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RESUMO

A acdo da insulina no hipotdlamo € crucial para o controle da ingestdo alimentar. No
estado alimentado a insulina € secretada e atinge o hipotalamo fosforilando e extruindo
do nucleo a proteina FoxOl (fator de transcricio da familia forkhead BOX O),
diminuindo a transcricdo de neuropeptideos orexigé€nicos (NPY, neuropeptideo Y e
peptideo relacionado ao gene agouti, AgRP). Ao contrdrio, quando hd prejuizos na
transdu¢do do sinal da insulina FoxO1l permanece no nicleo das células neuronais
elevando a sintese de neuripeptideos orexigé€nicos e com isso hd o aumento da fome.
Nesse contexto, a proteina MAPK-fosfatase-3 (MKP-3) tem a habilidade de
desfosforilar FoxO1, permanecendo no niicleo, induzindo aumento de NPY e AgRP no
hipotdlamo e consequentemente causando hiperfagia e aumento da massa corporal
adiposa. Portanto, acdes terapéuticas capazes de ter efeito inibitério sobre a MKP-3 em
células neurdnais do hipotdlamo podem se revelar como importantes agentes contra a
obesidade e co-morbidades. O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos do
exercicio fisico sobre o conteido proteico de MKP-3 e sinalizacdo da insulina em
hipotdlamo de camundongos obesos induzidos por dieta rica em gordura saturada.
Foram utilizados camundongos Swiss distribuidos em grupos: Controle, alimentados
com uma ragdo padrdo para roedores, Obesos (OB), alimentados com dieta rica em
gordura saturada e Obesos exercitados agudamente (OBEXE). Apds as andlises de
composi¢ao corpdrea e ingestdo alimentar, foram identificadas as proteinas de interesse
da cascata de sinalizac¢do de insulina através da técnica de Western Blot. Foram também
realizados ensaios com células HEK293 e camundongos Swiss controle com e sem
adminsitracdo de adenovirus para superexpressar MKP-3 e avaliar os efeitos sobre a
ingestao alimentar e fosforilagdo de FoxO1. Para identificar a acdo da fosfatase MKP-3
em desfosforilar FoxO1 foi utilizado células HEK293 tratadas ou ndo com insulina e um
vetor adenoviral de MKP-3 e GFP (controle) injetado intracerebroventricular (i.c.v) em
camundongos, apds os tratamentos as andlises moleculares foram feita através da
técnica de Westen Blot. Verifica-se através dos resultados que a obesidade aumentou o
contetido proteico de MKP-3 no hipotdlamo e isso foi acompanhado por aumento na
ingestdo alimentar e adiposidade corporal dos camungondos. Os experimentos com
adenoviruos mostraram que a super expressio de MKP-3 causa a desfoforilagdo da
FoxO1l e prejuizo no controle da fome estimulado por insulina. Entretanto, foi
observado aumento do exercicio fisico sobre a proteina MKP-3 hipotalamica. Conclui-
se que a condi¢do de obesidade estd associada com aumento nos niveis de MKP-3 no
hipotdlamo e isso esta associado com hiperfagia. O exercicio fisico ndo foi capaz de
inibir a atividade desta proteina em desfoforilar o fator transcricional FoxOl no
hipotdlamo. Intervencdes capazes de inibir a MKP-3 podem se tornar estratégias
relevantes no tratamento da obesidade.

Palavras-chave: Obesidade, MKP-3, Ingestdo de Alimentos, Exercicio Fisico e
Hipotalamo.



ABSTRACT

The insulin action in the hypothalamus is crucial for the food intake control. On fed
state the insulin is secreted and reaches the hypothalamus which phosphorylates and
extracts the FoxO1 protein (transcription factor of the forkhead BOX O family) of the
nucleus, decreasing the transcription of orexigenic neuropeptides (NPY, neuropeptide
Y, and peptide related to the agouti gene, AgRP). Conversely, when there is impairment
in the insulin transduction signal the FoxO1 remains in the nucleus of the neuronal cells,
elevating the synthesis of orexigenic neuripeptides ,taking to the increased hunger. In
this context, the MAPK-phosphatase-3 (MKP-3) protein has the ability to
dephosphorylate FoxO1, remaining in the nucleus, inducing increase of NPY and AgRP
in the hypothalamus and consequently causing hyperphagia and increase of adipose
body mass. Therefore, therapeutic actions capable of having an inhibitory effect on
MKP-3 in neuronal cells of the hypothalamus can be shown as important agents against
obesity and comorbidities. The objective of the present study was to verify the physical
exercise effects on the MKP-3 protein content and insulin signaling in the obese mice
hypothalamus induced by diet rich in saturated fat. Swiss mice were distributed in
groups : control, fed with a standard ration for rodents, obese (OB), fed with high fat
diet diet and obeses exercised acutely (OBEXE). After analysis of body composition
and food intake, were indentified the proteins of interest of the insulin signaling cascade
through the Western Blot technique. Assays were also performed with HEK293 cells in
Swiss control mice with or not adenovirus administration to overexpress MKP-3 and to
evaluate the effects on food intake and phosphorylation of the FoxO1. To identify the
MKP-3 phosphatase action on FoxO1 dephosphorylation, we used HEK293 cells treated
or not with insulin and an adenoviral vector of MKP-3 and GFP (control) injected
intracerebroventricular (icv) in mice. After the treatments the molecular analyzes were
done through the Westen Blot technique. It is verified through the results that obesity
increased the proteic content of MKP-3 in the hypothalamus and this was accompanied
by an increase of food intake and body adiposity of the camundongos. The adenoviruses
experiments showed that the overexpression of MKP-3 causes FoxOl
dephosphorylation and impairment on hunger control stimulated by insulin. However,
an increase in physical exercise was observed on the hypothalamic MKP-3 protein. We
conclude that the obesity condition is associated with an increase in MKP-3 levels in the
hypothalamus and this is associated with hyperphagia. Physical exercise was not able to
inhibit the activity of this protein on desfoforilar the FoxO1 transcriptional factor in the
hypothalamus. Capable Interventions of inhibiting the MKP-3 can become relevant
strategies on the obesity treatment.

Key words: Obesity, MKP-3, Food Intake, Exercise and Hypothalamus.



LISTA DE ABREVIATURAS

AgRP - peptideo relacionado ao gene agouti. Neuropeptideo que estilula a ingestao.
AIN - American Institute of Nutrition.
Akt (Proteina Kinase B/Akt) — Protiana quinase B.

Camundongo ob/ob - Camundongo obeso que apresenta mutagdo no gene que codifica o

a leptina.

Camundongos db/db — Camundongo obeso que apresenta mutacao no gene que codifica

o receptor de leptina.

CART - transcrito relacionado a cocaina e a anfetamina.

CRH - horménio liberador de corticotrofina.

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's médium.

DUSP6 - Proteina fosfatase de especificidade dual 6.

EGFP (Enhsnced green fluorescente protein) — Proteina fluorescente verde melhorada.
FoxOl1 - fator de transcri¢ao da familia forkhead BOX O.

G-6-Pase - Glicose-6-fosfatase

HEK (Human Embryonic Kidney 293cells) - Células 293 originalmente composta por

células de rim.

HFD (High fat diet) - Dieta rica em gordura saturada.
HL - Hipotalamo lateral.

I.C.V - Intracerebroventricular.

IKK - I kappa kinase.

IL-1B - interleucina-1p.

IL-6 - interleucina-6.



iINOS - 6xido nitrico sintase induzivel.

IR - Receptor de insulina.

IRSs - substratos do receptor de insulina.

JNK - c-jun N terminal quinase.

Kitt - Teste de tolerancia a insulina.

LPS - lipopolissacarideos

MCH - Hormoénio concentrador de melanina.
MKP-3 - MAPK-fosfatase-3.

NF-«B - factor nuclear kappa B.

NPY - neuropeptidio Y.

PDKI1 - proteina quinase dependente de fosfoinositol-3.
PEPCK - Fosfoenol piruvato carboxiquinase.
pERK - Quinase reguladas por sinal extracelular.
PI3q - fosfatidilinositol-3-quinase.

PIP2 - fosfatidilinositol-4,5-bifosfato.

PIP3 - fosfatidilinositol-3,4,5trifosfato.

POMC - pro-opio melanocortina.

PTPI1B - indugdo da proteina fosfatase 1B.
PVN - Nucleo paraventricular do Hipotalamo.
SFAs - acidos graxos saturados de cadeia longa.
SFB - Soro Fetal Bovino

SNC - Sistema nervoso central

SOCS3 - proteina supressora da sinalizagdo de citocinas.



TNF-Alpha - Fator de necrose tumoral alpha.
TRB3 - Mammalian Homolog of Drosophila Tribbles 3.
TSH - hormdnio liberador de tireotrofina.

a-MSH - hormo6nio alfa-melanocito estimulador .
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1. INTRODUCAO

A compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na regulacdo da
homeostase energética ¢ um elemento-chave na compreensdo da fisiopatologia da
obesidade, cuja prevaléncia atingiu propor¢des preocupantes em todo o mundo ao longo
das udltimas quatro décadas (OMS, 2016). O aumento da massa adiposa corpdrea
caracteriza a obesidade e resulta decisivamente no desequilibrio entre a ingestdao
caldrica e o gasto energético e estd intimamente relacionada com fatores genéticos e
ambientais, como aumento da ingestdo de alimentos ricos em gordura saturada e na
reducdo da atividade fisica. Ambos os fatores levam ao desequilibrio energético e,
conseqiientemente, a obesidade, pois modulam as finas comunicagdes altamente
integradas e coordenadas presentes no Sistema Nervoso Central (SNC) (ATKINSON;
EISENBARTH., 2001; HOSSAIN et al., 2007).

Estudos demonstram que o consumo de dieta rica em gordura saturada e
hipercaldricas promove resisténcia aos hormdnios insulina e a leptina no sistema
nervoso central, suprimindo os efeitos anorexigenos desses hormonios no hipotdlamo
(CARVALHEIRA et al., 2003; CARVALHEIRA et al., 2005; FLORES et al., 2006;
PICARDI et al., 2008). Esta disfun¢dao hipotalamica aos efeitos da insulina, por
consequéncia, causa uma progressiva perda do balanco entre ingestdo alimentar e
termogénese, resultando em ganho excessivo de gordura corpérea. O prejuizo na via de
transmissao do sinal da insulina em condi¢do de obesidade induz aumento na expressao
de fator de transcri¢ao da familia de forkhead BOX O (FoxO1) no nicleo de neur6nios
hipotalamicos responsaveis pelo controle da fome e hiperfagia (DE SOUZA et al.,2005;
FLORES et al., 2006; PICARDI et al., 2008; MORAES et al., 2009; MILANSKI et al.,
2009; PICARDI et al., 2010). Ao contrario, em resposta ao sinal da insulina, hd um
aumento significativo na expressdo de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3q), fosforilacdo
de Akt e isso culmina na fosforilagcdo e extrusdo do nucleo celular da protéina FoxO1 no
hipotdlamo. FoxO1l promove a transcricdo de neuropeptideos orexigé€nicos como
Neuropeptideo Y (NPY) e do peptideo relacionado ao gene agouti (AgRP) estimulando
a fome.

Sabidamente, além da insulina a leptina também tem papel relevante sobre o
processo de controle da fome. Conjuntamente a agao desses dois hormonios permite que
ocorra um controle fino do consumo de calorias. Quando ocorre a sinaliza¢do da leptina

no hipotdlamo, o desfecho final € o aumento na transcricdo de neuropeptideos


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1550413111004967#bbib102
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anorexigénicos como a pré-opio melanocortina (POMC) e o transcrito relacionado a
cocaina e anfetamina (CART), com efeitos inibitérios sobre a fome. Como o presente
trabalho investigou mecanismo de intereacdo relacionado a disfungdo da sinalizacdo da
insulina, serd dada mais énfase a via molecular da insulina.

O desarranjo na funcionalidade da insulina no hipotdlamo tem sido atrelado a
ativacao de proteinas intracelulares de a¢do pré-inflamatérias em reposta ao consumo de
dieta rica em gordura e desenvolvimento de obesidade, com prejuizos moleculares na
transdugdo do sinal deste hormdnio (CARVALHEIRA et al., 2003; CARVALHEIRA et
al., 2005). Tem sido propostos alguns mecanismos que levam a prejuizos nesse
processo, como a inducdo da expressdo da proteina supressora da sinalizacdo de
citocinas (SOCS3), a ativacdo de serinas quinases como a c-jun N terminal quinase
(JNK) e I kappa quinase (IKK), a indu¢do da proteina fosfatase 1B (PTP1B), e também
da participagao da proteina Mammalian Homolog of Drosophila Tribbles 3 (TRB3) (DE
SOUZA et al.,2005; CARVALHEIRA et al., 2003; CARVALHEIRA et al., 2005;
PICARDI et al, 2008; MORAES et al, 2009). Tais proteinas apresentam efeito
negativo sobre os sinais moleculares da insulina, por mecanismos distintos, provocando
prejuizo da percepcdo central dos estoques periféricos de energia, o que acarreta em
controle precdrio da ingestdo alimentar e do gasto energético. Por outro lado, quando
estas proteinas foram inibidas farmacologicamente ou nocauteadas em animais expostos
a dieta rica em gordura, tiveram os efeitos negativos por elas induzidos,
significativamente atenuados (CARVALHEIRA et al., 2003; DE SOUZA et al., 2005;
PICARDI et al., 2008; MORAES et al., 2009; MILANSKI et al., 2009; PICARDI et al.,
2010).

