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Resumo

Em mamiferos, a ingestdo alimentar e o gasto energético sdo fortemente regulados
por neurdnios especificos localizados no hipotdlamo. O hipotdlamo realiza esse
controle através de sinais hormonais e nutricionais advindos da periferia. Um dos
principais sinais nutricionais relacionados ao controle da ingestao alimentar é a
glicose. Estudos apontam que a perda seletiva de sensibilidade a glicose em
neurénios hipotalamicos estéa relacionada a hiperfagia e obesidade. Recentemente foi
desvendado o papel da proteina HIF2a como um importante regulador da
sensibilidade a glicose em neurdnios hipotalamicos. A perda de fungdo de HIF2a
reduz a capacidade de os neurdnios detectarem a presencga de glicose, resultando
em aumento da ingestdao alimentar e peso corporal em camundongos. Nesse
contexto, o controle da expressao de HIF2a nos neurénios pode ser considerado uma
estratégia determinante para a manutencao do fené6tipo magro. Estudos sugerem que
o lactato, subproduto da via glicolitica, pode ser um modulador das HIFs.
Paralelamente, evidéncias mostraram que o exercicio fisico, considerado um dos
maiores contribuintes para o controle do peso corporal e gasto energético, € um
potente indutor na producao de lactato. Desse modo, os objetivos deste estudo foram
investigar os efeitos do exercicio fisico sobre a sensibilidade a glicose no hipotalamo
de ratos e avaliar a expresséo da proteina HIF2a no hipotdlamo. Inicialmente, ratos
Wistar foram submetidos ao consumo de dieta padrdo (do inglés standard chow diet
/Chow) e/ou dieta rica em gordura (do inglés High Fat Diet / HFD) durante 12
semanas. Posteriormente, utilizamos o exercicio fisico agudo de natagéo para induzir
aumento da lactacidemia, em seguida, foi realizada uma injecdo aguda
intracerebroventricular (ICV) de glicose ou lactato. Nossos resultados mostraram que
o consumo de dieta HFD causou obesidade e perda de sensibilidade a glicose no
hipotdlamo em ratos quando comparado ao grupo controle. O exercicio fisico agudo
melhorou a glicemia de jejum e o consumo alimentar de ratos obesos, acompanhado
da melhora da sensibilidade a glicose. Também encontramos aumento de mRNA de
HIF2a no hipotdlamo de ratos magros e obesos, bem como nos niveis séricos e
centrais de lactato pds-exercicio em ratos obesos. Finalmente, a infusdo aguda ICV
de lactato aumentou o conteudo proteico de HIF2a e reduziu o consumo alimentar em
ratos magros e obesos. Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que a

expressdo de HIF2a hipotalamica foi mediada, em parte, pelo lactato e que o



exercicio fisico pode ser um alvo terapéutico ndo farmacoldgico para aumento da

expressao da HIF2a e aumento da sensibilidade a glicose no hipotalamo.



Abstract

In mammals, food intake and energy expenditure are regulated by specific neurons
located in the hypothalamus. The hypothalamus controls food intake and energy
expenditure through hormonal and nutritional signals coming from the periphery. One
of the major nutrients related to the control of food intake is glucose. Studies have
shown that the selective loss of sensitivity glucose in hypothalamic neurons is related
to overeating and obesity. Recently, Hypoxia Inducible Factor-2 (HIF2a protein) has
emerged as an important regulator in the maintenance of glucose sensitivity and
hypothalamic neurons. The loss of function of this molecule reduces the ability of
neurons to detect the presence of glucose, resulting in increased food intake and body
weight in mice. In this context, the maintenance of neuronal HIF2a functions can be
considered a key strategy for maintaining lean phenotype. At the same time, the
exercise is considered a major contributor to the control of body weight and energy
expenditure. However, the effects of exercise on glucose sensitivity in the central
nervous system (CNS) remain unexploited. Thus, the aim of this study is to investigate
the effect of exercise on glucose sensitivity in the hypothalamus of rats and evaluate
the expression of neuronal HIF2a protein and the effect of lactate treatment about the
neuronal HIF2a protein expression. First, Wistar rats were randomly separated into
two groups: One group consumed standard Chow diet (Chow), while the other group
consumed High-Fat Diet (HFD) for twelve weeks. Next, using the acute swimming
protocol exercise for induction of lactatemia and after we performed an acute
intracerebroventriculary (ICV) injection of glucose or lactate into the hypothalamus.
Here, we showed that HFD consume caused obesity and loss neuronal glucose
sensing when compared at control group. Acute physical exercise improved fasting
glucose and food consumption and ameliorate the neuronal glucose sensing in obese
rats. The mRNA of HIF2a in the hypothalamus was raised and also serum and central
lactate post-exercise in obese rats. Finally, the injection ICV of lactate increased
protein content of HIF2a in the hypothalamus and reduced food intake in lean and
obese rats. Taken together, our results suggest, at least in parts, that the HIF2a in the
hypothalamus is mediate by lactate after the acute exercise. In conclusion,
hypothalamic HIF2a can be a target against obesity by improvement of neuronal

glucose sensing.
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1. Introducao

1.1 Obesidade

A obesidade é definida como um indice de massa corporal (IMC) maior ou igual a 30
kg por m? resultante do actimulo de adiposidade devido ao excesso de consumo
alimentar e armazenamento de calorias, comprometendo a homeostase energética
(Pan and Myers, 2018), ou seja, € o desequilibrio entre 0 consumo alimentar e o

gasto energético.

Considerada uma das doencgas de maior prevaléncia no mundo nos ultimos tempos, a
obesidade € descrita hoje como uma epidemia global (Kopelman, 2000) que atinge
todas as classes sociais. Dados recentes mostraram que no Brasil, o indice de
obesidade vem crescendo a cada ano. Uma pesquisa feita em 2016 pelo ministério
da saude revelou que a obesidade cresceu 60% em dez anos, passando de 11,8%
para 18,9% em 2016, sendo esta prevaléncia duplicada a partir dos 25 anos de idade
(PortalBrasil,Ministériodasaude.Disponivelem:http://www.brasil.gov.br/saude/2017/04/
obesidade-cresce-60-em-dez-anos-no-brasil).

As consequéncias da obesidade sdo diversas, sendo o diabetes, doencas
cardiovasculares e o cancer, as comorbidades que mais geram gastos aos érgaos
publicos. No Brasil, no ano de 2016, foram destinados mais de 1,08 bilhdo para os
municipios realizarem a compra de remédios de atencdo basica, como os para
tratamento de pressdo arterial e diabetes (Portal Brasil, Ministério da saude.
Disponivel em:http://www.brasil.gov.br/saude/2017/04/obesidade-cresce-60-em-dez-
anos-no brasil). Além de estar relacionado a essas comorbidades, o excesso de peso
esta diretamente relacionado a menor sobrevida (Berrington de Gonzalez et al., 2010;
Organization, 2017).

Ha décadas centros de pesquisas tentam descobrir estratégias para manutencao do
peso corporal através de exploracdes farmacoldgicas e/ou tratamentos terapéuticos
relacionados ao comportamento alimentar. Neste sentido, encontrar alternativas para
controlar o consumo alimentar e, consequentemente, a manutencao do peso corporal

é extremamente relevante para a saude publica.


http://www.brasil.gov.br/saude/2017/04/obesidade-cresce-60-em-dez-anos-no-brasil
http://www.brasil.gov.br/saude/2017/04/obesidade-cresce-60-em-dez-anos-no-brasil
http://www.brasil.gov.br/saude/2017/04/obesidade-cresce-60-em-dez-anos-no-brasil
http://www.brasil.gov.br/saude/2017/04/obesidade-cresce-60-em-dez-anos-no-brasil
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1.2 O hipotalamo no controle da homeostase energética

O hipotalamo é reconhecido como a principal estrutura anatémica do sistema nervoso
central (SNC), sendo considerado o centro integrador das atividades dos 6rgaos
viscerais, além de regular outras fungdes organicas importantes, como por exemplo; o
controle da ingestao alimentar, da temperatura corporal, da sede, da pressao arterial,
e do gasto energético (Schwartz et al., 2000).

