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RESUMO

Obesidade e sobrepeso afetam mais da metade da populacdo mundial, sendo hoje
considerados problemas de saude pablica. O controle do peso corporal, comportamento
alimentar e homeostase energética sdo mantidos pelo sistema melanocortina
hipotalamico, composto por neurdnios de primeira ordem, anorexigénicos (POMC e
CART) e orexigénicos (AgRP e NPY), presentes no ndcleo arqueado do hipotdlamo que
detectam tanto niveis hormonais circulantes (leptina, insulina, grelina e
colecistoquinina), quanto componentes alimentares (&cidos graxos). Assim, esses
neurbnios integram esses sinais periféricos e produzem 0s neuropeptideos
(POMC/CART e NPY/AGRP) que mantém a homeostase energética. Entretanto, o
aumento na ingestdo de alimentos ricos em gorduras saturadas promove uma regulacédo
anémala do neuropeptideo POMC e um quadro de inflamacéo hipotalamica que leva ao
estabelecimento de um fendtipo obeso. Como estratégia terapéutica para manejo da
obesidade, sdo utilizados alguns farmacos, como os anélogos do GLP1 (peptideo 1
semelhante ao glucagon), baseados em receptores acoplados a proteina G (GPCRs).
Apesar de ndo existir tratamento efetivo para obesidade e de ser uma condicéo
patoldgica sistémica que afeta varios 6rgédos, ainda se torna necessaria a identificagcdo de
novos componentes e de novos alvos terapéuticos que possam contribuir para o
reestabelecimento da homeostase energética. Desse modo, nosso estudo identificou, por
meio de estudos preliminares em bases de dados, dois novos GPCRs (GPR68e
GPR139), ambos presentes no sistema melanocortina hipotaldmico e modulados pelo
curto periodo de alimentacdo em dieta hiperlipidica (HFD) e por privacdo de nutrientes.
Além disso, nossas abordagens farmacologicas, por meio de moduladores alostéricos
positivos (PAM) e negativos (NAM) do GPR68, mostraram seu efeito no controle da
ingestdo alimentar. Por meio da inibicdo parcial do GPR139, pontuamos que esse
receptor € importante no controle da glicemia, peso corporal e ingestdo alimentar. Logo,
0S novos participantes, GPR68 e GPR139, caracterizados nesse trabalho, mostraram
estar relacionados diretamente com o comportamento alimentar (GPR68 e GPR139),

bem como a manutencéo adequada do peso corporal e homeostase glicémica (GPR139).

Palavras chaves: Obesidade, GPCRs 6&rfaos, hipotalamo, sistema melanocortina e

moduladores alostéricos



ABSTRACT

Obesity and overweight affect more than half of the world's population and are now
considered public health problems. Body weight control, feeding behavior and energy
homeostasis are maintained by the hypothalamic melanocortin system, composed of
first-order anorexigenic (POMC and CART) and orexigenic (AgRP and NPY) neurons
present in the arcuate nucleus of the hypothalamus that detect both hormone levels
circulating substances (leptin, insulin, ghrelin and cholecystokinin), as well as food
components (fatty acids). Thus, these neurons integrate these peripheral signals and
produce neuropeptides (POMC/CART and NPY/AGRP) that maintain energy
homeostasis. However, the increase in the intake of foods rich in saturated fats promotes
an anomalous regulation of the neuropeptide POMC and a picture of hypothalamic
inflammation that leads to the establishment of an obese phenotype. As a therapeutic
strategy for obesity management, some drugs are used, such as GLP1 (glucagon-like
peptide 1) analogues, based on G protein-coupled receptors (GPCRs). Although there is
no effective treatment for obesity and it is a systemic pathological condition that affects
several organs, it is still necessary to identify new components and new therapeutic
targets that can contribute to the reestablishment of energy homeostasis. Thus, our study
identified, through preliminary database studies, two new GPCRs (GPR68 and
GPR139), both present in the hypothalamic melanocortin system and modulated by
short-term high-fat diet (HFD) and nutrient deprivation. In addition, our
pharmacological approaches, through positive (PAM) and negative (NAM) allosteric
modulators of GPR68, have shown their effect in controlling food intake. Through the
partial inhibition of GPR139, we pointed out that this receptor is important in the
control of blood glucose, body weight and food intake. Therefore, the new participants,
GPR68 and GPR139, characterized in this work, showed to be directly related to eating
behavior (GPR68 and GPR139), as well as the adequate maintenance of body weight
and glycemic homeostasis (GPR139).

Keywords: Obesity, orphan GPCRs, hypothalamus, melanocortin system and allosteric

modulators.
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INTRODUCAO

Aspectos Epidemioldgicos

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) define obesidade e sobrepeso como o
acumulo anormal ou excessivo de tecido adiposo branco, resultando em risco
aumentado de comprometimento da satde dos individuos (WHO, 2019). O principal
critério utilizado para avaliar e classificar o estado nutricional dos individuos é o Indice
de Massa Corporal (IMC), uma grandeza obtida por meio da razdo entre o peso corporal
em quilogramas pelo quadrado da altura em metros. Assim, € possivel classificar os
individuos em sobrepeso (IMC entre 25 e 29,9 Kg/m?2) e obesos, com IMC maior ou
igual a 30 Kg/m? (WHO, 2020).

A partir desse critério, a OMS mostrou que no ano de 2016 cerca de 39% da
populagdo mundial foi considerada com sobrepeso ou obesa. Em valores absolutos, isso
representa mais de 1,9 bilhdo de individuos adultos maiores de dezoito anos. Desse
total, 13% ou 650 milhGes de individuos sdo considerados obesos. Além dos elevados
indices de obesidade e sobrepeso na populacéo de individuos adultos, a populacéo de
criancas menores de 5 anos, também é afetada, existindo mais de 38 milhdes de criangas
com sobrepeso ou obesidade no mundo (WHO, 2020).

No Brasil, 0 Ministério da Salde e a Secretaria de Vigilancia em Salde, por
meio da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito
Telefonico (VIGITEL), estimaram que no ano de 2010, no conjunto das 27 capitais
brasileiras, a prevaléncia de sobrepeso e obesidade eram de 48,1% e 15% em individuos
adultos maiores de 18 anos, respectivamente. Porém, apds dez anos, os valores de
prevaléncia de sobrepeso e obesidade na populacéo brasileira cresceram e atingiram
57,5% e 21,5% em individuos adultos (VIGITEL, 2020), corroborando os estudos
mundiais e confirmando o aumento do IMC da populacdo ao longo de curtos intervalos

de tempo.