Contudo, parece que a disfun¢gdo hipotalamica na obesidade ndo estad atrelada
apenas as proteinas supracitadas, podendo haver outras possiveis candidatas com
potencial efeito negativo sobre a via de sinalizacdo da insulina no hipotdlamo. Dentre
estas, a MAPK fosfatase-3 (MKP-3) tem sido descrita como uma das principais
ativadoras da FoxO1 por sua afinidade em desfosforilar esta proteina ( XU et al., 2005;
WU et al., 2010; JIAO et al., 2012., PAULI et al., 2014; FENG et al., 2012). Ja foi
previamente descrito na literatura que o conteudo de MKP-3 se encontra aumentado no
tecido hepatico de roedores em condi¢ao de obesidade, resultando na desfosforilagdo e
permanéncia da FoxO1 no compartimento nuclear e consequente aumento da produgado
hepética de glicose ( XU et al., 2005; WU et al., 2010; JIAO et al., 2012., PAULI et al.,

2014). Ja que a FoxOl1 no nucleo participa da transcrigdo de enzimas cruciais da via da


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1550413111004967#bbib102
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1550413111004967#bbib102
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gliconeogénese hepdtica como a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e da
glicose-6-fosfatase (G6Pase). Entretanto estes mecanismos de interacdo entre MKP-3
com FoxOl1 ainda ndo foram investigados a nivel do Sistema Nervoso Central, em
especial no hipotdlamo, em condic¢io de obesidade.

E claro na literatura que acdes terapéuticas contra a obesidade e resisténcia a
insulina s@o relevantes para o combate e a protecao destas doengas. Estudo preliminar
em nosso laboratério mostrara que o exercicio fisico exerce potente atividade anti-
inflamatoria, restabelecendo o controle da fome em animais obesos (ROPELLE et al.,
2010). Tem sido demonstrado também que o exercicio fisico é capaz de modular a
fosforilagdo de FoxO1 em tecido hepético e hipotalamico (ROPELLE et al., 2010; DE
SOUZA et al., 2010). No entanto, ainda sdo desconhecidos os efeitos do exercicio sobre
a proteina MKP-3 no sistema nervoso central. Entdo, o entendimento do papel do
exercicio fisico sobre a regulacdo da MKP-3 no hipotdlamo e controle da fome se
tornam relevantes no combate da obesidade. Além disso, o entendimento da funcdo da
MKP-3 no hipotdlamo pode abrir portas para novas agdes terapéuticas na disfungdo

hipotalamica e hiperfagia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.REGULACAO DA INGESTAO ALIMENTAR E INTERACAO
NEUROENDOCRINA

Nas dltimas duas décadas houve aumento surpreendente do conhecimento
cientifico a respeito dos fendmenos que participam do controle neural da fome e da
termogénese (WYNNE et al., 2005; CINTRA et al.,, 2007; STANLEY et al., 2005;
WOODS et al., 1998; BERTHOUD, 2006; COPPARI et al., 2009). O hipotdlamo € a
regido essencial do sistema nervoso central que regula a ingestdo alimentar e o balanco
energético (STANLEY et al., 2005; WOODS et al., 1998; BERTHOUD, 2006). No
hipotdlamo existem duas importantes vias neurais (lateral e ventromedial) que regulam
o comportamento metabolico a partir da atividade enddcrina, autonomica e do controle
do dispéndio e armazenamento de energia de forma integrada e coordenada (WOOQODS et
al., 1998). Tanto em modelos animais como em humanos, o centro hipotalamico lateral
€ responsdvel pela regulacdo da alimentagdo e o centro hipotalamico ventromedial é
responsavel pela saciedade. Estudos em modelos animais demonstram que lesdes
hipotalamicas na regido lateral do hipotdlamo promovem reducado da ingestao alimentar
e apresentam quadro de afagia. Por outro lado, lesdes no nicleo ventromedial provocam
um quadro de obesidade, hiperfagia e diminuicdo da atividade simpética (STANLEY et
al., 2005).

No hipotdlamo estdo presentes dois grandes grupos de neurdnios envolvidos na
regulacdo da ingestdo alimentar. Sdo eles: neurdnios produtores dos neuropeptidios
NPY (neuropeptidio Y) e AgRP (peptideo relacionado ao gene agouti), ambos
orexigénicos responsaveis por estimular a ingestdo alimentar, e neurOnios produtores
dos neuropeptideos POMC e CART, que tem acao anorexigénica e reduzem a ingestao
alimentar (DATE et al., 2002).

A agdo dos hormonios que potencializam o efeito anorexigeno no SNC ocorre a
partir da ativagdo de neurdnios no nucleo arqueado hipotalamico que expressam a
POMC e promovem a sintese do hormdnio alfa-melanécito estimulador (a-MSH). Este
se liga aos receptores melanocortina 4 promovendo a reducdo da ingestdo alimentar
(GRILL., 2006). O aumento da expressdo do CART no nucleo arqueado também ¢é
responsavel pela inibicdo da ingestdo alimentar. Por outro lado, os hormdnios que

potencializam o efeito orexigé€nico contribuem com o balango energético positivo por
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aumentar a expressao dos neurdonios NPY/AgRP que antagonizam os efeitos da POMC
e do CART.

Este antagonismo estd relacionado a inibicdo dos neur6nios do nicleo
paraventricular, que expressam o hormodnio liberador de corticotrofina (CRH) com
funcdo anorexigena, contrariamente, a drea hipotalamica lateral expressa a orexina que
exerce a funcdo orexigénica (GRILL., 2006). Assim, hd aumento da resposta excitatdria
para os neur6bnios NPY/AgRP e inibicdo de neur6bnios POMC/CART. O ponto de
partida para tais avancos foi a descoberta do hormonio leptina e posteriormente de suas
acoes no sistema nervoso central (WYNNE et al., 2005; CINTRA et al., 2007).

A leptina € produzida pelo tecido adiposo branco em quantidade proporcional ao
conteido de massa adiposa. A leptina apresenta receptores ObRb de cadeia longa
(maior quantidade de aminodcidos) com maior expressdo no nudcleo arqueado do
hipotdlamo, mais precisamente no hipotdlamo ventromedial e dorsomedial, na area
hipotalamica lateral e na drea pré-Optica medial.(FRUHBECK et al, 2006;
MUNZBERG et al., 2005). Sua funcdo € aumentar a expressdo dos neurdnios
anorexigenos POMC/CART, consequentemente, antagoniza a atividade dos neurdnios
orexigenos NPY/AgRP (SCHWARTZ et al., 2000).

Estas evidéncias fundamentam que os efeitos da leptina sobre o balango
energético sao mediados por neurdnios desta regido, que suprimem a ingestao alimentar
e controlam o gasto energético. Estes neur6nios além de expressarem receptores para
leptina, também expressam receptores para insulina.

A insulina € um polipeptideo com massa molecular de 5,8kDa produzido pelas
células beta pancredticas nas ilhotas de Langerhans, com importante efeito na
modulacdo da fome no hipotidlamo (CARVALHEIRA et al, 2001). O aumento do
tecido adiposo pode ser um determinante para desencadear a resisténcia a insulina
(TORSONI et al., 2003). Este hormodnio apresenta receptores especificos no figado, no
musculo, no tecido adiposo, € no Sistema Nervoso Central (SNC). Estudos mostram a
insulina como um potente sinalizador anorexigénico no SNC promovendo a redugdo da
expressao dos genes hipotalimicos que regulam a fome e termogénese. No hipotdlamo,
a insulina apresenta receptores especificos no nucleo arqueado, e nas regides
dorsomedial e paraventricular hipotalamica (MARKS et al., 1990).

A insulina promove seus efeitos através de um mecanismo de sinalizac¢do celular
que inicia com a sua ligacdo ao seu receptor de membrana, denominado receptor de

insulina (IR), que possui atividade tirosina quinase intrinseca, capaz de se auto
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fosforilar e fosforilar e ativar substratos adjacentes que permitem que os efeitos
bioldgicos deste hormonio acontecam. Estes receptores recrutam varias moléculas
intracelulares envolvidas no processo de transducdo. Entre elas estdo os substratos
proteicos dos receptores de insulina (IRS) que sdo fosforilados em residuos de tirosina
pelos receptores ativos de insulina. Este evento permite que o IRS ativa a enzima
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3q) que aumenta a producdo do fosfatidilinositol-3,4,5
trifosfato (PIP3) a partir do recrutamento de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2). A

forma ativa da PIP3 ativa a proteina quinase dependente de fosfoinositol-3 (PDK1) que

ativa a proteina Akt, que por sua vez fosforila e inibe o fator de transcricdo FoxOl.
(BRUNING et al., 2000) (Figura 1).
@ INSULINA

Figura 1. Desenho esquemadtico do neurocircuito hipotaldimico da agdo da insulina.
ApOs a ligacdo da insulina ao seu receptor, ocorre a ativagdo da enzima fosfatidilinositol
3-quinase (P13q) a partir da fosforilagdo do substrato do receptor de insulina (IRS) que
aumenta a atividade do fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), que ativa a proteina
quinase dependente de fosfoinositol-3 (PDK1), conduzindo a fosforilagdo da Akt. A Akt
entdo fosforila o fator de transcricdo da familia forkhead BOX O (FoxO1) no nucleo
levando a sua extrusio e reducdo da expressdo de neuropetideos orexigé€nicos e
atenuando a atividade dos neuropeptideos anorexigénicos como a Ppro-opio
melanocortina (POMC).

Estudos apresentam que a leptina e a insulina agindo de maneira combinada, t€ém
maior capacidade de inibir neur6nios NPY/AgRPérgicos e ativar neurdnios
POMC/CART¢érgicos (CARVALHEIRA et al, 2001; TORSONI et al, 2003;
CARVALHEIRA et al., 2005). Em caso de reducdo de massa adiposa, como ocorre no
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emagrecimento por exemplo, neurdnios NPY/AgRPérgicos encontram-se ativados. Para
esta resposta neurdnios do nicleo arqueado se comunicam com neurdnios de segunda
ordem presentes no ndcleo paraventricular (PVN) e lateral do hipotdlamo (HL) através
de projecoes axonais. Estas projecdes resultam em inibicdo da producdo de
neurotransmissores anorexigénicos e ativadores da termogénese como o hormonio
liberador de tireotrofina (TSH) e o horménio liberador de corticotrofina (CRH) no
nicleo paraventricular, e ativacdo da producdo de neurotransmissores orexigénicos e
inibidores da termogénese (orexina e MCH) no nticleo hipotalamico lateral (WYNNE et
al., 2005; CINTRA et al., 2007), resultando em aumento da fome e a reducdo da
termogénese.

Opostamente, na condi¢do pds-prandial, é observado niveis aumentados de
insulina e leptina no sangue indicando que hd energia suficiente no organismo e no
tecido adiposo, o que induz inibicdo dos neuronios NPY/AgRPérgicos e ao estimulo dos
neurdonios POMC/CART¢érgicos, resultando na inibicdo de neur6nios do nucleo
hipotalamico lateral, produtores de orexina e MCH e estimulo de neurdnios do nicleo
paraventricular, produtores de CRH e TSH (WYNNE et al., 2005; CINTRA et al,,
2007). Nesta situagdo observa-se saciedade acompanhada de aumento da termogénese
(FLIER et al., 2004; SCHWARTZ et al., 2000).

Por este motivo, é importante ressaltar que tanto a leptina como a insulina
desempenha agdes indispensdveis na modulacdo da saciedade. No entanto, novas
descobertas evidenciam que diferentes proteinas da via de sinaliza¢do da insulina tém
acoes importantes no controle central da fome. Sendo assim, o sinal da insulina leva a
fosforilacdo da FoxOl1 e sua exclusdo nuclear com posterior degradacio proteossdmica,
como consequéncia reducdo de sua acdo. Sabe-se que a FoxOl modula as acOes
metabdlicas da insulina, incluindo gliconeogénese, oferta de glicose ao musculo
esquelético, diferenciacdo dos adipdcitos e crescimento da célula B pancredtica
(PUIGSERVER et al., 2003; KITAMURA et al., 2002). Além dos efeitos periféricos, a
FoxO1 regula a sinalizacdo da insulina no hipotalamo e gordura corporal controlando os
dois circuitos.

Em estudo prévio (KIM, 2006), um grupo de pesquisadores demonstrou que a
ativagdo da FoxOl no nicleo arqueado do hipotdlamo aumenta a ingestdo alimentar e
diminui o dispéndio energético. Ambas as mudangas conduzem ao aumento da massa
corporal. Ao contrdrio, a inibicao central da FoxO1 reduz a ingestdo alimentar e a massa

corporal. Notavelmente, os efeitos anorexigénicos da insulina e leptina foram
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significativamente diminuidos quando a Foxol hipotalamica foi ativada. A FoxOl
promove tais modificacdes fisioldgicas, pois estimula a transcricdo dos chamados
neuropeptideos orexigénicos o NPY e AgRP através da via de sinalizacdo da PI3q mas,
suprime a transcricdo anorexigena da POMC pela acdo antagonista a atividade do sinal
da STATS3, estes dados sugerem que a supressdo na atividade da FoxO1 hipotalamica é
requerida para a indug@o de anorexia da insulina e leptina, estabelecendo uma via de
sinalizacdo através da qual a insulina e leptina atuam em neurdnios hipotaldmicos para o
controle da ingestdo alimentar ( KIM, 2006).

Assim fica evidente que existe um complexo mecanismo de controle central da
saciedade, e ao que tudo indica, esse controle vai além das proteinas iniciais da cascata
de sinalizacdo da insulina e leptina, sugerindo-se que, vias distais também exercem
papel chave na modulacdo da fome. Tal compreensdo tem despertado o interesse de
muitos pesquisadores a respeito de possiveis mecanismos de resisténcia hipotaldmica a

sinalizacdo da insulina e leptina como participantes da gé€nese da obesidade.

