPY sense
NPY anti-sense
CRH sense
CRH anti-sense
POMC sense
POMC anti-sense
G6Pase sense
G6Pase anti-sense
PEPCK sense
PEPCK anti-sense
RPS29 sense

RPS29 anti-sense

Sequéncia
5'-TTCTACAATGAGCTGCGTGTGGCT -3'
5-GCTTCTCCTTAATGTCACGCACGA -3'

5-ATCCGCATGGGTGAAGAATA-3
5-AAGCGCAACATTTCATTTCC-3
5-CTCCTGCTTCAGACCTCCAT-3’
5- TTGGGGTACACCTTCACAGG-3’
5'-CGCTACCTCCAAGTGAATTAC-3'
5'-GCGAGAGTAGAAGTAACCATAAC-3'
5-TGCCAGCCAGAGTATATTCACA-3
5-TTCCCACCGTATCCGCTTC-3’
5'-GGAAGAGTGAGCGGCCATCAAGG-3'
5'-TGCAAAGGCTCCAGGTCTGAGGGC-3'

NPY — Neuropeptideo Y; CRH - Hormdnio Liberador de Corticotrofina;

POMC - Propriomelanocortina; G6Pase — Glicose-6-fosfatase; PEPCK —

Fosfoenolpiruvato Carboxiquinase; RPS29 —proteina S29 da subunidade

ribossomal 40S de Drosophila melanogaster.

A reacado consistiu em desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento

com

temperatura especifica para cada oligo, extensao a 72°C por dois minutos e um ciclo

adicional a 72°C por cinco minutos para corrigir eventuais falhas na seqiéncia. Foram
utilizados 31 ciclos e TM de 62°C para os neuropeptideos NPY e CRH. Para POMC e

AgRP foram utilizados TM de 63°C e 32 ciclos e 61 °C e 31ciclos, respectivamente. Para

os genes gliconeogénicos G6Pase e PEPCK, as TM e os ciclos usados foram 53°C e
57°C e 32 e 25 ciclos, respectivamente. A TM utilizada para RPS29 foi de 57°C e 27

ciclos.
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O fragmento gerado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0% com

brometo de etideo e visualizado por luz ultra-violeta.

12) Analises Estatisticas

Todos os resultados foram expressos como média + SD do ndimero indicado de
experimentos. Os resultados dos blots estdo apresentados em comparacao direta das
bandas em autoradiografia e quantificados por densitometria com base no software Scion
Image (ScionCorp) e expressos em unidades arbitrarias. As comparagoes foram feitas
entre as médias das intensidades das bandas encontradas nos resultados dos animais
controles e tratados. O teste usado para as andlises estatisticas foi o teste Student's t e
para a analise de variancia utilizamos o teste Tukey. O nivel de significancia usado foi P <

0,05.
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Resultados

1) Efeito do citrato na ativacao da AMPK e ACC hipotalamicas:

1.1) Ativacao da AMPK Hipotalamica:

Para avaliar o efeito do citrato sobre a via AMPK/ACC hipotalamica, o citrato foi
administrado por via intracerebroventricular (ICV) em animais alimentados. Em seguida os
animais foram sacrificados para retirada do hipotalamo e deteccéao do nivel de fosforilacao
da proteina AMPK. Como podemos observar na figura 1A, a fosforilagdo da AMPK no
hipotalamo de ratos tratados com citrato via ICV foi significativamente menor que os
animais do grupo controle (tratados com salina). A reducao da fosforilacdo da AMPK foi
de cerca de 60% no grupo tratado com citrato se comparado ao grupo controle (116,2 +
13,4 e 46,48 + 12,8 para o controle e citrato, respectivamente). O nivel de expressao da
proteina AMPK nao foi modificado pelo tratamento, como também pode ser observado na

figura.

1.2) Ativacao da ACC Hipotalamica:

Um importante alvo metabdlico da AMPK é a enzima ACC e, portanto, o nivel de
fosforilacdo desta enzima serve como indicador da atividade da AMPK no tecido. Como
podemos observar na figura 1B, os resultados de fosforilagdo hipotalamica da ACC
corroboram os dados encontrados na avaliagdo da fosforilagdo da AMPK. O nivel de
fosforilagdo da ACC, do mesmo modo que para a AMPK, foi 63% menor nos animais que
receberam citrato (39,3 + 13,6) se comparado aos animais controle (105 + 10,6) e

nenhuma alteracao na expressao da ACC foi observada pelo tratamento.
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Figura 01 — Efeito do citrato nas fosforilacbes da AMPK (A) e ACC hipotalamicas (B). Os niveis de
fosforilagbes das proteinas foram determinados apds injecao de 20 nmoles de citrato (ICV). Os
lisados foram preparados como descrito em Materiais e Métodos, submetidos a SDS-PAGE e
realizado imunoblot contra os anticorpos especificos. Os resultados representam a média + SD de
03 experimentos independentes de um total de 5 ratos/tratamento. Os blots foram quantificados
por densitometria optica (software Scion Corporation).

* P<0,05 contra os grupos controle (ICV de salina).
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2) Efeito do citrato e do ARA-A na ingestao alimentar e fosforilacao da ACC
hipotalamica:

2.1) Ingestao alimentar:

Para investigar se o tratamento com citrato poderia induzir sinal de saciedade, a
ingestdao de racdo foi avaliada em um periodo de 12 horas (18:00-06:00) apds
administracdo de citrato. O tratamento com citrato (ICV) diminuiu em 35% a ingestao
alimentar dos ratos alimentados ad libitum (Figura 2A). Nesta figura podemos observar
que os animais que receberam salina ICV ingeriram 20 + 1,3 gramas de racao, enquanto
que 0s animais que receberam citrato ICV ingeriram 13 + 0,7 gramas de ragcdo no mesmo
periodo. A administracdo por via ICV de ARA-A (2 nmoles), um inibidor competitivo da
AMPK, do mesmo modo que o citrato, diminuiu a ingestao alimentar do grupo de animais

tratados (15 +1,1 gramas de racao apés ICV de ARA).

2.2) Ativacao da ACC Hipotalamica:

A figura 2B mostra o efeito do citrato e do ARA-A na ativacdo da ACC hipotalamica.
De acordo com esta figura, o tratamento com ARA-A diminuiu a fosforilagdo da ACC de
maneira similar a fosforilagao da ACC medida nos animais tratados com citrato. Apés ICV
de citrato, o nivel de fosforilacdo da ACC foi 70% menor que o0 encontrado para 0s
animais que receberam salina (110,3 + 13,9 para os animais controle e 32,4 + 7,8 para os
animais citrato). A administracado de ARA-A promoveu a diminuicdo (55%) da fosforilacao
da ACC hipotalamica em relagao aos animais controle (48,7 + 6,5 ap6s ARA-A e 110,3 +

13,9 para os animais controle).
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Figura 02 — Efeito do citrato na ingestao alimentar (A) e fosforilagcao da ACC hipotalamica (B)
de ratos ad libitum. Os resultados foram determinados apés injecao de 20 nmoles de citrato
(ICV) ou de 2 nmoles de ARA-A (ICV) . Os lisados foram preparados como descrito em
Materiais e Métodos, submetidos a SDS-PAGE e realizado imunoblot contra o anticorpo p-
ACC. Os resultados representam a média + SD de 3 experimentos independentes de um
total de 10-14 ratos/tratamento. Os blots foram quantificados por densitometria 6ptica pelo