O controle da homeostase energética mediado pelo hipotdlamo ocorre devido a
presenca de neurbnios especificos localizados em diferentes nucleos hipotalamicos.
Esses neurbnios sdo capazes de integrar sinais hormonais (insulina, leptina, grelina)
e nutricionais (glicose, aminoacidos e acidos graxos) (Kahn et al., 2005; Lam, 2010;
Porte et al., 2005; Schwartz and Porte, 2005; Schwartz et al., 2000), promovendo uma
complexa rede de disparos neuronais, resultando em aumento ou diminuicao da
termogénese e da ingestdo alimentar. Nesse contexto, os neurdnios produtores de
pro-opiomelanocortina (POMC) ganharam destaque pelo seu potente efeito
anorexigénico, induzido tanto por horménios (leptina) como por nutrientes (glicose e
aminodcidos) (Blouet et al., 2009; Blouet et al., 2008; Ibrahim et al., 2003; Parton et
al., 2007; Zhang et al., 2011).

Nos ultimos anos, um extenso acumulado de evidéncias demonstrou que a reducao
da capacidade dos neurdnios hipotalamicos em reconhecer os sinais de saciedade
mediados por horménios e por nutrientes, resulta em hiperfagia e obesidade, no
entanto, estes mecanismos sdo complexos (Blouet et al., 2009; Blouet et al., 2008;
Kaelin and Ratcliffe, 2008; Scheerer et al., 2013; Semenza, 2003; van de Sande-Lee
et al, 2011; Zhang et al.,, 2011). Estudos tém demostrado que a perda da
sensibilidade a glicose em neurdnios hipotalamicos é determinante para o aumento
da ingestao alimentar e do peso corporal em modelos experimentais (Haque et al.,
1999; Minokoshi et al., 2004; Parton et al., 2007; Shiuchi et al., 2009; Zhang et al.,
2011). Pacientes obesos apresentam menor estimulacdo neuronal em regiées do
sistema nervoso central apds a ingestédo de glicose, indicando uma evidente perda da
sensibilidade a glicose em centros controladores da fome e do gasto energético,
incluindo o hipotalamo (van de Sande-Lee et al., 2011). Ap6s serem submetidos a

cirurgia bariatrica e terem uma perda abrupta de gordura corporal, esses mesmos
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pacientes recuperaram, ainda que parcialmente, a sensibilidade a glicose (van de
Sande-Lee et al., 2011).

Esses dados sugerem que a adiposidade pode interferir diretamente nos sinais de
saciedade, em especial sobre a sensibilidade a glicose hipotalamica. Neste sentido,
torna-se importante determinar os mecanismos pelos quais 0s neurdnios tornam-se

insensiveis aos nutrientes, especialmente a glicose.

1.3 O papel das proteinas HIFs na sensibilidade a glicose

As proteinas HIFs (do inglés Hypoxia Inducible Factor), constituem uma familia de
proteinas que atuam como fatores de transcricdo. Essas proteinas, além de serem
induzidas em condi¢des de hipdxia (baixa concentracdo de oxigénio no sangue), sdo
induzidas pela elevacdao de temperatura tecidual, alteracbes energéticas do
metabolismo celular e diversos outros estados patolégicos como cancer,
aterosclerose e isquemias (Noakes, 2009). Recentes estudos tém mostrado que,
além dos niveis de oxigénio, o controle da expressado das HIFs pode ocorrer através
da concentragéo da insulina e da glicose (Parton et al., 2007; Zhang et al., 2011).

As HIFs sao formadas por dimeros compostos pelas subunidades alfa (a) e beta (B).
A HIFa é classicamente regulada pela disponibilidade de oxigénio nos tecidos,
enquanto a HIFB, também chamada de ARNT (do inglés, Aryl hydrocarbon Receptor
Nuclear Translocator), possui mecanismos de ativacao alternativos. Em estado de
normoxia, as HIFsa sofrem hidroxilagao proteica, ubiquitinagdo e degradagéo, sendo
esses processos mediados pela hidroxilase prolil (PHD) e pela ubiquitina E3 ligase
pVHL, produto do gene Hippel-Lindau (VHL) (Figura 1) (Kaelin and Ratcliffe, 2008;
Semenza, 2003). Em estado de hipoxia a PHD é reduzida, levando a estabilizacdo
das HIFsa e agao transcricional das HIFsa/[3, as quais induzem genes reguladores de
adaptacdées metabdlicas, crescimento vascular e sobrevivéncia celular (Kaelin and
Ratcliffe, 2008; Semenza, 2003). Dentre as diversas isoformas, HIF1a, HIF2a e
HIF3a, sdo as mais conhecidas. As duas primeiras atualmente estdo em evidéncia
por estimularem a captacdo de glicose no sistema nervoso central. No entanto, os
achados sobres estas moleculas no hipotalamo ainda sdao modestos (Virtue and
Vidal-Puig, 2011).
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Como mensionado anteriormente, no sistema nervoso central, o controle da fome é
mediado por neurbnios hipotalamicos anorexigénicos, POMC e CART (do inglés
Cocaine- and Amphetamine-Regulated Transcript), inibbem a fome e neurdnios
hipotalamicos orexigénicos NPY (do inglés Neuropeptide Y) e AgRP (do inglés
Agouti-related peptide), estimulam a fome). Recentemente foi demostrado que a
modulagao de neurdnios POMC é dependente da expressao de proteinas HIF1a e
HIF2a (Varela et al., 2017; Zhang et al., 2011). Em camundongos, o silenciamento de
HIF1a interrompeu a habilidade dos neurénios POMC em se adaptarem a condi¢oes
metabdlicas apds o jejum prolongado. De maneira interessantemente, isto foi
revertido quando os animais foram tratados com glicose (Varela et al., 2017).
Ademais, a delegao especifica da HIF2a em neurénios POMC resultou em perda de
sensibilidade a glicose, hiperfagia e ganho de peso em camundongos, demonstrando
a HIF2a controla diretamente a expressao de POMC em nucleos hipotalamicos
(Zhang et al., 2011).

A HIF2a também é capaz de modular a via AMPK/mTOR neuronal (AMPK, do inglés
5' AMP-activated protein kinase) (mTOR do inglés mamaliam target of rapamycin),
tornando sua acdo anorexigénica ainda mais robusta, inibindo a fosforilacdo em
treonina 172 da AMPK e estimulando a atividade da mTOR. O mecanismo através do
qual a glicose estimula a atividade anorexigénica da HIF2a ocorre através da
degradacao da hidroxilases prolil (PHD), resultando em acumulo de HIF2a. Postula-
se que a inibicdo da PHDs possa ser dependente dos subprodutos da glicélise
(piruvato e lactato) e de moléculas intermediérias do ciclo de Krebs (malato, fumarato,

sucinato e oxalacetato) (Virtue and Vidal-Puig, 2011; Zhang et al., 2011) (Figura 2).

Coletivamente, esses dados sugerem que a proteina HIF2a pode ser alvo terapéutico
no controle da ingestdo alimentar e do peso corporal (Zhang et al., 2011), uma vez
que ela atua na regulacdo da sensibilidade a glicose em neurdnios hipotalamicos,
modulando a capacidade destes em reconhecer os sinais de saciedade (Compernolle
et al., 2002; Kaelin and Ratcliffe, 2008; Scheerer et al., 2013; Semenza, 2003; van de
Sande-Lee et al., 2011; Zhang et al., 2011).
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Fator de transcricdo Degradacdo da HIF-aem condi¢des de normoxia
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Figura 1. Formacao das proteinas HIFs. As proteinas HIFs, compostas pelas
subunidades alfa(a), sdo reguladas pela disponibilidade de oxigénio nos tecidos,
enquanto as subunidades beta () possuem mecanismos alternativos de regulagao.
Em condicbes de hipdxia (baixa concentracbes de oxigénio) as PhDs e E3 ligases
sdo reduzida a expressao, estabilizando as HIFsa. Por outro lado, em estado de
normoxia (condigdes normais de oxigénio), as HIFsa podem ser hidroxiladas pelas
proteinas hidroxilase prolil (PHDs), ou ubiquitinadas pelas ubiquitina E3 ligase pVHL,
produto do gene Hippel-Lindau (VHL).