2.2.0BESIDADE E DISFUNCAO HIPOTALAMICA

A prevaléncia da obesidade, no contexto de excesso de dieta rica em gordura e
estilo de vida sedentario, tem aumentado dramaticamente nas dltimas décadas, sendo
alarmante a estimativa de adultos e criangas com obesidade e sobrepeso em todo o
mundo. Tem sido identificado que modelos animais de obesidade resultante tanto de
defeitos genéticos, como camundongos ob/ob (portador de mutagdo no gene da leptina)
ou db/db (portador de mutacdo no gene do receptor de leptina), ou em animais obesos
por ingestdo de dietas hipercaldricas, que a acdo hipotaldmica da insulina e da leptina
fica consideravelmente comprometida (PICARDI et al., 2008; MORAES et al., 2009).
Sabe-se que tais disfuncdes sdo provenientes da inflamacdo de baixo grau presente nos
individuos com excesso de gordura corporal.

Para o melhor entendimento entre obesidade e inflamacdo, estudos observaram
que a hipertrofia dos adipdcitos desencadeiam uma série de alteracdes no tecido adiposo
que resultam na infiltracio de macréfagos e, consequentemente, secrecdo de diversas
citocinas pro-inflamatérias e estd diretamente relacionada as alteracdes metabdlicas
decorrentes da obesidade com o desenvolvimento da resisténcia a insulina e diabetes

tipo 2 (WELLEN, HOTAMISLIGIL, 2003).
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A inflamag¢do metabdlica induzida pela dieta rica em gordura saturada no
hipotdlamo, marcadamente aumentada pela transcri¢do de citocinas inflamatorias, pode
ser observada a partir de 72 horas apds o inicio desta. Consequentemente ao longo dos
dias ocorre hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo branco culminando em hiperfagia
cronica induzido por dieta hiperlipidica (ENRIORI et al., 2007; THALER et al., 2012).
Portanto, a inflamacdo hipotalamica induzida por dieta rica em gordura, precede o
aparecimento de obesidade e ocorre muito mais cedo do que na inflamacdo ou
disturbios metabdlicos nos tecidos periféricos. Esta primazia sugere que a inflamacao
hipotalamica desempenha um papel agudo na modulacdo do metabolismo normal e no
inicio de mecanismos fisiopatolégico associados a obesidade.

A progressdo do processo inflamatério sabidamente prejudica a sinalizagdo de
hormdnios como leptina e insulina, e mais que isso, se mostra capaz de ativar vias,
proteinas pré-inflamatérias e mecanismos pro-apoptéticos. No estudo de De Souza e
colaboradores (2005), feito com animais obesos induzidos por dieta rica em gordura
relatou o aumento significativo da expressao de proteinas pré-inflamatérias, como TNF-
o, interleucina-1p (IL-1p) e interleucina-6 (IL-6), fendmeno acompanhado pela ativacao
de biomarcadores envolvidos na disfun¢do hipotalamica. Através da investigacdo de
mais de 1000 genes no hipotdlamo destes animais, foi identificado que
aproximadamente 15% dos genes avaliados tinham sua expressdo modulada pela
ingestdo de uma dieta rica em gordura. Curiosamente, uma parcela desses genes era
composta por reguladores ou efetores da resposta imune, entre elas uma série de
citocinas pro-inflamatdrias, entre elas quinases sensiveis 4 inflamag¢do, como a quinase
c-Jun N-teminal (JNK) e a quinase do inibidor do NF-B (IKK).

No hipotdlamo estas citocinas com funcdo serina quinase, inativam alguns
relevantes mediadores das respostas anorexigenas da insulina, colaborando assim para a
instalacdao da resisténcia a esse hormonio (CARVALHEIRA et al., 2003; FLORES et
al., 2006).

A JNK e a IKK causam a fosforilagdo dos substratos do receptor de insulina
(IRSs) em serina 307 com efeito negativo na via de sinaliza¢do da insulina. Além disso,
essas vias levam a producao de outros mediadores inflamatorios através do controle da
transcricdo génica. A ativagdo da IKK provoca a degradacdo do IkB e a dissociagdo do
complexo IkB/NF-kB. Este ultimo migra para o niicleo onde participa da transcrigdo

génica de proteinas inflamatérias como TNF-alpha, interleucinas 6 e 1P (IL-6 e IL-1p),
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oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), entre outras. (CINTRA et al., 2012; MILANSKI
et al., 2009; WELLEN et al., 2003; DE SOUZA et al., 2005).

Comprovado por outro estudo, a administracao aguda de acidos graxos saturados
de cadeia longa (SFAs), diretamente no terceiro ventriculo de camundongos, aumentou
a atividade de NF-kB (ativador nuclear de células B ativadas), um importante ativador
transcricional da inflamacdao que ¢ suficiente para induzir a apoptose dos neuronios
hipotalamicos (MORAES et al., 2009), isso indica que os fatores inflamatérios podem
desempenhar um papel na promo¢do da morte neuronal no contexto da alimentagcdo
hiperlipidica celular, em resposta a patologias moleculares pré-inflamatérias, no
hipotalamo (MILANSKI et al., 2009).

Outro mecanismo pelo qual a insulina tem seu efeito reduzido € pela indugdo de
proteinas como a SOCS3 e PTP1B. Evidéncias preliminares verificam maior expressao
da proteina SOCS3 em animais obesos (MORAES et al., 2009; DE SOUZA et al., 2005;
LIU et al., 2011). Pertencentes a uma familia de reguladores da acdo de citocinas, sinais
provenientes de receptores de citocinas levam a inducdo da expressio do gene da
SOCS3. A SOCS3 atua como bloqueador fisico dos sinais gerados, ao se ligar a sitios
funcionalmente ativos dos receptores da insulina. Algumas proteinas citoplasmadticas
como os IRS-1 e IRS-2, que participam da via de sinaliza¢do da insulina, podem ser
ligadas a SOCS3 e assim direcionadas para a degradagdo proteossdmica, o que diminui
a quantidade de intermedidrios das vias de sinalizacdo, reduzindo a propagacdo do sinal
emitido inicialmente pela insulina.

Dentre as fosfatases, a proteina PTP1B cataliza a retirada de grupos fosfato de
residuos de tirosina quinase presentes em varios intermediarios das vias de sinalizacao
da insulina (PICARDI et al., 2010). Portanto, ao desfosforilar tais proteinas, a PTP1B as
torna inativas. Muitos estudos mostram que esta proteina estd envolvida na sinalizagdo
da insulina através da desfosforilacdo em tirosina do IR e IRSs, consequentemente, na
terminagdo do sinal (PICARDI et al., 2010; CHIARREOTTO-ROPELLE et al., 2013;
ROPELLE et al., 2006).

A maioria dessas evidéncias originou-se de fendtipos de camundongos nocaute
da PTPIB (SCHWARTZ et al, 2000). Assim como a inibicdo da PTP1B com
oligonucleotideo antisense em hipotdlamo de animais obesos induzidos por dieta rica
em gordura protegem dos efeitos deletérios desta proteina na obesidade (PICARDI et
al., 2010). Portanto, existem diversos mecanismos com participagdo de inimeras

biomoléculas que exercem efeitos negativos na acdo da insulina no hipotdlamo através
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de suas acdes em proteinas proximais da cascata de sinalizacdo (ROPELLE et al., 2010;
DE SOUZA et.al., 2010; PAULI et al., 2014).

Descobertas mais recentes demonstram outra proteina capaz de atuar mais
distalmente sobre a via de sinalizacdo da insulina. A Mammalian Homolog of
Drosophila Tribbles 3 (TRB3) é capaz de atuar negativamente sobre a proteina Akt
quando produzida em excesso (FLAMMENT et al., 2012; MONTANE et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2015). Portanto, a TRB3 ao se ligar fisicamente com a proteina
Akt é capaz de diminuir a acdo da insulina e seus efeitos bioldgicos no organismo,
incluindo o controle da ingestdo alimentar (OZCAN et al., 2004; RODRIGUES et al.,
2015). Recentemente estudada no hipotdlamo a proteina TRB3 tem sido considerada
outra molécula envolvida em indimeros processos biologicos, com efeitos sobre a
sinalizacdo da insulina (DU et al., 2003), sendo, portanto, uma proteina envolvida com
repostas metabdlicas do organismo e tem sua expressdo aumentada na condicdo de
obesidade (OHOKA et al., 2005; HOTAMISLIGIL et al., 2010).

A dieta rica em gordura saturada induz uma rdpida resposta pré-inflamatéria no
hipotdlamo, independente do ganho de massa corpdrea, e esta também pode persistir
mesmo apds a perda de excesso de peso corpéreo. Curiosamente, de acordo com a
natureza persistente da inflamac¢ao hipotalamica que € induzida pela ingestdo de dieta
rica em gordura saturada, as evidéncias mostram que a recuperacdo da funcdo
hipotalamica € lenta, ou seja, ndo € reversivel até que os ratos alimentados cronicamente
com esta dieta retornem a uma dieta pobre em gordura durante 20 semanas (JOSHUA et
al., 2012). Esta inflamacdo hipotalamica e metabdlica induzida pela dieta ocorre
simultaneamente com sua disfuncdo. Entretanto, o consumo de dietas ricas
especificamente em 4cidos graxos saturados, leva a ativacao de apoptose em neurdnios
do hipotdlamo, comprometendo talvez, de forma permanente, o mecanismo de controle
da ingestdo alimentar e gasto energético (MORAES et al., 2009). E importante observar
que, os trabalhos em modelos de roedores, indicam que as estratégias destinadas a
melhorar a inflamacao hipotalamica induzida pela dieta podem ter potencial de previnir
doencas metabdlicas (BI et al., 2005; CHIARREOTTO-ROPELLE et al., 2013.
ROPELLE et al., 2010).

A disfungdo hipotaldmica na obesidade ndo estd atrelada apenas as proteinas
supracitadas, podendo haver outras possiveis candidatas com potencial efeito negativo
sobre a via de sinalizagdo da insulina no hipotidlamo, como também, com acdes

diferenciadas e em diferentes etapas dos eventos moleculares desencadeados pelos
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hormonios. Dentre as proteinas candidatas, a MAP-quinase fosfatase 3 (MKP-3), que é
também conhecida como Dual specificity phosphatase 6 (DUSP6), pertencente a familia
de proteinas fosfatases. Estas inativam membros da proteina ativada por mitogénio
(MAP) membros da familia quinase (ERK, JNK, p38) por desfosforilacio (CAMPS et
al., 2000; DICKINSON et al., 2006). MKP-3 desfosforila especificamente quinases
reguladas por sinais extracelulares (ERK1/2) para atenuar a sinalizacdo da MAP-
quinase. (FJIELD et al., 2000; ZHAO et al., 2001; MAILLET et al., 2008).

Ja estudado em tecidos periféricos, por exemplo, em células de tecido hepético
de animais obesos hd um aumento na expressio de MKP-3 acompanhado por um
aumento na desfosforilacdo da FoxOl e consequentemente da sua maior atividade
nuclear em células de tecido hepatico. Como resultado os animais obesos apresentaram
maior producdo hepdtica de glicose e hiperglicemia quando comparados aos controles
magros (WU et al.,, 2010). MKP-3 interage com FoxOl e impede que ela seja
fosforilada pela insulina e assim translocada do nicleo para posterior degradagao. (WU
et al., 2010). Sendo assim, mecanismos de acdo de efeito inibitério sobre a MKP-3 se

mostram promissores no combate a obesidade e disfungdes metabdlicas.

2.3. PROTEINA MAPK FOSFATASE 3 E INTERACAO MKP-3/SUBSTRATO

As proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs) sdo proteinas que
compoem um caminho de transducdo de sinal altamente conservado. As quais sao
responsdveis por responder a diversas respostas fisiologicas e patologicas em uma
ampla variedade de estimulos extracelulares e intracelulares (WIDMANN et al., 1999).
Estas Ser/Thr quinases regulam processos como expressdo génica, traducdo de
proteinas, estabilidade protéica, localizacio de proteinas e atividade enzimadtica,
interferindo até mesmo em diversas respostas celulares finais como: proliferacdao
celular, diferenciacdo, sobrevivéncia celular e morte celular (WADA; PENNINGER.,
2004).

Além destas funcdes, as MAPKs também desempenham papéis fundamentais
em uma ampla gama de processos fisiologicos, incluindo embriogénese, imunidade
inata e adaptativa, homeostasia metabdlica, funcdo cardiaca e plasticidade neuronal, e
que irregularidades na sinalizacdo desta via, estdo associadas & incluindo obesidade,
diabetes, distirbios neurodegenerativos e cancer (KYRIAKIS; AVRUCH., 2012;
LAWRENCE et al., 2008)
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As MKPs sdao uma subfamilia distinta dentro de um outro grupo maior de
proteinas fosfatases. Estes incluem as chamadas DUSPs "atipicas", que tém uma relagcdo
bastante definida e complexa com a ativacdo das MAP quinases, sendo importante por
mediar a regulacdo positiva e negativa desses caminhos (PATTERSON et al., 2009).
Existem proteinas MKP cataliticamente ativas em células de mamiferos, que se diferem
em sua forma e fun¢do. Sendo que todas elas compartilham uma estrutura comum que
consiste em um dominio ndo catalitico N-terminal e um dominio catalitico C-terminal,
este umtimo dominio, intercede a capacidade da fosfatase em reconhecer e regular
isoformas MAP quinases especificas (DICKINSON; KEYSE., 2006). Diferentes
membros da familia destas fosfatases mostram diferentes especificidades de substratos,
diferente distribuicdo em tecidos e localizacdo celular, assim como diferentes modos de
indutibilidade de sua expressao.