Software Scion Corp. * P<0,05 contra os grupos controle (ICV de salina).
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3) Efeito do citrato na ingestao alimentar e ativacao da AMPK hipotalamica de

animais mantidos em jejum prévio:

3.1) Avaliacao da ingestao alimentar:

O efeito do citrato na quantidade de racdo ingerida pelos animais que foram
mantidos em jejum prévio de 08 horas foi determinado (Figura 3A). Neste caso, pudemos
observar que a administracao de citrato resultou em um efeito ainda maior na diminuicao
da ingestao alimentar se comparado com o efeito observado nos animais que nao foram
mantidos previamente em jejum (Figura 2A). Os animais que receberam citrato ingeriram
2,7 £ 0,45 g enquanto os animais que receberam salina ingeriram 6,5 + 0,35 (diminuicao

de 58%)

3.2) Avaliacao da fosforilacao da AMPK hipotalamica:

Na figura 3B podemos observar o nivel de fosforilacdo e conseqliente ativacdo da
AMPK no hipotdlamo de ratos controle e tratados com citrato. O citrato provocou
significativa redugéo (70%) no nivel de fosforilagdo da AMPK hipotalamica se comparado

com o controle.
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Figura 03 — Efeito do citrato na ingestdao alimentar (A) e na fosforilacgo da AMPK
hipotalamica (B) de ratos mantidos em jejum de 08 horas. Os resultados foram determinados
apos injecao de 20 nmoles de citrato (ICV) e a ingestao alimentar foi medida apds 04 horas
de ICV de citrato. Os lisados foram preparados como descrito em Materiais e Métodos,
submetidos a SDS-PAGE e imunoblotados contra o anticorpo p-AMPK. Os resultados
representam a média + SD de 3 experimentos independentes de um total de 10
ratos/tratamento. Os blots foram quantificados por densitometria dptica pelo Software Scion

Corp. * P<0,05 contra os grupos controle (ICV de salina).
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4) Efeito do tratamento cronico com citrato no ganho de peso corporeo:

Para avaliar se o tratamento crénico com citrato foi capaz de promover reducao do
peso corpoéreo, os animais foram tratados por um periodo de 7 dias com citrato por via
ICV. Nos animais que receberam citrato foi possivel observar que, em adicdo a
diminuicdo na ingestao alimentar o tratamento com citrato provocou alteracao significativa
no ganho de peso corpéreo. De acordo com a figura 4, os animais controle ganharam
aproximadamente 35 + 2,5 gramas no periodo de 07 dias, enquanto que os animais
tratados com citrato perderam cerca de 5 + 1,25 gramas no mesmo periodo de tempo

avaliado.

5) Efeito do citrato na expressao de neuropeptideos hipotalamicos:

Uma vez que o tratamento com citrato promoveu reducdo da ingestdo de racdo, a
expressdo dos neuropeptideos hipotalamicos envolvidos no controle da ingestao
alimentar foi avaliada. As figuras 5A e 5B mostram que o citrato aumentou a expressao do
gene para o0s neuropeptideos anorexigénicos CRH e POMC se comparado com a
expressao destes genes encontrada nos animais do grupo controle. Por outro lado, a
expressao do gene do neuropeptideo orexigénico NPY foi diminuida pelo tratamento com

citrato (3vezes) (figuras 5C).

50

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com)




40

T
S 30-
o)
o
o]
g
S 20-
o
(7]
[«}]
o
[«}]
- 104
P *
=
[
1]
(o)

0

N
-10_
controle citrato

Figura 04 — Efeito do citrato no ganho de peso corpéreo. O ganho de peso foi monitorado
durante sete dias consecutivos de tratamento com 20 nmoles de citrato (ICV) ou solucao
salina (ICV) (controle). Os resultados representam a média + SD de 8 ratos/tratamento. * P <

0,05 contra o grupo controle.

51

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com)




200 -
180—-
160—-
140—-
120
100—-
80—-

Unidades Arbitrarias

60
40
20

Nivel de RNAm
no hipotalamo

Figura 05 — Efeito do citrato no nivel dos RNAm de CRH (A), POMC (B) e NPY (C)
hipotalamo de ratos submetidos ao jejum. O RNAm total foi extraido dos ratos tratados com
citrato (ICV) e com salina (ICV). O tecido foi preparado como descrito em Materiais e Métodos

para a obtencdo do RNAm. O controle interno usado foi o RNAm do RPS29. * P < 0,05 contra o

grupo controle.
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6) Efeito do citrato na captacao de glicose:

6.1) Teste de Tolerancia a Glicose (ip-GTT)

O tratamento com citrato (ICV) induziu maior captacdo de glicose, como
demonstrado pelo teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ip-GTT) (Figura 6A). Os
animais que receberam citrato apresentaram a d&rea sob a curva glicémica
significativamente menor (50%) que os animais do grupo controle. Para avaliar se este
efeito decorreu de um aumento da secrecao de insulina pelo pancreas, a insulinemia foi
avaliada durante o GTT. Como pode ser observado na figura 6B, os niveis de insulina nos

animais que receberam citrato foram similares ao grupo controle.

6.2) Clamp hiperinsulinémico-euglicémico

A partir dos resultados obtidos no ip-GTT, a captacao de glicose foi avaliada através
do clamp hiperinsulinémico-euglicémico de ambos o0s grupos (controle e tratado com
citrato). Com podemos observar através da figura 6C, os animais mantidos em jejum e
que receberam citrato por via ICV 30 minutos antes do inicio do teste, apresentaram
captacao de glicose cerca de 1,6 vezes maior que o grupo controle (controle: 18 + 2,5

mg/kg/min e tratado com citrato: 29,0 + 4 mg/kg/min).
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Figura 6 — Efeito do citrato na captacao de glicose e no nivel de insulina plasmatica. A captacao
de glicose foi avaliada pelo teste de tolerancia a glicose (ip-GTT) (A) e através do clamp
hiperinsulinémico-euglicémico (C). Para os testes de ip-GTT e insulina (B), os animais
receberam 20 nmoles de citrato (ICV) (e) ou salina (ICV) (A) 30 min antes da administracao do
bolus de glicose (2.0 g/kg peso corpo). Para o experimento de captacdo de glicose, insulina
humana foi infundida (3.6 mU/kg peso corpo/minuto) e as amostras de sangue dos animais que
receberam 20 nmoles de citrato (ICV) ou salina (ICV) foram coletadas em intervalo de 5 minutos

para a medida da concentragédo de glicose plasmatica. * P < 0,05 contra o grupo controle.
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7) Avaliacao da Producao de Glicose Hepatica:

Com base nos resultados de que o citrato melhora a captacao de glicose observados
nas figuras 6A e 6C, tornou-se interessante avaliarmos o nivel de glicose plasmatico apos
injecao intracerebroventricular de citrato. A glicemia foi acompanhada durante 50 minutos
apds a administracado de citrato em animais mantidos previamente em jejum de 12 horas.
De acordo com a figura 7, podemos observar que o nivel de glicose sanguinea de jejum
aumenta significativamente nos primeiros minutos apds a injecao ICV de citrato. Os
valores de glicemia aumentaram aproximadamente 35%, passando de 100 + 3,0 mg/dl
antes da injecao de citrato para 135 + 6,6 mg/dl 10 minutos apos ICV de citrato. Apés 30
minutos da injecdo de citrato, o nivel de glicose sanguinea diminuiu para
aproximadamente 119 + 3,3 mg/dl.