Aumento de ATP
Reducéo de AMP

@

Figura 2. Fatores que modulam a ingestao alimentar através da HIF no
hipotalamo. A via glicolitica aumenta a producédo de piruvato/lactato e/ou os sub-
produtos do ciclo de Krebs (Malato, Fumarato, Succinato e Oxaloacetato), estes,
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inibem a expressao da proteina PHD, a PHD possui a funcao de degradar a HIF pelo
processo de hidroxilagdo, quando a PHD permanece inativa, a HIF é estabilizada
transcrevendo genes para proteina mTOR aumentando sua atividade que por sua vez
irA aumentar a expressao de neuropeptideo anorexigénicos (reducéo a fome). Além
disso, a via glicolitica inibe a atividade de AMPK pelo aumento de ATP (Adenosina
trifosfato) e diminuicdo de AMP (proteina adenosina monofosfato). A proteina AMPK
tem capacidade de inibir a atividade de mTOR culminando consequentemente ao
aumento do consumo alimentar.

1.4 Metabolismo da glicose e expressao de HIFs

A inibicdo da hidroxilase prolil (PHDs), proteina reguladora de HIFs, parece ser
dependente dos subprodutos da glicélise (piruvato e lactato) e de moléculas
intermediarias do ciclo de Krebs (malato, fumarato, sucinato e oxalacetato) (Virtue
and Vidal-Puig, 2011; Zhang et al., 2011). Estudos apontam que HIF1a (Parton et al.,
2007) e HIF2a (Zhang et al., 2011) atuam na modulacdo de glicose em neurdnios
hipotalamicos. A expressao de HIF2a foi aumentada em tecidos hipotaldamicos apos
administragéao Intracerebroventricular (ICV) de glicose (Zhang et al., 2011), enquanto
o tratamento com insulina in vitro foi capaz de aumentar os niveis de HIF1a
(Demidenko and Blagosklonny, 2011). No entanto, altas concentracbes de glicose
podem desestabilizar a expressdo de HIFs em 6rgaos e tecidos (Bento and Pereira,
2011).

Embora alguns estudos relatem que o metabolismo da glicose (piruvato e lactato)
pode estabilizar as proteinas HIFs, pouco se sabe sobre estes efeitos no sistema
nervoso central ou no hipotalamo. De acordo com as evidéncias citadas acima,
postulamos que o lactato, subproduto da glicélise, pode ser um potencial estimulador
da expressdo de HIF2a neuronal, melhorando assim, a sensibilidade a glicose
hipotalamica de ratos obesos.

1.5 Producdo de lactato e suas funcoes metabdlicas

Apesar das inumeras investigacdes do efeito do lactato no metabolismo energético,
as conclusbes ainda sdao modestas, devido a complexidade das vias em que este
atua. Sendo necessarios estudos adicionais para a melhor compreensao de sua
finalidade e vias de atuac&do no organismo.

Por muitos anos o lactato foi considerado um simples produto final na via de glicdlise.

No entanto, estudos recentes mostram que ele pode ser um potente sinalizador em
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diferentes tipos celulares, atuando de maneira enddcrina, paracrina e autécrina, na
modulacdo de processos metabodlicos (Ahmed et al., 2010; Brooks, 2009; Gladden,
2008; Proia et al., 2016).

1.5.1 Producao periférica de lactato

No citoplasma, o piruvato, produto final da quebra da glicose, entra na mitocéndria
onde é convertido em acetil-CoA (acetilcoenzima A). Apds uma série de reacdes
quimicas, que em conjunto sdo denominadas de ciclo de Krebs, o acetil-CoA é
oxidado, resultando na produgcdo de ATP, que fornecera energia para a célula. Em
situacoes de alta demanda energética, como por exemplo, na contracdo muscular
durante exercicio fisico de alta intensidade, as vias aerdbias ndo s&o rapidas e
efetivas o suficiente para atender as necessidades metabdlicas da célula, assim,
reacdes bioquimicas anaerdbias sao ativadas, gerando a producdo de lactato. A
conversdo de glicose em lactato nos tecidos musculares ocorre através da
transformacao de piruvato e lactato por agdo da enzima lactato desidrogenase (LDH),
que é capaz de reciclar NAD+ (do inglés, nicotinamide adenine dinucleotide) para que

ocorram novas reagdes (Chatham, 2002; Proia et al., 2016).

Quando produzido pela contracdo muscular, durante o exercicio fisico, o lactato é
liberado na corrente sanguinea, atingindo o figado, o coracdo e também o cérebro
(Proia et al., 2016). De forma interessantemente, o lactato advindo da periferia pode
atravessar a barreira hemato-encefalica, com ajuda dos transportadores de lactato
(MCTs, do inglés, Monocarboxylate transporters) e agir no sistema nervoso central
(Bergersen, 2007; Dalsgaard et al., 2004; Ide et al., 2000; Proia et al., 2016; van Hall
et al., 2009).

Curiosamente, a administragéao periférica de lactato foi usada para tratar depressao
em ratos (Carrard et al., 2016) e recentemente, estudos demonstraram que o lactato
produzido pela contragdo muscular, através do exercicio fisico intenso, é utilizado
como fonte de energia no sistema nervoso central (Bergersen, 2007; Dalsgaard et al.,
2004; Ide et al., 2000; van Hall et al., 2009).

No figado, o lactato pode ser convertido em glicose, em um processo inverso ao da
glicolise, chamado de gliconeogénese. Parte do lactato produzido pelo musculo é
transportada para o figado, onde sera transformada em glicose, que por sua vez sera
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liberada na corrente sanguinea, sendo reutilizada pelo musculo. Essa cooperacao
metabolica entre figado e musculo é denominada ciclo de cori (Chatham, 2002).
(Figura 3).

O coracao, 6rgao capaz de usar varios substratos energéticos (glicose, acidos
graxos, corpos cetdnicos), utiliza também lactato e o piruvato como fonte de energia.
A absorcdo de lactato pelo coragcdo € diretamente proporcional aos seus niveis
séricos. Ao longo dos anos, pesquisas demostraram que o lactato contribui muito
mais do que a glicose para producao de acetil-CoA (Chatham, 2002). Em repouso, as
concentracdes de lactato sdo em média 1 mmol e, durante o exercicio fisico, aumenta
para 3-5 mmol (Chatham, 2002). Recentemente, foi demonstrado que a exposicao ao
frio pode aumentar os niveis circulantes de lactato e de MCTs, aumentando a
expressao de UCP1 (do inglés, uncoupling protein 1), proteina responsavel pela

termogénese no tecido adiposo marrom (Carriére et al., 2014).

O lactato também pode ser produzido pelos adip6citos. Para neutralizar a falta de
oxigénio (hipoxia) causada pelo excesso de gordura e evitar a diminui¢cdo drastica do
pH intracelular, os adipécitos utilizam o metabolismo glicolitico. Durante o processo,
0os prétons sao removidos das células pelos MCTs. A producdo de lactato é
proporcinal a massa corpOrea, ou seja, 0 excesso de peso estimula a produgédo de
lactato (Chen et al., 2017; Pérez de Heredia et al., 2010).

Tecido muscular

Figura 3. Ciclo de Cori. Conversao de lactato em glicose. Em condicées anaerobias,
0 musculo oxida glicose até lactato através de reacdes bioquimicas (piruvato- lactato).
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Quando os estoques de glicose no musculo encontram-se baixos, o lactato (produto
final da glicose anaerobia) cai na corrente sanguinea chegando ao figado. No figado,
o lactato sera convertido em piruvato novamente sintetizando glicose processo este
chamado de gliconeogeneses Por fim, a glicose sera direcionado novamente para a
corrente sanguinea chegando ao musculo para ser utilizada como fonte energética.

1.5.2 Producao central de lactato

O lactato ndo € produzido somente em tecidos periféricos, mas também no sistema
nervoso central. Um tipo especifico de célula da glia, os tanicitos, que revestem as
paredes do terceiro ventriculo do hipotalamo, produzem e liberam lactato através dos
MCTs em resposta a altas concentracées de glicose (Ainscow et al., 2002; Cortes-
Campos et al., 2013; Cortés-Campos et al., 2011; Elizondo-Vega et al., 2015; Garcia
et al., 2003; Millan et al., 2010; Orellana et al., 2012; Thorens, 2012).