Diante do exposto, estudo com a proteina MKP-3 mostra que a proteina FoxOl1
também € substrato intracelular desta proteina. A MKP-3 € capaz de desfosforilar a
FoxO1 em Ser 256, inibindo sua extrusdo do nicleo em hepatécitos (WU et al., 2010).
Estudo demonstrou que animais obesos induzidos por dieta rica em gordura apresentam
um aumento significativo na expressio de MKP-3 em células hepaticas quando
comparados a seus pares magros (WU et al., 2010). Uma vez desfosforilada pela MKP-
3 a FoxO1 permanece no nicleo e transcreve genes gliconeogénicos como a fosfoenol
piruvato carboxiquinase (PEPCK) e glicose-6-fosfatase (G-6-Pase). Assim, a
superexpressdo de MKP-3 diminui a fosforilacio da FoxO1 estimulada por insulina.
Nesse estudo, notou-se também que a interacdo enddgena entre MKP-3 e FoxOl é
aumentada pela injecdo de dexametasona (glicocorticdide sintético) e reduzida pela
insulina (WU et al., 2010).

J4 no hipotdlamo a ativagdo da FoxO1 no nucleo arqueado aumenta a ingestao
alimentar e diminui o dispéndio energético como previamente apresentado. Ao
contrdrio, a inibicdo central da FoxOl reduz a ingestdo alimentar e a massa corporal.
Notavelmente, os efeitos anorexigénicos da insulina e leptina foram significativamente
diminuidos quando a FoxOl hipotalamica foi ativada. (DICKINSON et al., 2006;
ROPELLE et al. 2009; LIU et al., 2011).

Entretanto, a proteina MKP-3 tendo a capacidade de desfosforilar a FoxO1
comprovadamente em tecido hepdtico talvez possa também agir em células
hipotalamicas, exercendo importante papel na regulagdo da atividade da FoxOl no

hipotdlamo de animais obesos. Nesse sentido, o papel da MKP-3 pode ser amplo e
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importante por atuar como um mecanismo de interrup¢cdao da fosforilacdo de outras
proteinas. J4 se sabe o papel da MKP-3 em desempenhar um papel importante na
atenuacdo da sinalizacio MAPK. A ativacdo da via Ras / Raf / MEK / ERK pode atuar
sobre importantes regulacdes fisioldgicas envolvendo o metabolismo energético.

Outro dado interessante foi demonstrado por Ndong et al. (2014), onde foi
demonstrado que a condicdo fisiol6gica pode regular a preferéncia de substratos da
MKP-3. Ao administrar lipopolissacarideos (LPS) em astrdcitos com superexpressao de
MKP-3 houve uma preferencial reducdo da pJNK em relacio a pERK. Ademais,
estudos em células de neurdnios POMC, por exemplo, podem trazer grandes evidéncias
se a MKP-3 pode modular, através da pFoxOl, a transcricdo de neuropeptidios
relacionados com o controle da ingestdo alimentar e com o gasto energético. Este
entendimento € de extrema importancia, visto que o hipotdlamo € um O6rgado
fundamental para manter a homeostase energética e a desregulacdo deste mecanismo
ocorre em condi¢cdes de sindrome metabdlica, obesidade e diabetes mellitus tipo 2.

Ao contrério, intervengdes capazes de regular proteinas de efeito negativo sobre
a sinalizac¢do da insulina e leptina no hipotdlamo se mostram promissores na prevencao
ou tratamento destas doengas. Dentre as ferramentas ndo farmacoldgicas o exercicio tem
se destacado com agdes importantes a nivel central e sobre o hipotdlamo (FLORES et
al., 2006; LUCIANO et al., 2008; ROPELLE et al., 2009; VAN DE SANDE-LEE et al.,
2011; RODRIGUES et al., 2015).

2.4. PAPEL DO EXERCICIO FISICO NA REDUCAO DA INFLAMACAO E
CONTROLE DA INGESTAO ALIMENTAR

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado relacdo direta entre inatividade fisica
e a presenca de multiplos fatores de risco a saide como hiperglicemia, dislipidemias,
hipertensdo arterial, resisténcia a insulina, diabetes, e obesidade. Ao contrario, exercicio
fisico se mostra como uma opg¢ao importante de tratamento destes fatores de risco, com
melhoras que podem ocorrer independente da reducdo da massa corporal adiposa
(CHIBALIN et al., 2000; HOUMARD et al., 1999; THIVEL et al., 2011).
Seu efeito ndo se restringe apenas ao seu gasto energético induzido, mas também
evidéncias atuais mostram que o exercicio fisico interfere no controle da ingestdo
alimentar. Sugere-se que seja eficaz para gerar um déficit de energia de curto prazo e

que os individuos tendem a ndo compensar a energia gasta durante o exercicio nas horas
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imediatas apds o esforco, modulando o comportamento alimentar (MARTINS,
MORGAN, TRUBY ., 2008; MARTINS et al., 2008; THIVEL et al., 2012).

Em humanos ja foi demonstrado que uma unica sessdo de exercicio fisico
aumenta a captacdo de glicose mediada pela insulina em sujeitos normais, em obesos
com resisténcia a insulina, e em diabéticos do tipo 2. (MARTINS, MORGAN,
TRUBY., 2008). Além disso, hd um grande nimero de estudos publicados nas dltimas
duas décadas que exploram a associacdo entre o exercicio fisico e a regulacdo da
ingestdo alimentar. Postula-se que a prética de exercicio fisico seja capaz de reduzir os
niveis de marcadores inflamatérios em modelos experimentais € humanos e prevenir
hiperfagia alterando hormonios reguladores do apetite, como a grelina, peptideo YY
(PYY), glucagon-like peptide 1 (GLP-1) (MARTINS et al., 2007; MARTINS., 2008;
UEDA., 2009; MARTINS., 2010; SCHUBERT., 2014), insulina e leptina (ROPELLE
et al., 2010; PEDERSEN et al., 2004), assim como reverter quadros de inflamacao
causados pela dieta rica em gordura saturada através de estratégias anti-inflamatdrias,
geradas pelo exercicio fisico. (VAN DE SANDE-LEE et al., 2011).

A literatura propde que as mudancas na regulacdo da ingestdo alimentar podem
resultar principalmente de alteracdes na sensibilidade aos hormdnios insulina e leptina
no sistema nervoso central, em resposta ao exercicio fisico (THIVEL et al., 2012; DA
LUZ et al., 2011; PETERSEN et al., 2005). Estudos experimentais mostraram que o
exercicio fisico estd associado a um aumento da sensibilidade a insulina. Depois de uma
sessdo aguda de exercicio fisico a sensibilidade a insulina é aumentada em tecidos
sensiveis a insulina, tais como, musculo esquelético, figado, e hipotdlamo (LUCIANO
et al., 2008). O exercicio é comprovadamente capaz de atenuar a atividade de proteinas
inflamatdrias com efeito negativo na via de sinalizacio da insulina (PAULI, et al., 2008;
ROPELLE et al., 2006; DA SILVA et al., 2010; OLIVEIRA et al.,2011), sendo
observado tanto em tecidos periféricos como também no SNC (LIU et al., 2011; DE
SOUZA et al., 2005).

Em trabalho prévio BI (2005) e colaboradores verificaram que animais obesos
submetidos a sessdes de exercicios aerobios tiveram redugdo significativa da
adiposidade e a recuperacdo do peso foi retardada. Apesar de ter sido verificado
concentragdes plasmadticas reduzidas de leptina, ndo se observaram aumento da ingestdao
alimentar como forma compensatdria para a perda de peso. Esse efeito foi secundério a
acdo direta do exercicio nos niicleos dorso medial do hipotdlamo, regulando a expressao

dos neuropeptideos CRF e NPY. Além disso, foi demonstrado que o exercicio reduz a
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expressdao de NPY em hipotdlamo de ratos diabéticos, sugerindo que o exercicio seja
capaz de modular a ingestdo alimentar e o gasto energético através de circuitos
neuronais (BI et al., 2005).

Na tentativa de elucidar o papel do exercicio fisico sobre o mecanismo
molecular de modulacdo da fome, um grupo de pesquisadores avaliou a expressao e/ou
atividade das proteinas envolvidas na transducdo do sinal da insulina e leptina em
hipotdlamo apds uma sessdo aguda de exercicio de natacdo. Foi demonstrado neste
estudo que animais obesos exercitados previamente tratados com infusdo
intracerebroventricular de leptina e insulina reduziram de forma mais acentuada a
ingestdo alimentar se comparado a seus pares obesos ndo exercitados (ROPELLE et al.,
2010).

Além disso, leptina e/ou insulina estimularam a fosforilacdo da proteinas IRS-
1/2, assim como as associacdes destes substratos com a PI3q e ativacdo da Akt nos
animais exercitados e 0 mesmo ndo aconteceu naqueles sedentarios. Em adic¢do, animais
obesos submetidos ao exercicio fisico agudo apresentaram redu¢do na expressdo da
proteina IKKalpha e fosforilacio em serina 307 do IR no hipotdlamo quando
comparados a animais obesos nao exercitados (ROPELLE et al.,, 2010). Como
consequéncia desta redugao da inflamacao hipotalamica os animais exercitados tiveram
restaurados a fosforilagio da Akt, promovendo um rebalango na ingestdo alimentar
modificado pela obesidade. Por fim, os animais obesos submetidos ao exercicio fisico
apresentaram menor expressio de FoxOl no nicleo celular quando comparado aos
animais obesos sedentdrios.

Estes mecanismos, pelos quais essas modulagdes das vias ocorriam pelo
exercicio fisico na condi¢do de obesidade, foram esclarecidos apds importantes estudos
que demonstraram a importante acdo anti-inflamatéria do exercicio mediada pela
Interleucina-6 e Interleucina-10 em melhorar a sensibilidade a insulina e leptina
hipotaldmica. Evidencias em humanos e em modelos experimentais demonstraram que
o exercicio fisico aumenta os niveis de IL-6 produzidas no musculo esqueléticos, assim
como aumento de IL-10, a qual € classicamente considerada como anti-inflamatdria.

Outros dados corroboram que uma unica sessao de exercicio fisico foi suficiente
para melhorar a sensibilidade a leptina e insulina através da IL-6. O tratamento
intracerebroventricular de IL-6 recombinante em ratos foi suficiente para aumentar o
gasto energético e reduzir a ingestdo alimentar, por outro lado o tratamento

intraperitoneal ndo obteve o mesmo efeito sugerindo que os efeitos anti-obesidade
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através da IL-6 é advindo pela sua acdo no sistema nervoso central. (ROPELLE et al.
2010; WALLENIUS et al., 2002; FRANCKHAUSER et al., 2008; PEDERSEN et al.,
2004).

Exercicio fisico agudo de natacdo e/ou de esteira rolante de baixa a moderada
intensidade reduz a hiperfagia em animais obesos através do efeito inibitério sobre as
proteinas IKK/NF-kB e de estresse de reticulo no hipotdlamo através das atividades
anti-inflamatdrias desempenhadas por 1L-6 e IL-10 (ROPELLE et al., 2010). Estes
efeitos anti-inflamatérios evidenciados pela IL-6 e IL-10 foram observados tanto em
roedores quanto em humanos (ZEMBRON-LACNY., 2013; REIS GONCALVES.,
2012). Esta reducdo da inflamacdo proporciona melhora da sensibilidade a insulina e a
leptina no hipotdlamo, contribuindo para a redu¢do da ingestao alimentar.

Além disso, o exercicio fisico agudo de natacdo de alto volume e baixa
intensidade, aumenta as vias anorexigenas e atenua os sinais orexigenos, promovendo
sinais de saciedade, através da reducdio de NPY e aumento de POMC
predominantemente no nicleo arqueado de animais obesos. De forma interessante o
exercicio agudo pode induzir uma resposta anorexigena no hipotalamo, independente da
mudanc¢a da massa corporal (CHIARREOTTO-ROPELLE et al., 2013).

A luz desses achados, fica evidente que a relagio entre a via de sinalizacdo da
insulina e o controle da ingestao alimentar tem seu elo nas proteinas PI3q/Akt e no fator
de transcricdo FoxO1l. Como apresentado em tecidos periféricos, a proteina MKP-3
pode interferir negativamente ao sinal da insulina prejudicando a fun¢do intracelular da
FoxO1. Por outro lado, € possivel que o exercicio fisico tenha papel relevante sobre a
expressdo da proteina MKP-3, marcadamente aumentada na condi¢do de inflamagao
induzida por dieta rica em gordura, com possivel repercussido no controle da homeostase

energética. (OLIVEIRA et al., 2011).
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3. OBJETIVOS
3.1.0bjetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos do exercicio fisico sobre o
conteudo proteico de MKP-3 e sinaliza¢do da insulina em hipotdlamo de camundongos

com indug¢do de obesidade através de dieta rica em gordura saturada.

3.2. Objetivos Especificos

Para este estudo foram definidos os seguintes objetivos especificos:

e (Caracterizar o modelo de obesidade induzido através da oferta da dieta rica em
gordura nos camundongos;

e Investigar a expressdo da proteina MKP-3 no hipotdlamo de camundongos controle,
obesos e obesos exercitados agudamente;

e Analisar a ingestdo alimentar dos camundongos apds a inje¢ao i.c.v. de insulina;

e Verificar os niveis proteicos e de fosforilacdo da Akt e Foxol no hipotdlamo dos
animais estimulados com insulina;

e Avaliar o efeito do exercicio fisico no modelo de obesidade induzido por dieta rica
em gordura sobre alguns parametros da composicdo corporal e fisiol6gicos dos
camundongos;

e Analisar o efeito do exercicio fisico sobre o conteido proteico de MKP-3 e de
fosforilacdo da Akt e Foxol hipotalamica dos camundongos obesos;

e Avaliar em células HEK293 os efeitos da superexpressio da MKP-3 sobre a
fosforilagao da proteina FoxOl;

e Investigar os efeitos da injecdo i.c.v. de adenovirus para superexpressao de MKP-3

no hipotalamo e o contetdo proteico e fosforilagdo de Akt e FoxO1 hipotalamica;
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4. MATERIAIS E METODOS

Animais experimentais.

