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RESUMO

A obesidade tem alta prevaléncia mundial, é caracterizada pelo acimulo de tecido adiposo que
afeta negativamente a saide de um individuo. Os hormoénios insulina e leptina agem no hipotdlamo e,
a partir de sua sinalizacdo intracelular, sdo capazes de modificar a expressdo de neuropeptidios,
levando ao equilibrio entre ingestdo alimentar e gasto energético. A Cdc2-like kinase 2 (CLK2) é uma
quinase descrita no figado e tecido adiposo marrom (BAT) que responde a insulina e pode regular a
gliconeogénese no figado e a termogénese no BAT. Animais submetidos cronicamente a dieta
hiperlipidica apresentam deficiéncia na regulacdo de CLK?2 nesses tecidos. Sendo assim, os objetivos
do presente estudo sdo avaliar a expressdo e regulacdo da proteina quinase CLK?2 no hipotdlamo em
resposta a insulina e leptina e seu possivel papel no controle do metabolismo energético. Nossos
resultados demonstraram com ineditismo que a CLK2 € expressa em neurdnios hipotalamicos; sua
fosforilagdo no sitio treonina 343, correspondente a sua maior atividade, foi aumentada pela
realimentacdo precedida de jejum prolongado e pelos hormodnios insulina e leptina injetados
agudamente por via intracerebroventricular. Essa resposta foi dependente de PI3K e AKT. A
fosforilagdo em treonina 343 da CLK2, em resposta a insulina e leptina, foi reduzida no hipotdlamo de
animais com obesidade induzida por dieta hiperlipidica e nos modelos de obesidade dbdb, que
possuem deficiéncia do receptor de leptina. A inibi¢do farmacoldgica e também a delecdo da
expressdo da CLK2 no hipotdlamo induziu obesidade, pelo menos em parte, devido a hiperfagia e pela
diminui¢do do gasto energético. Por outro lado, a superexpressao de CLK?2 no hipotdlamo de animais
obesos, acarretou em diminuicdo da massa corporal e adiposa, da ingestdo alimentar e aumentou o
gasto energético. Os dados deste trabalho sugerem que a CLK?2 integra a sinalizacdo de insulina e
leptina do hipotdlamo contribuindo para o controle da homeostase energética, sendo uma molécula

promissora como alvo terapéutico da obesidade.



Palavras-chave: hipotdlamo; homeostase; leptina; insulina.



ABSTRACT

Obesity prevalence is increasing worldwide and it is characterized by excess of adipose tissue
potentially harmful for health. The hormones insulin and leptin act in hypothalamus and through their
intracellular signaling can modify neuropeptides expression, leading to the balance between food
intake and energy expenditure. CLK2 was described in liver and BAT as a kinase responsive to insulin
that regulates gluconeogenesis in liver and thermogenesis in BAT. Mice chronically fed with high-fat
diet have shown impairment in CLK?2 regulation in those tissues. In this sense, the aims of this study
were to investigate CLK2 expression and regulation in hypothalamus in response to insulin and leptin
and its hypothetical role in energy metabolism control. Our data shows for the first time that CLK?2 is
expressed in hypothalamic neurons and CLK?2 threonine 343 phosphorylation was crucial for this
kinase activity, furthermore, CLK2 phosphorylation was induced by refed after prolonged fasting and
by ICV injections of insulin and leptin. This effect was dependent of PI3K and AKT. Clk2 threonine
343 phosphorylation, in response to insulin and leptin, was decreased in HFD-fed and dbdb mice.
Pharmacological inhibition as well as deletion of CLK?2 expression in hypothalamus induced obesity
due, at least in part, to hyperphagia and energy expenditure depletion. On the other hand, CLK?2
overexpression in hypothalamus of obese mice led to body weight, adiposity and food intake decrease
and energy expenditure increase. Data shown herein suggest that CLK?2 integrates hypothalamic
insulin and leptin signaling, and contributes for energy homeostasis control, being a promising

molecule for new therapeutic approaches for obesity.

Key words: hypothalamus; homeostasis; leptina; insulin.
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INTRODUCAO

A obesidade € definida como o acimulo de tecido adiposo que afeta negativamente a saide de um
individuo. O critério mais difundido para classificacio de obesidade e sobrepeso é o Indice de Massa
Corporal (IMC), que ¢ calculado dividindo-se o peso corporal pela altura ao quadrado. De acordo com
a literatura, um individuo é considerado com sobrepeso se o IMC estiver entre 25 e 29,9 kg/m? e

considerado obeso quando o IMC estiver igual ou maior que 30 kg/m? (Sperrin et al., 2014).

Em 2008, a prevaléncia mundial de sobrepeso entre adultos maiores de 20 anos era de 35%,
praticamente o dobro da prevaléncia registrada em 1980. Em 2014, aproximadamente 2 bilhdes de
adultos maiores de 18 anos, 39% da populacdo mundial, apresentavam sobrepeso, e destes, 600
milhdes eram obesos, aproximadamente 13%. Em todo o mundo, ao menos 2,8 milhdes de mortes por

ano sdo causadas pelo sobrepeso e obesidade (Organizacdo Mundial de Saude, 2017).

Nos Estados Unidos, a prevaléncia de obesidade em 2014 estava entre 36,5 ¢ 38% do total da
populacdo adulta, destes, 8% apresentavam obesidade extrema (IMC > 40 kg/m?). A propor¢do de
jovens americanos com idade entre 17 e 24 anos que apresentam sobrepeso é de um em cada quatro,
contribuindo com o gasto de milhdes de ddlares para tratamentos médicos desde a juventude (National

Center for Health Statistics, 2017; The State of Obesity, 2016).

No Brasil, houve aumento de 26,3% na prevaléncia de sobrepeso em dez anos; em 2006 era de
42,6% dos adultos e, em 2016, verificou-se que 53,8% da populacdo adulta apresentava sobrepeso. De
forma alarmante, a prevaléncia de obesidade aumentou aproximadamente 60% em dez anos; em 2006

era de 11,8% dos adultos e chegou a 18,9% da populacado adulta em 2016 (VIGITEL Brasil 2016).

Outrora considerados problemas de paises desenvolvidos, o sobrepeso e a obesidade, atualmente

sdo também frequentes em paises em desenvolvimento, particularmente nas areas urbanas. A maior
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parte da populagdo mundial vive em paises onde o sobrepeso e a obesidade sdo mais prevalentes que a

desnutri¢do (Organizagdo Mundial de Sadde, 2017).

Existe a correlacdo positiva entre obesidade e doengas como diabetes mellitus tipo 2, hipertensado
arterial, cancer dentre outras (Stamler et al., 1978; Hu et al., 2004; Olshansky et al., 2005; Pischon et
al., 2008; Berrington De Gonzalez et al., 2010). Nesse sentido, houve aumento da prevaléncia de
diabetes; de 5,5% em 2006 para 8,9% de individuos diagnosticados em 2016; e também na prevaléncia
de hipertensdo arterial que era de 22,5% e aumentou para 25,7% da populacao brasileira (VIGITEL

Brasil 2016).

Em condi¢des fisioldgicas os mamiferos sdo capazes de manter o peso corporal por grandes
periodos de tempo, mesmo com flutuagdes pontuais da quantidade de calorias ingeridas e demanda de
gasto energético, sem modificacdo da adiposidade (Van Der Klaauw e Farooqi, 2015). Esta capacidade
de ajustar a ingestdo alimentar em resposta a mudancas de demanda energética é fundamental para a
sobrevivéncia (Morton et al., 2006) e o hipotdlamo tem papel fundamental nesta regulacdo. O
hipotdlamo € considerado como o centro integrativo entre sinais hormonais e nutricionais advindos de

orgaos periféricos e a homeostase energética (Belgardt e Bruning, 2010).

A identificacdo da agdo hipotalamica de nutrientes e hormonios periféricos, como insulina e
leptina, tem auxiliado o entendimento dos circuitos neuronais que controlam o balango energético
(Belgardt et al., 2008; Mesaros et al., 2008; Konner et al., 2009; Klockener et al., 2011; Konner et al.,
2011; Morton e Schwartz, 2011).

O hormdnio derivado do pancreas, insulina, € o hormdnio produzido pelos adipdcitos, leptina,
agem no hipotdlamo, controlando a ingestdo alimentar e o gasto energético (Schwartz et al., 2000;
Woods et al., 2000; Woods e Seeley, 2000; Morton e Schwartz, 2001). No hipotdlamo, a insulina

sinaliza através do seu receptor que sofre uma modificagdo conformacional, ativando sua subunidade 3
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(White, 1997). Uma vez ativo, este sitio catalisa a fosforilacdo em tirosina de proteinas que contém o
dominio SH2, como por exemplo, os substratos do receptor de insulina (IRS), sendo os mais
estudados, o IRS-1 e o IRS-2. A fosforilacgdio de IRSs promove a ligacdo e ativacdo da
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K). Uma vez ativa, a PI3K catalisa a fosforilacdo dos fosfoinositideos
na posic¢ao 3 do anel de inositol, produzindo fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-3,4-difosfato
e fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato. O produto fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato gerado pela PI3K pode
regular a quinase dependente de fosfoinositol 1(PDK-1), uma serina/treonina quinase que fosforila e
ativa a proteina quinase B (AKT). A AKT fosforilada promove a fosforilacdo e a exclusdo do nicleo
celular do fator de transcricdo forkhead box O1 (FoxO1), modulando assim a transcri¢do de genes de
interessa ao metabolismo energético. A FoxO1 participa da regulacdo do sistema melanocortina por
meio do aumento da expressdo do gene Agouti-related protein (AgRP) e da reducdo da expressdo do

gene pro-opiomelanocortin (POMC) no nicleo arqueado do hipotdlamo (Sasaki e Kitamura, 2010).

Camundongos obob que possuem deficiéncia na producdo de leptina, ou camundongos dbdb que
apresentam mutagdo dos receptores de leptina (LEPR) sdo obesos e hiperfagicos (Ingalls et al., 1950;
Clement et al., 1998). A delecio de LEPR especificamente em células hipotalamicas acarretou em
fendtipo similar ao do camundongo dbdb (Ring e Zeltser, 2010).

Animais com delecio de LEPR ou moléculas downstream ao receptor como STAT3 e PI3K em
neurdnios AgRP e POMC mostraram resposta atenuada ao efeito anorexigénico da leptina (Gong et
al., 2008; Hill et al., 2008; Van De Wall et al., 2008). Camundongos com delecdo de LEPR em
neurénios do ARC mostraram diminuicdo de atividade locomotora, temperatura e gasto energético
(Coppari et al., 2005; Kievit et al., 2006; Hill et al., 2008; Mesaros et al., 2008; Van De Wall et al.,
2008; Al-Qassab et al., 2009). Adicionalmente, a delecio de LEPR em neurdnios do VMH levou ao

desenvolvimento de obesidade e diminui¢do dréstica de gasto energético em modelos animais (Dhillon
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et al., 2006; Bingham et al, 2008). Conjuntamente, esses dados revelam que a sinalizagdo
hipotalamica da leptina € crucial para sua agdo no metabolismo energético.

Uma vez secretada na circulacido sanguinea, a leptina atravessa a barreira hematoencefdlica e entra
no sistema nervoso central. Ao atingir o hipotdlamo, a sinalizacdo da leptina se inicia pela ligacdo a
forma longa do seu receptor, que € ativado e conduz o recrutamento da Janus kinase 2 (JAK2), que
fosforila o LEPR. A proteina signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) se liga ao
LEPR ativado e € fosforilado pela JAK2. A fosforilagdo da STAT3 causa a formacao de dimeros e a
transloca para o nucleo celular, onde modula a transcri¢cdo dos genes AgRP e POMC que reduzem a
ingestdo alimentar e aumentam o gasto energético.