Os tanicitos possuem formato alongado e sao capazes de entrar em contato com o
fluido cérebro espinal. Em condicbes fisiolégicas normais, os niveis de lactato no
cérebro sao de aproximadamente 1.5-5mmol/g, (0.1-1.4 mmol/L em niveis
extracelulares) e, em condicbes suprafisioldgicas, chega a 12-20mmol/g (1.9-9
mmol/L em niveis extracelulares) (Mosienko et al., 2015). Evidéncias apontam que
tratamento intracerebroventricular (ICV) com lactato ou piruvato é capaz de reduzir a

ingestao alimentar e o peso corporal de ratos (Lam et al., 2008; Lam et al., 2005).

Recentemente foi descrito que o lactato possui um receptor especifico, 0 GPR81(do
inglés G protein-coupled receptor 8) (Wanders et al., 2012), no entanto, os MCT1-4
sao os principais carregadores de lactato no sistema nervoso central, sendo o MCT1,
MCT2 e MCT4 responsaveis pelas sinalizagbes em nucleos hipotaldamicos. O
silenciamento de MCT1 no hipotdlamo aumentou a ingestdo alimentar e alterou
neuropeptidios anorexigenos e orexigenos (Elizondo-Vega et al., 2016). O mesmo foi
visto com os MCT2 e MCT4 (Cortes-Campos et al., 2013). Em paralelo, o exercicio
fisico agudo aumentou a producgao de lactato e dos transportadores MCT1, MCT2 e
MCT4 no hipotdlamo de ratos (Takimoto and Hamada, 2014). Assim, parece que a
expressdao dos MCTs no hipotalamo tem fungbes fundamentais na homeostase
energética bem como o controle da fome em mamiferos. Entretanto, ainda sao

inconclusivos os efeitos dos MCTs no hipotalamo.
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Em resumo, de acordo com a literatura, parece que o lactato pode ser produzido na
periferia e atravessar a barreira hemato-encefélica através dos MCTs ou ser
produzido de maneira central pelas células da glia e ser liberados no fluido cérebro
espinal, atingindo toda regido do cérebro.

1.6 Modulacao das funcoes hipotalamicas em resposta ao exercicio fisico

O exercicio fisico & reconhecido como uma 6étima estratégia terapéutica nao-
farmacoldgica a ser utilizada para prevengdo e tratamento de diversas doencgas
incluindo a obesidade (Febbraio, 2017; Pedersen and Saltin, 2015). Além de seus
efeitos sobre o metabolismo periférico, estudos apontam que o exercicio é capaz de

modular a homeostase energética através de efeitos centrais.

Ja foi demonstrado que o exercicio fisico de natacdo reduziu a concentracdo de
glicose e aumentou a concentracao de lactato em hipotalamo de ratos (Wang et al.,
2002; Wang et al., 2009). Além disso, o exercicio fisico em esteira promoveu

degradacao robusta dos niveis de glicogénio no cérebro de ratos (Matsui et al., 2012).

Alguns estudos feitos em nosso laboratorio evidenciaram os efeitos do exercicio fisico
sobre as funcdes hipotalamicas relacionadas ao controle da ingestao alimentar e do
gasto energético. Em 2010, Ropelle e colaboradores mostraram que o exercicio
fisico aerdbio também é capaz de restabelecer os sinais anorexigénicos da insulina e
da leptina no hipotalamo de roedores obesos, contribuindo para a reducdo da
ingestao alimentar e do peso corporal, através de um mecanismo anti -inflamatério
que envolve o aumento da expressao sistémica e localizada das citocinas IL-6 (do
inglés Interleukin 6) e IL-10 (do inglés Interleukin 10) (Ropelle et al., 2010).

Foi observado que o eixo IL6/IL10 € determinante para a reducdo de vias
inflamatérias e reducdo do estresse de reticulo endoplasmatico em neurbnios
hipotalamicos (Ropelle et al., 2010). Adicionalmente, descrevemos que a IL-6
produzida pelo exercicio, promove supressdao da expressdo e da atividade da
Proteina Tirosina Fosfatase 1B (PTP1B) em hipotalamo de ratos obesos,
recuperando significativamente a sensibilidade a insulina e leptina neste tecido, uma
vez que a PTP1B é considerada molécula chave na resisténcia central a insulina e
leptina (Chiarreotto-Ropelle et al., 2013). Esses resultados sugerem que a contragao

muscular promovida pelo exercicio sensibiliza o hipotalamo através destas citocinas,
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estabelecendo uma intrigante conexao entre esses tecidos, mudando o entendimento
do exercicio fisico como estratégia de controle da homeostase energética, conforme
descrito em diferentes destaques editoriais (Martinez de Morentin and Lépez, 2010;
Welberg, 2010).

Recentemente mostramos que a sinalizacdo do eixo S1P/S1PR1 (do inglés
Sphingosine 1 phosphate / Sphingosine 1 phosphate receptor 1) em neurdnios
hipotalamicos regulou a homeostase energética em ratos. A falha de sinalizagao do
receptor S1PR1 foi encontrada em diversos modelos de obesidade. Por outro lado, a
ativacao do receptor S1PR1 de maneira farmacolégica preveniu ratos obesos contra
obesidade (Silva et al., 2014). Adicionalmente, observamos que o exercicio pode
aumentar a expressdo do receptor STPR1 e reduzir o consumo alimentar em

roedores (Silva et al., 2016).

Em 2017, observamos que o exercicio fisico agudo e crbénico reduziu niveis
inflamatorios de TGFB (do inglés Transforming Growth Factor Beta), proteina
responsavel pela perda da saciedade, além de reduzir os niveis de neurdnios NPY no
hipotalamo de ratos, recuperando a saciedade (Silva et al., 2017). Também
observamos que o exercicio agudo reduziu a S-nitrosacao, esta induzida pelo NO-
sintase induzivel (INOS) que aumenta resisténcia a insulina associado a obesidade,
na sinalizacdo da via de insulina no hipotalamo de roedores (Katashima et al., 2017).
Esses dados sugerem que o exercicio fisico & capaz de sensibilizar diferentes vias

anorexigénicas no hipotalamo.

Coletivamente, esses dados sugerem que O exercicio é capaz de modular o
metabolismo da glicose no sistema nervoso central, no entanto, os efeitos do
exercicio fisico sobre a sensibilidade a glicose em neurdnios hipotalamicos ainda sao

poucos conhecidos.
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2. Hipoétese

O exercicio fisico agudo atua modulando a expressdo de HIF2a hipotalamica e
consequentemente aumentando a sensibilidade a glicose no hipotalamo.
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Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos o exercicio fisico agudo sobre a expressao de HIF2a hipotalamica,

bem como na sensibilidade a glicose no hipotalamo de ratos.

3.2 Objetivos especificos

Analisar a expressao de HIF2a hipotalamica e o comportamento alimentar de

ratos magros e obesos submetidos ao exercicio fisico agudo;

Verificar a expressao de HIF2a hipotalamica submetidos a uma sessao aguda

de exercicio fisico;

Examinar a sensibilidade a glicose neuronal e o comportamento alimentar de
ratos obesos submetidos ao exercicio agudo e infuséo intracerebroventricular
(ICV) de glicose;

Analisar os efeitos da injecdo de lactato intracerebroventricular (ICV) na
expressdao de HIF2a hipotalamica e no comportamento alimentar de ratos

magros e obesos;

Verificar a expressdo de HIF2a em células hipotalamicas ap6s o tratamento

com lactato.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Cultura de células

As células GT1-7 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) contendo 10 % de SFB (soro fetal bovino) a 37°C, sob atmosfera de 5 % de
CO:..

4.2 Tratamento das células GT1-7 com lactato e extracdao de proteinas

As células GT1-7 foram plaqueadas na concentragdo de 3 x 10° células/poco em e
incubadas a 37 °C e 5% CO; por 16 horas. Apds esse periodo, as células foram
tratadas com lactato (Sigma®), na concentracao de 5 mM, diluido em meio DMEM
com 10% de soro fetal bovino, por periodos de 8, 16, 24 e 48 horas. As células GT1-7
foram entao lavadas com PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM NazHPO4; 2 mM
KH2POy4, pH 7,4) e lisadas com tampao de lise celular (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, Triton 1 % e inibidores de protease e fosfatase 1X (Sigma-
Aldrich®)). Os fragmentos foram incubados por 15 minutos em gelo sob agitacédo e
centrifugados a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
quantificado pelo método do acido bicinchoninico (BCA), utilizando o kit BCA Protein

Assays (Thermo Fisher Scientific®), para posterior diluicao das amostras.