Quando 2 uL de insulina (10*M) foi administrado por via ICV, 5 minutos antes da
injecao ICV de citrato, 0 aumento na glicemia observado apds o tratamento com citrato foi
prevenido. O uso de LY294002, um inibidor da PI3K, 30 minutos antes da administragdo
da insulina reverteu parcialmente o efeito da insulina sobre o citrato e a curva glicémica
mostrou um padrdo similar ao observado nos animais que receberam apenas o citrato por

via ICV.
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Figura 7 - Efeito do citrato (ICV) na glicemia de ratos em jejum. 20 nmoles de citrato foram
infundidos ICV e o sangue foi coletado nos tempos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45 min
para a determinacédo da concentracdo de glicose. Os animais foram divididos em 3 grupos:

grupo de animais que recebeu citrato (m), grupo de animais que receberam insulina ICV de

insulina (2 pL 10™*M) 05 min antes da injecdo ICV de citrato (*) e grupo de animais que
recebeu LY 294002 (ICV) 30 min antes da injecao ICV de insulina e citrato (0). Os dados

representam média + SD, n=5, * p < 0.05 (Ratos tratados com insulina (*) vs ratos tratados

com citrato (m)).
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8) Determinacao dos Niveis Séricos de Insulina e Corticosterona:

O nivel de corticosterona (tabela 1) basal (635 + 108 ng/ml) nao foi significativamente
diferente do nivel determinado para os tempos 5 (600 = 80 ng/ml) e 10 min (600 + 80
ng/ml) apés a administragéo do citrato. Contudo, 30 e 60 minutos apds administragao do
citrato, o nivel de corticosterona foi significativamente diferente (1269 + 315 ng/ml e 1064
+ 261 ng/ml, respectivamente) do nivel de corticosterona determinado para os tempos
anteriores. Para o grupo que recebeu previamente a insulina e depois o citrato, o
comportamento da corticosterona foi similar. Apenas ap6s 30 minutos da administragao
do citrato houve diferenga em relagao ao nivel basal.

Como pode ser observado na tabela Ill, o nivel de insulina ndo variou
significativamente durante o periodo analisado. No intervalo de tempo analisado, o nivel
maximo de insulina sérica foi de 9,3 + 1,3 pmol/l, 10 minutos apés a administracao de
citrato. Apos 30 e 60 minutos os valores de 8,7 + 2,5 pmol/l e 8,8 + 1,9 pmol/l foram
determinados, respectivamente. Para todos os tempos determinados, as diferencas

observadas em relacao ao nivel basal (8,5 + 2,0 pmol/l) ndo foram significativas.
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Tabela IlI: Efeito do citrato (ICV) nos niveis de corticosterona no sangue
O nivel de corticosterona (ng/ml) foi determinado apés diferentes tempos de administracédo de

citrato. Os valores representam média + SD de 5 animais.
*p <0.05 (30 e 60 minutos vs basal e 5 minutos), # p < 0.05 (30 minutos vs basal € 5

minutos).
Corticosterona (ng/ml)
Tempo (min) Citrato (ICV) Citrato (ICV) + Insulina (ICV)

Basal 635 + 108 707 + 144

5 min 600 + 80 667 +77

10 min 600 + 80 739 +107

30 min 1269 £ 315 * 1311 +233 #

60 min 1064 + 261 * 936 + 148

Tabela lll: Efeito do citrato (ICV) na concentracao de insulina no sangue
O nivel de insulina (pmol/l) foi determinado apos diferentes tempos de administragao de

citrato.
Os valores representam média + SD de 5 animais

Insulina (pmol/l)

Tempo (min)
Citrato (ICV)
Basal 85+2.0
10 min apés citrato 9.3+1.3
30 min apos citrato 8.7+25
60 min apos citrato 8.8+1.9
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9) Efeito do citrato na expressao das enzimas gliconeogénicas (PEPCK e G6Pase):

O tratamento com citrato induziu aumento na expressao de enzimas importantes
para a gliconeogénese hepatica, como a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e
glicose-6-fosfatase (G6Pase). Para este experimento, os animais permaneceram em
jejum de 12 horas e o figado foi extraido como descrito em Material e métodos. A analise
da expressao foi realizada por RT-PCR.

Como pode ser observada na figura 8A, a expressdao da PEPCK aumentou cerca de
90% apds o tratamento com citrato quando comparada a expressao dos animais que
receberam apenas salina. De maneira similar, a expressdao da G6Pase também foi
aumentada apos tratamento com citrato ICV. Os animais que receberam citrato (ICV)
apresentaram aumento de 40% na expressdo da G6Pase em comparacdo aos animais

controle (figura 8B).
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Figura 8 — Efeito do citrato na expressao do RNAm de PEPCK e G6Pase do figado de ratos
tratados com citrato (ICV) ou com salina (ICV). Os ratos foram mantidos em jejum e receberam
20 nmoles de citrato ou solucdo salina (ICV) 30 minutos antes da extracdo do figado. A
obtencdo do RNAm do figado foi realizada segundo Material e Métodos. A analise da expressao
de PEPCK (A) e G6Pase (B) foi realizada por RT-PCR. O controle interno usado foi o RNAm de
RPS29. Os resultados representam média + SD de 5 animais. * p < 0.05 (citrato vs animais

controle).
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10) Efeito do citrato na ativacao da AMPK e ACC hepaticas:

As figuras 9A e 9B mostram a ativacdo hepatica da AMPK e da ACC,
respectivamente. Para este experimento, 0os animais permaneceram em jejum de 12
horas e foi possivel observar que a administracao de citrato ICV diminuiu o nivel de p-
AMPK em cerca de 80% se comparado aos animais controle (78 + 14,3 e 350 + 25,8 para
0s animais citrato e controle, respectivamente). Os animais que receberam citrato ICV na
presenca da insulina na cava apresentaram ainda maior inibicao da fosforilacdo da AMPK,
com diminui¢ao de cerca de 90% na p-AMPK quando comparado ao grupo controle (32 +
6,9 para citrato+insulina e 350 + 25,8 para o grupo controle).

Baseados no fato de que o citrato injetado no SNC promoveu alteracées no nivel de
fosforilagdo da AMPK hipotalamica e periférica, observamos o efeito da administracdo da
droga antagonista do receptor B3 (SR59230A) na modulacdo da AMPK hepatica por
citrato. O efeito do citrato sobre a fosforilagdo da p-AMPK foi bloqueado significativamente
apoés injecao do inibidor do receptor B3, tanto na auséncia quanto na presenca da insulina.