E descrito que as vias de sinalizacdo intracelular de insulina e leptina possuem alvos em comum no
hipotdlamo (Kim et al., 2000). Em neuronios hipotalamicos, a leptina causa a fosforilacio da via
(IRS)/PI3K através da fosforilacio de IRS pela proteina JAK2 (Niswender et al, 2001).
Adicionalmente, a inibicdo farmacoldgica da PI3K, por meio da administracio de LY294002 ou
wortmannin por injecdes intracerebroventriculares (ICV), reduziu o efeito anorexigénico da leptina em
ratos, sugerindo que a via PI3K tem um papel central no controle da ingestdo alimentar mediado por
este hormonio (Niswender et al., 2001; Niswender, Gallis, ef al., 2003; Niswender, Morrison, et al.,
2003).

Em condigdes fisioldgicas, neuropeptideos orexigénicos como neuropeptideo Y (NPY) e AgRP
tem sua expressdo reduzida a partir da estimulacdo de insulina ou leptina. Em contraste,
neuropeptideos anorexigénicos como a-melanocyte stimulating hormone (o0MSH) produzido por
neurdnios do tipo POMC tem sua liberacdo aumentada pelos hormonios descritos (Morton e Schwartz,
2001; Kim et al., 2006; Kitamura et al., 2006; Pardini et al., 2006; Fukuda et al., 2008; Belgardt e

Bruning, 2010).
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As CLKs (Cdc2-like kinases) sdo uma familia de proteinas amplamente expressas em diferentes
tecidos e evolutivamente conservadas em eucariotos. Em geral, foram relacionadas ao splicing

alternativo ao induzir a fosforilacdo de dominios SR de fatores de transcricao (Duncan et al., 1998)

Os niveis proteicos de CLK?2 sdo regulados por jejum seguido de realimentagdo, e sua atividade €
induzida por insulina de maneira dependente da via PI3K/AKT em figado de camundongos e cultura

de hepatécitos. A fosforilagio de CLK2 no sitio treonina 343 (CLK2™%

) foi mostrada como crucial
para aumentar sua atividade quinase e, assim, contribuir na supressdo da transcricdo de genes

responsaveis pela gliconeogénese hepatica, auxiliando o controle glicémico do organismo (Nam et al.,

2010; Rodgers et al., 2010).

Dentre os 6rgios que auxiliam no controle do metabolismo energético, o tecido adiposo marrom
(BAT) tem se tornado um elemento de destaque nos ultimos anos, principalmente apds a descoberta
deste tecido ativo em seres humanos adultos (Lee et al., 2016). O BAT ¢ caracterizado por apresentar
grande ndmero de mitocondrias e expressao da proteina uncoupling protein 1 (UCP-1), indispensaveis
para o processo de termogénese. A termogénese é o processo bioldgico pelo qual a o organismo
controla a homeostase térmica podendo ser ativado pela exposi¢do ao frio e também induzido por

alimentacdo (Lage et al., 2016; Lee et al., 2016).

A termogénese é desencadeada através do desacoplamento da respira¢do mitocondrial da produgdo
de ATP, mediada pela proteina UCP-1, que € encontrada na membrana mitocondrial interna.
Utilizando-se do transporte de elétrons gerado pela oxidacdo dos dcidos graxos, a UCP-1 permite o
retorno dos prétons para a matrix mitocondrial, evitando a producdo de ATP e aumentando a

dissipacdo de energia como calor.

A estimulag@o simpdtica através da liberacdo de noradrenalina nos terminais nervosos do BAT

acarreta na ativacao dos receptores adrenérgicos, principalmente os do tipo B3, que leva a ativagdo,
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respectivamente, das proteinas de adenylate cyclase (AC) e protein kinase A (PKA), apés aumento do
cAMP intracelular. A proteina PKA, por sua vez induz a lipdlise, com consequente aumento dos niveis
de acidos graxos livres. Os 4cidos graxos sdo transportados para mitocOndria, onde sdo oxidados e
formam NADH e FADH, que sdo oxidados pela cadeia transportadora de elétrons. Os prétons sdo
forcados a entrar novamente na matriz mitocondrial através da UCP-1, e este retorno dos prétons
libera energia, dissipada em forma de calor (Contreras 2014) O hipotdlamo pode controlar a
termogénese através de sinais neurais do sistema nervoso simpético, induzindo ou reprimindo este

processo (Waterson e Horvath, 2015).

Recentemente, Hatting e colaboradores demonstraram que a CLK2 é expressa no BAT e que sua
atividade aumentava a partir da realimentacio apds jejum prolongado. Camundongos com delecdo de
CLK?2, especificamente no BAT, desenvolveram fendtipo obeso. Esse fenétipo foi decorrente, pelo
menos em parte, da diminuicdo da capacidade termogénica durante o jejum intermitente com dieta
hiperlipidica. Adicionalmente, estes animais apresentaram diminui¢do do consumo de oxigénio e dos
niveis proteicos de UCP-1 no BAT. Portanto, nesse estudo, sugere-se que a CLK2 expressa no BAT

participa da regulacdo da termogénese (Hatting et al., 2017).

Em conjunto, considerando as evidéncias aqui apontadas, a hipdtese deste trabalho consiste na
ideia de que a CLK2 pode ser um alvo para a acdo de insulina e leptina também no hipotdlamo,
contribuindo para a regulacdo da homeostase energética. Sendo assim, nossos objetivos convergiram
para a investigacdo da expressdo, regulacdo e funcdo da CLK2 hipotalamica no metabolismo
energético em camundongos. Para tanto, utilizamos ensaios de ganho ou perda de funcao hipotalamica

de CLK2.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a expressao e regulacdo da proteina quinase CLK2 no hipotdlamo em resposta a insulina e

leptina e seu possivel papel no controle do metabolismo energético.

Objetivos especificos

Avaliar a expressdo da proteina CLK2 em neurdnios do hipotdlamo de camundongos sauddveis e

obesos por dieta hiperlipidica;

Avaliar a fosforilagdo em treonina 343 da proteina CLK2 no hipotdlamo de camundongos
sauddveis e obesos por dieta hiperlipidica frente a realimenta¢do apds jejum prolongado e, em resposta

aos hormonios insulina e leptina injetados por via intracerebroventricular;

Investigar a fun¢do da proteina CLK?2 no hipotdlamo em relagdo a parametros ligados ao controle
do metabolismo energético, utilizando-se estratégias de inibi¢do e super expressao desta proteina no

hipotdlamo;

Investigar alteracdes o metabolismo de glicose hepdtico em modelos animais em que a expressao

de CLK2 estd reduzida ou aumentada no hipotdlamo.
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MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade
Estadual de Campinas, registrado pelo nimero CEUA: 2726-1 (Anexo A). Camundongos machos
Swiss, db/db (Leprdb/Leprdb/db) e Leprdb+ com 8 semanas de idade foram obtidos do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB). Os
camundongos CLK2™¥™*  foram gentilmente cedidos pelo Professor Pere Puigserver do
Departamento de Biologia Celular do Dana Farber Cancer Institute/ Harvard Medical School e
mantidos no biotério do Beth Israel Medical Deaconess Center /Harvard Medical School sob as regras
do “Guia de Cuidado e Uso de Animais de Laboratério” do Instituto Nacional de Satide Americano e
aprovado pelo Comité Institucional de Cuidado e uso de Animais de Laboratério do Beth Israel

Medical Deaconess Center/Harvard Medical School.

Durante os experimentos, os animais foram mantidos em caixas individuais e em ambiente livre de
patogenos especificos, com temperatura controlada a 20°C e ciclos de claro/escuro de 12h cada. Os
animais receberam, ad libitum, dieta padrao (Nuvilab) ou dieta hiperlipidica, essa tltima contendo
60% de lipideos em sua maioria dcidos graxos saturados. Os animais foram alocados em grupos
distintos de maneira pareada com o peso corporal. As medidas de ingestdo alimentar eram conduzidas
entre 8:00h e 10:00h. O tempo de jejum overnight adotado foi de 12-14h e jejum prolongado foi de

24h.

1. Cirurgias

Foram executadas cirurgias estereotaxicas com os animais anestesiados com Cetamina (80 mg/kg)

(Syntec, Brasil) e Xilazina (10 mg/kg) (Syntec, Brasil), administradas por via intraperitoneal. Quando
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anestesiados, os animais eram posicionados no aparelho estereotdxico (Ultra Precise/model 963, Kopf,
Alemanha). Ap6s uma incisdo no cranio foi possivel visualizar a sutura Bregma e, a partir desta, foram
utilizadas coordenadas obtidas do Atlas Paxinos de acordo com a regido do sistema nervoso central a

ser investigada.

1.1. Implanta¢do de canula no ventriculo lateral

Para a implantacdo de uma canula de ago-inox (26 gauge, Plastics One) no ventriculo lateral
direito, foram utilizadas as seguintes coordenadas: anteroposterior (AP): -0,34 mm ; lateral (L): -1,0
mm e dorsoventral (DV): -2,2 mm. A canula foi fixada ao cranio dos animais com o uso de resina e,
apds a cirurgia, os mesmos receberam analgésico via oral por 5 dias (paracetamol) na dose de 305
mg/kg. A confirmacio da posicao da canula foi feita por meio de injecdo intracerebroventricular (ICV)
de angiotensina II, que induz efeito dipsinogénico. Os animais que responderam positivamente ao teste

de angiotensina II foram incluidos nos experimentos posteriores.

1.2. Implantacdo de mini bomba osmética acoplada a canula para infusdo continua no ventriculo

lateral

Nesse tipo de cirurgia, a canula que foi implantada no ventriculo lateral do animal (as coordenadas
foram descritas acima) e acoplada a um sistema de infusio continua que consistia de uma mini bomba
osmotica (Alzet 1007D-DURECT Corporation, Cupertino, CA, USA) programada para a infusio de
um volume médio de 0,5 ul/h por 7 dias. A ligacdo entre a canula e a mini bomba foi feita por um

cateter, a canula foi fixada com resina no cranio dos animais e a pele ao redor da incisao foi suturada.

1.3. InjecOes de vetores virais no hipotilamo mediobasal (MBH) e nucleo central da amigdala

(CeA) dos camundongos.
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Nesse outro experimento, foram utilizadas as seguintes coordenadas com o objetivo de atingir o
MBH: AP: -1,3 mm ; L: £ 0,5 mm; DV: -5,7 mm; e para atingir o CeA, foram utilizadas as seguintes
coordenadas: AP: -1,5 mm ; L: 1,3 mm; DV: -5,8 mm. A injecdo de 150 nl de adenovirus ou
adenovirus associado foi executada bilateralmente com auxilio de uma micropipeta de vidro e um
sistema de injecdo de ar pressurizado (Minokoshi et al., 2004). A incisdo foi suturada com fio de
sutura. Somente os animais que apresentaram expressdao de GFP no MBH ou no CeA foram incluidos

no estudo.

2. Avaliacio de sensibilidade a insulina e leptina

Os animais submetidos a avaliacdo da sensibilidade a insulina e leptina estavam sob jejum

overnight antes das injecdes que serdo descritas abaixo:

2.1. Os testes realizados nos camundongos Swiss, foram realizados pela inje¢do de 2uL por animal
de insulina (1pg/uL)(Humulin, Lilly) ou 2uL de leptina (5 ng/uL)(Calbiochem) ou 2uL de solucdo
fisiolégica 0,9% (como controle) por via ICV. A ingestdo alimentar foi mensurada apds 4 horas do
inicio das injecdes ICV. Para experimentos terminais, os animais foram sacrificados e tiveram seus

tecidos dissecados ap6s15 minutos do inicio das inje¢cdes ICV.

2.2. Os testes realizados nos camundongos que receberam injecdo de adenovirus associado, foram
realizados pela injecdo intraperitoneal (IP) de leptina na dose de 3 mg/kg de peso corporal. Apds a
injecdo de leptina, a ingestdo alimentar foi medida 2; 4; 8 e 24 horas. O peso corpdreo foi mensurado
antes e depois de 24 horas da inje¢do. Para experimentos terminais, os animais foram sacrificados e

tiveram seus tecidos dissecados apdés 30 minutos do inicio das injecdes IP.