De acordo com a relacdo entre prevaléncia de obesidade e fatores
socioeconémicos, Jaacks e colaboradores (2019) propuseram diferentes estagios de
transicdo da prevaléncia de obesidade e fatores socioeconémicos entre os individuos de
sexo masculino e feminino. Assim, o0 estdgio em que o Brasil transita € marcado pelo
aumento na prevaléncia de adultos obesos, com reducdo da diferenca entre 0s sexos e

niveis socioecondmicos, como mostrado pelo VIGITEL no ano de 2020.
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O rapido aumento na prevaléncia de sobrepeso e obesidade entre os individuos
esta relacionado com as transformagdes industriais e socioeconémicas ocorridas a partir
da década de 1970. A introducdo da mecanizacdo na industria alimenticia transformou o
processo produtivo de alimentos, proporcionando maior oferta e disponibilidade de
alimentos com grande densidade energética, ricos em gorduras. Esse fator, promoveu
efeitos diretos no balango energético da populagdo, contribuindo assim para o aumento
no IMC da populagio (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017).

Além disso, o estilo de vida rural (consumo de alimentos com baixo grau de
processamento e baixa densidade energética, aliados a baixos niveis de sedentarismo)
passou a ser substituido pela adogdo de um estilo de vida urbano (reducdo no gasto
energético em atividades fisicas e de trabalho e aumento da ingestdo de alimentos
industrializados com grande densidade energética). Desse modo, o estilo de vida urbano
e a mudanca no padrdo alimentar favoreceram o0 ganho de peso corporal e,

consequentemente, obesidade entre os individuos (SWINBURN et al., 2011).
Alimentos Industrializados e Homeostase energética

O advento da industria alimenticia trouxe inovag¢bes no processamento dos
alimentos que culminaram na substituicdo de alimentos in natura por alimentos
modificados por processos industriais, como por exemplo, os alimentos
ultraprocessados, que possuem em suas formulacfes dietéticas substancias derivadas de
alimentos in natura, bem como a adicdo de sal, acUcar, 6leos e gorduras. Esses
alimentos sdo altamente palataveis, mimetizam propriedades sensoriais de alimentos in
natura e passam por processos de cozimento ou fritura antes de serem empacotados
(MOUBARAC et al., 2014).

A relacdo entre consumo de alimentos ultraprocessados e obesidade ainda nédo
esta totalmente clara. Contudo, alguns estudos mostram que o consumo de alimentos
industrializados, como os alimentos ultraprocessados, oferece risco a saude dos
individuos, pois esta associado com ganho de peso corporal, obesidade, aumento na
prevaléncia de sindrome metabolica e risco de hipertensdo arterial (POTI et al., 2017).
Contudo, o componente acido graxo saturado parece ser importante no desequilibrio

energético e ganho de peso corporal.

Assim, um estudo clinico mostrou que, individuos adultos alimentados durante

duas semanas com alimentos ultraprocessados (13,1 g/1.000 kcal. de gordura saturada)
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ganharam 0,9 + 0,3 Kg. de peso corporal e, 0,4 + 0,1 Kg. de gordura corporal, quando
comparados com individuos alimentados durante 0 mesmo periodo com dieta de
alimentos ndo processados (7,6 g/1.000 kcal. de gordura saturada). Para ambos os
grupos, foram oferecidas refei¢bes isocaloricas com diferentes quantidades de gordura
saturada. Assim, o curto periodo de alimentacdo em dieta ultraprocessada aumentou

significativamente o peso corporal dos individuos (HALL et al., 2019).

As principais mudancas no padréo alimentar da populacdo foram em relacao aos
constituintes das dietas, como gorduras e acidos graxos. Em 2017, Raatz e
colaboradores mostraram que quanto maior era 0 grau de obesidade nos individuos
(Grau 1, IMC: 30-34,9 Kg/m?; Grau 2, IMC: 35-39,9 Kg/m? e Grau 3, IMC > 40
Kg/m?), maior foi o consumo de gorduras e acidos graxos, estabelecendo uma relacao
entre obesidade e consumo de gorduras totais e acidos graxos do tipo saturado. Em
contrapartida, individuos eutréficos consumiram menos gorduras totais e menos acidos
graxos (RAATZ et al., 2017). Portanto, o padréo alimentar de individuos obesos difere
do padrdo encontrado para individuos eutréficos, por conter maiores quantidades de

gorduras e acidos graxos nas dietas dos individuos obesos.

Por meio da ingestdo de alimentos e liquidos, nosso organismo obtém energia
quimica necessaria para a manutencao das funcgdes fisioldgicas humanas. Esse processo
de fornecimento e aquisi¢do de energia é baseado na lei da conservacdo das massas, em
que a energia adquirida nunca é perdida, € sempre transformada em outras formas de
energia. Assim, a energia proveniente dos alimentos (calorias), é dissipada na forma de
calor (termogénese), utilizada para manter funcdes fisiologicas basais e para realizacdo
de atividades de locomocédo (HALL et al., 2012).

O modo como nosso organismo controla o peso corporal é por meio de uma
série de funcdes que se integram para regular o balango energético corporal. Para
preservar o balanco energético, nosso organismo mantém estavel o equilibrio entre a
quantidade de energia ingerida, e a quantidade de energia gasta para manutengéo do
metabolismo basal, termogénese e atividade locomotora. Desse modo, ocorre o
equilibrio energético (KRASHES et al., 2016).

O controle da homeostase energética é exercido pelo Sistema Nervoso Central
(SNC), em especifico, por uma area presente no diencéfalo, na regido médio basal do
encéfalo, logo abaixo do sulco hipotalamico e denominado de hipotdlamo. Essa area

estd morfologicamente organizada e subdividida em diferentes nucleos (conjuntos de
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células neurais e ndo neurais) responsaveis por executarem funcgdes especificas. Esses
nacleos se comunicam entre si e com outras regibes do cérebro, formando circuitos
neurais capazes de integrar, por exemplo, sinais hormonais periféricos e controlar o
comportamento alimentar, a homeostase energética e o peso corporal (SCHWARTZ et
al., 2000; SHEN et al., 2017).

Sistema Melanocortina Hipotalamico e Controle da Homeostase energética

O sistema melanocortina hipotalamico € responsavel pelo controle do
comportamento alimentar e do gasto energético. Este sistema € composto por neur6nios
responsaveis por detectar sinais periféricos hormonais, como leptina e insulina, e sinais
nutricionais, como &cidos graxos, e, converter esses sinais em neuropeptideos
anorexigénicos e orexigEnicos capazes de ativar receptores acoplados a proteina G
(GPCRs), mantendo assim o equilibrio energético (BALDINI e PHELAN, 2019).

Os neurdnios do sistema melanocortina sdo subdivididos em neurdnios
anorexigénicos de primeira ordem, que expressam 0s neuropeptideos transcrito regulado
por cocaina e anfetamina (CART) e proopiomelanocortina (POMC) e, estdo dispostos
dorsolateralmente ao terceiro ventriculo (3V) no parénquima no nucleo arqueado (ARC)
do hipotalamo. Outra populacdo de neurdnios de primeira ordem, porém, orexigénicos,
expressam o neuropeptideo Y (NPY) e a proteina relacionada ao agouti (AgRP), estéo
localizados ventromedialmente e proximo ao 3V no ARC (HILL, J. F; FAULKNER, L.
D., 2017).