4.3 Extracao de RNA e quantificacdao por RT-PCR real time

O RNA total foi extraido usando o reagente TRIZOL (Sigma-Adrich Co LTD) e a
transcricdo reversa foi realizada de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante.
O PCR real time foi conduzido utilizando-se o kit tagman (para ratos) para expressao
génica de: Hifla, Hif2a, Gluti(glucose transporter 1), Glut2 (glucose transporter 2),
AgRP, Npy, Pomc, Cart e Gapdh (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase). Os
dados da expressao de genes alvo obtidos foram corrigidos na média geométrica dos
genes com controle enddégeno, usando o Gapdh. Os primers utilizados foram
adquiridos pela empresa Sintese Biotecnologia / Distribuidora Roche.

4.4 Animais e Dietas

Foram utilizados ratos albinos machos da linhagem Wistar, provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de
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Laboratério — CEMIB/UNICAMP, os quais foram mantidos no Biotério da Faculdade
de Ciéncias Aplicadas - FCA/UNICAMP. Os animais foram alimentados com racao,
dieta padrdo Chow (3.948 kcal.kg—-1) para roedores e agua ad libitum e alojados em
quintetos em gaiolas de polipropileno, em ambiente climatizado (22+ 2°C, umidade
relativa do ar entre 45 e 55%, iluminagao em ciclo claro/escuro 12/12h, com luz acesa
das 6 as 18h). Com o intuito de respeitar o periodo de vigilia dos animais, todos os
procedimentos experimentais foram realizados apds as 18h, quando as luzes do
biotério estavam apagadas. Durante a manipulagdo noturna dos animais foram
acesas lampadas com filtro vermelho e corte espectral em 600nm, com luminosidade
controlada abaixo de 70 lux, a fim de reduzir a percepgdo dos animais a luz e
possibilitar a visibilidade dos pesquisadores. Os experimentos foram conduzidos
rigorosamente de acordo com a legislacao brasileira corrente e as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdao Animal. Esse estudo foi previamente aprovado por uma
Comissao de Etica para o Uso de Animais — CEUA (protocolo n® 3244-1).

4.5 Dietas

Para a inducdo da obesidade, ratos Wistar consumiram dieta hiperlipidica (HFD)
(5358 Kcal/Kg) (Tabela 1) a base de gordura saturada durante 12 semanas, enquanto
o respectivo grupo controle manteve dieta padrédo (Chow) conforme descrito na
literatura (Silva et al., 2014).

4.6 Teste de tolerancia a glicose (ipGTT) e glicemia de jejum

Para o teste de ipGTT, os ratos permaneceram em jejum durante 12 horas, em
seguida, foi injetado uma solugédo de glicose 50% na medida de 2g/kg do peso
corporal do animal. Os niveis séricos de glicose foram mensurados antes (tempo 0) e
15,30,60 e 120 minutos apds a injecao de glicose usando tiras de leitura de glicose
(Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostic ®, Switzerland). A leitura foi feita através
do sangue coletado pela cauda do animal.

Para glicemia de jejum, os animais permaneceram em jejum durante 6 horas, em
seguida foi coletado o sangue da cauda e feita a leitura imediatamente apds, com
tiras de leitura de glicose (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostic ®, Switzerland).
O grupo exercitado foi submetido ao exercicio agudo e, em seguida, 0os animais
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permaneceram 6 horas de jejum, todos os grupos foram coletados no mesmo

momento.

4.7 Protocolo de exercicio fisico de natacdo aguda

Adaptacdo ao meio liquido:

A adaptacdo ao meio liquido ocorreu no periodo de 14 dias ininterruptos, a
temperatura da agua foi mantida a 33+1°C. Os procedimentos de adaptacdo ao meio
liquido aplicados aos grupos experimentais foram similares até o 8° dia. Inicialmente,
os ratos foram inseridos em agua rasa por curto periodo de tempo e,
subsequentemente, acréscimos na duracdo do estimulo e profundidade da agua
foram efetuados.

Teste de lactato minimo (TLM):

A intensidade do lactato minimo (iLM) foi utilizada como parametro individualizado de
capacidade aerobia e o tempo até exaustdo durante a fase de inducdo, como
parametro anaerobio. O teste do lactato minimo é composto por trés fases: 1. Fase
de indugéo a hiperlactacidemia - realizado através de um esforco de 30 segundos e
outro esforco até a exaustdo (ambos com carga relativa de 13% do peso corporal),
separados por 30 segundos de intervalo, 2. Fase de repouso passivo- com duracao
de nove minutos (para alcance do pico de lactato sanguineo), 3. Fase de cargas
incrementais (aumentando gradativamente) para determinacdo da intensidade em
gque se observa a menor lactacidemia, representando a maior intensidade de
equilibrio entre a producao e remocao de lactato (de Araujo et al., 2007; Tegtbur et
al., 1993; Voltarelli et al., 2002) (ver Figura 4).
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Figura 4. Representacao grafica do teste de Lactato Minimo (TLM). Determinacao
da intensidade e valor de lactacidemia durante a fase incremental, caracterizando a
intensidade do limiar anaerdébio.

4.8 Analise de lactato

No sangue: Para a determinacdo da concentracdo de lactato durante o TLM,
amostras de sangue (25uL) foram coletadas da porcao distal da cauda dos animais,
utilizando tubos capilares heparinizados calibrados. As coletas foram realizadas apds
a fase de inducdo a hiperlactacidemia, e também apds cada estagio do teste
progressivo. As amostras foram imediatamente transferidas para tubos plasticos de
1,5mL contendo 400 uL de TCA (Acido tricloroacético - 4%) para desproteinizacdo do
sangue. Posteriormente, foram extraidos 100uL de sobrenadante e transferidos para
tubos de ensaio contendo 500uL de reativo (estoque glicina/EDTA e hidrazina-hidrato
1,2mL, 100mg de NAD (Beta-nicotinamide dinicleotide SIGMA) e 150uL de LDH (L-
lactic dehydrogenase bovine heart)) devidamente ajustadas a um pH de 8,85. As
amostras foram lidas a 340nm contra a curva de calibragdo. Os demais
procedimentos analiticos ficaram condicionados as normas dos fabricantes dos kits
comerciais para andlises bioquimicas, adquiridos posteriormente e realizados em

leitura U-V de microplacas.

No fluido cérebro espinhal (CSF): O CSF foi extraido manualmente com auxilio do
aparelho estereotaxico. Uma agulha foi introduzida na cisterna magno através da pele
e/ou duramater, conforme descrito na literatura (Silva et al., 2014). A extragéo foi feita
no tempo basal, 90 e 240 minutos pds-exercicio. Apds a coleta, as amostras foram
congeladas a -80°C. Posteriormente foi realizada a leitura de lactato (mmol/l) usando
lactimetro Accutrend Plus Roche conforme descrito na literatura (Billat et al., 2003).

4.9 Canulacao intracerebroventricular (ICV)

Os ratos foram anestesiados com 1mL de uma mistura de xilazina e quetamina na
proporcdo 7:3. O procedimento foi iniciado quando percebeu-se a auséncia de
reflexos corneanos e de retirada da pata em resposta a dor. Os ratos foram
adequadamente posicionados para realizacdo de cirurgia estereotéxica e, apds
tricotomia e anti-sepsia da regido craniana, foi realizada a incisédo inter-parietal de

aproximadamente 1,5 cm de extensdo. A posteriori, o peridésteo foi divulsionado e
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com a calota craniana exposta, foi possivel individualizar o bregma (referéncia para
as coordenadas estereotaxicas). A implantacdo das céanulas obedeceram as
coordenadas estereotaxicas previamente estabelecidas atravées de um atlas
estereotaxico, para o terceiro ventriculo: AP (antero-posterior): -0,5mm, L (lateral):
0,0mm, V (vertical): -8,5mm. Depois de implantada, a canula foi fixada ao cranio do

animal com acrilico polimerizante conforme indicado na literatura (Silva et al., 2014).

4.10 Injecao Intracerebroventricular (ICV) de lactato e glicose

Apés periodo de recuperacao da cirurgia de estereotaxia, os animais permaneceram
em jejum durante 8 horas e em seguida receberam injecado de lactato ou glicose.
Posteriormente mensurou-se a ingestdo alimentar desses animais e extraiu-se o

hipotalamo para serem analisados.