3. Inibicao farmacolégica de PI3K, AKT e JAK2 no hipotalamo
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Camundongos Swiss previamente canulados, receberam injecdo de 2uL por via ICV dos seguintes
inibidores farmacolégicos: LY294002 (20uM/uL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), inibidor de
PI3K; AKTVIII (20uM/uL) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), inibidor de AKT ou AG490
(25uM/pL) (Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom), inibidor de JAK2. Um grupo de
camundongos recebeu injecdo ICV de LY294002, AKTVIII ou os dois inibidores concomitantemente,
e ap6s 1 hora receberam injecao ICV de insulina. Um outro grupo de camundongos canulados recebeu
injecdo ICV de AG490, LY294002 ou os dois inibidores concomitantemente, e apds 1 hora receberam
injecdo ICV de leptina. Apés 15 minutos os animais foram sacrificados para retirada do hipotdlamo e

posterior estudo da fosforilacdo de CLK2 por Immunoblotting.
4. Inibicao farmacoldgica e knocking down de CLK2 no hipotalamo

Camundongos Swiss previamente canulados foram divididos em dois grupos e tratados com
inibidor farmacolégico de CLK2, TG003 (60 uM em 2ul) (Merck, Darmstadt, Alemanha) ou veiculo
(DMSO 0,3%) por via ICV durante 7 dias consecutivos, duas vezes ao dia. Um outro grupo de
camundongos foi submetido a implantagdo de canula no ventriculo lateral acoplada a mini bomba
osmotica para infusdo continua durante 7 dias de siRNA (Small interference RNA) para bloquear a
expressdo de CLK2 (siCLK?2) ou siRNA scramble (siSCR) (2ng por dia) que nio possuia atividade

bioldgica (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

As sequéncias utilizadas foram: siCLK2 (5" phos/GUAUUCAUAGGACUGC 3" ) siSCR (5’

phos/UCGGCAGUCCUAUG 3" ). Foram adicionados dois grupos como controle, um grupo de

animais que foram somente submetidos a cirurgia e outro com infusdo continua de salina. Nenhum

destes grupos apresentou nenhuma alteracdo quando comparados ao grupo siSCR.
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A ingestdo alimentar e peso corporal foram mensurados diariamente. Em um grupo experimental
foi avaliada a ingestdo alimentar 4 horas apds inje¢ao ICV de insulina ou leptina ou salina. O consumo
de oxigénio e producdo de diéxido de carbono para posterior cdlculo do quociente respiratorio foram
mensurados no sexto dia de tratamento. E entdo, apds 24h de jejum, os animais foram sacrificados e o
hipotdlamo foi dissecado para posterior avaliacdo de expressdo génica de clk2 e neuropeptideos e
immunoblotting de CLK2. Também foram dissecados, os tecidos adiposos brancos para medida da
massa, BAT para anélise da expressdo proteica de UCP-1, e figado para andlise da expressdo proteica
de PEPCK ou expressao génica de PEPCK, G6Pase e glicoquinase.

Um grupo experimental adicional foi submetido a jejum prolongado (24 horas) e realimentacdo
ap6s tratamento ICV com TGOO03 ou veiculo por 7 dias para avaliacdo da fosforilacao hipotalamica de

CLK2 em resposta a insulina ou leptina ou salina.

5. Superexpressao de CLK2 no hipotalamo mediobasal

5.1. Construcao de adenovirus recombinantes utilizando sistema Adeno-X: Com o intuito de super
expressarmos a proteina CLK2 no hipotdlamo de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica ou
com db/db, que possuem uma mutacdo natural do receptor de leptina, utilizamos adenovirus
recombinantes ndo-replicativos como vetores para modificar a expressao proteica das células nervosas

in vivo.

O gene da CLK2 foi clonado no vetor pShuttle (Figura 1). Em seguida, apds o teste da expressao,
os adenovirus recombinantes foram construidos conforme metodologia do Adeno-X Expression Kit®
(Clontech®), esquematizado na Figura 2. Adenovirus recombinantes para a superexpressao de GFP

foram construidos para serem usados como controles.
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Figura 1. Mapa do vetor pShuttle (Clontech). Esquema da constru¢do do vetor onde
gene CLK?2 foi clonado para obtencdo do adenovirus recombinante.

5.2. Producdo e purificacdo por gradiente de césio de adenovirus recombinantes: Para a
producdo dos vetores adenovirais, células HEK293 foram cultivadas em 20 garrafas de 75 cm?2 e
infectadas com os vetores de interesse e, apds a completa destruicio da monocamada de células
(cerca de 72 horas apds a infec¢do), o meio de cultura contendo as células foi coletado e
centrifugado a 3.000 x g por 10 min. O sobrenadante (meio de cultura sem células) foi guardado e
o precipitado de células foi ressuspendido em 5 mL de Tris-HCI (10 mM, pH 8,0). Com essa

suspensdo de células foram feitos 3 ciclos de congelamento em mistura de gelo seco e etanol, e
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descongelamento em banho a 37 °C, com a finalidade de romper as membranas das células e
liberar as particulas virais que ainda estivessem dentro das células. Esse material foi centrifugado a
3.000 x g por 10 min e o sobrenadante coletado. Com o sobrenadante da primeira centrifugacao
(meio de cultura) foi feita uma ultracentrifugacdo a 27.000 r.p.m por 3 horas a 4 °C, a fim de
coletar as particulas virais presentes no meio, € o precipitado foi ressuspendido com o
sobrenadante das células rompidas por congelamento e descongelamento. Essa soluc¢do foi

nomeada como overlay usado no gradiente de césio descrito a seguir.

Figura 2
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Figura 2. Construcdo de adenovirus recombinantes segundo o Adeno-X Expression Kit (Clontech).
Workflow utilizado para a obtencdo do adenovirus recombinante.
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O gradiente de césio foi montado em tubos de 11,5 mL da seguinte forma: 2,5 mL de solucao A
(CsCl em 4gua na densidade de 1,4 g/mL), 2,5 mL de solucao B (CsCl em dgua na densidade de 1,25
g/mL) e 5 mL de overlay. Os tubos foram balanceados, selados e centrifugados a 35.000 r.p.m. por no
minimo 16 horas. A banda de virus formada foi entdo coletada com o auxilio de uma seringa e o
volume coletado foi colocado em camaras de didlise (Pierce®). A diélise foi executada sob agitacao
por 1 hora a 4 °C, em tampao de didlise (10 mM Tris-HCl; 2 mM MgCl2; 5 % de sacarose). Apds esse
periodo, o tampao foi trocado e o procedimento repetido por mais 3 vezes, sendo entdo o concentrado

de vetores adenovirais coletado, separado em aliquotas e guardado a -70 °C.

5.3. Titulacdo dos adenovirus recombinantes (ensaio de placa): Os adenovirus produzidos e
purificados em gradiente de césio foram analisados por PCR quanto a presenca dos genes de interesse
e a concentracdo de ambos foi estimada por ensaio de formacdo de placas. Para tanto, células
HEK?293 foram semeadas em placas de 60 mm e infectadas com os adenovirus diluidos de 1:10-5 a
1:10-10. Apds a infecgdo, as células foram cobertas com DMEM contendo 2% de SFB e 0,5% de
UltraPure Low Melting Point Agarose (Invitrogen®) e incubadas por 7 dias. Apds esse periodo, as
células foram fixadas com formalina 4% (em solucdo salina contendo 0,15 M NaCl) por 30 min e
coradas com Cristal Violeta (0,1% em 4gua contendo 2% de etanol) por 5 min. Por fim, as células
foram lavadas com 4gua e as placas (regides sem células) resultantes do efeito citopatico dos vetores

adenovirais foram contadas.

6. Delecao de CLK2 no hipotalamo mediobasal e no CeA

Animais CLK2"¥"°* foram submetidos a injecdo dos adenovirus AAV2/9-Cre-ires-eGFP ou seu
controle AAV?2/9-ires-eGFP (Ohio University Viral Vector Facility, Ohio, EUA) com o objetivo de

deletar a expressdo da proteina CLK2 no hipotdlamo mediobasal ou no nicleo central da amigdala.
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ApOs a recuperagdo, o peso corporal foi mensurado semanalmente. Na décima segunda semana apds a
delecdo, um grupo de animais foi submetido a medida de ingestdo de 24 horas, avaliagdo de
composi¢do corporal por ressonancia magnética e, logo no dia seguinte, colocados em jejum overnight
para a injecdo intraperitoneal de leptina (3mg/Kg) e subsequente medida de ingestao alimentar. Outro
grupo de camundongos foi submetido aos testes de tolerancia a glicose e de insulina e, apds jejum de
24 horas, foram sacrificados para posterior avaliacdo de neuropeptideos hipotalamicos e marcadores

de gliconeogénese no figado e termogénese no tecido adiposos marrom.

7. Respirometria indireta

O consumo de oxigénio e a produc¢do de didxido de carbono foram medidos através de um sistema
de circuito aberto computadorizado (Oxymax Deluxe System; Columbus Instruments, Columbus,
OH). Antes da medi¢do, animais alimentados foram aclimatados nas caixas do equipamento por um
periodo de 24 horas. O cdlculo do quociente respiratério (RER) foi realizado ao término do
procedimento.

8. Teste de tolerancia ao piruvato

O teste de tolerdncia ao piruvato foi realizado apds jejum overnight dos animais. Uma injecdo
intraperitoneal de piruvato dissolvido em PBS foi aplicada nos animais na dose de 2 g/kg de peso
corporal. A glicemia foi verificada coletando-se sangue da ponta da cauda por meio de fitas reativas e

glicosimetro nos tempos: 0 (basal) 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos apds a inje¢ao de piruvato.

9. Teste de tolerancia a insulina

O teste de tolerancia a insulina foi realizado apds jejum de 6 horas. Uma injecdo intraperitoneal de

insulina dissolvida em salina foi aplicada nos animais na dose de 1,5 Ul/kg de peso corporal. A
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glicemia foi verificada, coletando-se sangue da ponta da cauda, por meio de fitas reativas e

glicosimetro nos tempos: 0 (basal) 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos apds a injecdo de insulina.

10. Teste de tolerancia a glicose

Os animais foram submetidos a jejum overnight e uma injecdo intraperitoneal de glicose 20% na
dose de 2 g/kg de peso corporal foi administrada. A glicemia foi verificada coletando-se sangue da
ponta da cauda, por meio de fitas reativas e glicosimetro nos tempos: 0 (basal) 10, 15, 30, 60, 90, 120

e 180 minutos apo6s a injecdo de glicose.

11. Composicao corporal

Os camundongos foram submetidos a andlise de composi¢do corporal através de imagens de
ressonancia magnética no equipamento EchoMRI® (Echo Medical System, Houston, EUA)

imediatamente apds pesagem.

12. Dissecc¢io de niicleos hipotalamicos

Os animais foram sacrificados e cada regido do hipotdlamo foi dissecada a partir de 1 mm de
espessura da seccdo sagital do cérebro recém extraido, utilizando uma matriz de aco-inox Stoelting
Co. (Wood Dale, Illinois, EUA) e laminas Cadence Inc. (Staunton, VA, EUA). Os nucleos
hipotalamicos: arqueado (ARC), ventromedial (VMH), dorsomedial (DMH) e paraventricular (PVN)
foram dissecados a partir da primeira sec¢do da linha média do cérebro e o hipotdlamo lateral (LH) foi
dissecado a partir da segunda seccdo da linha média do cérebro (Minokoshi et al., 2004). Apés as
disseccdes, as amostras foram congeladas a -800C para posterior processamento e obtencao de extrato

total de proteinas para Immunobloting como serd descrito abaixo.

13. Imunoprecipitacio e Immunoblotting
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13.1. Extracdo de Proteinas: O tecido extraido foi imediatamente colocado em tampao de extragdao
(1% Triton X-100, 100 mM Tris-HCI (pH 7.4), 100 mM pirofosfato de s6dio, 100 mM fluoreto de
sddio, 10 mM EDTA, 10 Mm ortovanadato de sédio, 2 mM fluoreto de fenilmetanossulfonila e 0.1
mg/mL aprotinina) a 4 °C e homogeneizado com TissueLyser (QIAGEN®). O homogeneizado foi
centrifugado a 11000 rpm a 4 °C por 40 minutos para remog¢ao de material insolivel. O sobrenadante
foi utilizado para a anélise por extrato total ou para imunoprecipitacdo com anticorpos especificos. A
quantificagdo de proteinas totais foi realizada pelo método de Biureto. O volume das amostras foi

normalizado por concentragdo protéica.