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), com quatro semanas de
idade, provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Os animais
foram previamente pesados, alocados em gaiolas individuais com livre acesso a dgua e
racdo comercial padrdo (Presence®). Foram utilizados de 5-6 animais por grupo
experimental, todos acondicionados em ambiente com temperatura (21 °C £ 2) e
fotoperiodo (12/12 horas claro/escuro) controlados. Durante todo o periodo
experimental, foi controlada a ingestdo alimentar e a evolucdo ponderal, uma vez por
semana. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de animais (CEUA) da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP (Processo
n°4064-1).

Preparo do Modelo Experimental:

Um grupo de animais foi submetido a dieta hiperlipidica para o desenvolvimento de
obesidade. A dieta que propicia o desenvolvimento de obesidade foi estruturada a partir
de uma dieta normal para roedores, proposta por Reeves et. al., em 1993, e adotada pelo
American Institute of Nutrition (AIN) como padrio. Esse modelo originalmente
proposto possui 4% lipidios em sua formulagdo, oriundos exclusivamente do dleo de
soja. Animais que consumiram esta dieta fizeram parte do grupo controle (C). Os
animais se tornam obesos e resistentes a insulina a partir do consumo de uma dieta
semelhante a AIN, contudo, modificada em seu contetdo de lipidios. Esta dieta possuiu
3% de lipidios, sendo oriundos do 6leo de soja e os outros 31% de gordura suina

(banha) (FAN et.al., 1997).
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Ingredientes Dieta Controle** Dieta DIO***
(1000 g) (1000 g)
Amido (Q.S.P.)* 427.5 115,5

Caseina 200 200
Amido de Milho
Dextrinizado

132 132

Sacarose 100 100
Oleo de Soja 40 40

Banha 0 312
Celulose microfina (Fibra) 50 50
Mix Minerais 35 35
Mix Vitaminas 10 10
L-Cistina 3 3
Bitartarato de colina 25 25
TOTAL

Tabela 1. Dietas Experimentais. *Q.S.P. — Amido adicionado em Quantidade Suficiente
Para — completar 1000 g de dieta. **AIN — American Institute of Nutrition, segundo
Reeves, 1993. ***Dieta modificada para 35% de lipidios (312 g de banha + 40 g de
6leo de soja). DIO — Dieta indutora de obesidade. Dieta Controle com 3,47Kcal/g e DIO
com 5,43Kcal/g.

Os animais que consumiram a dieta da AIN — American Institute of Nutrition,
fizeram parte do grupo chamado Controle. Os animais que consumiram a dieta DIO —
Dieta indutora de obesidade fizeram parte do grupo chamado Obesos. A oferta da dieta
hiperlipidica aos grupos Obesos aconteceu no periodo de oito semanas. Para o Indice de
Lee os resultados foram obtidos, através do comprimento naso-anal e o peso corpéreo,
utilizando o cdlculo (peso corporeo (g) 1/3/comprimento naso-anal ((cm)x1000)
(NOVELLI et al., 2007). Os resultados de gorduras foram feitos apds a eutandsia, as

quais foram retiradas, lavadas em solucdo salina (0,9%) e pesadas. Os pesos das

gorduras foram expressos em relacdo ao peso corpdreo.

Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina (ITT) e Teste de Tolerancia a Glicose

(GTT)

Os testes foram realizados ao final do periodo de oito semanas. Os alimentos
para os grupos foram retirados oito horas antes do teste. Durante o teste ITT a primeira
coleta de sangue equivale ao tempo 0 do teste e antecede a injecdo de insulina. Apds a
primeira coleta foi feita a inje¢do intraperitoneal de insulina recombinante humana
(Humulin R) da Eli Lilly (Indianapolis, IN, USA) na concentragdo de (2 U/Kg de peso
corpéreo) via intraperitonial e amostras de sangue foram coletadas pela cauda nos

tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para a determinacdo da glicose sanguinea
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utilizando um glicosimetro portdtil (Aparelho de Glicemia Accu-Chek Active). A
velocidade constante do decremento da glicose (Kitt) foi calculada (Microsoft Excel
2013®) usando a formula 0,693/t1/2 e pelo método trapezoidal conforme previamente
descrito (BOTEZELLI et al., 2016). Para o GTT, apds a coleta de sangue para
determinagdo da glicemia inicial, foi aplicada dose de 2g/Kg de glicose (via
intraperitoneal) e novas amostras foram coletadas da cauda do animal ap6s 30, 60 e 120
minutos. A drea sob a curva (AUC) foi calculada pela média dos valores de glicose pelo
método trapezoidal (Microsoft Excel 2013®) (BOTEZELLI et al., 2016). Ademais, os
valores de glicemia de jejum foram obtidos através do primeiro ponto de coleta do ITT.
Para o resultado de insulinemia as dosagens foram feitas através de teste Elisa. A
leitura das amostras foi realizada por um equipamento (BioTek®) leitor de Elisa que
envia a leitura para um software chamado Gen5, os dados obtidos foram calculados
posteriormente para se obter o valor final em ng/mL. As dosagens de insulina foram
feitas com o teste Ultra Sensitive Mouse Insulin Elisa Kit, respeitando-se as orientagdes

do fabricante na elaboracdo dos testes.

Preparo do modelo experimental para protocolo de exercicio fisico agudo

O mesmo procedimento do preparo do modelo experimental descrito acima foi
adotado. Os animais que consumiram dieta hiperlipidica foram distribuidos em dois
grupos, um grupo chamado obesos, sendo os animais obesos ndo exercitados
considerados como grupo sedentdrio (Obeso) e o grupo submetido ao protocolo de
exercicio agudo considerado obeso exercitado agudamente (Obeso Exe). A oferta da
dieta hiperlipidica aos grupos obeso que nao se exercitaram e Obeso Exe aconteceu no
periodo de oito semanas. Em seguida o grupo Obeso Exe foi submetido ao protocolo de

exercicio fisico agudo.

Preparacao para o exercicio fisico agudo

Todos os animais exercitados foram adaptados ao meio aquético (conforme
descricdo no item Exercicio fisico agudo abaixo). E todos os grupos (incluindo animais
controles e obesos sedentdrios) foram inseridos ao meio liquido com &dgua na
profundidade do térax (a0 mesmo tempo e condi¢des dos animais exercitados). Esse

procedimento visou simular o estresse recebido pelos grupos de animais exercitados.
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Protocolo de exercicio fisico agudo (sessdo unica de esforco)

A sessdo de exercicio fisico agudo foi realizado em tanques de vidro durante o
ciclo claro dos animais. Inicialmente os ratos foram aclimatizados ao meio liquido por
trés dias (10 min por dia), sendo a 4gua colocada na profundidade do térax. Em seguida,
submetidos a exercicio de natacdo por 5, 10 e 15 minutos durante trés dias consecutivos,
respectivamente, com dgua na profundidade descrita a seguir (Figura 2).

Ap6s esta adaptacdo e em um Unico dia de experimento, os animais nadaram
individualmente nos tanques com aproximadamente 25 cm de comprimento e largura e
70 cm de profundidade. A temperatura da dgua foi mantida em 31-32°C. Os animais
realizaram o exercicio de natacdo em duas sessdes de 3 horas, separadas por 45 minutos
de repouso. Este protocolo tem sido previamente utilizado em nosso laboratério
(PAULI et al., 2008; ROPELLE et al., 2006). Imediatamente ao término da ultima
sessdo de exercicio fisico, os animais previamente canulados, receberam os tratamentos
especificos (salina ou insulina) i.c.v para extracdo do hipotdlamo e andlise da proteina
de interesse. Para todas as andlises foram utilizados animais do grupo controle e obeso

ndo exercitado para devidas comparagdes.

. i INTERRUPCAO
INICIO PAUSA INICIO DO
EXERCICIO
|| NATAGAO ) || recureracio || | | RATAC O |
DE 45 MINUTOS
[ SESSAO DE 3 HORAS ] | | [ SESSAO DE 3 HORAS ]
IMEDIATAMENTE
APOS:
LC.VINSULINAE
ANALISES
SWISS MOLECULARES

Figura 2. Esquema ilustrativo do protocolo de Exercicio Fisico agudo de Natagdo.
Camundongos Swiss controles e obesos foram utilizados durante o protocolo.

Implante das Canulas:

Os animais foram submetidos a anestesia com ketamina na dose de 200ul/Kg,
xilazina na dose de 400ul/kg, diazepan na dose de 200ul/Kg misturados com 200ul de
salina, os quais ao término do procedimento cirirgico, receberam paracetamol na dose
de 200mg/kg de peso, diluido em dgua. O procedimento foi iniciado quando os reflexos

corneanos € de retirada da pata ao estimulo da dor foram perdidos. Os camundongos
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foram adequadamente posicionados no aparelho para realizacdo de cirurgia
estereotdxica e, apds tricotomia e anti-sepsia da regido craniana, realizamos incisdao
inter-parietal de aproximadamente 1 cm de extensdo. A seguir, o peridsteo foi
divulsionado e com a calota craniana exposta, foi possivel visualizar o Bregma (Paxinos
and Franklin's the Mouse Brain in Stereotaxic Coordennates). A implantagdo das
canulas obedeceu as coordenadas estereotdxicas para alcance do terceiro ventriculo
hipotalamico (antero posterior -1.8 e profundidade -5.0) previamente estabelecidas
pelo atlas estereotéxico.

Depois de implantada, a canula foi fixada ao cranio do animal com acrilico
polimerizante (Imagem 3). Apds sete dias de recuperacdo da cirurgia estereotdxica, os
animais foram submetidos a um teste de resposta de ingestdo hidrica subsequente ao
tratamento com angiotensina II (2,0 pl de solugdo 10 M) para avaliacio da adequacio
da posicdo da canula. Animais com resposta positiva a angiotensina Il foram
selecionados. Os procedimentos foram realizados de acordo com estudos prévios
(CHIARREOTTO-ROPELLE et.al., 2013; FLORES et.al., 2006; ROPELLE et.al.,
2010).

A seguir segue uma imagem do procedimento realizado para o implante das

canulas nos camundongos.

Figura 3: Cirurgia Esteriotdxica de Camundongos Swiss Obesos.

Os animais que foram submetidos ao protocolo de exercicio fisico agudo de
natacdo realizaram a cirurgia estereotdxica para implante de canulas, foram eles,
animais obesos sedentdrios e obesos exercitados agudamente. O grupo de animais que
ndo se exercitaram foi privado de alimento por 8 horas sem restricdo de acesso a dgua.
O grupo de animais que realizou o protocolo de exercicio agudo, recebeu logo apds o
término do exercicio, a injecdo de salina (para simular o estresse passado pela cirurgia)

ou insulina (200mU) através da canula implantada no cranio dos animais. Assim, apds
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10 minutos dos respectivos tratamentos, os animais foram eutanasiados e o hipotdlamo

retirado para anélise das proteinas de interesse por Western Blot.

Cirurgia Estereotaxica e Tratamento Intracerebroventricular

O procedimento de cirurgia esteriotdxica foi realizado apds os animais perderem
seus reflexos pela administracdo i.p de ketamina (200ul/Kg), xilazina (400ul/Kg) e
diazepan (200ul/Kg). Os camundongos foram adequadamente posicionados no aparelho
para realizacdo de cirurgia esteriotdxica e, apds tricotomia e anti-sepsia da regido
craniana, realizamos incisdo interparietal de aproximadamente 1 cm de extensdo. A
injecdo do veiculo (Adenovirus MKP-3 e EGFP; ou insulina) feita por cateter e pela
seringa Hamilton, obedeceu as coordenadas esteriotdxicas para alcance do terceiro
ventriculo hipotaldmico (antero posterior -1.8 e profundidade -5.0) previamente
estabelecidas pelo atlas esteriotiaxico (DE SOUZA., 2010). Depois de injetado o
adenovirus MKP-3 ou EGFP (1,0 pl), a calota craniana foi fixada com acrilico
polimerizante. Ao término do procedimento cirdrgico, os animais receberam
paracetamol diluido em dgua (200mg/kg). Apds cinco dias de recuperacdo da cirurgia
estereotaxica, os animais foram submetidos a nova cirurgia esteriotdxica para o
tratamento i.c.v. de insulina (2,0 pl) seguindo as mesmas coordenadas descritas
anteriormente. Apds 5 minutos da injecao de insulina, os animais foram eutanasiados

para o inicio das andlises moleculares.

Extracio dos Tecidos e Andlise de Western Blot

Apbs a perda dos reflexos corneanos € 5 minutos apds a administragao de
insulina via i.c.v., foi feita a eutandsia dos animais por decapitagdo para extracdo do
hipotalamo. O tecido foi homogeneizado em tampao de extracao (1% Triton-X 100, 100
mM Tris (pH 7.4), 100 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM
EDTA, 10 mM sodium vanadate, 2 mM PMSF and 0.1 mg of aprotinin/ml) na
temperatura de 4 °C no homogeneizador de tecidos Bead Ruptor 12 (OMNI®)
processado na velocidade baixa durante 20 segundos. O lisado resultante foi
centrifugado a 12000 rpm a 4 °C durante 15 minutos (Eppendorf® 5804R) e o conteudo
proteico foi determinado pelo método fotocolorimétrico de Biureto (BRADFORD,
1976). Foi utilizado 80ug da proteina para leitura e preparacdo das amostras. As
amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida para separacdo por SDS-PAGE e

transferidas para membrana de nitrocelulose. Apds a etapa de transferéncia para a
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membrana de nitrocelulose, essas foram incubadas durante 1 minuto com corante
Ponceau-S 1%, para garantia do controle de conteido proteico equalizado entre as
amostras (GILDA; GOMES, 2013).

Posteriormente estas membranas foram incubadas em temperatura ambiente
durante 1 hora com leite 5% e por fim incubadas com anticorpos especificos. As bandas
especificas foram detectadas através de reagente quimiofluorescente e consequente
exposicdo em filmes RX (Kodak®) e quantificadas por densitometria (software UN-

SCAN-IT gel 6.1).