Como mostrado na figura 9A, o grupo de ratos que recebeu inibidor B3 e posterior
ICV de citrato mostrou fosforilacdo da AMPK 3,4 vezes maior que o grupo de animais que
s6 recebeu citrato ICV (267 + 23,9 para os animais inibidor+citrato e 78 + 14,3 para os
animais citrato). A diminuicdo da ativacdo da AMPK induzida por citrato também foi
impedida nos animais que receberam citrato (ICV) e insulina (cava) apos injecao da droga
SR59230A, estes animais mostraram nivel de p-AMPK significativamente maior que os
animais que nao receberam o antagonista do receptor B3 (citrato+insulina).

Para avaliar se a alteragcdo do nivel de p-AMPK refletiu em queda na atividade
quinase da enzima, a fosforilagdo da ACC foi determinada. Como descrito na literatura, a
enzima ACC é um dos principais alvos da AMPK na célula. Assim, a diminuicao da sua

fosforilagao indica indiretamente menor atividade da AMPK. Como pode ser observado na
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figura 9B, a fosforilagao da ACC nos animais tratados com citrato foi cerca de 76% menor

que o grupo controle.
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Figura 9 — Efeito do citrato na ativacao da AMPK e ACC hepaticas. As ativacdes da AMPK (A) e
da ACC (B) foram medidas em ratos submetidos ao jejum e tratados com injecao ICV de citrato
(20 nnoles). O efeito do citrato na ativagao da AMPK foi observado apés tratamento com SR
59230A (0.1 mg/kg peso corpdreo) na auséncia ou na presenca de insulina (4 nmoles, iv). Os
lisados foram preparados como descrito em Materiais e Métodos. Os resultados representam
média + SD de 5 ratos/tratamento. Os blots foram quantificados por densitometria éptica pelo
Software Scion Corp. Para p-AMPK P<0,05 *Bvs A, **Cvs A, & Evs C *'F vs C. Para p-ACC

P<0,05 * citrato vs controle.
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11) Avaliacao da transducao do sinal da insulina apos tratamento com citrato:

O efeito do citrato na sinalizacao hepatica da insulina foi observado monitorando-se
as alteragdes nos niveis de fosforilagdo das moléculas envolvidas na cascata da
sinalizacao da insulina (IR, IRS1, IRS2, AKT). O nivel de fosforilacao foi medido na
auséncia e na presenca de injecdes intracerebroventriculares (ICV) de 20 nmoles de
citrato. Para um melhor monitoramento da ativacdo da sinalizacdo desencadeada pela
insulina, 0,2 mL de insulina 10*M foi injetada na veia cava dos animais e o tecido foi
retirado nos tempos correspondentes a ativacao especifica das moléculas da cascata de
sinalizacao da insulina, como descrito em Material e métodos.

Os animais permaneceram em jejum de 12 horas e foram divididos em 6 grupos:
grupo controle (C), grupo controle que recebeu injecdo de insulina na cava (C+), grupo de
animais que recebeu citrato ICV (Cit), grupo que recebeu citrato ICV e posterior injecao de
insulina na cava (Cit+), grupo de animais que recebeu ARA-A (ARA-)
intracerebroventricularmente e grupo de animais que recebeu ICV de ARA-A e posterior
injecao de insulina na cava (ARA+).

A figura 10A mostra o efeito do citrato (ICV) no nivel de fosforilagcdo do receptor da
insulina (IR). De acordo com esta figura, podemos observar que a administracao ICV de
citrato induziu maior ativacdo do IR que nos animais do grupo controle. Esta maior
ativacao foi observada nos animais que receberam ou nao estimulo de insulina na cava.
O nivel de fosforilagdo do IR dos animais que receberam citrato, na auséncia da insulina
(Cit-), foi significativamente maior se comparado aos animais controle também na
auséncia de insulina (C-). Apés o estimulo de insulina na cava, o nivel de fosforilagédo do
IR observado no grupo citrato (Cit+) manteve-se aumentado em relacdo ao nivel de
fosforilagdo do IR encontrado nos animais controle estimulados por insulina (C+), com a

fosforilacdo do IR cerca de 2 vezes maior no grupo citrato do que nos animais controle.
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Para avaliarmos a importancia da inibicao hipotalamica da AMPK na ativagao do IR,
ndés administramos injecdo ICV de 2 nmoles de 9-B-D-arabinofuranosideo (ARA-A), um
inibidor competitivo da AMPK amplamente utilizado. Neste caso, observamos que a
fosforilagdo do IR mostrou comportamento similar ao encontrado apds a utilizagdo do
citrato. A fosforilacdo do IR no grupo ARA-A foi 146 % maior se comparado ao grupo
controle, ambos na auséncia de insulina (13 + 1,3 no grupo controle e 32 + 5,8 nos
animais tratados com ARA-A). Apés injecao de insulina, a fosforilagdo do IR no grupo
ARA-A permaneceu maior que no grupo controle (C+), o tratamento com ARA-A
aumentou a fosforilacdo do IR de 103 + 12,2 no grupo controle para 298 + 20 para o
grupo ARA-A (figura 10A).

Com base nas figuras 10B, 10C e 10D, podemos observar que o sinal de insulina se
propagou para os demais membros da cascata de sinalizagdo com maior intensidade
apds o uso do citrato.

A figura 10B mostra a ativacdo do IRS1 (substrato 1 para o receptor de insulina)
apds administracao de citrato ICV, na auséncia e presenca da insulina. Apés injecao ICV
de citrato, o nivel de fosforilacdo do IRS1, na presenca de insulina, foi aproximadamente
140% maior quando comparado ao grupo de animais controle na mesma condigcao.
Resultados similares foram encontrados com a administracdo de ARA-A, neste caso, os
animais que receberam ARA-A na presenca de insulina, mostraram fosforilagdo do IRS1
122% maior que os animais que receberam salina (controle) (227,6 + 26,5 para os
animais ARA-A e 102,2 + 23 para os animais controle).

Na figura 10C podemos observar a fosforilagdo do IRS2 (substrato 2 para o receptor
de insulina), nas mesmas situacdes que para a determinacao da ativacao do IRS1. Do
mesmo modo, o IRS2 mostrou-se mais fosforilado apés o tratamento com citrato na

presenca da insulina, se comparado aos animais controle. Através desta figura podemos
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observar que o citrato provocou aumento no nivel de fosforilacdo do IRS2 em cerca de 2,7
vezes em relacao ao controle (299,8 + 25,3 e 112,3 + 13,7 para os grupos citrato e
controle, respectivamente).

Com base nesta figura, podemos perceber também que o tratamento com ARA-A
provocou aumento da ativagdo do IRS2 similar ao tratamento com citrato. A fosforilacao
do IRS2, medida ap6s ICV de ARA-A, na presenca de insulina mostrou-se maior em cerca
de 3 vezes quando comparada ao nivel de fosforilacdo do IRS2 encontrado nos animais
controle (323,7 + 28,8 para o grupo ARA-A e 112,3 + 13,7 para o grupo controle).

A figura 10D mostra um evento posterior de ativacdo da cascata de sinalizacdo da
insulina. Apos a fosforilacdo do IR, IRS1 e IRS2, eventos sdo desencadeados, via
PI3kinase, que levam a fosforilagdo e ativagcao de uma proteina chamada PKB ou AKT. O
citrato, da mesma maneira que fez para IR e seus substratos, induziu uma maior
fosforilacdo da AKT em comparacdo a fosforilacdo da AKT encontrada nos animais
controle, tanto na auséncia quanto na presenca de insulina.