13.2. Immunoblotting: As proteinas foram ressuspensas em tampao de Laemmli (Laemmli et al.,
1970), contendo 100 mM de DTT. Apéds aquecimento a 100°C por 10 minutos, as amostras foram
aplicadas em gel de poliacrilamida para separacdo por eletroforese (SDS-PAGE). O gel foi balizado
por marcador de peso molecular conhecido da Bio Rad. A eletroforese foi realizada em cuba de
minigel da Bio Rad, com tampao de corrida para eletroforese (Tris base 200mM; Glicina 1,52M;
EDTA 7,2mM; SDS 0,4%). As proteinas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana
de nitrocelulose em aparelho de transferéncia da BIO-RAD banhadas com tampao de transferéncia
durante 60 minutos a 120 Volts sob gelo (Tris 25mM; Glicina 192mM; Metanol 20%; SDS 0,02%).
As membranas com as proteinas transferidas foram incubadas em solucdo bloqueadora (leite
desnatado Molico® 5%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,02%) por duas horas a temperatura
ambiente a fim de diminuir a ligacdo inespecifica dos anticorpos a membrana de nitrocelulose. Apds
lavadas em soluc¢ao basal (Tris 25mM; NaCl 0,05M; Tween 20 0,02%), estas membranas foram entdo
incubadas com anticorpos especificos, mantidas a 4 °C, overnight, sob agitacdo continua. Em seguida,
as membranas foram novamente lavadas com solug¢do basal e a detec¢do das bandas foi realizada

N

utilizando anticorpo secunddrio ligado a uma molécula de peroxidase, que reagiu a solu¢do de
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quimioluminescéncia (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific),
seguindo as instru¢cdes do fabricante. As membranas sofreram exposicoes a filmes de RX,
posteriormente reveladas, sendo as bandas identificadas na autoradiografia e quantificadas através de
densitometria Optica. Posteriormente, analisadas pelo software UN-SCAN-IT™ 6.0. Ou entdo, as
membranas apds a quimioluminescéncia, foram colocadas numa fotodocumentadora BioRad (Gel
Doc™ XR, BioRad), gerando arquivos digitais e posteriormente as imagens foram analisadas no

programa ImageLab (BioRad).

13.3. Imunoprecipitacdo: Apds a obtencdo do extrato proteico e determinacdo a concentragdao
protéica de cada amostra, o volume foi normalizado para a concentracdo protéica desejada e as
amostras foram incubadas com anticorpo anti-CLK?2 por 12 horas a 4°C sob agitacdo continua. A
seguir, foram acrescentados 60 ul. de proteina A-Sepharose 6MB para precipitacdio do complexo
proteina A com o anticorpo, mantida sob agitacdo continua por duas horas. As amostras foram
novamente centrifugadas por 15 minutos a 11.000 rpm a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado foi lavado trés vezes com solucdo tampao especifica (2 mM de Ortovanadato de Sddio;
100 mM Trisma; 1 mM EDTA e 0,5% Triton X-100). A seguir, as proteinas precipitadas foram
acrescidas de tampao de Laemmli, contendo 100 mM de DTT e aquecidas a 100 °C por 10 minutos. As
amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida para separacdo por eletroforese (SDS-PAGE) e foi

realizada a mesma sequéncia de etapas descritas acima para immunoblotting.

14. Imunofluorescéncia

Os animais foram anestesiados conforme descrito anteriormente e a perfusdo foi executada,
utilizando-se bomba de infusdo a uma taxa de infusdo de 5 mL/minuto com solugido fixadora, contendo
formalina tamponada (4%). Apés a pos-fixacdo de 24 horas em tampao contendo formalina (4%) e

sacarose (20%), os cérebros foram submetidos a cortes histolégicos em micrétomo de congelamento
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na espessura de 35 um. Os cortes foram alocados em placas de petri e submetidos a lavagem com
tampao KPBS (NaCl 137 mM; Fosfato 10 mM; KCI 2,7 mM; pH 7,4). Foram entdao bloqueados com
soro normal donkey a 3% por uma hora, seguida de incuba¢@o com anticorpo primario overnight, anti-
CLK2 (1:150; Santa Cruz technology), anti-antigeno nuclear neuronal (NeuN; 1:1000; millipore,

Billerica, MA, EUA) ou anti-proteina fibrilar glial (GFAP; 1:1000; Millipore, Billerica, MA, EUA).

Para a confirmacgao da marcagdo do anticorpo anti-CLK?2, foi executada um teste de pré-adsorcao
do anticorpo anti-CLK2 (1:150; 6,7 pg/mL) pré incubado com o peptideo sintético CLK2 (sc-74912P,
Santa Cruz Biotechnology; 6,7 pg/mL). Um controle positivo foi executado em paralelo, sendo
utilizado anticorpo anti-CLK2 sem prévia adsor¢do. Subsequentemente, os cortes passaram por
lavagem com tampao KPBS e os cortes foram submetidos a incubagcdo com anticorpo secundério
alexa-Fluor conjugado com fluoréforo por duas horas (1:500; Jackson Laboratories, bar harbor, ME,
EUA), e montados em laminas gelatinizadas. Apds secagem, as laminas foram montadas com meio de
montagem (DPX-Sigma) e observadas em microscépio de fluorescéncia (Zeiss Axioimager Al, Zeiss,

Munique, Alemanha).

15. Analise de expressao génica por PCR em tempo real

15.1. Extracdo de RNA e sintese de cDNA: Os tecidos foram submetidos a extracdo de RNA
conforme protocolo do reagente TRIzol ® Life Technology (Grand Island, NY, EUA), sendo em
seguida quantificado e armazenado em -80°C. Para a sintese de cDNA utilizamos 1ug de RNA para
cada reacdo com o kit “High Capacity RNA-to-cDNA” (Applied Biosystems, Carlsbad, California,

EUA).

15.2 PCR em tempo real: As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas pelo sistema

TagManTM Applied Biosystems (que é constituido por um par de primers e uma sonda marcada com

35



um fluoréforo) e utilizamos 100ng de cDNA por reacdo. Os primers utilizados foram: CLK2,
MmO00432578_m1; NPY, Mm00445771_m1; POMC, Mm00435874_m1; AgRP, Mm00475829_¢l,
CRH, Mm01293920_s1; PEPCK, Mm01247058_m1; G6Pase, Mm00839363_m1; Glicoquinase,
MmO00439129_ml1; UCP-1, Mm01244861_ml; PGC-la, MmO01208835 ml e PRDM-16,
MmO00712556_m1 da Applied Biosystems (Carlsbad, California, EUA). Para a quantificacio relativa
do gene de interesse, as reacoes de PCR em tempo real foram realizadas em triplicata a partir de: 6,25
uL de TagMan Universal PCR Master Mix Applied Biosystems (Carlsbad, California, EUA); 2x 0,625
uL da solugdo de primers e sonda, 1,625 pL de dgua DEPC e 4,0 uL de ¢cDNA. As condigdes de
ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. Os valores da expressdo génica relativa aos controles endégenos
(GAPDH, 36B4 ou beta-actina) foram obtidos pela andlise dos resultados no programa DatAssist3.01

Software Applied Biosystems (Carlsbad, California, EUA).

16. Analise estatistica

Os dados foram expressos como médias * erro-padrio da média, sendo indicado o nimero de
experimentos independentes. Para andlise estatistica, as médias dos grupos foram comparadas com
teste t de Student (two tailed) ou One way/Two way ANOVA, onde foi necessério, utilizando-se do
programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O nivel de significincia

adotado foi de p<0,05.
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ORIGINAL ARTICLE
Cdc2-like kinase 2 in the hypothalamus is necessary to

maintain energy homeostasis

PGF Quaresma'?, L Weissmann'2, TM Zanotto', AC Santos?, AHB de Matos?, IC Furigo®, FM Simabuco®, J Donato Jr*, JC Bittencourt?,
| Lopes-Cendes® and PO Prada'?*®

OBJECTIVE: To investigate whether the Cdc2-like kinase 2 (CLK2) is expressed in hypothalamic neurons and if it is, whether the
hypothalamic CLK2 has a role in the regulation of energy balance.

SUBJECTS: Swiss mice on chow or high-fat diet (HFD) and db/db mice on chow diet were used to address the role of CLK2 in the
hypothalamus.

RESULTS: Hypothalamic CLK2™>** phosphorylation, which induces CLK2 activity, is regulated in vivo by refeeding, insulin and
leptin, in a PI3K (phosphoinositide 3-kinase)-dependent manner. The reduction of CLK2 expression in the hypothalamus, by chronic
pharmacological inhibition with TG003 or by chronic knockdown with small interfering RNA was sufficient to abolish the
anorexigenic effect of insulin and leptin, to increase body weight, fat mass, food intake and to decrease energy expenditure in mice
on chow. In contrast, CLK2™3** phosphorylation in the hypothalamus in response to insulin, leptin or refeeding was impaired in
mice on HFD or in db/db mice. Chronic CLK2 inhibition in the hypothalamus was associated with a slight increase in the fasting
blood glucose levels, reduction in PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase) expression in the liver and enhanced glucose
production from pyruvate, suggesting a regulation of hepatic glucose production. Further, overexpressing CLK2 in the mediobasal
hypothalami of mice on HFD or in db/db mice by adenovirus partially reversed the obese phenotype.

CONCLUSIONS: Thus, our results suggest that protein CLK2 integrates some important hypothalamic pathways, and may be a

promising molecule for new therapeutic approaches for obesity and diabetes.
International Journal of Obesity (2017) 41, 268-278; doi:10.1038/ijo.2016.174

INTRODUCTION

The hypothalamus has an important role in the regulation of
whole-body energy homeostasis.' Insulin and leptin are potent
anorexigenic hormones, largely because of their effects on the
hypothalamic nuclei. Insulin acts through the insulin receptor,
activating phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (AKT)
pathway decreasing neuropeptide Y (NPY) and Agouti-related
protein (AgRP) gene expression, which are potent orexigenic
neuropeptides.? In addition, insulin alters the electrical activity and
the localization of forkhead box O1 (FoxO1) in proopiomelano-
cortin (POMC) neurons. Those actions on melanocortin system are
at least, in part, responsible for the anorexigenic effect of
insulin.'™ Leptin recruits Janus kinase 2 (JAK2) to the leptin
receptor, which binds to signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3) proteins, and are themselves phosphory-
lated by JAK2. In turn, STAT3 enhances transcription of POMC
gene leading to a reduction on food intake.®? Besides, it is known
that leptin and insulin may share common intracellular signals in
the hypothalamus.'® Leptin is also able to activate PI3K via JAK2
phosphorylation® contributing to the regulation of food intake
and energy expenditure. '3

Cdc2-like kinase 2 (CLK2) is an evolutionary conserved family of
LAMMER kinase, found in most of eukaryotes.'*' It was recently
shown to have a crucial role regulating gluconeogenesis and fatty
acid oxidation in the liver.®'” Hepatic CLK2 is activated in

response to refeeding after prolonged fasting, and also is
activated by insulin signaling, more specifically via AKT
phosphorylation.'®'® The phosphorylation of threonine 343
(Thr343) site of CLK2 has been shown to be the major regulator
of CLK2 activity.'® CLK2™>** phosphorylation induces PGC-1a
phosphorylation in the liver, which represses gluconeogenesis
machinery and hepatic glucose production.'® In db/db mice, which
present elevated gluconeogenic activity in the liver, CLK2 is
downregulated and overexpressing CLK2 specifically in this tissue
was able to suppress the gluconeogenic activity almost to the
same levels of control mice. Those findings suggested that the
inhibition of CLK2 activity in the liver of db/db mice might
contribute to the hyperglycemia observed in these mice'®'® and
that CLK2 has a crucial role in the liver regulating hepatic glucose
production.