Os neurénios POMC se comunicam com neurdnios de segunda ordem presentes
no nacleo paraventricular (PVN) do hipotdlamo por meio de um subproduto da
clivagem desse neuropeptideo, 0 Horménio Estimulante de Melandcitos alfa (a-MSH).
Esse hormdnio atua diretamente como um agonista dos Receptores de Melanocortina
dos tipos 3 e 4 (MC3 e MC4R, ambos GPCRs) localizados principalmente no PVN.
Desse modo, quando o a-MSH ativa os MC4R, ocorre um estimulo ao gasto energético
com supressdo da sensacdo de fome e redugdo na ingestdo alimentar, assim o0s
individuos aumentam sua sensacdo de saciedade (WATERSON, M. J.; HORVATH, T.
L, 2015).



18

)

Vasos Sanguineos

e %
Nutrientes Leptina Insulina  Grelina  GLP-1

CCk

Figura 1: Sistema Melanocortina Hipotalamico. O sistema melanocortina hipotalamico
integra sinais nutricionais e hormonais e produz neuropeptideos hipotalamicos responsaveis
pelo controle da homeostase energética. POMC-pro opiomelancortina; Cart-transcrito regulado
por cocaina e anfetamina; AgRP-peptideo relacionado a proteina do Agouti; Npy-neuropeptideo
Y; a-MSH-horménio estimulante de melanocortina alfa; 3V-terceiro ventriculo. Figura
produzida no website BioRender.com.

O aumento nos niveis de nutrientes e niveis plasmaticos dos hormonios insulina
e leptina ativa predominantemente neurénios POMC localizados no ARC. Esses
neurbnios, por meio de enzimas, promovem clivagens sucessivas nesse neuropeptideo,
que culmina na formacdo de a-MSH, que, por sua vez, atua como agonista dos receptores
MC3 e 4 no PVN, induzindo aumento na produgdo horménio liberador de tireotrofina (TRH),
que é liberado e atua no eixo hipotalamo-pituitaria-tire6ide, promovendo aumento no
metabolismo basal. Além disso, ocorre um aumento nos niveis do horménio liberador de
corticotrofina (CRH), aumento na termogénese no tecido adiposo marrom e reducao nos niveis
hipotaldmicos do horm6nio concentrador de melanina (MCH) no nucleo lateral do hipotdlamo
(LH), culminando na inibicdo da sensacdo de fome. Assim, ocorre um aumento do gasto
energético e reducdo da sensacdo de fome e ingestdo de nutrientes (WATERSON e
HORVATH, 2015).

Em situagOes de privacdo de nutrientes (jejum) ou redugdo de estoques
energéticos corporais, 0s niveis plasmaticos de leptina e insulina sdo reduzidos. Em
resposta a essa reducdo, ocorre uma ativacdo predominantemente dos neurdnios

orexigénicos AgRP/NPY, que inibem (via neurotransmissor GABA) 0s neurdnios
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POMC e emitem projecdes celulares diretas para o PVN, atuando como antagonistas
dos receptores MC3 e 4. Assim, ocorre reducdo dos niveis de horménio liberador de
tireotrofina (TRH) e hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e, aumento da
expressdo de orexina (ORE) e hormonio concentrador de melanina (MCH) no nucleo
lateral do hipotalamo (LH) resultando em reducdo do gasto energético e aumento da
sensacdo de fome (VAN DE SANDE-LEE; VELLOSO, L. A. 2012; WATERSON e
HORVATH, 2015).

Além dos horménios leptina e insulina, o trato gastrointestinal produz e secreta
hormonios como a grelina, peptideo YY (PYY), colecistoquinina (CCK) e o peptideo
semelhante ao glucagon 1 (GLP-1). Esses hormonios possuem acgdes no sistema
melanocortina hipotaldmico e atuam tanto na supressao da ingestdo alimentar (CCK e
GLP-1) quanto na estimulacdo (grelina) da ingestao alimentar (KIM et al., 2018). Além
dos efeitos supressores no consumo alimentar, os agonistas do receptor de GLP-1 (GLP-
1R) tém sido utilizados como modalidade terapéutica para pacientes com obesidade e
diabetes mellitus tipo 2, por reduzir a glicemia plasmatica. O GLP-1 atua de modo
incretinico, sendo liberado logo apos a ingestao alimentar (hiperglicemia) e potencializa

a liberacéo de insulina e supresséo de glucagon (NAUCK et al., 2019).
Efeitos da Dieta Hiperlipidica no Sistema Melanocortina Hipotalamico

Mudancgas no comportamento alimentar, como o aumento no consumo de acidos
graxos saturados, podem interferir no funcionamento adequado do sistema
melanocortina hipotalamico, promovendo uma desregulacdo desse circuito que culmine
no desequilibrio energético. Nessa perspectiva, foi levantada a hipbtese de que o
consumo a longo prazo de dietas ricas em &cidos graxos saturados teria impacto direto
no hipotalamo. Para confirmar essa hipoOtese, De Souza e colaboradores (2005),
mostraram que quando ratos foram alimentados durante 16 semanas com dieta rica em
acidos graxos saturados (45% de Kcal provenientes de gorduras), e comparados a ratos
alimentados durante 16 semanas com dieta convencional (10% de Kcal em gorduras),
houve aumento significativo dos genes pré inflamatérios Fator de Necrose Tumoral
(TNFa), Interleucina 6 (IL6), Interleucina 1 beta (IL1p), além de aumento significativo
no contetdo proteico de TNFa, IL6 e IL1B. Nesse mesmo estudo, foi mostrado que o
consumo crénico de dieta hiperlipidica prejudicou a responsividade a insulina e

promoveu resisténcia a esse hormonio no hipotalamo (DE SOUZA et al., 2005).
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Os acidos graxos saturados provenientes da alimentacdo iniciam 0 processo
inflamatorio por meio de um componente do sistema imune inato, o receptor semelhante
ao Toll 4 (TLR4). Quando ativo, TLR4 induz a transcricdo de citocinas pro
inflamatdrias e proteinas de estresse do reticulo endoplasmatico, porém, a inibicao
periférica  (intraperitoneal) de TLR4 ou inibicdo central hipotalamica
(intracerebroventricular) em ratos alimentados com dieta rica em 4&cidos graxos
saturados reduz significativamente a expressdo génica de TNF-a e IL-1B, atenua o
ganho de peso corporal (tratamento periférico) e diminui a variacdo de massa corporal
(tratamento central), mostrando a importancia deste receptor no processo inflamatério
induzido por dieta hiperlipidica (MILANSKI et al., 2009).