Quando o citrato foi administrado nos animais que nao receberam insulina na cava, a
fosforilagdo da AKT se mostrou cerca de 3,75 vezes maior que a encontrada nos animais
controle (45 + 18 para os animais que receberam citrato e 12 + 1,5 para os animais
controle). Nos animais que receberam citrato e insulina na cava, o padrao de fosforilagao
manteve-se semelhante ao observado para os outros elementos da cascata da insulina,
com um aumento de aproximadamente 155% no nivel de p-AKT se comparado aos
animais controle estimulados por insulina (306 + 28 apds icv de citrato e 197 + 22 para os
animais controle). O aumento da fosforilagdo e conseqlente ativacdo da AKT parecem
confirmar o efeito sugerido do citrato na indugao da propagacao mais sensivel do sinal da

insulina.

66

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com)




O tratamento com ARA-A induziu aumento na fosforilagao da AKT de maneira similar
ao efeito do citrato. Os animais que receberam ARA-A na auséncia de insulina
apresentaram fosforilacao da AKT de 176 + 21, enquanto que os animais que receberam

ARA-A ICV e insulina na cava mostraram nivel de fosforilagao de 278 + 26 (figura 10D).
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Figura 10 — Efeito do citrato (ICV) na transducgéao do sinal da insulina no figado de ratos
submetidos ao jejum. (A) Fosforilagdo do IR, (B) fosforilagdo do IRS1, (C) fosforilacdo do
IRS2, (D) fosforilagdo da AKT. Os resultados foram normalizados pelos imunoblot da
expressao das proteinas nao fosforiladas (E). O efeito do citrato (20 nmoles) foi medido na
presenca e auséncia da insulina (4 nmoles,iv), como descrito em Materiais e Métodos. O
efeito do ARA-A (2 nmoles, ICV) também foi medido na presenga e auséncia da insulina.
Lisados foram preparados segundo Material e Métodos. Os resultados representam media +

SD de 5 animais/tratamento. p < 0.05 to *A vs B; D vs B; *F vs B.
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12) Efeito do citrato na transducao do sinal da insulina no tecido adiposo e
musculo esquelético:

A fosforilacdo da AKT no tecido adiposo epididimal e no musculo também foi
aumentada apos tratamento com citrato.

De acordo com a figura 11A, o citrato aumentou em 140% a fosforilagao da AKT no
tecido adiposo em relacdo aos animais tratados com salina (12 + 3,2 para os animais
citrato e 5 + 0,7 para os animais controle). Quando a fosforilacao da AKT foi medida na
presenca de insulina, o citrato aumentou a p-AKT em aproximadamente 170% (117 + 22
para os animais tratados com citrato e 69 + 10,3 para os animais controle, ambos na
presenca de insulina). A fosforilagdo da AKT também aumentou quando os animais
receberam ARA-A (ICV), neste caso a p-AKT passou de 5 + 0,7 nos animais controle para
51 + 9,1 ap6s administracdo de ARA-A), ambos na auséncia de insulina. Quando ARA-A
(ICV) foi administrado na presenga de insulina, a fosforilagao da Akt aumentou em 55%
em relacdo aos animais tratados com solucéo salina na presenca de insulina.

Com base na figura 11B, podemos observar que o citrato também induziu maior
fosforilagdo da AKT no musculo esquelético. Apds tratamento com citrato (ICV) a
fosforilacdo da AKT foi cerca de 80% maior que nos animais controle (9 + 2,6 para os
animais citrato e 5 + 0,4 para os animais controle). O efeito do citrato na p-AKT foi ainda
maior na presenga da insulina, induzindo aumento da fosforilagdo em aproximadamente
2,7 vezes em relacao ao grupo controle (C+).

O tratamento com ARA-A apresentou efeito semelhante ao encontrado apo6s
tratamento com citrato. As animais que receberam ARA-A, na presenga da insulina,
mostraram nivel de fosforilacdo da AKT 1,8 vezes maior que o nivel de p-AKT dos
animais controle também na presenca da insulina (96,1 + 11,9 para os animais ARA-A e

51 £ 7 para os animais controle).
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Figura 11 — Efeito do citrato na fosforilacdo da AKT no tecido adiposo epididimal (A) e no
musculo esquelético (B). Citrato (20 nmoles) foi administrado (ICV) 30 minutos antes da insulina
(4 nmoles-iv) em ratos submetidos ao jejum. ARA-A (2 nmoles, ICV) foi administrado 30 minutos
antes da extracao dos tecidos. Lisados foram preparados segundo Material e Métodos,
submetidos a SDS-PAGE e realizado imunoblot com p-AKT. Os resultados foram normalizados
pelos imunoblot com AKT. Os resultados representam media + SD de 5 animais/tratamento. Os

blots foram quantificados pelo Scion Corp Software. p < 0.05 to *B vs A; ®D vs B; *F vs B.
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13) Efeito da inibicao  adrenérgica na transducao do sinal da insulina induzida
pelo citrato no figado:

A transducdo do sinal da insulina também foi analisada ap6s bloqueio do sinal B
adrenérgico pelo SR59230A (inibidor de receptores B3) como pode ser observado na
figura 12.

Nos grupos onde os animais receberam ICV de citrato apds o tratamento com a
droga SR59230A (IP), pudemos observar que o efeito potencializador do citrato sobre a
fosforilagdo do IR foi diminuido tanto na presenca quanto na auséncia de insulina (figura
12A). A diminuicdo da fosforilagdo do IR induzida por citrato nos animais tratados
previamente com inibidor, foi de aproximadamente 50% se comparado a fosforilacdo do
IR nos animais citrato (71+/- 11,13 e 141 +/- 10, respectivamente) na auséncia de
insulina. Nos animais que receberam SR59230A, citrato e estimulo da insulina, a
diminuicao da fosforilacdo do IR foi de cerca de 40% em relagdo a fosforilacdo induzida
por citrato na presenca de insulina (183 +/- 20,22 para o grupo inibidor+citrato e 299,33
+/- 31,62 para os animais do grupo citrato).

A atividade da AKT também foi alterada apds administracdo (IP) do inibidor B3
(SR59230A) e, do mesmo modo que para o IR, os animais que receberam previamente
SR59230A tiveram o efeito do citrato sobre a AKT diminuido, como pode ser observado
na figura 12B.

O nivel de fosforilagcdo da AKT passou de 69 + 4,2 nos animais que s6 receberam
citrato para 35 + 3,1 quando o citrato foi administrado aos animais que haviam sido
tratados com SR59230A. Nos ensaios onde os animais receberam SR59230A, citrato
(ICV) e posterior injecao de insulina (cava), pudemos observar fosforilacdo de AKT em

niveis menores do que o0s encontrados para os animais que sO receberam citrato e
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estimulo de insulina na cava (251 + 5,2 para os animais inibidor+citrato e 465 + 36,3 para

0S animais citrato).