By analogy, one could argue that CLK2 may be expressed in the
hypothalamus and may have a role controlling energy home-
ostasis through insulin signaling. For this purpose, we aimed to
investigate whether CLK2 is expressed in the hypothalamic nuclei
and whether hypothalamic CLK2 is part of insulin and leptin
signaling and action. We also aimed to investigate the physiolo-
gical role of CLK2 in the hypothalamus in terms of energy and
glucose homeostasis regulation. In addition, we investigated
whether obese mice, either those on high-fat diet or db/db had a
reduction of CLK2 activation in the hypothalamus and whether
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the overexpression of CLK2 in their mediobasal hypothalami was
able to reverse the obese phenotype of these mice.

MATERIALS AND METHODS

All experiment protocols were approved by the Ethics Committee of the
State University of Campinas. Eight-week-old male Swiss, db/db mice
(Leprdb/Leprdb) and Leprdb/+ mice obtained from the University of
Campinas, Séo Paulo, receiving a standard rodent chow or a high-fat diet
(HFD) ad libitum as previously described.'®?® Animals were allocated in
groups by paired weight. All feeding tests were conducted between 0800
AM and 1000 AM.

Surgeries

We performed surgeries for intracerebroventricular (ICV) cannula implanta-
tion and intrahypothalamic injections in mice as described before.'
Animals that did not reach this criterion were excluded from the
experiments. Intrahypothalamic injection, reached the mediobasal
hypothalamus  (MBH), arcuate nucleus, ventromedial/dorsomedial
hypothalamus following coordinates: anterior/posterior: 1.30 mm, lateral:
+0.5 mm and dorso/ventral: —5.70 mm. The injections (150 nl: adenovirus
6% 10° pfu per side) were performed bilaterally using a glass micropipette
air pressure injection system.?? After 2 days of recovery, we started
measuring body weight (BW) and food intake (FI) for 7 consecutive days. At
day 8, energy expenditure was recorded, followed by deeply anesthesia
and perfusion immunofluorescence in order to confirm the sites of
injections or hypothalami were collected to perform CLK2 relative
expression by real-time PCR. Only mice-expressing green fluorescent
protein (GFP) in the MBH were considered for the experiments.

Insulin and leptin sensitivity

Overnight fasted mice received injections via: (1) ICV of insulin (human
recombinant insulin; Eli Lilly and Co. Indianapolis, IN, USA) or leptin
(Calbiochem, San Diego, CA, USA); (2) intraperitoneal (i.p.) of leptin
(3mgkg ™' BW). Hypothalami were dissected after 15 min for ICV and
30 min for i.p. injections for further studies.

CLK2 inhibition

We used TG003 (Merck, Darmstadt, Germany) or vehicle (dimethyl sulfoxide,
0.3%) or small interference RNA (siCLK2) and scramble as a control (siSCR; 2 ug
per day; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) infused for 7 days by ICV micro-
osmotic pump Alzet 1007D (DURECT Corporation, Cupertino, CA, USA). A
sham group (without infusion) and another group receiving saline were run to
control of side effects of infusions. We measured BW, FI daily, oxygen (O,)
consumption, carbon dioxide (CO,) production and respiratory exchange ratio
(RER), as described before?’ at day 6 and at day 7, fasted mice were killed to
dissect hypothalami, fat pads, liver and brown adipose tissue (BAT). In
addition, we treated mice on chow with ICV TG003 and evaluate CLK2™3*3
phosphorylation after fasting and refeeding conditions.

Pyruvate test

12 h-fasted mice were injected (i.p.) with sodium pyruvate (2 g kg™") and
blood samples were collected from 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 and 180 min.

Hypothalamic nuclei dissection
Was done as described before.?’

Immunoprecipitation and immunoblotting

Immunoblotting and immunoprecipitation experiments were conducted
as described previously.?* CLK2, uncoupling protein 1 (UCP-1), phosphoe-
nolpyruvate carboxykinase (PEPCK) and phospho-JAK2 antibodies were
from Santa Cruz Technology (Dallas, TX, USA). Phospho-AKT, JAK2 and AKT
antibodies were from Cell Signaling (Boston, MA, USA) and pThr343
antibody was from New England Peptide (Gardner, MA, USA).

Dual-labeled immunofluorescence

Mice were anesthetized followed the protocol described before?* For
immunofluorescence, brain sections were rinsed in 0.02m potassium
phosphate-buffered saline, pH 7.4 (potassium phosphate-buffered saline),

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.
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blocked in 3% normal donkey serum (1 h), followed by an overnight
incubation in antisera against CLK2 (1:150; Santa Cruz Technology),
neuronal nuclear antigen (1:1000; Millipore) or glial fibrillary acidic protein
(GFAP; 1:1000; Millipore, Billerica, MA, USA). To confirm specificity of the
anti-CLK2 antisera, we performed a pre-adsorption test using anti-CLK2
antisera (1:150, 6.7 ug ml~") pre-incubated in the immunogen blocking
synthetic peptide (sc-74912P, Santa Cruz Biotechnology; 6.7 ug mi~").
A positive control was performed in parallel, using non-preadsorbed anti-
CLK2 antisera. Subsequently, sections were rinsed, incubated (90 min) in
Alexa Fluor-conjugated secondary antibodies (1:500, Jackson Laboratories,
Bar Harbor, ME, USA) and mounted. Photomicrographs were acquired with
a Zeiss Axiocam HRc camera adapted to a Zeiss Axioimager A1 microscope
(Zeiss, Munich, Germany).

RNA extraction and real-time PCR

Total RNA from hypothalami and real-time PCR was done following
previous protocol.?® Primers and probes sequences are detailed in figure
legends.

Adenovirus production and purification
Were obtained as described previously.'®?®

Statistical analysis

Results are expressed as means +s.e.m, tested for normal distribution and
equivalence of variances. Significance was determined using two-tailed
Student’s t-test or one-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni
post-test, as appropriate, and differences were considered significant if
P<0.05. We used GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA). The sample size was adequate to the statistical tests used in the
experimental conditions.

RESULTS
CLK2 is expressed in hypothalamic neurons

CLK2 immunoreactivity was observed either in hypothalamic cell
bodies (Figure 1a) or in axon terminals distributed in several brain
structures, such as the central nucleus of the amygdala (Figure 1b).
Pre-incubation with the blocking peptide completely neutralized
CLK2 staining in all brain areas (Figures 1c and d). In comparison
with DAPI nuclear staining, CLK2 expression was observed in the
cytoplasm and was abundantly distributed in the MBH, including
the ventromedial nucleus and the arcuate nucleus (Figures 1e-g).
Double immunofluorescence was performed to co-localize CLK2
with a neuronal nuclear antigen or an astroglial marker (GFAP).
Although CLK2 produced a cytoplasmic labeling that showed a
perfect co-localization with neuronal nuclear antigen nuclear
staining in the MBH (Figures 1h-j), any co-expression between
CLK2 and GFAP was observed (Figures 1k-m). Therefore, these
findings indicate a robust CLK2 expression in hypothalamic
neurons.

Hypothalamic CLK2 is regulated by nutritional status and by
anorexigenic hormones in a PI3K-dependent manner

After prolonged fasting, CLK2™"43 phosphorz/lation was abolished
and refeeding induced a crescent CLK2™3** phosphorylation up
to 4 h (Figure 2a). Insulin increased CLK2™™** phosphorylation in
a dose-dependent manner. CLK2™3%* phosphorylation was
detectable in the hypothalamus after 0.2 pg of insulin ICV injection
and the maximal stimulation was reached with the dose of 2.0 ug
of insulin after 15 min of insulin injection (Figure 2b), similar to
insulin pAKT induction.?! We also performed a time course using
the 0.2ug dose of insulin where we detected the maximal
CLK2™73% phosphorylation after 15 min of injection (Figure 2c).
Thus, we used the dose of 0.2 ug of insulin and dissected the
hypothalamus after 15 min in all experiments, which required
insulin ICV injection. Insulin was able to induce CLK2™3*
phosphorylation also in  multiple hypothalamic  nuclei
(Figure 2d). Using a co-immunoprecipitation, we demonstrated
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Figure 1.

Hypothalamus

CLK2 is expressed in hypothalamic neurons. We used double immunofluorescence to determine the expression of CLK2 in

(@) hypothalamic cell bodies and (b) central nucleus of amygdala (CEA). Specificity of the antibody against CLK2 protein was evaluated using
an immunogen synthetic peptide in the hypothalamus (c) and CEA (d). CLK2 staining in the MBH, including the ventromedial nucleus (VMH)
and arcuate nucleus (ARH) (e). DAPI nuclear staining in the MBH, VMH and ARH (f). Merged between CLK2 and DAPI staining (g). Double
immunofluorescence to determine the expression of CLK2 (h) in neurons, by using neuronal nuclei (NeuN) as a marker (i), and merged images
(j). In another set of experiments, we used double immunofluorescence to determine the expression of CLK2 (k) and in astrocytes by using

GFAP as a marker (I), and merged images (m).

that there was no association between CLK2 and AKT after ICV
saline injection, but after ICV insulin injection in hypothalamus of
mice on chow (Figure 2e). Inhibition of PI3K or AKT by
pharmacological inhibitors abolished the effect of insulin to
induce CLK2™™** phosphorylation (Figure 2f). ICV leptin injection
was also able to induce CLK2™3% phosphorylation in the
hypothalamus of control mice and the dose with maximum effect
was 10 ng (Figure 2g). Thus, we used the dose of 10 ng of leptin in
all experiments, which required leptin ICV injection. The time point
where we observed the maximal CLK2™*® phosphorylation in
the hypothalamus was after 15 min of injection (Figure 2h).
Hypothalamic inhibition of PI3K or JAK2 by inhibitors, in vivo,
reduced CLK2™>** phosphorylation in response to leptin, been LY
the most potent inhibitor of CLK2™>** phosphorylation in

International Journal of Obesity (2017) 268 -278

response to leptin. Injecting the both, LY and AG490, CLK2™>%3
phosphorylation was abolished in response to leptin (Figure 2i). In
order to investigate whether leptin via ip. injection may
recapitulate some of the refeeding or ICV leptin responses, we
injected leptin via i.p. and observed a slight increase in CLK2™>%3
phosphorylation in the hypothalamus of chow mice after 30 min
(Figure 2j).

Chronic pharmacological inhibition of CLK2 expression in the
hypothalamus alters food intake, energy expenditure and glucose
metabolism

TGO003-injected ICV reduced CLK2 protein expression and abol-
ished CLK2 phosphorylation in response to insulin in the