Injecdo de Lactato: Os ratos receberam injecdo ICV aguda de lactato (5mmol/L) ou
veiculo conforme descrito na literatura (Lam et al., 2008) em um volume de 2uL as
18:00h para mensuracao da ingestao alimentar durante 12h. Para analise de Western

Blot, as amostras hipotalamo foram extraidas 8h apds a injecao aguda de lactato.

Injecédo de Glicose: Os ratos receberam injecdo ICV de glicose ou veiculo (100ug/pL)
conforme descrito na literatura (Minokoshi et al., 2004) as 18:00h. A glicose foi
injetada 15 minutos apdés o término do protocolo de exercicio fisico. O grupo
sedentério recebeu glicose ou veiculo no mesmo horario que o grupo exercitado, em

seguida, foi mensurada a ingestao alimentar dos grupos apds 12 horas da ICV.

4.11 Avaliacao da ingestao alimentar

Ap6s as respectivas injecoes ICVs, os animais foram alocados em gaiolas
metabdlicas individuais para mensurar o consumo alimentar. A ragéo foi previamente
pesada antes da injecao e apds 4, 12 ou 24 horas da injecao, sendo a diferenca entre
as medidas, o valor referente a ingestdo alimentar em gramas. Nos experimentos

envolvendo a dieta hiperlipidica, os valores foram convertidos em quilocalorias (Kcal).
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4.12 Anticorpos e técnicas de Western blot e produtos quimicos

As amostras de células e hipotalamo foram tratadas com tampdo de Laemmli
contendo DTT 100mM e aquecidas em agua fervente por 4 minutos. A seguir, foram
aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 6%) no aparelho para minigel (Mini-
Protean). Tendo como padrdo um marcador de peso molecular com valores
estabelecidos em miosina (205-195 kDa), B-galactosidase (116 kDa), albumina de
soro bovino (80 kDa) e ovalbumina (49,5 kDa). A transferéncia das proteinas
separadas no gel foi feita eletricamente para uma membrana de nitrocelulose, através
de um aparelho também da Bio-Rad por 2 horas a 120 volts. Porém, no tampao foi
acrescido SDS 0,1% para melhorar a eluicdo de proteinas de alto peso molecular. A
ligacdo inespecifica de proteinas na membrana de nitrocelulose foi diminuida pela
incubacado destas com uma solugao bloqueadora (leite desnatado Molico 5%, Tris
10mM, NaCl 150mM e Tween 20 0,02%) a 4°C overnight. Estas membranas foram
entdo incubadas a 4°C overnight com anticorpos previamente descritos na literatura,

diluidos em solucéo bloqueadora (com 0,3% de BSA ao invés de leite).

Apoés esse periodo as membranas foram lavadas com solugédo bloqueadora leite ou
BSA, por 60 minutos e novamente incubadas com anticorpo secundario por duas
horas. Posteriormente estas foram imersas em solugdo de quimioluminescéncia
(Pierce, CA). A reacao do anticorpo secundario com a solugéo quimioluminescente foi
detectada e visualizada em uma maquina reveladora (Bio-Rad). As bandas foram
quantificadas por densitometria éptica através do programa Uniscan. Os anticorpos
utilizados foram: Anti-HIF2a (rabbit polyclonal GTX30114- GeneTex,) para amostras
de células, Anti-HIF2a (rabbit polyclonal SC- H310- 28706- Santa Cruz
Biotechnology); Anti-anti-PHD2/EgIn1(rabbit polyclonal #3293- Cell Signalling) e anti-3
Tubulin (rabbit polyclonal, #2146- Cell Signalling). Lactato e Glicose foram comprados
da empresa Sigma-Aldrich CO LTD.

4.13 Extracao de tecidos

A extracao de tecidos hipotalamicos foi realizada ap6s um periodo de jejum de 90 ou
240 minutos, nos animais submetidos ao protocolo de exercicio fisico agudo e 8
horas de jejum, nos animais submetidos a injecao ICV de lactato. As amostras foram
estocadas a -80°C e antes da analise, estas foram homogeneizadas e preparadas no
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gelo com adicdo de: 1% Triton X-100, 100 mmol |, 1 Tris pH 7.4, 100 mmol I, 1 sodium
pyrophosphate, 100 mmol I, 1 sodium fluoride, 10 mmol I, 1 EDTA, 10 mmol |, 1
sodium vanadate, 2 mmol |, 1 phenyl PMSF and 0.1 mg aprotinin) para preservagao

dos estados de fosforilagdo das enzimas.

4.14 Anadlises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram feitas no programa GraphPad Prism 6, usando
Test-t student, Anova-Oneway ou Two-way post host test, com risco de 5%. Todas as
significancias foram estabelecidas para valor p menor que 0.05 (+ SEM. p<0.05 level).

Tabela 1
Ingredientes* Dieta Padrao (Chow) Dieta rica em gordura (HFD)
gkg™ kcalkg™ gkg™ kecal kg™
Amido de milho 3975 1590 115.5 462
Caseina 200 800 200 800
Acucar 100 400 100 400
Amido Dextrinizado 132 528 132 528
Gordura Saturada - - 312 2808
Oleo de Soja 70 630 40 360
Celulose 50 - 50 -
Mistura de Mineral 35 - 35 -
Mistura de Vitaminas 10 - 10 -
L-Cystina 3 - 3 -
Coline 2.5 - 2.5 -
Total (em kcal) 1000 3.948 1000 5.358

*Composicao centesimal de dieta padréo e dieta rica em gordura.
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5. Resultados

5.1 Obesidade reduz sensibilidade a glicose no hipotalamo

Durante 12 semanas, um grupo de ratos Wistar foram alimentados com dieta rica em
gordura (HFD), de alto teor calérico e um grupo controle foi alimentado com dieta
padrao (Chow). Observamos, como esperado, aumento no peso corporal e no
consumo alimentar dos ratos do grupo HFD quando comparados ao grupo controle
Chow (Figura 5A e 5C), bem como aumento nos niveis glicémicos (Figura 5B). Nos
analisamos o consumo alimentar ap6s injecdo intracerebroventricular (ICV) com
glicose em ratos magros e obesos, com o objetivo de analisar a sensibilidade do
hipotalamo em reconhecer este nutriente. De fato, os animas obesos permaneceram
consumindo mais alimento do que 0s animais magros, caracterizando assim, a
reducao da sensibilidade a glicose no hipotdlamo em animais obesos (Figura 5D). De
maneira interessante, encontramos também que o consumo de dieta rica em gordura
reduziu os niveis de Hif2a mas ndo de Hifla (Figura 5E). Posteriormente,
encontramos reducdo nos niveis mMRNA de Glutl e Glut2, no entanto, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos (p=0.0626 para Glut1 e p=0.0679 para Glut2)
(Figura 5F). Encontramos também aumento de mRNA neuropeptidio orexigénico
AgRP. Nao houve diferenga entre os grupos nos niveis mRNA de Npy (Figura 5G).
Estes dados sugerem que o consumo de dieta rica em gordura causou perda de
sensibilidade a glicose em neurdnios hipotalamicos e comprometeu a expressao de

Hif2a no hipotalamo.
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Figura 5. Obesidade causa perda de sensibilidade a glicose no hipotalamo. A)
Peso corporal (g) (n=12-16 por grupo), B) Teste de Tolerancia a Glicose
(TTG)(mg/dl)(n=7-10 por grupo), C e D) Consumo alimentar (n=6-8 por grupo), E)
Expressdao de mRNA (RNA mensageiro) HIF1a e HIF2a, F) Expressdo de Glut 1 e
Glut 2, G) Expressao de AgRP e Npy (n=4-6 por grupo) em ratos submetidos a dieta
com baixo teor de gordura (Chow) ou alto teor de gordura (HFD). As analises foram
feiras ap6s 12 semanas do consumo alimentar com dieta HFD ou Chow. O consumo
alimentar foi mensurado 12 horas em condi¢cées basais ou apds o tratamento agudo
com ICV de glicose. *P<0.05. vs o grupo HFD.