Ensaios de Imunofluorescéncia

Os animais foram anestesiados com Tiopental (50 mg.kg™) e perfundidos com
PBS (PBS 0,1 M; pH 7,4; 0,9% salina), seguido de paraformaldeido 4% em tampao
fosfato 0,1 M, pH 7.4. O cérebro foi extraido e colocado em solucdo contendo 20% de
sacarose em paraformaldeido 4% a 4°C por duas horas e, em seguida, transferida para
solu¢des contendo 20%, 30% e 40% de sacarose em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4. O
cérebro foi embebido em composto Tissue-Tek OCT (SakuraFinetek, Torance, CA),
seccionado em criostato produzindo cortes de 30 um e colocado em solugdo
crioprotetora (PBS [PBS 0,1 M; pH 7.,4; 0,9% salina]; etilenoglicol; glicerol). Os cortes
foram incubados com anticorpos primdrios especificos, a seguir com secundarios
marcados com fluor6foros e colocados em laminas tratadas previamente com poli-L-
lisina para aderéncia do tecido. A seguir foram cobertos com laminula e visualizados em
microscopio de imunofluorescéncia Leica DMI 4000 B usando um sistema de captura

de imagens.

Anticorpos

Os anticorpos utilizados para o Western Blot a principio foi anti-Akt (sc-8312,
Santa Cruz Biotechnology), anti-phospho-Akt (Ser473) (sc-101629, Santa Cruz
Biotechnology), anti-FoxO1 (9454s, Cell Signaling Technology, MA), anti-phospho-
FoxO1 (Ser256) (9461s, Cell Signaling Technology, MA), anti-phospho-Erk1/Erk2
(AF1018, R&D Systems), anti-Erk1/2 (AF1576, R&D Systems, anti-a-tubulin (NB100-
690, Novus Biologicals), e anti-MKP-3 (bs, 11546R, Bioss).
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Andlises realizadas In Vitro
Foram realizados experimentos em células HEK (Human Embryonic Kidney
293 cells), para produgdo do vetor adenoviral da proteina MKP-3, no qual foi realizado

os seguintes procedimentos.

Cultura de células

Células HEK (Human Embryonic Kidney 293 cells), originalmente composta de
células de um rim pertencente a um embrido humano crescida em cultura de tecidos.
Foram usadas para a produgdo dos vetores adenovirais e ensaios para teste de expressao
das proteinas de interesse. As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco's
Modified Eagle's medium (DMEM) e suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB), 0,1 U/mL de penicilina e 0,1 pg/mL de estreptomicina. As células foram

mantidas em estufa umidificada a 37°C contendo 5% de CO?2.

Vetores virais

Os vetores virais utilizados foram adenovirus do tipo 5 deficientes em replicacao
e foram obtidos e produzidos em colabora¢do com o Dr. Marcio Chaim Bajgelman, do
Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), do Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM), Campinas. Os virus foram manipulados sob condi¢des
de seguranca nivel 2 (NB-2) no LNBio, segundo certificagdo CIBio.

Inicialmente, os genes da MKP-3 foram clonados entre os sitios Nhel e BamHI
no vetor pShires (Figura 4; cedido pelo Prof. Dr. Armando Morais Ventura), que
permite a clonagem posterior em vetor adenoviral pAdeno-X (usando os sitios I-Ceul e
PI-Scel) e garante, além da superexpressdo da proteina de interesse, a co-expressdo do
gene reporter EGFP, permitindo facilmente a identificacdo das células transfectadas ou
transduzidas.

Posteriormente, os vetores adenovirais foram construidos utilizando-se o kit
Adeno-X™ Expression System 1 (Clontech; Figura 5), e foram usados tanto em cultura
de células quanto em animais para induzir a superexpressdo da MKP-3 em hipotalamo

de camundongos Swiss.
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Figura 4. Esquema do vetor pShires (cedido pelo Prof. Dr. Armando Morais Ventura),
que foi usado para a clonagem dos genes da MKP-3 e posterior subclonagem em vetor

adenoviral. Os sitios Nhel e BamHI foram usados para a clonagem dos genes de MKP-
3.
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Figura 5. Esquema de obtencdo dos adenovirus recombinantes deficientes em
replicag@o. (Adeno-X™ Expression System 1; Clontech).

Quantificacao do titulo viral por End Point

Para determinacdo do numero de particulas virais por End Point, foram usadas
células HEK293, semeadas em placas de 96 pocos. Os virus purificados foram diluidos
em meio de cultura e aplicados nos primeiros po¢os das placas, na propor¢ao 1:100. Em
seguida foram realizadas dilui¢cOes seriadas na propor¢ao 1:10 até 10, e para cada
adenovirus expressando as isoformas de MKP-3 foram feitas oito réplicas. Em seguida,
o titulo foi calculado, utilizando a férmula: T = 1ot G- 0’5)]; onde S = somatdria das

propor¢oes de morte celular para cada dilui¢do. O protocolo foi adaptado seguindo

orientacdes do manual do Adeno-X™ Expression System 1 (Clontech).



42

Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como média e erro padrdo da média (SEM), onde
foi realizado o teste de normalidade através do teste de Shapiro-Wilk W-test para
checagem da distribuicdo dos dados. Quando os dados apresentaram normalidade, foi
realizado test-t de Student, e para dados ndo normais, foi utilizado o teste de Mann-
whitney. Em relagdo aos graficos de linha, foi realizado o teste two-way anova com
medidas repetidas para avaliacio dos pontos separadamente. Foi adotado o nivel de
significancia p<0.05. O programa GraphPad Prism 5.00.288 foi empregado para efetuar

as analises.
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5. RESULTADOS

Os primeiros ensaios envolveram o grupo controle (magro) e o grupo obeso. Na
figura 6, o gréfico de linhas representa a evolu¢do da massa corpérea dos animais do
grupo controle e obeso durante oito semanas de experimento. Observa-se que na
segunda semana os animais obesos apresentaram maior massa corpdrea que os animais
controles (alimentados com a dieta padrdo para roedores), e este comportamento seguiu

até a oitava semana.
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Figura 6. Dados morfolégicos dos animais controles e obesos. (A) Curva da massa
corpérea durante 8 semanas. (B) Massa corporea ao final do experimento. (C) A Massa
corpérea entre a primeira e a oitava semana de tratamento. (D) Area sob a curva da
massa corporal durante as oito semanas. As barras e linhas presentes nos graficos
representam a média e o erro padrdo da média (SEM) (n=5). *p<0.05 versus grupo
controle.
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Ademais, o grupo obeso teve maior conteido total de gordura epididimal,
mesentérica e retroperitonial quando comparados ao grupo controle (Figura 7A). Isto
mostra que a dieta hiperlipidica utilizada foi eficiente em induzir obesidade nos animais.
Na figura 7B-C estdo dispostos também os resultados referentes ao tecido adiposo
intraperitonial total, a qual se refere a soma o tecido adiposo mesentérico, epididimal e

retroperitonial dos animais, assim como o indice de Lee.
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Figura 7. Dados fisiolégicos dos animais controles e obesos. (A) peso de gordura,
mesentérica (Mese), epididimal (Epid) e retroperitonial (Retro). (B) Peso da somatdria
de todos tecidos. (C) e Indice de Lee. As barras e linhas presentes nos graficos
representam a média e o erro padrao da média (SEM) (n=10). *p<0.05 versus grupo
controle.

Essas alteragdes morfoldgicas resultaram no agravo da hiperglicemia e hiperinsulinemia
de jejum. Na Figura 8, a glicemia e a insulinemia foram maiores nos grupos de animais

obesos em relacdo aos animais controles.
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Figura 8. Valores referentes a glicemia (3A) e insulinemia (3B) de jejum dos animais
dos grupos controle (magro) e exercitado (n=5 controle) (n=5 obesos). As barras e
linhas presentes nos graficos representam a média e o erro padrdo da média (SEM)
(n=5). *p<0.05 versus grupo controle.
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Corroborando com estes resultados, verifica-se que a taxa de decaimento da
glicose foi menor nos animais obesos quando comparados aos animais controles (Figura
9A). Ademais, acompanhando este disttirbio metabdlico, nota-se que a drea sob a curva
do teste de tolerancia a insulina (AUC-ITT) e do teste de tolerancia a glicose (AUC-
GTT) foi maior nos animais obesos em relacdo aos controles (Figura 9C-E), assim
como a taxa de remocdo da glicose dos animais obesos foi significativamente menor

quando comparados ao grupo controle (Figura 9D).
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Figura 9. Valores de glicose em cada estdgio do teste de tolerancia a insulina nos
animais controles e obesos (A). Valores de glicose em cada estigio do teste de
tolerancia a glicose nos animais controles e obesos (B). Dados de drea sob a curva do
ITT (C). Porcentagem do consumo de glicose por minuto de ambos os grupos controles
e obesos (D). Dados de area sob a curva do GTT (E). (n=5 controle) (n=5 obesos). As
barras e linhas presentes nos graficos representam a média e o erro padrao da média
(SEM) (n=5-10). *p<0.05 versus grupo controle.
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Ap6s os resultados fisiologicos que demonstraram que a dieta rica em gordura
foi capaz de induzir obesidade e causar reducao na sensibilidade a insulina, foi realizada

a injecdo de insulina para andlise de ingestao alimentar de 12 horas (Figura 10).
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Figura 10. Valores referentes a ingestdo alimentar de doze horas apds estimulo i.c.v.
com insulina dos animais dos grupos controle (controle n=5), e obeso (n=5). Dados
referentes as médias e o erro padrio (SEM) da média de cada grupo experimental.
*p<0.05 versus grupo controle.

Os dados obtidos permitem sugerir que a dieta hiperlipidica leva a diminui¢io da
sensibilidade a insulina e aumento do balan¢o energético positivo pelo aumento na
ingestao alimentar.

Sabendo a importancia da atividade fosfatase da MKP-3 sobre a FoxOl e a
Erk1/2, nés avaliamos a fosforilacdo destas proteinas na situagao de obesidade. Sendo

assim, observamos que na condi¢do de obesidade, os animais apresentaram aumento no

conteido de MKP-3 e os valores de beta-actina ndo diferiram entre os grupos (Figura

11).
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Figura 11. Aumento da MKP-3 hipotalaimica em camundongos obesos. Contetido
proteico de MKP-3 no hipotdlamo de camundongos controles e obesos normalizada
pelo controle Beta-actina. As barras presentes nos graficos representam a média e o erro
padrao da média (SEM) (n=5). *p<0.05 versus grupo controle.

O aumento do conteido de MKP-3 no tecido hipotalamico estd associado a
diminuicdo da fosforilacio de duas proteinas importantes para o controle energético
(pFoxOl1 e pErk1/2), provavelmente pela sua atividade fosfatase. (Figura 12A e B). Em
relacdo a fosforilagdo da proteina Akt, o grupo obeso apresentou uma diminuicdo de
p=0,0584 da fosforilacio da Akt em relacdo ao grupo controle, demonstrando os
prejuizos na via de sinaliza¢do da insulina em resposta 4 dieta rica em gordura saturada
(Figura 12C). Ademais, nossos resultados sobre o conteudo proteico das proteinas totais

(Foxol E erk1/2) nao apresentaram diferencga entre os grupos.
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Figura 12: Fosforilacdo das proteinas envolvidas com a atividade fosfatase da MKP-3
(pFoxOl1 e pErk1/2) (A). Fosforilagdo da FoxO1 (S256) normalizada pelo seu conteudo
total (B). Fosforilacio da Erk1/2 (T202/Y204/T185/Y187) normalizada pelo seu
conteudo total (C). Fosforilagdo da Akt (S473) normalizada pelo conteudo total de Akt.
As barras presentes nos graficos representam a média e o erro padrdo da média (SEM)
(n=6). *p<0.05 versus grupo controle.

Os dados obtidos permitem considerar que a dieta hiperlipidica aumenta a
expressdao da proteina MKP-3, e esta contribui de maneira significativa para o
estabelecimento da obesidade. Além disso, observa-se que o aumento dos niveis de
MKP-3 estd associado com uma redugdo na fosforilacio da FoxO1 e da pERK. Estes
resultados foram acompanhados por aumento na ingestdo alimentar e da massa corporal
total e adiposa dos camundongos.

Visando avaliar a acdo fosfatase da proteina MKP-3, este estudo avaliou os
efeitos da superexpressdo da proteina MKP-3 em células HEK293. A seguir (Figura 13)
¢ apresentada uma andlise desta clonagem por enzima de restricdo, indicando a

liberagd@o de insertos no tamanho esperado (1147 pb) no vetor pShires.
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Figura 13. Andlise por enzima de restricio em gel de agarose 0,8% realizado com as
amostras: pShires MKP-3 digerida com enzimas BamHI e Nhel (B/N); e com a mesma

amostra nao digeridas (ND).

Em seguida, a expressdo deste clone foi testada transfectando-o em células
HEK293 e realizando-se os ensaios de Western Blot com as proteinas de interesse,
conforme apresentado na figura 14. A seta em preto indica a superexpressao da proteina
recombinante MKP-3 em comparacdo com as proteinas endégenas, presentes também

no controle (pShires). Observamos que os valores de alpha-tubulina ndo diferiram entre

0S grupos.

pShires  MKP-3 CTL

O - MKP-3

s | Alpha-tubulina

Figura 14. Teste de expressdo por Western Blot anti-MKP-3 de células HEK293
transfectadas com pShires e pShires-MKP3. A seta preta indica a superexpressdo da
proteina MKP-3.

As células transfectadas com os plasmideos pShires, pShires-MKP-3, foram
observadas em microscopio de fluorescéncia, indicando a co-expressao do gene reporter

EGFP em todas as amostras (Figura 15).
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pShires MKP-3

Figura 15. Células HEK293 transfectadas com pShires e observadas em microscopia de
fluorescéncia.