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.
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Figure 2. Hypothalamic CLK2 is regulated by nutritional status and by anorexigenic hormones in a PI3K-dependent manner. (a) Animals were
fasted for 24 h and allowed to refed for up to 4 h. CLK2™™>** phosphorylation was measured in these conditions. (b) Dose-dependent
CLK2™"343 phosphorylation in response to insulin in the hypothalamus. (c) Time course of CLK2™"** phosphorylation in response to insulin in
the hypothalamus. (d) CLK2™"%* phosphorylation in response to insulin in hypothalamic nuclei: ARH (arcuate nucleus), MBH (ventromedial
and dorsomedial of hypothalamus), LH (lateral hypothalamus) and PVN (paraventricular nucleus). (e) Hypothalamic CLK2 and AKT association
in response to insulin. (f) CLK2™"™>*3 phosphorylation in response to insulin with or without LY249003 (2.0 pg/40 pm) and/or AKTVIII (2.0 u%/
40 pm) inhibitors. (g) Dose-dependent CLK2™** phosphorylation in response to leptin in the hypothalamus. (h) Time course of CLK2™=%3
phosphorylation in response to leptin in the hypothalamus. (i) CLK2™3%* phosphorylation in response to leptin with or without AG490 (2 pl/
50 um) and/or LY249003 (2.0 pg/40 pm) inhibitors. (j) CLK2™** phosphorylation in hypothalamus after intraperitoneal leptin (3 mg kg ™' BW)
injection. Data are presented as means =+ s.e.m. from 5 mice per group. One-way ANOVA with Bonferroni post-test was used to analyze all data,
except for d and e for which we used two-tailed Student’s t-test. *P < 0.05 versus other groups. IP, immunoprecipitation; IB, immunoblotting.
LY294002 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) AKTVIII (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and JAK2 inhibitor (AG490, Tocris Bioscience, Bristol,
UK) were injected ICV 1 h before insulin (2 pg) or leptin (10 ng), respectively, in control mice. After 15 min, hypothalami were dissected for
protein collection.
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Figure 3. Chronic pharmacological inhibition of CLK2 expression in the hypothalamus alters food intake, energy expenditure and glucose
metabolism. In these experiments, we used a pharmacological inhibitor: TG003 (Merck, Darmstadt, Germany) (2 pl per 60 pm) injected ICV
twice daily (0800 hours and 1700 hours) for 7 days to inhibit CLK2 expression. Vehicle (VEH) (dimethyl sulfoxide, 0.3%) injections were used as
control. (a) CLK2 expression and threonine 343 phosphorylation after ICV inhibition with TG003 for 7 days. (b) CLK2™">** phosphorylation
after fasting and refeeding conditions in mice on chow treated with ICV TG003. (c) Body weight during TGO03 treatment. (d) Epididymal,
retroperitoneal and mesenteric fat mass after 7 days of TGO03 treatment. (e) Food intake during TG003 treatment. (f, g) Four hour food intake
in response to insulin or leptin after 7 days of TG003 treatment, saline ICV injection was used as control. (h) Twenty-four hour fasting NPY,
AgRP, POMC and CRH mRNA levels in the hypothalamus of mice treated with TG003 or vehicle. (i) O, consumption, (j) CO, production and (k)
RER measurements after 7 days of TG003 treatment. (I) UCP-1 protein expression in the BAT after TG003 treatment for 7 days. (m) Fasting
blood glucose, (n) PEPCK protein expression in the liver and (o) pyruvate tolerance test after 7 days of TG003 treatment. Data are presented as
means + s.e.m. from 7 to 10 mice per group. Two-tailed Student’s t-test or one-way ANOVA with Bonferroni post-test were used to analyze the
data. *P < 0.05 versus vehicle. IP, immunoprecipitation; 1B, immunoblotting. Primers: CLK2, Mm00432578_m1; NPY, Mm00445771_m1; POMC,
MmO00435874_m1; AgRP, Mm00475829_g1 and CRH, Mm01293920_s1 for mouse (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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hypothalamus of control mice (Figure 3a). We observed that
TGO03 treatment blunted CLK2™™** phosphorylation in the
hypothalamus of refeeding mice (Figure 3b). The treatment with
TG increased BW and Fl starting on day 4 up to 7 days (Figures 3b
and d), accompanied by enhanced adiposity (Figure 3c). Treat-
ment with TG003 inhibited the anorexigenic effect of insulin as
demonstrated by the lack of response to insulin in mice previously
treated with TG003. As expected, insulin was able to reduce Fl in
vehicle-treated mice (Figure 3e). Similarly, acute leptin injection
decreased Fl in mice treated previously with vehicle and had no
effect on Fl in TGOO3-treated mice (Figure 3f). Treatment with
TGO003 increased fasting NPY and POMC and decreased
corticotropin-releasing hormone (CRH) neuropeptide gene expres-
sion compared to vehicle-treated mice (Figure 3g). TG003-treated
mice showed lower O, consumption, CO, production and RER
compared with vehicle-treated mice (Figures 3h—j). Consistently
with this data, UCP-1 protein expression was faint in the BAT of
chronic TG003-treated mice (Figure 3k). In another experiment, we
observed that TG003 treatment increased fasting blood glucose
(Figure 3I), which was consistent with PEPCK protein levels in the
liver in this group (Figure 3m). In addition, we observed enhanced
blood glucose in response to pyruvate in TGOO03-treated mice
(Figure 3n).

Chronic knockdown of CLK2 expression in the hypothalamus
alters food intake, energy expenditure and glucose metabolism

To confirm that there were no side effects of infusing small
interfering RNA (siRNA) continuously via ICV cannula for 7 days, we
added a sham group (without infusion) and another group
receiving saline for 7 days by minipump. Only mice treated with
siRNA-CLK2 showed an efficient decrease, up to 70%, of CLK2
gene expression in the hypothalamus (Figure 4a). Chronically
knockdown of CLK2 in the hypothalamus enhanced BW, adiposity
and FI compared with siSCR-treated mice (Figures 4b-d). Acute
insulin ICV injection diminished Fl in mice treated previously with
siSCR and had no effect on Fl in siCLK2-treated mice. Similarly,
there was a decrease on Fl in response to leptin in siSCR-treated
mice. In the siCLK2-treated mice, leptin injection had no effect on
FI (Figures 4e and f). After knockdown of CLK2 in the
hypothalamus, there was an increase in NPY neuropeptide gene
expression without changes in AgRP, POMC and CRH neuropep-
tides gene expression (Figure 4g). We also observed decreased O,
consumption, CO, production and RER in siCLK2-treated mice
(Figures 4h-j). Consistently, with reduced UCP-1 protein expres-
sion in BAT in this group (Figure 4k). In addition, the treatment
with siCLK2 increased fasting insulin and leptin serum levels and
did not alter adiponectin serum levels (Figure 4l). Fasting blood
glucose levels was enhanced after siCLK2 treatment and accord-
ingly PEPCK protein expression was increased in siCLK2 group
(Figures 4m and n). Our data also showed that the phosphoryla-
tion of FoxO1 was increased after insulin ICV injection in siSCR-
treated mice, although in siCLK2-treated group there was a
suppression of FoxO1 phosphorylation in response to insulin
(Figure 40).

CLK2™"33 phosphorylation in response to insulin and leptin is
impaired in the hypothalamus of obese mice

As expected, acute ICV injection of insulin increased AKT and
CLK2™"3%3 phosphorylation in the hypothalamus of mice on chow.
However, this effect was blunted in the hypothalamus of mice on
HFD (Figures 5a and b). Likewise, acute leptin ICV injection
increased JAK2 and CLK2™™%* phosphorylation in the hypotha-
lamus of mice on chow and this effect was faint in mice on HFD
(Figures 5c and d). In addition, 1 h of refeeding after prolonged
fasting increased CLK2™** phosphorylation in the hypothalamus
of db/+ mice and this effect was faint in the hypothalamus of db/
db mice (Figure 5e).

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.
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Overexpression of CLK2 in the mediobasal hypothalami of obese
mice partially reverses the obese phenotype

GFP staining showed successful injections in the MBH (Figure 6a).
In a separated group of mice, we performed the injections and
measured the relative CLK2 expression in the hypothalamus,
mice that received ad-CLK2 showed enhanced CLK2 mRNA
expression in comparison of ad-GFP injected mice (Figure 6b).
After 4 days of ad-CLK2 injection in the MBH of high-fat-fed mice,
we observed a decrease on BW and reduction on Fl (Figures 6c
and d). O2 consumption, CO2 production and RER were enhanced
in mice on HFD expressing ad-CLK2 (Figures 6e-g). Fasting blood
glucose was reduced from 209+16 mgdl~' in mice on HFD
expressing ad-GFP to 170+ 13 mg dl ™" in mice on HFD expressing
ad-CLK2 in the MBH (Figure 6h). Our data demonstrated that after
5 days of ad-CLK2 injection, there was a marked reduction on BW
and decrease on Fl in db/db mice (Figures 6i and j), consistently,
increased O, consumption, CO, production and RER (Figures 6k-
m). Interestingly, overexpressing CLK2 in the MBH of db/db mice
decreased markedly fasting blood glucose from 320+29 mg dl~'
(ad-GFP) to 104+ 16 mg dl~" (ad-CLK2; Figure 6n).

DISCUSSION

The present study showed that CLK2 is robustly expressed in
hypothalamic neurons, having a crucial role in the regulation of
energy balance. Hypothalamic CLK2™3*% phosphorylation, which
induces CLK2 activity'® is regulated in vivo by refeeding and by
insulin and leptin, mostly via PI3K. The reduction of CLK2
expression in the hypothalamus, by chronic inhibition, was
sufficient to increased BW, fat mass, Fl and to decreased energy
expenditure in mice on chow. In contrast, CLK2™%* phosphor-
ylation in the hypothalamus in response to insulin, leptin or
refeeding was impaired in obese mice. Overexpressing CLK2 in the
MBH of mice on HFD or in db/db mice partially reversed the obese
phenotype. Lastly, chronic CLK2 inhibition in the hypothalamus
was associated with a slight increase in the fasting blood glucose
levels, reduction in PEPCK expression in the liver and enhanced
glucose production from pyruvate.

Although CLK kinases show elevated evolutionary conservation,
there is a scarcity of information regarding their targets, regulation
and function in vivo. Recent data showed that neuronal CLK2
might be implicated in autistic features.?® However, the role of
CLK2 in metabolism was only described in liver regulating hepatic
gluconeogenesis and fatty acid oxidation.'®"” In the present study
we are expanding the knowledge regarding CLK2, describing its
crucial role in hypothalamic neurons affecting energy balance.
Insulin induces hypothalamic CLK2™>%* phosphorylation in a
PI3K-dependent manner. A co-immunoprecipitation suggested
that upon insulin stimulation, there was an association between
both CLK2 and AKT in the hypothalamus, similar what occurs in
the liver. The activation of PI3K/AKT pathway in the hypothalamus
induces phosphorylation and exclusion of FoxO1 from the cellular
nucleus.?” This effect decreases food intake because FoxO1 in the
nucleus is a transcriptional activator of the Agrp/NPY genes and
represses the transcription of the POMC gene.® By analogy, in the
liver, the activation of PI3K leads to AKT activation and
phosphorylation of CLK2, which in turn phosphorylates SR domain
on PGC-Ta inhibiting its interaction with FoxO1 and finally
decreasing hepatic gluconeogenic genes expression.'® Here,
in vivo knockdown of CLK2 in the hypothalamus decreased FoxO1
phosphorylation in response to insulin suggesting that FoxO1 was
still in the nucleus regulating neuropeptides transcription.
Interestingly, we found increased NPY mRNA levels after chronic
inhibition of CLK2 in the hypothalamus, which could be a direct or
indirect effect of CLK2. This result also suggests a possible
connection between CLK2 and FoxO1 in the hypothalamus.
Therefore, it would not be surprising if the CLK2 effects expand
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beyond FoxO1.
investigation.

It is not completely known why leptin at the dose of 100 ng was
not able to increase CLK2™>** phosphorylation. This finding may
be related to the association/activation between CLK2 and serine/

However, these phenomena deserve more

threonine protein phosphatase 2A (PP2A), because preliminary
data showed that at 100 ng of leptin, there was a maximal
association between CLK2 and PP2A (data not shown). However,
our data supported that given leptin either ICV or ip. may
recapitulate some of the refeeding response by increasing
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CLK2™*3 phosphorylation in the hypothalamus of chow mice
in vivo. This effect occurred mostly via PI3K, suggesting that CLK2
is a leptin signaling protein in hypothalamus.

In parallel to the results of hormone infusions, we also observed
that in refeeding conditions, ICV TG003 treatment was able to
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animals. Consistent with this, in vivo reduction of CLK2 expression
altered neuropeptides expression, because both treatments
enhanced NPY mRNA levels in the hypothalamus. TGO003
treatment also increased POMC and decreased CRH mRNA levels.
This discrepancy may be due to the specificity of TG003, which in

blunt CLK2™** phosphorylation, suggesting a potential physio-
logical regulation of hypothalamic CLK2.