72

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com)




Grupos A B C D E F Grupos A B C D E F

Insulina - + - + - + Insulina - + - + = +

Citrato - - + + + + Citrato - - + + + +

SR59230A - - - -+ + SR59230A - - - - 4 +

e

400 550 - &
500 T

450
400
350 -
300 -
250 - *
200 - T
150

1004
50
501

0 ol 1 ]

A B (o4
B R i AT otal

350+

— go

300+

250

200

i+
I+

150 T

100+

Unidades Arbitrarias
*
Unidades Arbitrarias

Figura12 — Efeito do citrato e do B3 antagonista SR59230A na fosforilacdo do IR (A) e da
AKT (B) no figado de ratos em jejum. Os ratos foram tratados com citrato (20 nmoles) 30
minutos antes da injecdo de insulina (4 nmoles, iv). A administracao de SR 59230A (0,1
mg/kg peso corpo) foi realizada via intraperitoneal 1 hora antes da injegéo de citrato. Lisados
foram preparados segundo Material e Métodos, submetidos a SDS-PAGE e realizado
imunoblot com os anticorpos especificos. Os resultados foram normalizados pelos imunoblot
com os antiicorpos para as proteinas totais. Os resultados representam media + SD de 5
animais/tratamento. Os blots foram quantificados por densitometria 6ptica pelo Software
Scion Corp.

p <0.05to *B vs A; 4D vs B; *F vs D.
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Discussao

O controle da homeostase de glicose em mamiferos é governado pelo balango entre
a absorcao intestinal de glicose, producao enddgena de glicose pelo figado e captacao e
metabolismo de glicose pelos tecidos periféricos. Para que a glicemia normal seja
mantida, vias metabdlicas sdo ativadas e reguladas num mecanismo adaptativo de
controle do balanco energético (Viollet et al., 2003).

O hipotalamo é tido como principal local de integracédo de sinais periféricos e controle
da homeostase energética. Neste local existem receptores para fatores periféricos
indicadores de saciedade e dos niveis das reservas energéticas tais como, a insulina e a
leptina. Logo ap6s a ingestdo alimentar, os niveis de glicose e insulina plasmaticos estao
aumentados levando a ativacdo dos receptores para insulina (IR) nos neurénios do nucleo
arqueado do hipotalamo. Agindo nestes neurbnios a producdo de neuropeptideos
anorexigénicos ird aumentar e os orexigénicos serao inibidos, tendo como conseqiéncia
a diminuicdo da ingestdo alimentar (Schwartz et al., 2000). O mesmo mecanismo é
atribuido a leptina a partir da sua ligacao aos receptores hipotalamicos.

No hipotalamo, a via da AMPK tem sido proposta como capaz de mediar a
adaptacao celular frente as variagcbes ambientais que diminuem a quantidade de ATP
celular. Como resultado, sua ativagao inibe vias de consumo de energia, como as vias
anabdlicas e promove a inducdo de vias catabdlicas, como glicélise, captacao de glicose
e oxidacao de acidos graxos, além de aumentar a fome por agir em nucleos hipotalamicos
responsaveis pelo controle do comportamento alimentar. Assim, a presenca desta enzima
no sistema nervoso central é de extrema importancia para o controle dos niveis de
ingestao calo6rica e de consumo de energia na célula, tanto no sistema nervoso central

como nos tecidos periféricos.
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No presente trabalho, nés avaliamos o efeito do citrato, um intermediario metabdlico
sobre a atividade da via AMPK/ACC no hipotalamo e seu efeito no controle do
metabolismo de glicose da célula.

O citrato é um intermediario do ciclo de Krebs e é formado a partir da condensacao
do acetil-CoA com o oxaloacetato no interior da mitocéndria. O acetil-CoA é um indicador
de disponibilidade de nutrientes e é proveniente das reagdes de oxidacao (oxidacao de
carboidratos e aminoacidos e B-oxidacao). No citoplasma a concentracdo de citrato pode
aumentar em condi¢cées de aumento da disponibilidade de energia (Obici et al., 2003).
Assim, quando a ingestdo alimentar estd aumentada, muito acetil-CoA é formado como
consequéncia das reacdes de oxidacdo dos nutrientes e muito citrato € formado no ciclo
do acido citrico. No citoplasma o citrato também funciona como ativador alostérico da
acetil-CoA carboxilase (ACC), principal enzima da biossintese de acidos graxos, cuja
funcdo é carboxilar o acetil-CoA produzindo malonil-CoA (Allred et al., 1997). A
concentragdo de malonil-CoA funciona como um sensor molecular do estado energético
da célula (Hu et al., 2003 e Obici et al., 2003). De acordo com estes autores, 0 aumento
de malonil-CoA na célula resulta em alteracées importantes no metabolismo de maneira a
inibir as vias catabdlicas e ativar as vias anabdlicas. O nivel de malonil-CoA na célula esta
sob controle das enzimas acetil-CoA carboxilase (ACC) e malonil-CoA descarboxilase
(MCD). Estas enzimas sdo moduladas através da atividade serina-quinase da AMPK que
inibe a ACC e ativa a MCD por fosforilacao. Assim, podemos afirmar que a modulagcao da
AMPK é um mecanismo importante de controle dos niveis de malonil-CoA na célula.

Entre os efeitos descritos na literatura decorrentes do aumento de malonil-CoA no
hipotalamo, podemos citar a diminuicdo da fome (Ruderman et al., 2003). Nossos dados
mostram que a administracao de citrato por via ICV resulta em significativa queda na

fosforilagdo da AMPK e ACC no hipotalamo (figura 1A e B). Este efeito foi acompanhado
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pela reducao da ingestao alimentar (figura 2A), sugerindo que, nesta condicao, a ativacao
alostérica da ACC pela presenca do citrato e a sua menor fosforilagdo resultaria em maior
atividade e, consequentemente, maior producdo de malonil-CoA. E importante ressaltar
gue a dose de citrato utilizada no estudo foi similar aos niveis de citrato encontrados no
plasma e no liquor em periodos pés-prandiais (Hoffman et al., 1993).

O envolvimento da AMPK é reforcado pelo resultado obtido em animais que
receberam ARA-A por via ICV. Este composto é um inibidor competitivo da AMPK e,
portanto, sua presencga sinalizaria de maneira similar ao citrato. De fato os animais que
receberam ARA-A apresentaram significativa reducdo da ingestdo alimentar se
comparado ao grupo controle (figura 2A). A média de racdo ingerida pelos animais do
grupo tratado com ARA-A foi préxima a determinada para os animais que receberam
citrato, sugerindo que a AMPK foi inibida e a ACC se encontrava menos fosforilada nesta
condigédo. Esta possibilidade foi confirmada através do imunoblot da ACC hipotalamica
(figura 2B) nestas trés condicdes (controle, citrato e ARA-A).

Para investigar se o sinal de saciedade desencadeado pelo citrato se sobrepunha ao
efeito orexigénico promovido pelo jejum, foi administrado citrato em animais mantidos em
jejum de 8 horas. Nestes animais, 4 horas ap6s a administracao do citrato, o efeito
anorexigénico (60% de reducao da ingestdo) foi bastante sensivel (figura 3A). Nestes
animais também foi observado que o aumento da fosforilagdo da AMPK hipotalamica
induzida pelo jejum foi significativamente reduzida pela presenca do citrato (figura 3B).