ApO6s a subclonagem no vetor adenoviral, iniciou-se a obtencdo dos adenovirus
expressando o gene MKP-3 em células HEK293. A Figura 16 confirma que os
plasmideos adenovirais estavam subclonados com o gene da MKP-3 e os valores de

alpha-tubulina ndo diferiram entre os grupos.

MKP-3 GFP CTL

MKP-3

Alpha-tubulina

Figura 16. Teste de expressdo por Western Blot anti-MKP-3 de células HEK293
transfectadas com pAdeno-X-MKP-3 e pAdeno-X-EGFP; e células ndo transfectadas
(controle).

Depois de confirmadas as clonagens, os vetores virais foram obtidos em células
HEK?293, purificados e devidamente quantificados. Em seguida, células HEK293 foram
infectadas com vetores adenovirais de MKP-3 e posteriormente tratadas com insulina
(10 ng /ml) durante 15 minutos. Apds o procedimento houve a extra¢io de proteina para
andlises de Western Blot das proteinas de interesse (Figura 17). Observamos a
superexpressdao da MKP-3 e nenhuma diferenga na beta-actina entre os grupos, além de
uma diminuicdo da fosforilacdo de FoxOl em células que superexpressam MKP-3,
independentemente do estimulo de insulina, indicando um papel desta proteina para a

desfosforilagao de FoxOl.
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Figura 17. A superxpressio de MKP-3 reduz a fosforilacio de FoxOl em células
HEK?293. (A) Representacdo da superexpressio de MKP-3 em células HEK293
infectadas com Ad-MKP-3 ou Ad-EGFP e tratadas (+) ou nao tratadas com insulina (-).
(B) Aumento da expressdo da proteina MKP-3 em comparagdo com seu controle de
EGFP em ambos os tratamentos + ¢ — insulina. (C) Nas mesmas amostras e com 0s
mesmos tratamentos, a fosforilacio de FoxOl foi analisada, observando uma
diminui¢do em relacdo ao seu respectivo controle (EGFP ou EGFP (+)). Os resultados
sdo expressos como média e erro padrdo da média (SEM) de dois experimentos em
triplicata. * P <0,05 vs. EGFP; # P <0,05 vs EGFP (+).

Apo6s realizados os ensaios in vitro em células HEK293, foi realizada a
microinje¢cdo dos adenovirus obtidos no hipotdlamo de camundongos Swiss. Para

confirmar a injecdo, foi feita a colocalizacdo deste virus na regido do terceiro ventriculo

confirmando o aumento da expressao de MKP-3 na regido de interesse (Figura 18).
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Figura 18. Imagens de imunofluorescéncia da localizacio do Ad-MKP-3 no
hipotdlamo. Os nicleos sdo corados de azul usando 4,6-diamidino-2-fenilindole
(DAPI). Visualizagdo do EGFP (coloracdo verde) em ntcleos préximos do terceiro
ventriculo (3V), MKP-3 (vermelho) e mesclado (amarelo) em ratos suicos (ampliacao:
20 x).

Em relacdo a fosforilacdo das proteinas envolvidas com a atividade da fosfatase
MKP-3 in vivo, verificamos que apds o estimulo da insulina houve reducdo da
fosforilacdo da FoxOl em animais tratados com o adenovirus MKP-3. Esse fato
demonstra um importante papel da MKP-3 na desfosforilacio do FoxO1, uma proteina
chave envolvida no metabolismo energético, in vivo (Figura 19). Além disso, ndo houve

diferenca entre os grupos para a fosforilacdo de Akt, indicando que nao hé interferéncia

do aumento de MKP-3 na fosforilagdo de Akt.
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Figura 19. Injecdo do vetor adenoviral de MKP-3 no hipotdlamo diminui a fosforilacao
de FoxOl em camundongos swiss. Representacdo de bandas de pAkt e Akt, pFoxOl e
FoxO1 (A). Apresentacdo do conteudo proteico de pAkt (B) e pFoxO1 (C) em animais

N

EGFP e MKP-3 estimulados com insulina via i.c.v. Dados relativos a média e erro
padrao da média (SEM) de cada grupo experimental, de duas experiéncias em triplicata,
* P <0,05 vs EGFP (+); (EGFP, n =4); (MKP-3, n = 3).

Estes resultados sobre a acio da MKP-3 no hipotdlamo sdo pioneiros e de grande
importancia, visto que na condi¢do da obesidade, verificam-se distirbios hipotalamicos
e hiperfagia.

Apbs nossos resultados em animais obesos induzidos por dieta hiperlipidica
apresentarem aumento do contetddo proteico de MKP-3, assim como a menor resposta
na fosforilacdo de Foxol e de Erkl/2 como mediadoras da sinalizacdo da insulina,
foram obtidos resultados referentes ao efeito do exercicio fisico agudo de natagdo sobre

a protefna MKP-3 e proteinas de interesse na condi¢io de obesidade.
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Na Figura 20 observamos a evolu¢do da massa corpdérea dos animais durante
oito semanas de experimento. O grupo que recebeu a dieta rica em gordura teve maior

aumento na massa corpérea total em relagdo a seus grupos controles.

Massa Corpodrea

Gramas (g)

-o-- Controle
-2 Obeso

Semanas

Figura 20. Valores referentes a massa corporal total dos animais dos grupos controle
(magro) e obeso (n=5). Dados referentes as médias e erro padrio da média de cada
grupo experimental. * diferente do grupo controle, p<0.05.

Nossos proximos ensaios foram realizados com animais obesos nao exercitados
e animais obesos exercitados. Na figura 21 foram apresentados os resultados referentes
a massa corpérea dos grupos controle obeso sedentdrio e obeso exercitado. Observamos
que o grupo obeso apresentou maior massa corpdrea e quantidade de tecido adiposo
quando comparados ao controle, porém nao ha diferenca para esses parametros entre os

grupos obeso e obeso exercitado.
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Figura 21. Valores referentes ao ganho da massa corpdrea total (A). Ganho de gordura
epididimal dos animais dos grupos controle, obeso e obeso exercitado (B). As barras
presentes nos graficos representam a média e o erro padrao da média (SEM) (n=5).
*p<0.05 versus grupo controle.

Em adi¢do, na figura 22, observamos que em condi¢cdes de obesidade, a proteina
MKP-3 estd aumentada em relacdo ao grupo controle (Figura 16A). O protocolo de
exercicio agudo utilizado nao foi capaz de suprimir o conteido de MKP3 no hipotdlamo
quando comparado ao grupo obeso ndo exercitado (Figura 16B). Ao contrdrio,
verificou-se que o conteido de MKP-3 foi maior em resposta ao exercicio se
comparados aos camundongos que nao foram submetidos ao protocolo de exercicio no

mesmo periodo.
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Figura 22. Expressdo da proteina MKP-3 em hipotdlamo de animais controles e obesos
induzidos por dieta rica em gordura (A). Expressao da proteina MKP-3 em hipotdlamo
de animais obesos sedentérios e obeso exercitado (B). As barras presentes nos graficos
representam a média e o erro padrio da média (SEM) (n=5). *p<0.05 versus grupo
controle.

A seguir, apds a cirurgia estereotdxica e implante da canula no terceiro
ventriculo, houve injecdo de insulina i.c.v e andlise da fosforilagdo e conteudo total de
proteinas importantes na via de sinalizagdo da insulina. Ao comparar a fosforilacdo da
Akt e FoxOl1 verificamos que ndo ocorreu diferenca significativa entre os grupos

estudados apds estimulo com insulina (Figura 23).
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Figura 23. Conteudo total e de fosforilagdo de Akt e Foxol no hipotdlamo de animais
obesos induzidos por dieta rica em gordura sedentdrios e exercitados. As barras
presentes nos gréificos representam a média e o erro padrdo da média (SEM) (n=5).
*p<0.05 versus grupo controle.
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6. DISCUSSAO

A sinalizacdo da insulina no hipotdlamo tem papel importante no equilibrio do
balanco energético e manutencdo da massa corporal total. Através da proteina Akt e
fosforilacdo do fator transcricional FoxOl, a insulina regula a expressdo de
neuropeptideos orexigénicos como NPY e AgRP no hipotdlamo. Condi¢des em que
ocorrem distdrbios na sinalizacdo da insulina observa-se aumento da fome e da
adiposidade corporal (VELLOSO., 2006). Reconhecidamente a oferta de uma dieta rica
em gordura saturada e hipercaldrica estd associada com prejuizos na sinalizacdo da
insulina, fosforilacdo e extrusdo da FoxOl em neurdnios hipotalamicos, induzindo a
hiperfagia (ROPELLE et al., 2009; CINTRA et al., 2012) . Os mecanismos atrelados a
esta desregulacdo ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Em nosso estudo,
demonstramos que a MKP-3 pode ser uma molécula de acdo prejudicial no controle da
fome exercido pela insulina pela acdo em desfosforilar diretamente a FoxOl
hipotalamica. Tantos os experimentos realizados com animais, quanto em células,
permitem apontar que o aumento de MKP-3 no hipotdlamo prejudica a a¢do da insulina
sobre a FoxOl. Os experimentos in vivo mostram que isso estd relacionado a um
aumento na ingestao alimentar.

Previamente, verificou-se que uma dieta rica em gordura inibe a fosforilacdo e a
posterior degradacdo de FoxOl induzida pela insulina, aumentando sua atividade
nuclear e a hiperfagia em ratos (ROPELLE et al., 2009). Em contraste, foi demonstrado
que o tratamento com oligonucleotideo antisense (ASO) da FoxO1 bloqueou o efeito
orexigénico da insulina no hipotdlamo, e impediu a resposta hiperfigica nestes animais
(ROPELLE et al., 2009). No presente estudo relatamos que animais obesos, induzidos
por dieta, apresentam aumento do conteido proteico de MKP-3, assim como menor
resposta na fosforilacdo da FoxO1 como mediadora da sinaliza¢do da insulina.

O mecanismo de acdo da MKP-3 sobre a FoxOl tinha sido previamente
demonstrado na literatura, no qual o estado de obesidade esta estritamente relacionada
com o aumento do conteudo de MKP-3 em tecidos da periferia, tanto em modelos
transgénicos (ob/ob) (WU et al., 2010), como através da indugdo por dieta rica em
gorduras (WU et al., 2010; JIAO et al., 2012). Entretanto, este mecanismo envolvendo
desfosforilagdo da FoxO1 hipotalamica pela MKP-3, ainda ndo havia sido estudado na

condicdo de obesidade.
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MAP-quinase da fosfatase 3 (MKP-3), que ¢ também conhecida como proteina
fosfatase de especificidade dual 6 (DUSP6), pertencente a uma importante familia de
proteinas fosfatases. Estas fosfatases inativam membros da proteina ativada por
mitogénio (MAP) membros da familia quinase (ERK, JNK, p38) por desfosforilacdo
(CAMPS et al., 2000; DICKINSON et.al., 2006). Em um estudo que investigou a
atividade da MKP-3 in vitro apontaram que ela pode apresentar diferentes preferéncias
de substratos de acordo com o tipo de célula e condi¢do fisioldgica na qual se encontra
(NDONG et al., 2014).

Observa-se que MKP-3 ¢ um mediador importante na homeostase da glicose
através da promocao da gliconeogénese hepética (WU et al., 2010). O efeito desta sobre
a producdo de glicose hepética € encontrado através de desfosforilacdo e ativacdo de
FoxO1, um fator de transcricdo com um papel bem estabelecido na gliconeogénese e na
diminui¢do da sensibilidade a insulina hepética. MKP-3 interage com FoxO1 e promove
a sua translocacdo nuclear por desfosforilacao na serina 256 (WU et al., 2010). Inibi¢ao
de MKP-3 no figado de animais obesos induzidos por dieta e ob/ob é suficiente para
atenuar hiperglicemia relacionada com a obesidade e melhorar a sensibilidade a insulina
sistémica, maior gasto energético e menor adiposidade corporal e hepatica, quando
comparados a animais selvagens na mesma dieta (WU et.al., 2010; PAULI et.al., 2014).

Desta maneira, também € consenso que a fosforilacdo da FoxO1 é reduzida nesta
condi¢do patoldgica, podendo a MKP-3 ser uma proteina chave para este fendmeno.
Uma das principais proteinas responsaveis por fosforilar e inativar a FoxO1 apds o
estimulo de insulina é a Akt (RODRIGUES et al.,, 2015; ROPELLE et al., 2010).
Reconhecidamente um dos principais distirbios moleculares hipotalamicos atribuidos a
obesidade € a incapacidade da insulina propagar seu sinal intracelular, resultando em
menor fosforilacdo da Akt (RODRIGUES et al.,, 2015; ROPELLE et al., 2010),
conforme os achados do presente estudo. A fosforilagdo da FoxO1 pela Akt resulta em
sua extrusdo nuclear e sua consequente degradacdo. (RODRIGUES et al., 2015;
ROPELLE et al., 2010).

Nossos resultados apresentam que, a proteina MKP-3 também € uma das
principais reguladoras (por desfosforilacdo) da FoxO1 e da Erk (JUREK et al., 2009;
FENG et al., 2012; NDONG et al., 2014; FENG; HE; XU et al., 2014; FENG et al.,
2014). Estudos sugerem que no hipotdlamo FoxOl, se aponta como um importante

substrato da MKP-3 de acordo com o tipo de célula e condi¢do fisiologica na qual se
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encontra o organismo (RAHMOUNI et al., 2009). Além desta, a insulina também atua
na ativacdo da via MEK/pErk, contribuindo para a inibicio da transcricdo de
NPY/AgRP (MAYER; BELSHAM., 2009; RAHMOUNI et al., 2009). A fosforilacdao
da Erk hipotalamica também apresenta grande importancia sobre o metabolismo
energético, uma vez que ela é necessdria para a regulacdo da termogénese
(RAHMOUNI et al., 2009).