Mice treated with siCLK2 showed enhanced leptin circulating
levels and this is consistent with the data of adiposity increment
presented by this group, once leptin is one adipocyte-derived
hormone and its levels reflect the amount of adipose tissue.
Enhanced adiposity may be, at least in part, due to hyperphagia
observed in mice with reduced CLK2 expression in the hypotha-
lamus. The lack of anorectic response to insulin and leptin in the
hypothalamus of mice treated with siCLK2 or TG003 reinforces the
idea that CLK2 participates in insulin and leptin signaling and
action and may contributes to the observed hyperphagia in these

parallel to induce CLK2 ubiquitination and degradation,'®?® also
inhibit other CLK family proteins including CLK1 and CLK4.%
Therefore, this wide inhibition might interfere in POMC mRNA
levels, once CLK family participating in alternative splicing
regulation. To clarify this issue, we conduced experiments using
a siRNA to knockdown specifically CLK2 in the hypothalamus. In
this new set of experiments, we showed that mice treated with
siRNA of CLK2 had only increments on NPY mRNA levels and any
increment on POMC mRNA levels. This result was totally consistent
with metabolic findings after knocking down CLK2 in the
hypothalamus.
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Figure 5. CLK2™"3*® phosphorylation in response to insulin and leptin is impaired in the hypothalamus of obese mice. (a, b) AKTSer473 and
CLK2™"*3 phosphorylation in response to insulin in the hypothalamus of mice on chow or HFD. Saline was used as control. (¢, d)
JAK2Tyr1007/1008 and CLK2™"%3 phosphorylation in response to leptin in the hypothalamus of mice on chow or HFD. Saline was used as
control. (e) CLK2™"*® phosphorylation in the hypothalamus of db/+ or db/db mice after 1 h of refeeding after prolonged fasting (24 h). Data
are presented as means + s.e.m. from 4 mice per group. One-way ANOVA with Bonferroni post-test was used. *P < 0.05 versus other groups on
HFD or chow. *P<0.05 versus other groups db/+ or db/db. IP, immunoprecipitation; IB, immunoblotting.

<

Figure 4. Chronic knockdown of CLK2 expression in the hypothalamus alters food intake, energy expenditure and glucose metabolism. In
these experiments, we used a siRNA against CLK2 (sequence: 5'phos/GUAUUCAUAGGACUGC 3’) or a siSCR (sequence: 5'phos/
UCGGCAGUCCUAUG 3’) as a control. Both, siCLK2 and siSCR were infused continuously for 7 days by an ICV micro-osmotic pump Alzet
1007D (DURECT Corporation, Cupertino, CA, USA). (a) CLK2 mRNA levels in the hypothalamus of mice on chow submitted to sham (with no
infusion) or treated with saline; with siSCR or with siRNA-CLK2 for 7 days. (b) Body weight during siRNA treatment. (c) Epididymal,
retroperitoneal and mesenteric relative fat mass after siRNA treatment. (d) Food intake during siRNA treatment. (e, f) Four hour food intake in
response to insulin or leptin after 7 days of siRNA treatment, saline ICV injection was used as control. (g) Twenty-four hour fasting NPY, AgRP,
POMC and CRH mRNA levels in the hypothalamus of mice treated with siRNA. (h) O, consumption, (i) CO, production and (j) RER
measurements after 7 days of siRNA treatment. (k) UCP-1 protein expression in the BAT after siRNA treatment for 7 days. (I) Serum insulin,
leptin and adiponectin levels measured after overnight fasting in mice treated with siRNA for 7 days. (m) Fasting blood glucose and (n) PEPCK
protein expression in the liver measured after 7 days of siRNA treatment. (0) FoxO1 phosphorylation in response to insulin after siRNA
treatment. Data are presented as means +s.e.m. from 5 to 6 mice per group. Two-tailed Student’s t-test or one-way ANOVA with Bonferroni
post-test were used to analyze the data. *P < 0.05 versus vehicle. IP, immunoprecipitation; IB, immunoblotting.
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Figure 6. Overexpression of CLK2 in the mediobasal hypothalami of obese mice partially reverses the obese phenotype. We used recombinant
adenovirus expressing CLK2 with GFP (ad-CLK2) or adenovirus expressing only GFP (ad-GFP) and injected bilaterally in the mediobasal
hypothalami of HFD fed or db/db mice. (a) GFP staining showing the sites of the injections in the mediobasal hypothalamus. (b) CLK2 mRNA
levels in the hypothalamus in both groups treated with adenovirus. (c) Body weight and (d) food intake were followed up to 7 days after
injections in mice on HFD. (e) O, consumption, (f) CO, production, (g) RER and (h) fasting blood glucose measurements 7 days after injections
in mice on HFD. (i) Body weight and (j) food intake were followed up to 7 days after injections in db/db mice. (k) O, consumption, (I) CO,
production, (m) RER and (n) fasting blood glucose measurements 7 days after injections in db/db mice. Data are presented as means + s.e.m.
from 3 to 5 mice per group. Two-tailed Student’s t-test or one-way ANOVA with Bonferroni post-test was used to analyze data. TP <0.05 versus
HFD-ad-GFP. *P < 0.05 versus db/db-ad-GFP.

A reduction in energy expenditure observed after siCLK2 or TG003 impairment of insulin and leptin action in the hypothalamus observed
treatment may also contribute to enhance adiposity in these mice. after chronic reduction of CLK2. The impact of a reduction of CLK2 on
These mice had decreased O, consumption and UCP-1 levels in BAT, energy expenditure is probably tissue specific, because liver-specific

suggesting reduced thermogenesis. This result may be due to an CLK2 knockout mice did not exhibit changes in energy expenditure.'”
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Although the role of CLK2 in energy expenditure seems to be
tissue specific, its role in RER seems to be similar after knockdown
in liver or hypothalamus. The deletion of CLK2 in the liver induced
lower RER, suggesting a preference for fatty acids oxidation. This
was associated with enhanced hepatic machinery of fatty acid
oxidation and ketogenesis.'” In the present study, the reduction of
CLK2 in the hypothalamus also decreased RER, suggesting that
hypothalamic CLK2 has a critical role to determine the fuel
substrate that should be used as an energy source for the whole
body. It is important to mention that in this situation, although the
animal is oxidizing more lipids, the marked reduction in O,
consumption and the lack of anorexigenic response to insulin and
leptin results in increased body weight.

HFD induces insulin and leptin resistance in the different brain
regions of rodents thereby impairing energy balance.®?**° In this
context, CLK2™"3*® phosphorylation was reduced in response to
insulin or leptin in the hypothalamus of mice fed with HFD. In
addition to HFD, db/db mice, which develop marked obesity,
diabetes and hyperphagia®® also demonstrated a reduction on
CLK2™"343 phosphorylation in response to refeeding. Regardless
of marked reduction in CLK2™3** phosphorylation in the
hypothalamus of obese mice, overexpression of CLK2 in the
MBH by adenovirus was able to reverse hyperphagia and the
lower energy expenditure, accompanied by a marked decrease in
adiposity, reinforcing that hypothalamic CLK2 has an important
role in the maintenance of energy homeostasis.

Administration of insulin to the hypothalamus attenuates
hepatic glucose production lowering blood glucose levels in a
PI3K-dependent manner. This effect involves ATP-sensitive potas-
sium (Katp) channels in hypothalamic neurons, which commu-
nicate with the liver by vagus nerve'?? Damages of
hypothalamic insulin signaling impair the effect of insulin
suppressing hepatic glucose production.>*** Recent evidences
showed that central insulin is able to induce hepatic Il-6
production, consequently increasing pSTAT3 and pFoxO1, leading
to the suppression of gluconeogenesis genes expression in liver.
Leptin is also able to control glucose metabolism in liver by
increase in STAT3 and PI3K pathways in the hypothalamus.>®
Herein, we observed that hypothalamic CLK2 was regulated by
insulin in a PI3K-dependent manner and overexpression of CLK2 in
the hypothalamus of db/db mice normalized fasting blood glucose
levels. Interesting, a chronic CLK2 inhibition in the hypothalamus
was associated with a slight increase in the fasting blood glucose
levels. It was consistent with a reduction in the protein expression
of PEPCK in the liver, which is a key enzyme in the gluconeogen-
esis process. In addition, TG003 treatment was associated with
enhanced glucose production from pyruvate. Those effects likely
were independent of changes in food intake or body weight
because they persisted in pair-fed mice (data not shown).
Together, these data suggest that CLK2 may be participating in
hypothalamic signaling contributing to control hepatic glucose
production.

In summary, our data provide evidence that CLK2 is expressed
in hypothalamic neurons and integrates insulin and leptin
signaling and action. Hypothalamic CLK2 is required to maintain
body weight, fat mass, food intake and energy expenditure,
contributing to the energy homeostasis in mice. In obese models,
CLK2™% phosphorylation in the hypothalamus is impaired,
which may contribute to the hyperphagia and lower energy
expenditure observed in these mice. Overexpressing CLK2 in the
MBH of HFD mice or db/db mice reversed, partially, the obese
phenotype. In addition, CLK2 may integrate hypothalamic
signaling that participates in the control of hepatic glucose
production. The potential of CLK2 in hypothalamus as a molecule
for new therapeutic approaches to obesity and diabetes is
promising.
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RESULTADOS ADICIONAIS OBTIDOS APOS PUBLICACAO

Em uma etapa posterior deste estudo, com o objetivo de obter a delecdo de CLK?2 de forma
mais especifica, nds utilizamos o sistema de recombina¢do mediado por cre-loxP, ou sistema cre-
loxP. Este sistema € uma potente ferramenta de edicdo de genes que se tornou um pilar na pesquisa
cientifica em diversas dreas. O sistema consiste na acdo da recombinase isolada do bacteriéfago P1
que recombina fragmentos de DNA (cre) e seus ligantes sdo os loxP (locus of crossing over (x)).
Sdo necessarios dois elementos para esta tecnologia funcionar; o primeiro é uma linhagem animal
geneticamente modificada para flanqueamento do gene de interesse neste caso o Clk2, com a
sequéncia loxP. No nosso caso, o segundo elemento consistiu em um adenovirus associado capaz
de expressar a recombinase cre, que causou a delecdo do gene flanqueado (Clk2) nas células
expressando cre na drea da injecao que foi o hipotdlamo mediobasal (MBH) (McLellan, 2017).

Para a gerac@o dos animais com delecdo de Clk2 em MBH, foram utilizados camundongos
adultos (8 semanas de idade) da linhagem Clk2flox/flox que foram submetidos a injecdo de AAV-
Cre-GFP no MBH que serd referido no decorrer do texto como Clk2flox/flox-Cre. O grupo
controle utilizado foi constituido por animais Clk2flox/flox submetidos a injecdo no MBH de
adenovirus associado que codificava somente a proteina fluorescente GFP, sem o cre que serd
referido no texto como Clk2flox/flox-GFP.

Como resultado, observou-se que os animais Clk2flox/flox-Cre apresentaram aumento
significativo de peso corporal em comparacdo ao seu controle Clk2flox/flox-GFP, principalmente
apos a sexta semana da delecio de CLK2 (Fig. 3A). Em relacdo a composicdo corporal medida
pelo método de MRI (ressondncia magnética por imagem), a massa magra foi similar entre os
grupos. Entretanto, o grupo Clk2flox/flox-Cre apresentou maior acimulo de massa adiposa que o

grupo Clk2flox/flox-GFP (Fig. 3B). Apds o sacrificio dos animais, a massa adiposa das regides
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epididimal, mesentérica e subcutinea foi determinada, ndo sendo encontrada diferenca
significativa na massa de tecido adiposo das regides mesentérica e subcutanea entre os grupos. No
entanto, foi detectado aumento significativo da massa de tecido adiposo da regido epididimal no
grupo Clk2flox/flox-Cre em comparacgdo ao grupo Clk2flox/flox-GFP (Fig. 3C).