Contudo, os sinais inflamatorios que acometem o hipotalamo comeg¢am muito
precoces, antes mesmo do ganho de peso corporal e estabelecimento do fenétipo obeso.
Thaler e colaboradores (2012) demonstraram que os sinais inflamatérios que acometem
o hipotdlamo, decorrentes do consumo de dieta hiperlipidica (60% gordura), ocorrem
apos um dia de alimentacdo em dieta hiperlipidica. Nesse estudo foi pontuado que
houve aumento significativo na transcricdo génica de IL6 e TNF-a no hipotalamo,
porém sem ativacao de células da glia nesse curto periodo. Entretanto, apds trés dias da
introducdo da dieta hiperlipidica ocorreu uma ativacdo de células da micréglia no
hipotdlamo, destacando o papel de outros tipos celulares envolvidos na resposta imune
(THALER et al., 2012).

Ndo obstante, Souza e colaboradores (2016), utilizando camundongos
heterogéneos da linhagem Swiss, mostraram que antes da instalacdo do processo
inflamatério hipotalamico ocorre uma regulacdo andmala do neuropeptideo POMC.
Nesse estudo, os camundongos propensos a obesidade (OP), apds 12 horas de
alimentacdo com HFD, exibiram reducdo significativa no transcrito de POMC sem
alterar NPY e as citocinas pro inflamatorias IL6 e TNF alfa, visto que, apds 24 horas de
consumo de HFD, o mesmo grupo, OP, mostrou aumento significativo de POMC e IL6
e TNF alfa, indicando que o desequilibrio do neuropeptideo POMC antecedeu os sinais

inflamatdrios provocados pela dieta hiperlipidica.

O neuropeptideo POMC existe sob forma de pro-peptideo, o qual sofre
sucessivas clivagens pos tradugdo até formar o a-MSH. Nesse processo, a enzima pro-
hormonio convertase 1 (PC1) cliva o pré-horménio POMC em B-Lipotrofina e pro-

ACTH. Essa mesma enzima é também responsavel por clivar o pr6-ACTH em
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ACTHi-s9 enquanto B-Lipotrofina ¢ clivado e forma B-Endorfina, € o hormonio
estimulante de melanécito (MSH) B. O ACTH.:-ss sofre clivagem enzimatica pelo proé-
horménio convertase (PC2) e forma o ACTHi17, que sofre agdo catalitica pela
carboxipeptidase E (CPE), uma enzima que atua em residuos de glicina. Apos isso, €
formado o a-MSH.-14, que sofre adicdo de grupamento amina pela enzima o peptidil
amino mono oxigenasse (PAM) gerando o desacetil a-MSHi-1;. Por fim, a enzima N-
acetil transferase adiciona um grupamento acetil que torna o a-MSH ativo (DIANO, S.,

2011).

O complexo processamento do neuropeptideo POMC é prejudicado pelos acidos
graxos saturados, principalmente o palmitato de sodio. Algumas hipoteses para explicar
0 processamento anémalo de POMC foram estudadas por Razolli e colaboradores em
2019. Nesse estudo, foi mostrado que a administracdo sisttémica de acido palmitico
(&cido graxo saturado) aumentou a expressao proteica de POMC e PC1/3 no hipotalamo
de camundongos propensos a obesidade. De modo semelhante, o tratamento com &cido
palmitico em culturas de neurdnios hipotalamicos humanas aumentou a expressao
génica de POMC, PC1/3, PC2, CPE e PRCP e reduziu a expressdo génica do
subproduto desacetil a-MSH.

O aumento na expressdo génica de PRCP e redugdo do desacetil a-MSH em
culturas neuronais hipotaldmicas humanas mostrou que o tratamento com o &cido
palmitico alterou o processamento de POMC e a formacdo de subprodutos. Assim, o
acido palmitico foi capaz de atuar diretamente no processamento de POMC modulando
enzimas responsaveis pela clivagem do pré horménio em seus principais subprodutos,
ACTH e a-MSH. (RAZOLLI et al., 2019).

O aumento no consumo de &cidos graxos saturados leva primeiro a uma
regulacdo anémala de POMC, seguida pela inflamacgédo hipotalamica que, por sua vez,
prejudica a sinalizagdo dos hormonios leptina e insulina, ativa células da glia e promove
0 desequilibrio energético e ganho de peso corporal (DE SOUZA, etl al., 2005;
THALER et al., 2012; RAZOLLI et al., 2019). Diante disso, as estratégias terapéuticas
baseadas em abordagens farmacoldgicas tém como alvo o sistema melanocrotina
hipotaldmico como principal agente efetor do controle da homeostase energética e do

peso corporal.
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Nessa perspectiva, 0s Receptores Acoplados a Proteina G (GPCRs) emergem
como possiveis alvos terapéuticos, uma vez que o sistema melanocortina hipotalamico
integra processos neuroendocrinos de regulagdo autdcrina e paracrina (neurdnios que
expressam NPY) que atuam, via diferentes GPCRs, para controlar a homeostase
energética. Alguns horménios provenientes do trato gastrointestinal, como grelina, CCK
e GLP-1 atuam via receptores acoplados a proteina G presentes em neurdnios do nucleo
arqueado do hipotdlamo. Como exemplo, o neuropeptideo Y possui 5 diferentes tipos de
receptores (Y1-Y5R) sendo os receptores Y1, Y2, Y4 e Y5, 0S mais expressos em
neurdnios de primeira e segunda ordens no sistema melanocortina (TSE e WONG,
2019).

Receptores Acoplados a Proteina G

Existem aproximadamente 800 tipos de receptores acoplados a Proteina G
(GPCRs) identificados no genoma humano, dos quais, estdo classificados, segundo o
ultimo consenso do guia de farmacologia em familias que compartilham sequencias de
aminoacidos primarios semelhantes. Essas familias sdo agrupadas em cinco classes de
GPCRs encontrados em vertebrados, entretanto, existem outras duas classes (D e E) que
ndo sdo encontradas em animais vertebrados. A tabela 1 mostra a organizacdo quanto as
classes de GPCRs e o0 numero de receptores classificados em cada classe
(FREDRIKSSON et al., 2003; ALEXANDER et al., 2019).

FAMILIA Classe A | Classe B | Classe C | Adeséo Frizzled
(rodopsina) | (secretina) (glutamato)
N° de GPCRS | 719 15 22 33 11

Tabela 1: Familias de GPCRs encontradas no genoma humano, segundo o The concise
guide to pharmacology 2021/22: G protein-coupled receptors (doi: 10.1111/bph.15538).

A maior familia de GPCRs existentes é a Classe A (rodopsina) que se subdivide
nos subgrupos o, representado por receptores de prostaglandina, amina (receptores de
serotonina, dopamina, histamina, muscarinicos, adrenérgicos e orfdaos), opsina,
melatonina e MECA (melanocortina, endoteliais, canabinoides e adenosina); subgrupo 8
(como por exemplo o neuropeptidio FF, colecistoquinina, e¢ grelina); subgrupo vy
(composto por MCH, opidides e quimiocina) e por fim o subgrupo & (exemplificado por

glicoproteina e purinas (FREDRIKSSON et al., 2003).