5.2 Exercicio fisico aumenta sensibilidade a glicose em hipotalamo de ratos
obesos.

Uma vez caracterizada a perda de sensibilidade a glicose hipotalamica em ratos
obesos, realizamos o protocolo de natagao agudo (Figuras 6A, 6B e 6E) para verificar
os efeitos do exercicio fisico neste parametro. Os resultados revelaram que houve
melhora na glicemia de jejum e reducdo do consumo alimentar pds-exercicio (Figura
6C e 6D). Os grupos que receberam apenas injecdo ICV salina ou ICV glicose, bem
como o grupo submetido somente ao protocolo de exercicio fisico ndo mostraram
diferenca estatisticas no consumo alimentar (Figura 6F). Porém, observamos uma
reducdo da ingestao alimentar nos ratos obesos que receberam injecdo ICV de
glicose apds o protocolo de exercicio agudo, quando comparados aos demais grupos
(Figura 6F). Estes dados mostram que o exercicio agudo melhorou a sensibilidade a

glicose e reduziu o consumo alimentar em ratos obesos.
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Figura 6. Exercicio fisico melhora a sensibilidade a glicose em hipotalamo de
ratos obesos. A) Desenho experimental do protocolo de lactato minimo, B) Desenho
experimental do teste de glicemia de jejum pds-exercicio, C) Glicemia de jejum (n=7-
10 por grupo), D) Consumo alimentar pds-exercicio (n=8 por grupo), E) Desenho
experimental da Injegéo ICV de glicose apds o exercicio, F) Consumo alimentar de
ICV glicose pés-exercicio (n=6-8 por grupo). *p<0.05. vs grupo Chow Sed ou HFD
exercicio. *p<0.05.vs HFD Sedentario. *p<0.05. vs ICV Salina, ICV Glicose
(100ug/uL) ou exercicio.

5.3 Exercicio fisico aumenta os niveis de HIF em hipotalamo de ratos magros e
obesos

Noventa minutos apds o protocolo de exercicio fisico de natagcdo avaliamos a
expressdao de mRNA de HIF2a no hipotdlamo de ratos magros e obesos. Inicialmente,
observamos que o exercicio fisico aumentou os niveis de mRNA e o conteldo
proteico de HIF2a, em ratos magros (Figura 7A e 4B). Posteriormente, observamos
resultados similares em ratos que consumiram dieta rica em gordura. O exercicio

fisico aumentou os niveis de mMRNA de HIF2a (Figura 7C), acompanhado de redugao
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do conteudo proteico de PhD2 (Figura 7D). N6s também avaliamos os niveis de
mRNA de Glut1, Glut2, Pomc e Cart. No entanto, embora tenhamos notado o
aumento da expressao destes genes, ndo encontramos diferenga significativa entre
os grupos (Figura 7E e 7F). Assim, estes dados sugerem, em parte, que 0 exercicio

fisico pode modular os niveis de Hif2a no hipotalamo de ratos magros e obesos.
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Figura 7. Exercicio fisico aumenta a expressao de HIF hipotalamica em ratos. A)
MRNA de HIF2a no hipotalamo de ratos magros (n=3 por grupo), B) Conteldo
proteico de HIF2a no hipotalamo de ratos magros (4 por grupo), C) mRNA de HIF2a
no hipotalamo de ratos obesos (n=4 a 6 por grupo, D) Conteudo proteico de PHD2 no
hipotalamo de ratos obesos (4 por grupo), E) mRNA de Glut1 e Glut2 no hipotalamo
de ratos obesos (n=4 a 6 por grupo, F) mRNA de Pomc e Cart no hipotalamo de ratos
obesos (n=4 a 6 por grupo). As amostras de hipotdlamo para mRNA foram coletadas
90 minutos apds o protocolo de exercicio fisico agudo. As amostras de hipotadlamo
para analise proteica foram coletadas 4 horas apds o protocolo de exercicio fisico
agudo. *P<0.05. vs grupo Chow Sedentario ou HFD Sedentario.

5.4 Exercicio fisico aumenta os niveis periféricos e centrais de lactato em ratos

Nés encontramos aumento de lactato nos niveis séricos e também no fluido
cerebrospinal de ratos magros (Figura 8A e 8B). Resultados similares foram

encontrados nos niveis séricos de ratos obesos (Figura 8C).
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Figura 8. O exercicio fisico agudo aumenta a producao de lactato sérico e
central em ratos. A) Niveis séricos de lactato (mmol/L) em ratos magros (n=9-24 por
grupos), B) Niveis centrais lactato (mmol/L) no fluido cerebrospinal (FCS) em ratos
magros (n=5-12 por grupos), C) Niveis séricos de lactato (mmol/L) em ratos obesos
(n=9-24 por grupos). *P<0.05. vs Chow Sedentario, Chow exercicio (240 min) ou HFD
sedentario.

5.5 Injecao intracerebroventricular (ICV) de lactato aumenta a expressao da HIF
no hipotalamo e reduz a ingestao alimentar em ratos magros

ApGs observar que o exercicio fisico aumentou a expressao de HIF2a no hipotalamo
e também os niveis séricos e centrais de lactato, postulamos que a esse aumento na
expressado de HIF2a hipotaldamica poderia ser mediada pelo lactato. Primeiramente,
demostramos, in vitro, que o tratamento com lactato (5mmol) em células neuronais
adultas GT1-7 aumentou o conteudo proteico de HIF2a apds 24 e 48 horas (Figura
9A). Assim, estrategicamente, utilizamos o tratamento farmacolégico de ratos magros
com injecao ICV agudo de lactato. Comprovando nossa hipétese, demonstramos que
houve aumento no conteudo proteico de HIF2a e reducao de PHD2 no hipotalamo de
ratos magros 8 horas apdés o tratamento agudo com lactato, bem como houve
reducao da ingestdo alimentar 12 horas apés o tratamento (Figuras 9B, 9C e 9D).
Tomados em conjuntos, estes resultados demonstram que a expressdo de HIF2a

neuronal parece ser dependente de lactato.
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Figura 9. O lactato aumenta o conteudo proteico de HIF2a in vitro e in vivo. A)
Conteudo proteico de HIF2a em células GT1-7 (n=2-3 por grupo), B) Conteudo
proteico de HIF2a no hipotalamo, C) Conteudo proteico de PHD2 no hipotadlamo (n=8
por grupo), D) Ingestdo alimentar (n=13-16 por grupo). As amostras de células e
hipotalamo foram tratadas com 5mmol de lactato. A extracdo de proteinas foi
realizada 8h, 16h, 24h e 48h apds a injecao de lactato e no hipotdlamo, apds 8h do
tratamento. A ingestao alimentar foi mensurada 12h apés o tratamento com lactato. A
ingestdo alimentar foi mensurada durante 5 dias para as analises de consumo
pareado. *P<0.05. vs ICV veiculo.

5.6 Avaliacao da toxicidade da injecao ICV de lactato em ratos magros

Para verificar se a redugédo do consumo alimentar dos animais tratados ICV com
lactato ndo foi devido a toxicidade desse composto, realizamos o pareamento do
consumo alimentar destes animais durante 3 dias. Quando interrompido o tratamento
com lactato, os animais voltaram a se alimentar de maneira similar aos seus
respectivos grupos controles, mostrando assim, que a dose de lactato utilizada n&o foi

toxica. (Figura 10).
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Figura 10. Consumo alimentar apés tratamento ICV de Lactato e toxicidade no
hipotalamo de ratos. A ingestdo alimentar foi mensurada durante 5 dias para as
andlises de consumo pareado (n=4-5 por grupo). *P<0.05. vs ICV veiculo ou
consumo pareado. P<0.05. vs ICV veiculo ou ICV lactato.