De forma consistente com o aumento da adiposidade do grupo Clk2flox/flox-Cre, a
ingestdo alimentar de 24 horas desses animais foi significativamente maior comparada aos animais
controles (Fig. 4A). Adicionalmente, foi investigada a sensibilidade a leptina dos grupos, por meio
de injecdo intraperitoneal de leptina (3mg/Kg de peso corporal) (Calbiochem) ou salina em
animais submetidos a jejum overnight, com medida subsequente de ingestdo alimentar por 2, 4 8 e
24 h. Nesse experimento, verificou-se que os animais Clk2flox/flox-GFP reduziram
significativamente a ingestdo alimentar apds injecdo de leptina comparados aos animais
Clk2flox/flox-GFP que receberam injecdo de salina nos tempos 2, 4 e 8 h. Por outro lado, os
animais Clk2flox/flox-Cre ndo reduziram a ingestdo alimentar apds a injecdo de leptina quando
comparados aos animais Clk2flox/flox-Cre que receberam injecdo de salina em todos os tempos
estudados. Além disso, no tempo 24 h, o grupo salina Clk2flox/flox-Cre apresentou uma maior
ingestdo alimentar comparado ao grupo salina Clk2flox/flox-GFP. A a¢do da leptina no hipotdlamo
ocorre através de sua cascata de sinalizacdo intracelular LEPR, JAK2 e STATS3, sendo assim,
investigamos a ativacdo da proteina STAT3 apdés administracdo intraperitoneal de leptina.
Observamos menor fosforilacdo de STAT3 no hipotdlamo dos animais Clk2flox/flox-Cre em
resposta a injecdo intraperitoneal de leptina quando comparada aos seus controles Clk2flox/flox-
GFP (Fig. 3D). Em conjunto, esses resultados sugerem que o efeito anorexigénico da leptina

depende, pelo menos em parte, da expressdo de CLK2 no MBH (Fig 4B-E).
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Figura 3: Delecdo de CLK2 em neurdnios hipotalamicos do MBH compromete homeostase energetica.
Animais Clk2%=%e% foram submetidos a delecio hipotalimica de CLK2 através da injecio de AAV-Cre-
GFP no MBH. Nesta fisura mostramos peso corporal (A), massas magra e adiposa (B), tecidos adiposos:
epidydimal (Epi). Mesentérico (Mes) e subcutaneo (Sub) apos 12 semanas da injecdo de adenovirus.
Immunoblotting de pSTAT3 foi executado em amostras de hipotalamo 30 minutos apos injecdo 1P de
leptina ou salina (D). Os dados estdo apresentados como médiaterro padrido da média de 6-8 animais por
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Diminuicao da tolerincia a glicose e a insulina apds delecao de CLLK2 hipotalamica. A acdo

hipotalamica da leptina € imprescindivel no controle glicémico em camundongos (Obici et al., 2002;
Pocai et al., 2005). Os resultados acima sugerem uma possivel deficiéncia na sinalizagdo de leptina
ap6s delecdo de CLK2 hipotalamica, sendo assim, investigou-se o metabolismo de glicose nestes
animais. O grupo Clk2flox/flox-Cre apresentou maior glicemia de jejum comparado ao grupo controle
(Fig. 5A). Adicionalmente, o grupo Clk2flox/flox-Cre mostrou também diminuicdo da resposta no
teste de tolerancia a insulina (Fig. 5B-C) e maior intolerancia a glicose (Fig. SD-E). Os resultados
acima, embora ainda iniciais, sugerem que a CLK2 no MBH pode ter um papel no circuito central que
regula a homeostase da glicose. Entretanto, estudos adicionais devem ser realizados para comprovar

esses efeitos.
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Alteracdo da expressio génica no tecido hepatico e adiposo marrom apoés delecio

hipotaldmica de CLK2. Geralmente, mudancas de peso corporal e adiposidade corroboram com

flutuagcdes na regulacdo de termogénese pelo tecido adiposo marrom (BAT), assim como, a presenca
de hiperglicemia em modelos animais de obesidade € muito relacionada ao desequilibrio da
gliconeogénese pelo figado. Sendo assim, a expressdo génica de enzimas que participam do controle
da gliconeogénese e da termogénese foi investigada apds nos grupos Clk2flox/flox-Cre e

Clk2flox/flox-GFP, utilizando-se PCR em tempo real.

No figado de animais Clk2flox/flox-Cre, encontrou-se maior expressao génica de algumas enzimas
envolvidas na regulacdo de gliconeogénese como Pepck, G6Pase e glicoquinase, em comparagdo aos
animais Clk2flox/flox-GFP (Fig. 6 A-C). Consistente com os resultados do peso corpéreo e massa
adiposa, genes marcadores de atividade termogénica no BAT, como os genes ucp-1, pgc-1la e prdm16
apresentaram menor expressio no BAT do grupo Clk2flox/flox-Cre comparado ao grupo

Clk2flox/flox-GFP (Fig. 6 D-E).
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Figura 6: Aumento da expressdo de marcadores de gliconeogénese e diminuicdo dos marcadores de
termogénese em animais com delegdo hipotalamica de CLK2. Expressio relativa dos genes Pepck.
(G6Pase e Glicoquinase verificados por PCR em tempo real em amostras de figado (A-C). Expressio
relativa dos genes Ucp-1, Pge-1o e Prdm16 no BAT(D-F). Os dados estdo apresentados como mediaterro
padrio da média de 6-8 animais por grupo. Teste t de Student foi utilizado para se comparar as medias.

*p= 0,05 versus Cliki2flox/flox-AAV-GEFP.
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Deleciao de CLK?2 no nicleo central da amigdala (CeA) nio afeta metabolismo energético. De

forma complementar, procedeu-se a injecao de AAV-Cre-GFP ou como controle a injecio de AAV-
GFP no CeA de animais Clk2flox/flox, baseado na robusta expressio de CLK2 no CeA em
camundongos (Capitulo 1-Fig. 1B) e no papel que o CeA tem em resposta a insulina para o controle de
ingestdo e peso corporeo (Castro et al., 2013; Areias e Prada, 2015). Os animais foram acompanhados
por 16 semanas apds a delecdo de CLK?2 no CeA e ndo observamos diferencas significativas de peso
corporal, adiposidade ou ingestdo alimentar de 24 horas entre o grupo com delecdo de CLK2 no CeA

quando comparados aos seus controles (Fig. 7A-D).
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Figure 6: Delecio de CLK2 na area central da amigdala (CeA) ndo afeta metabolism energético. Animais
Clic2fexfe= foram submetidos a injecdo na CeA de AAV-Cre-GFP. Foram acompanhados peso corporal
(A), massa magra e adiposa (B), tecidos adiposos: epididimal (Epi), mesentérico (mes) e subcutaneo
(Sub) (C) e ingestdo alimentar de 24 horas na 16 semana apos injegdo (D). Os dados estdo apresentados
como médiaterro padrio da média de 5 animais por grupo. Teste t de Student foi utilizado para se

comparar as medias.
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados no CAPITULO 2 corroboram com os resultados prévios apresentados
no CAPITULO 1, que descreveram a proteina CLK2 como participante da via de insulina e leptina no
hipotdlamo, contribuindo na regulacdo do metabolismo energético. A delecdo especifica de CLK2 em
neurénios do MBH, utilizando os animais CLK2flox/flox e a injecdo de AAV-CRE, induziu aumento
de peso corporal, adiposidade, ingestdo alimentar e diminui¢do de sensibilidade e de sinalizagdo de
leptina. Além disso, esses animais apresentaram redu¢do da tolerdncia a insulina e glicose, reforcando

a inter-relagcdo entre CLK?2 hipotalamica e metabolismo energético.

Os dados adicionais apresentados no CAPITULO 2, em conjunto com dados publicados
anteriormente (Rodgers et al., 2010; Tabata et al., 2014; Hatting et al., 2017; Quaresma et al., 2017)
reforcam o papel tecido-especifico da CLK2, como a regulacdo da gliconeogénese hepatica,
termogénese no BAT e na regulacdo da homeostase energética via hipotdlamo que serdo abordados

abaixo.

Em relagdo a funcdo da CLK2 em tecido hepético, foi observado que a CLK?2 é fosforilada em
treonina 343 em resposta a insulina e que essa regulacdo induz a fosforilagdo da PGC-1 alfa, a qual
inibe as enzimas responsaveis pela gliconeogénese e producdo de glicose hepatica (Rodgers et al.,
2010). Em dbdb foi encontrada uma downregulation da CLK2 no figado e a super expressao de CLK?2
por adenovirus foi capaz de suprimir a gliconeogénese desses animais, chegando quase aos niveis do

animal controle (Rodgers et al., 2010).

Em relacdo a funcdo da CLK2 em BAT, recentemente foi demonstrado que delecdo da CLK2
especificamente em BAT induziu obesidade, principalmente pela reduc¢do do gasto energético durante
0 jejum intermitente em animais com dieta hiperlipidica (Hatting et al., 2017). A dele¢do da CLK2 em

BAT foi associada com a redugdo da expressao proteica de UCP-1 nesse tecido (Hatting et al., 2017),
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0 que seria um elemento explicativo para a reducdo do gasto energético desses animais. Os autores
também demonstraram que a CLK2 no BAT ¢ importante para a fosforilacdo da proteina CREB
(cAMP response element binding), um fator de transcri¢do que ativa a UCP-1 durante a lipdlise. Dessa
forma, a delecdo de CLK2 no BAT prejudicaria a sinalizacdo CREB-UCP-1, reduzindo a lipdlise
(Hatting et al., 2017). E conhecido que a proteina CLK2 tem sinergia com a PP2A (proteina fosfatase
2A), quando a CLK2 estd inibida ocorre aumento da PP2A e vice versa (Tabata et al., 2014) . A
inibicdo de PP2A em adipdcitos marrons de animais com delecio de CLK2 no BAT aumentou a
fosforilagdo do CREB e, consequentemente, a atividade lipolitica e de termogénese regulada por UCP-
1 (Hatting et al., 2017). E plausivel pensar que a fosfatase PP2A possa inibir a sinalizacio de insulina
e leptina presentes na deficiéncia de CLK2 hipotalamica. Porém, mais estudos sdo necessérios para

comprovar esta possivel interacao.

Em relacdo a sua funcdo no hipotdlamo, nosso grupo demonstrou que a CLK2 estava expressa em
neuronios do hipotdlamo, participando das vias de sinalizacdo da insulina e leptina nesse tecido. A
inibicdo farmacoldgica da CLK2 no hipotilamo e também o knock-down da CLK2 induziram
obesidade em animais magros, mesmo recebendo dieta padrdo. Animais com obesidade induzida por
dieta hiperlipidica e dbdb apresentaram menor fosforilacdo em treonina 343 de CLK2 em hipotdlamo e
a super expressio de CLK2 por meio de injecio de adenovirus foi suficiente para reverter,
parcialmente, esse fendétipo (Rodgers et al., 2010; Tabata et al., 2014; Hatting et al., 2017; Quaresma

etal.,2017).

Conjuntamente, os dados sobre CLK2 em diversos tecidos demonstra sua importancia na fisiologia
e manuten¢do da homeostase energética. A investigacdo da regulacdo de CLK2 hipotalamica e seu

papel no controle do metabolismo energético e de glicose apresentados aqui t€ém o potencial de
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desdobramento em investigagdes futuras nos mecanismos intracelulares de diferentes tipos neuronais

envolvidos no controle do balango energético.

Os resultados obtidos ap6s a delecdo de CLK?2 no CeA, sugerem que, mesmo sendo uma drea com
robusta expressao de CLK?2 (Capitulo 1-Fig. 1B) e ligada ao controle de ingestdao alimentar (Castro et
al., 2013; Areias e Prada, 2015), a delecio de CLK2 nesse nucleo ndo afetou o metabolismo

energético. Os animais Clk2"Vx

submetidos a injecdo no CeA de AAV-Cre-GFP para delecdao de
CLK2, demonstraram similar evolu¢do de peso corporal, adiposidade e ingestdo alimentar quando

comparados com o seu grupo controle. E possivel que a proteina CLK2 possua um papel diferente ao

controle de metabolismo energético na amigdala, o que demandaria mais investigacdes nesses animais.
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CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que a proteina CLK2 € expressa e regulada em neurdnios
hipotalamicos por estado nutricional, insulina e leptina. Esta regulacio se mostra deficiente no
hipotdlamo de modelos animais de obesidade, como os alimentados com dieta hiperlipidica e com

mutacdo do receptor de leptina (dbdb).

A inibi¢do ou delecdo de CLK2 hipotalamica acarretou no desenvolvimento de hiperfagia,
menor gasto energético e, consequentemente, do fendtipo obeso. De modo contririo, o
restabelecimento da expressdao de CLK?2 hipotalamica em modelos animais de obesidade restaurou, ao

menos em parte, a homeostase energética.

Por fim, os dados indicam que a CLK2 integra a sinalizacdo de insulina e leptina no
hipotdlamo, contribuindo para o controle da homeostase energética, sendo uma molécula com

potencial promissor para um possivel alvo terapéutico da obesidade.
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