23

Os GPCRs, também s@0 conhecidos como receptores sete o hélice
transmembrana (7TM). Recebem essa outra denominagao pois seus sinais intracelulares
ativam outras proteinas além das proteinas G e suas subunidades. No sistema nervoso
central, esses receptores sdao muito expressos e estdo distribuidos em diversas areas
relacionadas a cognicdo, memoria e resposta hedbnica, onde participam do controle
fisiologico e sdo afetados em condigdes patoldgicas de doengas neurodegenerativas
como Alzheimer, Parkinson, Huntington e doencas neuropsiquiatricas como ansiedade e
depressdo. Desse modo, esses receptores oferecem grande potencial para serem potentes
alvos farmacoldgicos de doencas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas (ALAVI e tl.,
2018; AZAM et al., 2020).

Os GPCRs podem ser ativados por diversos tipos de moléculas como, pequenas
moléculas organicas, peptideos, proteinas, aminoacidos, hormonios, ions, fotons entre
outras moléculas. Sdo estruturas proteicas transmembrana que em seu estado basal
possuem uma estrutura espacial inativa. Porém, a partir da interacdo com seu ligante ou
pela interacdo de moléculas especificas, ocorre uma mudanca na disposicdo
conformacional da estrutura do receptor que o torna ativo, sendo capaz de recrutar
proteinas intracelulares (proteinas G, quinases de proteinas ou beta arrestina)
responsaveis pela ativacdo de uma via de sinalizag&o celular (KOBILKA, B. K, 2007).

A organizacdo estrutural em 7 dominios transmembrana o hélice hidrofébicos
formam 3 loops extracelulares (ECL1-3) e 3 loops intracelulares (ICL1-3). Os ECLs1-3,
presentes na porcdo N-terminal (extracelular), sdo capazes de oferecer regiGes para
interacdo com diferentes tipos de ligantes, como, por exemplo, agonista, antagonista e
agonistas inversos, pois oferecem uma regido ortostéricade ligacdo. Na porcdo
intracelular, os ICLs1-3 na porcdo C-terminal, podem se ligar a proteina G
heterotrimérica intracelular ou proteinas independentes da proteina G, como as quinases
de proteina G (GRK), que atuam fosforilando substratos do receptor e, as arrestinas, que
podem ser fosforiladas pelas GRK ou mesmo se associar aos loops intracelulares dos
GPCRs (KOBILKA, B. K, 2007; GACASAN et al., 2018).

A partir da interacdo entre um ligante e sua regido especifico para ligacéo
(regido ortostérica), localizado na estrutura molecular do receptor 7TM, ocorre uma
mudanga na estrutura tridimensional do receptor que promove ativagado da proteina G
intracelular heterotrimérica, que esta inativada na forma de GDPafy. Porém, a interacdo

do ligante com o receptor promove a dissociagdo do GDP, que rapidamente se liga ao
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GTP induzindo uma mudanca conformacional que culmina na dissociacao da proteina G

em suas subunidades Go ¢ GPy, que possuem diferentes a¢des e vias de sinalizagdo

celular (HILGER et al., 2018).

A subunidade Ga possui quatro familias com diferentes agdes: 1) Gs, responsavel
por estimular adenilil ciclase e consequente promover o aumento nos niveis de CAMP,
ativacdo de proteina quinase A (PKA) e inducdo de sinalizacdo celular; ii) Gi/o, que
inibe adenilil ciclase e diminui os niveis de cAMP; iii) Gg/ui, ativa fosfolipase
(PLCPB), que ativa segundos mensageiros como o inositol fosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG) que culminam em ativacdo de sinalizacdo celular; iiii) Gi2/13, ativa o fator de
troca de nucleotideos de guanina (RhoGEF), que também promove sinalizagdo celular.
Entretanto, os GPCRs podem estimular mais de uma subfamilia de proteina Ga

(GACASAN et al., 2018).

Além da ativacdo da subunidade Go e suas familias, pode ocorrer ainda a
ativacao da subunidade Gy e arrestinas. Quando ativada, a subunidade Gfy recruta as
GRKs que atuam fosforilando a por¢do C terminal do receptor 7TM e consequente
regulacdo da proteina G, canais de potéssio de retificacdo interna, canais de célcio
voltagem dependente e a proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK). Além disso, a
GPy pode recrutar arrestina, uma proteina adaptadora que pode sofrer mudanga
conformacional pela acdo da Gy ou pela ativagdo de um receptor 7TM que ativa
arrestina (GPCR-arrestina), que por sua vez, promove a internalizagéo do receptor e 0
leva a via de degradacdo lisossomal ou a reciclagem por meio do retorno do receptor a
membrana celular (GACASAN et al., 2018; HILGER et al., 2018).

Um exemplo de GPCR que possui pelo menos 2 tipos de sinalizacdo intracelular
diferentes sdo os receptores de melanocortina do tipo 3 e 4 (MC3 e MC4R),
pertencentes a classe A rodopsina, presente no nucleo paraventricular do hipotalamo.
Esses receptores recrutam a subunidade Ga (s, q € 11) quando ativado pelo seu agonista
a-MSH, contudo, o neuropeptideo AgRP atua como antagonista do MC4R, promovendo
mudanca conformacional que leva ao recrutamento da proteina B Arrestina 2 e
internalizacdo do receptor, ao invés de recrutar uma proteina G (Anderson et al., 2016).
Portanto, 0 mesmo receptor acopla diferentes tipos de proteinas intracelulares a partir da

interacdo com seu agonista ou antagonista.
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A familia de GPCRs da classe A compreende uma das familias mais estudadas,
tanto pelo grande numero de receptores (719), quanto pela grande diversidade de
receptores, capazes de reconhecer diferentes tipos de ligantes, como peptideos,
proteinas, lipidios e aminas. Entretanto, existe uma subfamilia de receptores da classe
A, 0s receptores oOrfaos, que recebem esse nome pois, ndo existe, ou ainda ndo foi

identificado um ligante enddgeno para esse receptor (CHUNG et al., 2008).

Essa subclasse de receptores, oferece grande potencial exploratorio
principalmente para o sistema nervoso central, uma vez que, muitos desses receptores
orfaos estdo presentes em diversas areas, como habenula, hipocampo, ndcleo striatum,
hipotalamo e mesencéfalo. Devido a sua localizacdo, alguns estudos tém mostrado que
esses receptores estdo envolvidos nas principais doencas neurolégicas, como ansiedade,
depressdo, Alzheimer, Parkinson e epilepsia (ALAVI et al., 2018). Entretanto, alguns
desses receptores, localizados no hipotalamo, podem participar ativamente do

comportamento alimentar e homeostase energética.