A redugdo na ingestdo caldrica dos animais tratados com citrato resultou em um
balanco energético negativo desde que, quando os animais foram tratados por até 7 dias
consecutivos com citrato, apresentaram significativa reducéao no ganho de peso corpéreo

(figura 4). Outros autores também tém demonstrado que a modulagédo da atividade da
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AMPK hipotalamica resulta em alteracdo do peso corpéreo (Minokoshi et al., 2004;
Andersson et al., 2004).

De acordo com Kim et al. (2004) e Lee et al. (2005), a modulacéo da fome e gasto
caloérico estado relacionados com a capacidade da AMPK em modular a expressao de
neuropeptideos anorexigénicos e orexigénicos no hipotdlamo. Nossos resultados
mostram que o tratamento com citrato promoveu aumento na expressao dos
neuropeptideos anorexigénicos POMC e CRH, enquanto que o orexigénico NPY
encontrava-se diminuido (figura 5). De acordo com Kim et al. (2004) a AMPK modula a
fome por induzir a expressao de neuropeptideos orexigénicos hipotalamicos como o NPY.
O grupo de Lee et al. (2005), usando linhagem de células neuronais, conseguiu mostrar
que em condi¢cdes de privacao de glicose, a fosforilacdo da AMPK é estimulada e, por sua
vez, estimula a expressao do neuropeptideo hipotalamico orexigénico AgRP. No mesmo
trabalho, as células foram suplementadas com piruvato e a suplementacado provocou
diminuicao da fosforilagdo da AMPK seguida de diminuicdo da expressdao de AgRP. O
resultado obtido por Lee et al. (2005), foi corroborada por nossos resultados desde que a
presenca de um indicador da disponibilidade de nutrientes na célula, tal como citrato ou
piruvato, é capaz de modular a atividade da AMPK.

As vias autondmicas simpaticas e parassimpaticas sao importantes para o
funcionamento e a comunicagdo entre os 6rgaos. Na década de 60, os trabalhos de
Shimazu and Fukuda, 1965, Shimazu et al., 1966 e Shimazu, 1967 mostraram que nervos
autonémicos do hipotalamo controlam o metabolismo hepatico de agucares. Desde entéao,
denervacao cirdrgica e drogas que inibem os nervos autonémicos tém sido exploradas
para se entender a relacao entre os nervos autonémicos e as fungdes do figado.

Mais recentemente alguns autores tém sugerido que a modulacdo da AMPK

hipotalamica também é responsavel pela modulagdo do metabolismo periférico. Han et al.
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(2005) demonstraram que a administracdao de AICAR, um ativador da AMPK, por via ICV
resultou em aumento de corticosterona e glucagom circulante. Adicionalmente, tem sido
mostrado que a administracdo de acidos graxos de cadeia longa no 3° ventriculo induz
inibicdo da producao de glicose e diminuicao da ingestdao (Morgan et al., 2004). Além
disso, os trabalhos de Minokoshi & Kahn, 2003 e Cha et al., 2005 mostram que sinais no
hipotalamo que afetam a ingestao alimentar sdo transmitidos para a periferia a fim de
alterar a homeostase energética e de glicose.

De fato, o tratamento com citrato promoveu significativa melhora na captacdo de
glicose observada pelo teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (GTT) e aumento da
sensibilidade a insulina observada pelo clamp euglicémico/hiperinsulinémico. E
interessante salientar que a melhora na captacéo de glicose ocorreu sem que a secre¢cao
de insulina fosse alterada nos animais que receberam previamente o citrato, indicando
que o efeito do citrato deva acontecer pelo aumento da sensibilidade do tecido a insulina
e nao pela inducdo de aumento da secrecao deste horménio. Estes dados corroboram o
trabalho de Minokoshi et al. (2004) que demonstrou que apo6s a administracdo de glicose
(ICV) o nivel de insulina circulante nao foi alterado, apesar de o tratamento com glicose
ter promovido diminuicdo da fosforilagdo da AMPK hipotalamica e reducao da fome, de
maneira similar ao observado em nosso modelo.

Nossos resultados também sugerem que a inje¢ao de citrato (ICV) provoca aumento
da producao hepéatica de glicose, como pode ser observado pelo aumento da glicemia em
cerca de 30% logo apds a injecao do citrato se comparado aos animais que receberam
salina (ICV). De acordo com Pocai et al. (2005) a ativacdo de canais de potassio
dependentes de ATP (Katp) hipotalamicos esta relacionada ao controle da producgao
hepatica de glicose e sua ativacdo pela insulina, é suficiente para diminuir os niveis

sanguineos de glicose através da inibicdo da gliconeogénese hepatica. Para
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investigarmos esta hip6tese, administramos previamente insulina (ICV) (5 minutos antes
do citrato) nos animais tratados com citrato. Nesta condicdo, a producao de glicose foi
prevenida sugerindo que o citrato poderia modular a AMPK, no entanto, sem interferir com
a ativacdo dos canais de potassio. Para confirmarmos que a ativacdo da via de
sinalizacdo da insulina era importante para este efeito, nés administramos LY-294002
(ICV) 30 minutos antes da adigcao de insulina. Como pode ser observado na figura 7, apos
a administracao (ICV) de insulina, na presenca de LY-294002, a insulina ndo conseguiu
prevenir o aumento da glicemia induzido pela administracao de citrato (ICV).

O LY-294002 é um inibidor especifico de uma proteina chave na cascata de
sinalizacdo da insulina, a PI3Kinase. O uso desta droga tem demonstrado eficiente
blogueio da cascata de sinalizagdo da insulina. O grupo de Grzelkowska, 1999 mostrou
que apds administracdo de LY-294002, a sintese protéica muscular induzida por insulina
foi consideravelmente diminuida. No trabalho de Roman et al., 2005 podemos observar
que a administracdo de LY-294002 (ICV) impediu a transducao do sinal da insulina na
ativacao da via PI3Kinase/AKT no hipotalamo.

A producao de glicose pelo figado também pode ser estimulada pela ativacdo da
neoglicogénese na presenca de costicosterona (Watts et al., 2005). Para descartarmos
esta possibilidade, os niveis de corticosterona no sangue foram determinados nos animais
que receberam citrato, com e sem tratamento de insulina (ICV). Como pode ser
observado na tabela Il, o tratamento com citrato nao induziu significativo aumento no nivel
de corticosterona nos tempos avaliados, mostrando que o aumento da glicemia nao
decorreu da alteragdo na secrecdo de corticosterona ap6s o tratamento com citrato.
Quando o animal recebeu previamente (5 min) a insulina por via ICV, o nivel de
corticosterona foi similar ao animal que recebeu apenas o citrato. Assim, desde que o

tratamento prévio com insulina preveniu o aumento da glicemia induzido pelo citrato e os
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niveis de corticosterona foram similares nos dois grupos (citrato e insulina + citrato),
acreditamos que o efeito do citrato possa decorrer da ativacdo da neoglicogénese
hepatica por via autonémica simpatica.

De fato a analise da expressao da PEPCK e G6Pase no figado de animais tratados
com citrato mostrou aumento nos niveis de RNAmM de ambas as enzimas. A expressao de
PEPCK aumentou cerca de 90% e a G6Pase apresentou menor (40%), mas significativo,
aumento se comparado aos animais do grupo controle (figura 8). Assim, nos parece claro
que o tratamento com citrato induz a producao de glicose hepatica e que esta ndo decorre
de alteragdes hormonais. Contudo, € conhecido que o estimulo simpatico é também
capaz de ativar a neoglicogénese no figado (Minokoshi et al., 2002) e mais recentemente,
tem sido atribuido a proteina TORC2 um importante papel no controle da producao de
glicose pelo figado através do estimulo da expressdo das enzimas gliconeogénicas
(PEPCK e GG6Pase) (Canettieri et a., 2005; Koo et al., 2005).