5.7 Injecado ICV de lactato aumenta a expressao da HIF no hipotalamo e reduz a
ingestao alimentar em ratos obesos

A reducdo da expressédo de HIF2a hipotaldmica causa hiperfagia e desarranjo na
homeostase energética em roedores. Por outro lado, a sua super expressao protege
contra o ganho de peso (Zhang et al., 2011) e obesidade. Aqui, nos tratamos ratos
obesos com uma Unica injecdo de lactato no hipotdlamo e avaliamos o conteldo
proteico de HIF2a e também o consumo alimentar. A injecdo de lactato aumentou a
expressao de HIF2a 8 horas apos a infuséo de lactato e reduziu 0 consumo alimentar

12 horas apdés o tratamento (Figura 11A e 11B).
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Figura 11. Injecao aguda de lactato aumenta o conteudo proteico de HIF2a
hipotalamica e reduz o consumo alimentar em ratos obesos. A) Analise proteica
de HIF2a (n=6 por grupo), B) Ingestdo alimentar (n=4-6 por grupo). As amostras
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hipotalamicas foram coletadas 8h apds infusdo de lactato. O consumo alimentar foi
analisado 12h apéds a injecao de lactato. *P<0.05. vs ICV Veiculo.
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6. Discussao

O hipotalamo é uma das regides do cérebro responsaveis pelo controle da fome e do
gasto energético em mamiferos, através da interacdo entre neur6nios e sinais
hormonais e nutricionais (Minokoshi et al., 2004; Parton et al., 2007; Spiegelman and
Flier, 2001; Waterson and Horvath, 2015; Zhang et al.,, 2011). Dentre os sinais
nutricionais, a glicose tem destaque no controle do consumo alimentar. Estudos
demonstraram que a perda seletiva de sensibilidade a glicose em neurbnios causa
hiperfagia e obesidade (Minokoshi et al., 2004; Parton et al., 2007; Zhang et al.,
2011). Sabendo-se que a HIF2a €& uma proteina neuronal, abundantemente
encontrada no hipotadlamo (Zhang et al., 2011), foram conduzidos estudos para
determinar seu papel nessa regidao do cérebro. Foi demonstrado que a perda de
funcdo de HIF2a reduziu a capacidade dos neurbnios detectarem a presenca de
glicose, resultando em aumento da ingestdao alimentar e peso corporal em
camundongos (Zhang et al., 2011). Por outro lado, a inducdo da expressao de HIF2a
hipotalamica com lentivirus contribuiu para a manutengao do peso corporal e preveniu

a obesidade em camundongos (Zhang et al., 2011).

No presente trabalho observamos que ratos submetidos a dieta rica em gordura
(HFD) tiveram seu peso corporal aumentado, piores indices glicémicos e perda de
sensibilidade a glicose hipotalamica. O que corrobora os achados de que a perda
seletiva da sensibilidade a glicose em neurdnios hipotalamicos causa hiperfagia em
roedores (Minokoshi et al., 2004; Parton et al., 2007; Zhang et al., 2011).

O exercicio fisico € responsavel por diversas melhorias no metabolismo, dentre elas,
a maior efetividade no consumo de glicose (Andersen et al., 2014; Stanford and
Goodyear, 2014; Van Der Heijden et al.,, 2010; Van Dijk et al., 2013). Em nosso
modelo experimental, o exercicio agudo de natacdo melhorou a glicemia de jejum e a
sensibilidade a glicose neuronal, bem como diminuiu 0 consumo alimentar de ratos
obesos. N6s também mostramos que o exercicio fisico agudo aumentou os niveis
séricos de lactato e a expressdao de HIF2a hipotaldamica e reduziu o consumo
alimentar em ratos obesos.

Além de aumentar os niveis séricos de lactato, observamos que o exercicio fisico
agudo foi capaz de aumentar os niveis centrais de lactato no fluido cerebrospinal.
Ambos resultados eram esperados de acordo com a literatura (Abro et al., 2009;
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Chen et al., 2017; de Araujo et al., 2013; de Araujo et al., 2007; Gobatto et al., 2001;
Nakano et al., 2017; Nazir et al., 2017; Stefani et al., 2017; Voltarelli et al., 2002).

Segundo alguns autores, o lactato periférico pode ultrapassar a barreira
hematoencefdlica e ter agdo na via anorexigénica em roedores (Bergersen, 2007;
Cha and Lane, 2009; Proia et al., 2016). O lactato modula HIFs (Sonveaux et al.,
2012; Zhang et al.,, 2011), e estas por sua vez, tem capacidade de expressar
neurbnios POMC no hipotadlamo, os quais controlam a fome (Parton et al., 2007;
Varela et al., 2017; Zhang et al., 2011).

Em nosso estudo, o aumento dos niveis centrais de lactato apds o exercicio fisico em
ratos obesos foi acompanhado pelo aumentou da expressao de HIF2a hipotalamica e
niveis de mRNA de neuropeptideo POMC. Estes dados sugerem que os efeitos
anorexigénicos promovidos pelo exercicio fisico podem ser resultado do aumento de
lactato e consequentemente, aumento da expressao de HIF2a (Figura 12). De acordo
com a literatura, a injecao de lactato ICV também é capaz de aumentar a expressao
de neuropeptideo POMC e reduzir neurénios Npy no hipotalamo de ratos (Cha and
Lane, 2009).

Produgdo de lactato
através do exercicio fisico

Sensibilidade a glicose

Figura 12. Modelo esquemético sobre o efeito do exercicio fisico ha modulagédo da
expressao de HIF2a no hipotalamo, através da indugdo na producido de lactato,
melhorando a sensibilidade a glicose no hipotalamo. Durante o exercicio fisico, por
meio da contracdo muscular, hd aumento da producdo de lactato (glicolise
anaerébia). Este lactato é liberado na corrente sanguinea e transportado para o
figado (gliconeogéneses), para o coragcédo, no entanto, parte do lactato sanguineo
atravessa a barreira hemato-encefalica chegando ao cérebro. No cérebro, em
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particular no hipotalamo, o lactato aumenta a expressao de HIF2a que por sua vez
transcreve genes da sensibilidade a glicose hipotalamica.

Os sub-produtos da glicdlise parecem regular a saciedade através do controle da
expressao de HIFs. O tratamento com injecao ICV de fumarato e succinato foi capaz
de aumentar o conteudo proteico de HIF2a no hipotalamo de camundongo (Zhang et
al., 2011), enquanto o tratamento com lactato aumentou o conteudo proteico de

HIF1a em células endoteliais (Sonveaux et al., 2012).

N6s demonstramos aqui que tanto o tratamento in vitro com lactato em células
neuronais hipotalamicas adultas, quanto a administracdo in vivo de lactato no
hipotalamo de ratos magros e obesos, foram capazes de aumentar o conteldo
proteico de HIF2a. Posteriormente, observamos também que a administragdo de
lactato reduziu o consumo alimentar de ratos magros e obesos. Nossos dados
corroboram a literatura, no que diz respeito aos efeitos anorexigénicos do lactato
central e ao papel de HIF2a em modular a sensibilidade a glicose em neurénios
responsivos ao controle da fome (Cha and Lane, 2009; Lam et al., 2008; Zhang et al.,
2011).

Consideracoes finais

Algumas evidéncias na literatura mostram que lactato parece modular a acéo
anorexigénica da HIF2a pela via AMPK hipotalamica. O aumento da expresséo de
AMPK no hipotalamo provoca hiperfagia e obesidade (Lopez et al., 2016; Minokoshi
et al., 2004; Pimentel et al., 2013). Estudos demonstraram que a administracdo de
lactato intraperitoneal (IP) e ICV reduziu a fosforilacdo de AMPK no hipotadlamo de
ratos (Cha and Lane, 2009), em adicdo, a expressao de HIF2a foi capaz de reduzir a
expressdao de AMPK em hipotdlamo de camundongos (Zhang et al.,, 2011). No
entanto, nés nao investigamos a via AMPK hipotalamica em nossos modelos

experimentais.

Assim, estudos posteriores seriam interessante investigar a modulacédo da via AMPK
no hipotalamo via HIF2a perante o exercicio fisico, bem como o papel de
transportadores de lactato (MCTs) e do receptor GPR81 no hipotalamo, ja que alguns
autores sugerem haver uma relagao entre os MCTs no controle da fome, e do GPR81
no controle da homeostase energética (Cortes-Campos et al., 2013; Elizondo-Vega et
al., 2016; Wanders et al., 2012).
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7. Conclusao

Nossos resultados demostraram que a proteina HIF2a hipotaldamica é modulada, ao
menos em parte, pelo lactato. Além disso, mostramos, pela primeira vez, que o
exercicio fisico agudo modula a expressao de HIF2a no hipotalamo, mediada, em
partes, pela indugédo na produgao de lactato, melhorando a sensibilidade a glicose no
hipotalamo e diminuindo o consumo alimentar, contribuindo assim, para a
manutengdo do peso corporal de ratos obesos. Dessa forma, evidenciamos mais um
mecanismo de como o exercicio fisico contribui para manutencdo do peso corporal
via modulacao de HIF2a hipotalédmica, sugerindo que essa proteina pode ser um alvo

para combater a obesidade e doengas metabdlicas.
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