GPCRs Como Alvos Terapéuticos

Além de atuarem no reconhecimento de hormdnios, peptideos e moléculas extra
e intracelulares, alguns receptores 7TM podem ainda reconhecer subprodutos do
metabolismo celular, e assim, ativar processos fisiologicos. O papel dos GPCRs no
reconhecimento de metabdlitos, e as vias de sinalizacdo que sdo ativadas, tem sido
investigado em diferentes tecidos metabolicamente ativos, como o tecido adiposo
(HUSTED et a., 2017). Nessa perspectiva, Johansen e colaboradores (2021) mostraram
que a super expressao do GPR3, no tecido adiposo marrom, promoveu termogénese
(aumento significativo de Ucpl), gasto energético e reduziu a quantidade de tecido
adiposo branco epididimal e inguinal em camundongos. Nesse estudo, foi pontuado que
0 mecanismo de termogénese mediado pelo GPR3 independe do tbnus simpatico e

adrenérgico.

Além do tecido adiposo, o hipotalamo também atua reconhecendo subprodutos
do metalismo, por meio de GPCRs. Os receptores de acidos graxos de cadeia curta
GPR41 (Free Fatty Acids 3-FFA3) e 0 GPR43 (Free Fatty Acids 2-FFA2), podem ser
ativados por diferentes tipos de ligantes (acetato, propionato e butirato) no mesmo

tecido ou podem estar expressos em tecidos diferentes. Essa caracteristica faz dos



26

GPCRs potentes candidatos a alvos terapéuticos em diferentes tipos de distdrbios do
metabolismo (HUSTED et a., 2017).

Um estudo conduzido por Dragano e colaboradores (2017), mostrou que 0S
GPR40 e GPR120, localizados no nucleo arqueado do hipotalamo, estdo distribuidos em
diferentes populacfes de neurdnios e células da glia. Essa expressdo restrita a tipos
celulares especificos, faz com que esses receptores tenham fungdes distintas, uma vez
que a ativacdo seletiva do GPR120, por meio de seu agonista especifico, TUG1197,
atenuou os sinais pro inflamatérios (reducdo de TNF alfa e IL1 beta), ao passo que, o
agonismo do GPR40 promoveu reducdo no peso corporal e aumento da transcrigéo
génica de POMC.

Nessa perspectiva, em 2020, Zhang e colaboradores caracterizaram 0 GPR 136
(opsina-OPN5), um receptor da subfamilia das opsinas, que é ativado por luz violeta e
estd presente em neurbnios sensiveis ao calor e ao frio, localizados na area pré optica
(POA) do hipotalamo. Por meio da injecdo de tracadores neuronais, foi mostrado que 0s
neurbnios excitatorios que expressam Opn5 no POA se conectam com neurdnios
localizados em areas relacionadas com o controle da termorregulago e termogénese. A
inibicdo quimiogenética, por meio de DREADDs, resulta em aumento significativo da
temperatura do tecido adiposo e termogénese, sugerindo um efeito termogénico a partir
da inibicdo desse circuito. Desse modo, os GPCRs presentes no hipotadlamo emergem
como possiveis alvos terapéuticos, uma vez que, a partir de ensaios de inibicdo ou

ativacdo via agonistas seletivos, promovem mudancas fenotipicas.

Assim, as abordagens farmacoldgicas desenvolvidas recentemente para
tratamento da obesidade e diabetes tipo 2 tém por base reduzir o apetite e aumentar o
gasto energético. Para tanto, sdo utilizados farmacos que atuam no sistema nervoso
central, regulando o comportamento alimentar e a homeostase energética, ou que atuam
em tecidos periféricos, como o trato gastrointestinal, que por sua vez se comunica com
sistema melanocortina hipotalamico, afetando o equilibrio energético, a ingestéo
alimentar e assim provendo beneficios no controle e reducdo do peso corporal dos
individuos (COOKE e BLOOM, 2006).

Existem cinco principais medicamentos de agdo central aprovados pelo FDA
(fentermina, combinacgéo de fentermina/topiramato de liberacéo prolongada, lorcaserina,

combinacdo de naltrexona/bupropiona de liberagdo sustentada e liraglutida) e usados
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para tratamento da obesidade. Todos esses farmacos disponiveis atuam direta ou
indiretamente em GPCRs presentes no sistema melanocortina hipotaldmico controlando
0 apetite e reducdo do peso corporal. Entretanto, devido aos efeitos colaterais,
principalmente no sistema cardiovascular (aumento na frequéncia cardiaca e pressao
sanguinea), alguns desses farmacos, como o topiramato, devem ser prescritos para uso a
curto prazo e administrados em combinagdo com outros farmacos, de modo a reduzir
efeitos colaterais e potencializar a reducdo de peso corporal (SRIVASTANA e
APOVIAN, 2018).

Os mecanismos pelos quais esses farmacos atuam envolvem a modulagdo direta
de GPCRs no sistema melanocortina hipotaldmico ou pela modulagéo de neurdnios que
sdo responsaveis por produzir neuropeptideos que regulam o comportamento alimentar
e 0 peso corporal. O topiramato, por exemplo, atua em receptores de NPY 1 e 5, e 0s
efeitos indiretos culminam no aumento da inibicdo do neurotransmissor GABA, um
potente indutor da ingestdo alimentar. Outros farmacos, como a bupropiona e a
naltrexona, que atuam em conjunto, promovendo aumento nos niveis de POMC,
reducdo do apetite e potenciacdo dos efeitos do alfa MSH (COULTER et al., 2019).

Além disso, os tratamentos convencionais da obesidade tém sido direcionados
para uma das principais classes de farmacos, os agonistas dos receptores de GLP-1.
Produzido pelo trato gastrointestinal em resposta a ingestdo de alimentos, esse
hormdnio incretinico (GLP1) tem a capacidade de estimular a producéo de insulina de
modo dependente de glicose em situagdes hiperglicemiantes. Assim, os agonistas de
GLP-1R, semaglutida e a liraglutida, oferecem grande capacidade e seguran¢a, no

manejo da reducdo do peso corporal dos individuos (NAUCK et al., 2021).

Uma classe importante de moléculas capazes que potenciar a acdo dos agonistas,
sdo os moduladores alostéricos. Essas moléculas se ligam em regides diferentes das
regides ortostéricas (locais especificos dos GPCRs onde os agonistas se ligam). A partir
dessa ligacdo é possivel que ocorra mudanca conformacional e potencializacdo da
ativacdo das mesmas vias de sinalizacdo intracelular ativados pelo agonista. Logo,
guando uma molécula € capaz de se ligar em uma regido alostérica (regido diferente da
ortostérica) e aumentar a afinidade ou a eficacia de um ligante ortostérico, € chamado de
modulador alostérico positivo (PAM), enquanto o modulador alostérico negativo
(NAM) diminui a afinidade ou a eficacia do ligante ortostérico (GRUNDMANN et al.,
2021).
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Apesar dos avangos recentes, ainda ndo existem tratamentos farmacologicos
absolutamente efetivos para o tratamento da obesidade. Os alvos terapéuticos baseados
em GPCRs, bem como seus agonistas e moduladores alostéricos, emergem como
candidatos com grande potencial terapéutico para controle da homeostase energética,
peso corporal e regulacdo adequada do comportamento alimentar. Desse modo, nosso
estudo visou caracterizar dois novos GPCRs presentes no sistema melanocortina
hipotalamico, responsivos ao consumo de dieta hiperlipidica e os efeitos mediados pelo
tratamento central com moduladores alostéricos no comportamento alimentar. Assim,
nosso estudo mostrou a importancia de novos participantes no sistema melanocortina

capazes de influenciar o comportamento alimentar e controle do peso corporal.
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JUSTIFICATIVA

Os dados epidemioldgicos mostram que a prevaléncia de obesidade e sobrepeso
vem crescendo de forma rapida em todo o mundo. Um dos principais fatores
responsaveis pelo ganho de peso corporal estd relacionado ao consumo excessivo de
alimentos ricos em acidos graxos saturados, que afetam a homeostase do sistema
melanocortina hipotalamico, promovendo o desequilibrio energético que culmina com

ganho de peso e obesidade.