A proteina TORC2 é modulada através da sua fosforilacdo em serina pela AMPK
ativada, impedindo sua migracao para o nucleo. Desta maneira condicdes que promovem
a inibicdo da AMPK hepatica permitiiam a migracdo da TORC2 e o aumento da
expressao das enzimas neoglicogénicas. Neste sentido, o uso terapéutico da metformina
tem como base a ativacdo da AMPK. O tratamento da hiperglicemia no diabetes tipo Il
com uso de metformina resulta em ativacdo da AMPK e, consequente, atenuacdo da
gliconeogénese hepatica (Zhou et al., 2001, Andreelli et al., 2006).

Em nosso modelo, o tratamento com citrato diminuiu a fosforilagdo (reducéo de 35%)
e, consequente, ativacdo da AMPK (reduzida fosforilagdo da ACC) no figado quando
comparado aos animais controle. Este efeito foi prevenido pela administracao

intraperitoneal prévia de SR59230A (antagonista p3-adrenérgico) (figura 9A).
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Portanto, apesar da fosforilagdo da TORC2 né&o ter sido investigada, nossos
resultados sugerem fortemente que a administracdo de citrato (ICV) é responsavel pela
inibicdo da AMPK hepatica de maneira dependente da via p-adrenérgica e isto resulta em
migracao da TORC2 para o nucleo, levando a ativagdo do programa gliconeogénico.

A homeostase da glicose é coordenada por um conjunto de fatores bioquimicos e
fisioldgicos que promovem a producado de glicose pelo figado através da glicogendlise e
gliconeogénese como discutido acima. No entanto, a homeostase da glicose tem um
componente de importancia impar: a agdo da insulina sobre os diferentes tecidos. A
presenca deste hormdnio no sangue promove alteracbes metabdlicas importantes tais
como glicogénese, lipogénese e captacao de glicose (Hajduch et al., 2001). Como ja
discutido anteriormente, o teste de tolerancia a glicose mostrou que os animais tratados
com citrato (ICV) apresentam captacao de glicose mais eficiente que o grupo controle.

Na literatura alguns trabalhos tém mostrado que a acao da leptina (leptina inibe a
AMPK) no hipotalamo resulta em melhora na captagcdo de glicose estimulada pela
insulina, como observado Mizuno et al. (2001) em ratos OLETF (Otsuka Long-Evans
Tokushima Fatty) e por Haque et al. (1999) em ratos Wistar. Mais recentemente, Xue &
Kahn (2006) e Kim & Lee (2005), em duas revisbes sobre o assunto, associaram a
atividade da AMPK hipotalamica e capacidade do sistema nervoso central de modular a
fome, o gasto energético e a homeostase da glicose. Portanto, nossos dados reforcam a
hipotese de que o citrato administrado no hipotalamo é responsavel pela ativacao de sinal
adrenérgico para os tecidos periféricos.

Uma vez que o efeito do citrato de aumentar a secregao da insulina foi descartado a
partir da dosagem da insulina sérica (Tabela Il e fig. 6B), nds levantamos a hipétese de
que o citrato, através da inibicdo da AMPK hipotalamica, poderia potencializar a acao da

insulina nos tecidos e com isso melhorar a captacao de glicose.
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Como pode ser observado na figura 10, o citrato administrado por via ICV aumentou
a fosforilacdo estimulada pela insulina (cava) das proteinas IR (2 vezes), IRS-1 (1,5
vezes), IRS-2 (2,7 vezes) e AKT (1,5 vezes) no figado se comparado aos animais do
grupo que nao recebeu citrato (controle). Resultados semelhantes foram observados apos
a administracao de ARA-A (adenosina 9-beta-D-arabinofuranosideo) no hipotalamo por
via ICV. Para todas as proteinas mencionadas anteriormente (IR, IRS e AKT) a
administragao prévia de ARA-A por via ICV potencializou o efeito da insulina de induzir a
fosforilagdo destas proteinas. O ARA-A tem funcdo analoga ao citrato por ser € um
inibidor competitivo da AMPK e, portanto, na sua presenca o metabolismo neural refletiria
um estado de disponibilidade energética.

E interessante apontar que tanto nos ratos que receberam apenas citrato como nos
ratos que receberam apenas ARA-A, a fosforilagdo basal da AKT apresentava-se
aumentada em relagdo a fosforilacdo encontrada nos animais que receberam apenas
solucao salina (controle). Da mesma maneira no tecido adiposo e muscular a fosforilacao
estimulada pela insulina da proteina AKT foi potencializada pelo citrato ou ARA-A (figura
11). Contudo, quando os animais receberam (intraperitoneal) previamente um antagonista
B3-adrenérgico o efeito do citrato sobre a fosforilagcdo do IR e da AKT no figado foi
prevenido (figura 12). Entdo, a administragdo central de citrato potencializa o efeito da
insulina na fosforilacdo das proteinas da via e este efeito é dependente da via
adrenérgica.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que a AMPK hipotalamica é
inibida pela presenca do citrato, provavelmente pelo aumento da disponibilidade
energética. A inibicdo da AMPK por este mecanismo resulta em aumento da expresséo de
neuropeptideos anorexigenos e conseqlente sinal de saciedade. Perifericamente, a

inibicdo da AMPK hipotalamica é responsavel pela ativacdo de um sinal adrenérgico
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(sistema nervoso central - tecidos periféricos) que modula positivamente o efeito da
insulina nos tecidos e aumenta a captagao de glicose. Contudo, a inibicao da AMPK por si
s6 pode resultar na producao de glicose pelo figado, até mesmo em animais em jejum. De
acordo com trabalhos realizados pelo grupo de Luciano Rosseti (Pocai et al., 2005 e Lam
et al., 2005) a ativacao do metabolismo energético e a sinalizagdo da insulina no
hipotalamo sao processos importantes para a inibicdo da producao de glicose pelo figado.
Estes autores atribuem a ativacdo de canais de potassio nos neurénios hipotalamicos o
papel de inibir a producdo de glicose. Portanto, condicées que promovam a inibicao da
AMPK e nao ativam os canais de potassio podem resultar em aumento da glicemia. Este
quadro é particularmente importante em quadro de diabetes tipo Il e obesidade, desde
que nestas 2 doencas o desenvolvimento de resisténcia hipotalamica a insulina é

verificada.
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Conclusao
Com base nos nossos resultados podemos concluir que a administracao de citrato

no hipotalamo foi capaz de:

o Diminuir a ingestao alimentar

o Diminuir a ativagdo da AMPK hipotalamica

o Modular a expressao dos neuropeptideos hipotalamicos

o Melhorar a sensibilidade a insulina

o Melhorar a captagcao de glicose

o Estimular a producéao de glicose hepatica

o Melhorar a transdugao do sinal da insulina no figado, musculo soleo e tecido

adiposo epididimal
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