A administracdo de inibidor farmacolégico da Erk em células hipotalamicas
(mHypoE-46) prejudicou a capacidade da insulina em reduzir os niveis de NPY e AgRP
RNAm (MAYER; BELSHAM., 2009). Andlises de sitios de ligacdo de fatores
transcricionais revelaram que, apds a fosforilagao pelo estimulo da insulina, a Erk ativa
fatores de transcricdo capazes de se ligar a regides regulatorias de NPY e AgRP 5°,
reprimindo assim a transcricdo génica destes neuropeptidios orexigénicos (MAYER;
BELSHAM., 2009). Ademais, a fosforilacdo da Erk hipotalamica estd relacionada ao
aumento da termogénese e, por outro lado, apds sua inibi¢do farmacoldgica, ocorreu
reducdo da termogénese e da ativacdo do tecido adiposo marrom pelo hipotdlamo
(RAHMOUNI et al., 2009).

Sendo assim, visto o importante papel da FoxO1l e da Erk no controle da
ingestdao alimentar, nés avaliamos o comportamento da fosforilacio destas duas
proteinas em resposta ao estimulo de insulina em animais controles e obesos. Foi
observado que animais obesos demonstraram no hipotdlamo tanto aumento do contetido
de MKP-3 como diminui¢do da fosforilagdo da FoxOl e da Erkl/2. Estes dados
sugerem a atividade fosfatase da MKP-3 sobre estes alvos no tecido hipotaldmico na
condicdo de obesidade.

Além disso, nds investigamos se estes mecanismos moleculares estavam
atrelados a alteracdoes metabdlicas e fisiologicas na condi¢do de obesidade. Observamos
que a ingestdo alimentar dos animais obesos foi maior durante um periodo de 12h apds
o estimulo de insulina. Tais distirbios foram acompanhados por aumento no peso e
adiposidade corporal, menor sensibilidade a insulina e intolerdncia a glicose nos
animais obesos.

Para reforcar os achados na literatura, nés avaliamos o efeito da superexpressao
da proteina MKP-3 em células HEK293 visando sua agdo fosfatase sobre a proteina
FoxO1. Posteriormente, para confirmar esta acdo in vivo, foi injetado no hipotadlamo de
camundongos Swiss um vetor adenoviral carregando o gene da MKP-3. Nossos

resultados confirmam que apds a transfeccao com plasmideo adenoviral, foi encontrado
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um importante aumento na MKP-3 em relacdo ao grupo EGFP e o CTL nas células
HEK293. Para avaliar o efeito da superexpressdo da MKP-3 em algumas proteinas
envolvidas com os sinais intracelulares da insulina, as células foram tratadas com
insulina. Sendo assim, ficou evidente em nossos resultados que o estimulo de insulina
aumentou a fosforilacdo da FoxO1 e que o aumento de MKP-3 estd relacionado com a
menor fosforilagdo da FoxO1 em células HEK293, mesmo apds o estimulo de insulina.
Este comportamento da pFoxO1 em apresentar reducdo da fosforilacdo, demonstrou ser
um alvo importante da atividade fosfatase da MKP-3 em células HEK293.

Para avaliar se estas evidéncias se perpetuam in vivo, Ad-MKP3 foi injetado
diretamente no hipotdlamo de camundongos Swiss alimentados com dieta padrdao, com
o objetivo de entender o papel da MKP-3 sobre uma importante estrutura reguladora da
homeostase energética. Observamos através da técnica de imunofluorescéncia que a
microinje¢do do vetor adenoviral da MKP-3 atingiu a regido do terceiro ventriculo e
isso foi acompanhado por significativa redu¢do da FoxO1 mesmo apds o estimulo com
insulina, confirmando os nossos dados primeiramente encontrados em células HEK293.

O entendimento da acdo da MKP-3, tanto em meio celular como no tecido
hipotalamico, poderd ampliar o conhecimento sobre biomoléculas de efeito sobre o
controle da fome e abrir portas para novos alvos terapeuticos. Um estudo anterior de
nosso grupo de pesquisa demonstrou o aumento da MKP-3 na condi¢do de obesidade
em reduzir a fosforilagdo da FoxO1 no tecido hepético, levando ao descontrole da
producdo hepdtica de glicose pela insulina (PAULI et al., 2014). Por fim, esta proteina
se relaciona através de uma regulacdo reciproca, podendo atuar sobre importantes
regulacdes fisiolgicas envolvendo o metabolismo energético.

Outro dado interessante foi demonstrado por Ndong et al. (2014), onde foi
observado que a condicao fisiologica da célula pode regular a preferéncia de substratos
da proteina MKP-3. Ao administrar lipopolissacarideos (LPS), estimulando uma reacao
pro-inflamatoria em astrocitos com superexpressao de MKP-3, houve uma preferencial
reducdo da pJNK do que comparado a da pERK extrema importancia, visto que o
hipotdlamo € um Orgdo fundamental para manter a homeostase energética, € a
desregulacdo deste mecanismo ocorre em condi¢Oes de sindrome metabdlica, obesidade
e Diabetes Mellitus tipo 2 (TRAN et al., 2016; ARRUDA et al., 2011).

Essas evidéncias sugerem um novo mecanismo pelo qual a proteina MKP-3
poderia modular outras regides e neurdnios especificos no hipotdlamo envolvido com a

homeostase energética. Com isso, cabe aos proximos estudos avaliarem a preferéncia de
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substrato para a atividade fosfatase da MKP-3 na condi¢do de obesidade e outras
sindromes metabdlicas. O entendimento destes mecanismos € necessdrio para o
desenvolvimento de estratégias eficazes em situacdes de patologias envolvendo a
desregulacdo desta via molecular. Nossos achados contribuem com novas evidéncias
sobre os mecanismos moleculares hipotalamicos envolvidos no desbalanco da
homeostase energética e da ingestdo alimentar na condi¢do de obesidade e resisténcia a
insulina. Portanto, tomando em conjunto nossos resultados, pode-se considerar que o
aumento de MKP-3 no hipotdlamo, no minimo em parte, contribui com distirbios na via
de sinalizacdo da insulina através do seu efeito em desfosforilar a FoxOl e Erk,
induzindo hiperfagia e obesidade nos animais.

Buscamos também investigar os efeitos do exercicio fisico sobre esta fosfatase.
Ap6s a sessdo de exercicio, foram analisados os resultados entre os animais obesos e
obesos exercitados agudamente. Como esperado, nao houve diferenca nas varidveis
corporais apds o exercicio por tratar-se de apenas uma sessdao de exercicio de natacdo.
Nos aspectos moleculares, foi encontrado aumento do contetido proteico de MKP-3 nos
animais obesos quando comparados aos animais controle, e esse comportamento foi
reproduzido com o grupo obeso exercitado, assim como um decorrente aumento na
fosforilagao de Foxol que estdo atenuadas nos animais obesos, mesmo na presenga de
insulina.

O exercicio fisico induz a produgdo e secrecao de miocinas durante a contragao.
Essas moléculas podem induzir alteragdes metabdlicas em outros tecidos ou 6rgdos,
como figado, tecido adiposo, pancreas e hipotdlamo (KOH et al., 2006). A resposta anti-
inflamatéria mediada pelo exercicio € realizada por IL-10, receptor de IL-1, antagonista
(IL-1ra), receptores de TNF soluveis (STNF-R) e principalmente por IL-6 (PICARDI et
al.,, 2010). IL-6 é frequentemente classificado como uma citocina pro-inflamatoria,
embora dados consistentes também demonstraram que a IL-6 induz uma resposta anti-
inflamatodria e pode atenuar a inflamacao das respostas de fase aguda (PICARDI et al.,
2010). Recentemente, mostramos que o exercicio fisico reduz a hiperfagia em animais
obesos pela redugdo hipotalamica de IKK beta/ NF-kB e ativacdo do estresse ER por
meio da atividade anti-inflamatéria IL-6 e IL-10 (ROPELLE et al., 2010). Os efeitos
anti-inflamatdrio do exercicio evidenciados pela produgdo de IL-6 e IL-10 foram
observados em diferentes modelos de roedores € humanos (LIU et al., 2011; ROPELLE
et al., 2006; BACKBERG et al., 2004).
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No presente estudo, buscamos mostrar um novo mecanismo pelo qual a dieta
rica em gordura prejudica a sensibilidade hipotalamica da insulina e leva a hiperfagia e
obesidade. E o papel do exercicio fisico como importante ferramenta ndo farmacoldgica
regulando esta via. A literatura destaca que dentre as principais proteinas
desfosforiladas pela MKP-3 em diferentes tecidos estio FoxO1 (MAYER, BELSHAM
et.al., 2009; FENG et.al., 2012), ERK e JNK ( RAHMOUNI et al., 2009; PAULI et al.,
2014), todas envolvidas na via de sinalizacdo da insulina. Especialmente a fosforilagio
da ERK € demonstrada como um dos principais mecanismos de inativacdo da MKP-3
(NDONG et al., 2014; PAULI et al., 2014) e a sinalizacdo intracelular da insulina pode
ser um dos principais gatilhos para este processo (NDONG et al., 2014). Sendo assim,
especula-se uma fina interacao entre a atividade da MKP-3 e a via da insulina. Contudo,
ainda ndo se encontra dados na literatura que evidenciam a acdo e consequéncia do
aumento desta proteina no sistema nervoso central, e sua relacdo com o exercicio fisico.

Além disso, um estudo prévio do nosso laboratério mostrou o importante efeito
do exercicio fisico como uma ferramenta nao farmacolégica por alterar a expressao, ou
a atividade, das proteinas envolvidas na transdu¢do do sinal da insulina em hipotalamo.
No estudo de Ropelle (2010), apds estimulo com insulina em roedores submetidos a
uma sessao aguda de exercicio de natagcdo, observou-se reducdo na ingestdo alimentar,
assim como as infusdes intracerebroventriculares de leptina ou insulina reduziram a
ingestdo alimentar nos animais exercitados de forma mais acentuada do que se observou
nos animais sedentdrios. A Leptina ou insulina estimulou a fosforilacdo das proteinas
IRS-1/2, assim como as associagdes destes substratos com a fosfatidil-3-quinase (PI3q),
melhorando o sinal da Akt e Foxol. Observou-se também que a fosforilacdao
hipotaldmica da Akt foi menor nos animais sedentdrios se comparados aos exercitados
(WU et al., 2010). Um outro estudo também de nosso grupo de pesquisa demonstrou a
eficiéncia do exercicio fisico em atenuar a MKP-3 e aumentar a pFoxO1 no tecido
hepético, melhorando o controle da produgdo hepatica de glicose pela insulina (PAULI
et al., 2014).

No entanto, as agdes do exercicio sobre a MKP-3 no hipotdlamo sdo totalmente
desconhecidas, sendo necessdrios mais estudos sobre o papel dela no sistema nervoso
central. Visto que a hipdtese inicial do nosso trabalho € que o exercicio fisico seria
capaz de reduzir o contetido de MKP-3 e isso levaria a um aumento da acdo da Akt
sobre a FoxO1, diminuicdo da ingestdo alimentar, e isso ndo foi confirmado. Pretende-

se fazer outros ensaios para confirmar esses resultados. Uma possibilidade € que o
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aumento da MKP-3 em resposta ao exercicio possa estar associado preferencialmente
com outras proteinas especificas, como a JNK, talvez, ndo seja tdo imprescindivel a
MKP-3 estar aumentada em resposta ao exercicio. Portanto, experimentos com
superexpressao ou inibicdo da MKP-3 em animais exercitados poderdo contribuir para
elucidar esta questdo. Além disso, a investigacdo do efeito de diferentes protocolos de
exercicio e tempo mais longo de extracdo do hipotdlamo apds o exercicio poderdao
auxiliar no entendimento da regulacao da MKP-3 através do exercicio. Por fim, um
nimero maior de ensios se mostram necessdrios para confirmagdo desses achados do
presente estudo.

Levando em conta as limitacdes do presente estudo e os achados observados,
pode-se considerar que a MKP-3 no hipotdlamo participa negativamente do controle da
fome. Esses dados levam a crer que implicacdes envolvendo o aumento da atividade da
proteina MKP-3 no hipotdlamo podem colaborar com os distirbios associados a
ingestao alimentar na condi¢io de obesidade e de resisténcia a insulina no hipotdlamo.

Os dados encontrados nas etapas do trabalho irdo consolidar cada vez mais a
importancia deste mecanismo no controle energético e metabdlico, prevenindo e
atenuando a resisténcia a insulina em condi¢cdes de obesidade. Sdo escassos na
literatura, resultados que propdem a¢do da MKP-3 no SNC, sendo que se faz necessario
avaliar mais a fundo seus mecanismos de ativagdo, assim como seu papel na ingestao
alimentar e a influéncia de diferentes protocolos de Exercicio Fisico. A seguir, na figura

abaixo, estao ilustrados os resultados encontrados durante os experimentos.
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Figura 24. Esquema Ilustrativo da via de sinaliza¢do da insulina e do mecanismo pelo
qual a obesidade aumenta o conteido proteico de MKP-3, e resulta no aumento da
ingestao alimentar por desfosforilacdo da Foxol em hipotdlamo de camundongos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou o aumento do contetddo proteico da proteina MKP-3
no hipotdlamo na condi¢do de obesidade induzida por dieta rica em gordura saturada. E
consequente prejuizo na fosforilagdo da proteina FoxOl na via de sinalizagdo de
insulina. Ademais, os resultados obtidos mostram que em ensaios com superexpressao
da MKP-3 tanto em células HEK293 como no tecido hipotalamico de camundongos
controle estdo associadas a diminuicdo da fosforilacdo da FoxO1 e da Erk1/2. Estes
resultados foram acompanhados por aumento na ingestdo alimentar e da massa corporal
total e adiposa dos camundongos. Estas novas evidéncias ampliam o conhecimento
sobre os mecanismos de acdo molecular envolvidos com os distirbios associados a

ingestdo alimentar na condi¢do de obesidade em roedores.
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