O funcionamento do sistema melanocortina hipotalamico é mantido por
receptores acoplados a proteina G presentes em neurdnios de primeira ordem e
neurdnios de segunda ordem (localizados no nucleo paraventricular do hipotdlamo) que
atuam coordenando e mantendo a homeostase energética, o peso corporal e o

comportamento alimentar.

Os principais farmacos disponiveis e mais utilizados para manejo da obesidade e
diabetes Melitus tipo 2, sdo baseados em mecanismos celulares que utilizam GPCRs
localizados tanto no hipotdlamo como em outras &reas do sistema nervoso central
relacionadas com o controle da ingestdo alimentar. Além dos receptores, moléculas
especificas que ativam de modo ortostérico, como agonistas e antagonistas, e
moduladores alostéricos tém emergido como opg¢des farmacoldgicas de ativacdo dos
GPCRs reduzindo efeitos colaterais e potencializando os efeitos benéficos.

Contudo, a terapia farmacoldgica atual para tratamento e manejo da obesidade
ainda € incapaz de conter os avanc¢os e a prevaléncia mundial da doenca. Os farmacos
disponiveis que utilizam GPCRs, como alvos terapéuticos ndo sdo especificos, uma vez
que os receptores alvos estdo distribuidos em populacBes neuronais distintas e ndo
restritos a tipos celulares especificos. Além disso, existem outros tipos de GPCRs
presentes no sistema melanocortina que séo 6rfaos de ligantes e, que podem contribuir
com a manutencdo da homeostase energética e o comportamento alimentar. Desse
modo, é necessario explorar novos GPCRs, sendo que os receptores 6rfaos sdo potentes

alvos para a terapéutica.
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OBJETIVOS
GERAL

Caracterizar GPCRs 6rféos hipotaldmicos que sdo modulados por intervencGes
dietéticas (jejum e dieta hiperlipidica) e que podem participar da regulacéo do

comportamento alimentar e homeostase energetica.
ESPECIFICOS

-Avaliar a modulacdo do GPR68, GPR139 e GPR162 hipotalamicos frente ao consumo

de dieta hiperlipidica e privacdo de nutrientes;

-Caracterizar a presenca e distribuicao celular do GPR68 e GPR139 no ndcleo arqueado

do hipotadlamo de camundongos;

-Avaliar o efeito da modulacdo alostérica do GPR68 diretamente no nicleo arqueado do

hipotdlamo, no controle da ingestdo alimentar de camundongos.

-Avaliar o efeito da repressdo génica do GPR139 (por meio de particula lentiviral) no
nacleo arqueado do hipotdlamo de camundongos no controle da homeostase energética

e peso corporal.
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MATERIAIS E METODOS
Experimentos Utilizando Bases de Dados

Os experimentos de bioinformética foram conduzidos utilizando bases de dados
publicas e gratuitas disponiveis. Para tanto, foram utilizadas as seguintes bases de
dados: https://gpcrdb.org/ e https://www.genecards.org/ . A partir das bases de dados de

GPCRs, foram formuladas comparacGes de sequéncias por similaridade estrutural de
receptores e organizadas em um grafico de arvores filogenética, que mostraram, além da
similaridade estrutural, quais as subunidades de proteina G era recrutada no mecanismo
de acdo ja descrito. Para a nomenclatura dos receptores, foi utilizado o International
Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR). Para os gréaficos em forma de
Heat Map, utilizamos os valores de sequenciamento génico (RNAseq) obtidos a partir

da base de dados www.genecards.org/. Foi analisado cada valor de expressdo génica dos

81 GPCRs orfaos da classe A presentes no hipotdlamo e esses valores foram

organizados em forma de heatmap (figura 1C).

Experimentos in vivo utilizando Camundongos (C57BL/6J)

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6J Unib com cinco semanas de
idade. Os camundongos foram obtidos do Centro Multidisciplinar de Investigacao
Biologica da Unicamp (CEMIB/UNICAMP). Todos os experimentos utilizando
camundongos foram iniciados ap6s aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) com os seguintes numeros de protocolos: 4927-1/2018 e 5717-1/2021.
Os camundongos foram entdo alocados em nosso biotério em caixas individuais sob
condicdes controladas e padronizadas de iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 horas) e

temperatura de 22 + 2 °C, com agua e alimentacao ad libitum.

Para os experimentos utilizando shRNA, foi aprovado pela Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBIio) o seguinte protocolo: 7526/2021 Processo SEI
no. 01245.003524/2021-85, de acordo com todas as normas vigentes. Os animais
geneticamente  modificados utilizados foram: AgRP-IRES-Cre camundongo
(AgRPtm1(cre)Lowl/J, Jackson Laboratories) foi cruzado com o camundongo Cre-
inducible tdTomato (B6;129S6-Gt(ROSA)26Sortm9(CAG-tdTomato)Hze/J, Jackson

Laboratories); POMC-Cre, foi utilizado um adenovirus associado Cre-dependente e


https://gpcrdb.org/
https://www.genecards.org/
http://www.genecards.org/
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cruzado com camundongo com o gene GFP-reportado com Cre-inducible GFP-reporter
(The Jackson Laboratory) com o CEUA: #4985-1.

RT-PCR

A extracdo de RNA total foi realizada segundo método do reagente Trizol
(Invitrogen Corporation, CA, USA). Para a producdo do cDNA, foi usado o kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), sendo a concentracédo final do cDNA de 3,0 pg. Este cDNA foi diluido segundo a
concentracdo necesséria para a amplificagdo eficiente de cada gene. A quantificacdo dos
genes de interesse foi feita por PCR real time (7500 detection system, Applied
Biosystems) utilizando-se o sistema TagManTM (Applied Biosystems). Neste sistema é
utilizado um par de primers e uma sonda marcada com um fluoréforo. O gene GAPDH
Mouse (TagManTM — Applied Biosystems), foi utilizado como controle enddgeno da
reacdo, o qual normaliza a expressao do gene de interesse nas diferentes amostras. Os
primers utilizados estdo na tabela 1 e foram adquiridos da Integrated DNA
Technologies (IDT). Para cada PCR foi usado 40 ng de RNA de transcrito reverso de
acordo com as recomendagdes do TagMan PCR mastermix (Applied Biosystems). A
analise dos dados do PCR em tempo real foi determinada utilizando o Sequence

Detector System 1.7 (Applied Biosystems).

AgRP MmO00475829

Cart MmO00489086_m1
Gapdh Mm. PT. 39a. 1
Gpr68 Mm. PT. 58.42531755
Gprl39 Mm. PT. 58.16381055
Gprl62 Mm. PT. 58.11811239
Npy MmO00445771_m1
POMC Mm 00435874

Tabela 1: Primers utilizados. Integrated DNA Technologies (IDT).
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Imunofluorescéncia

Os animais foram anestesiados com uma solucdo de cloridrato de xilazina
(Kensol-Koning, 10 mg/Kg), cloridrato de quetamina (Vetaset-Fort Dodge, 50 mg/Kg) e
diazepam (5 mg/Kg). Apos perda dos reflexos podalico e palpebral, foi conduzida a
perfusdo transcardiaca com solugdo fixadora de paraformaldeido 4% em PB 0,1M. ApG6s
isso, foi extraido o tecido de interesse, no caso hipotdlamo, e entdo congelado em
solucdo Tissue Tek a -30°C (O.C.T Compound, FR/118ml, Sakura-4583). Apoés
congelamento, as amostras foram cortadas em criostato obtendo cortes ultrafinos (20pum
de espessura) e os cortes capturados em laminas histolégicas para processamento de
imunofluorescéncia. Entdo, as laminas foram climatizadas em temperatura ambiente,
depois o tecido foi imerso em PB 0,01M para retirada do meio de inclusdo. Em seguida,
foram incubadas, em cdmara umida, com 150 pl de solucdo de albumina bovina 3% em
PB 0,01M, pH 7,4 por 1 hora e 30 minutos. ApGs este periodo, 0s anticorpos primarios
anti-GPR139 (Sigma SAB-4500335), anti-GPR68 (Invitrogen-720277), anti-GFAP
(Santa Cruz 166481), anti-lbal (Abcam 5076) e anti-Vimentina (Santa Cruz 373717)
foram aplicados e incubados durante o periodo de 12 horas em temperatura de 4°C
(geladeira). Apds incubagdo com anticorpo primario, as amostras foram lavadas em PB
0,01M (3x de 5 minutos) e incubadas com anticorpo secundario fluorescente, ao abrigo
da luz, (FITC ou AlexaFluor) por 2 hora em temperatura ambiente. Em sequéncia, 0s
espécimes foram lavados em PB 0,01M, pH 7,4 e montados com laminula em
glicerol/DAPI ou com outro marcador de nucleo celular TO-PRO3 (), para posterior
fotodocumentagcdo em microscépio confocal Leica TCS SP5 1I.

Ingestdo Alimentar e Ganho de Peso Corporal

A composicdo das dietas utilizadas para alimentacdo dos camundongos é

mostrada na tabela abaixo:

INGREDIENTES CONTROLE (American Institution of Nutrition) HIPERLIPIDICA-
1Kg 1Kg
Amido 467,59 115,59
Caseina 200,0g 200,0g
Amido de milho 132,09 132,09
dextrinizado
Sacarose 100,09 100,09
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Oleo de soja 40,09 40,0g
Banha de porco - 312,09
Celulose (microfibras) 50,09 50,09
Mistura de Minerais 35,09 35,09
Mistura de Vitaminas 10,09 10,09
L-cistina 1,89 1,89
Bitartarato de Colina 2,59 2,59
TOTAL 1000,0g 1000,0g

Tabela 3: Composicdo da dieta padrdo para roedores e dieta hiperlipidica.

Os animais foram alimentados com dietas padrdo para roedores de laboratério
(Chow) ou dieta hiperlipidica (HFD 60%). O consumo alimentar e peso corporal dos
camundongos foi avaliado semanalmente, sendo calculado o ganho total de peso no
periodo e o0 consumo total de ragéo.

Moduladores Alostéricos

Para o tratamento com os moduladores alostéricos positivos (PAM) e negativos
(NAM), optamos por utilizar o modulador alostérico especifico do GPR68, ogerina.
Para tanto, foram obtidos de modo comercial pela empresa Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA, Ogerina, CAS-No 1309198-71-7 (nimero do produto: SML1482) e seu
controle negativo CAS-No 1125453-08-8 (numero do produto: SML1483). Ambos
moduladores alostéricos foram diluidos em solucdo salina 0.9% em DMSO 1% par
concentragdo final de 10uM. Como controle, foi utilizada a solucéo veiculo composta

apenas por solucdo salina 0.9% + DMSO 1%.
Ensaio de repressdo génica e Estereotaxia

Nos experimentos de repressdo génica utilizamos particulas lentivirais com
short hair pin (ShRNA-GPR139), capaz de reprimir e reduzir a expressdo génica do
Gprl39. Para tanto, foi utilizado a seguinte particula lentiviral comercial obtida da
empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) sob codigo de referéncia
NM_001024138 e TRCN 0000177463 e particula controle Scramble (MISSION
pLKO.1-puro Non-Target shRNA control, SHC016V-1EA) com o cddigo de referéncia
07181827MN .
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Apobs os camundongos terem sido anestesiados com uma solucdo de cloridrato
de xilazina (Kensol-Koning, 10 mg/Kg), cloridrato de quetamina (Vetaset-Fort Dodge,
50 mg/Kg) e diazepam (5 mg/Kg), foram checados os reflexos podalico e palpebral e
garantido que os camundongos estavam anestesiados, os camundongos foram entdo
posicionados no equipamento estereotaxico (Stoelting CO. Illinois 60191, USA) e entdo
foi conduzida a microinje¢&o bilateral (lado esquerdo e lado direito) no ndcleo arqueado
do hipotadlamo de acordo com as seguintes coordenadas estereotdxicas: AP (antero-
posterior -1.7mm), LL (latero lateral £ 0.3 mm) e DP (profundidade ou cranio-caudal -

5.6 mm), de acordo com os estudos prévios de Moura-Assis e colaboradores, 2021.

Para 0s experimentos utilizando moduladores alostéricos (descritos
anteriormente), foram utilizadas as seguintes coordenadas estereotaxicas para acessar o
ventriculo lateral (microinjecdo intracerebroventricular-ICV). A partir do Bregma
temos: AP (antero-posterior -0.34 mm), LL (latero lateral +1.0 mm) e DP (profundidade
ou crénio-caudal -2.2 mm), de acordo com o trabalho de Nogueira e colaboradores,
2020.

Avaliacao do peso corporal e ingestdo alimentar

Os experimentos que avaliaram o consumo alimentar dos camundongos e 0 peso
corporal foram realizados durante o ciclo claro, entre 8:00 e 10:00 da manh& e sempre

no mesmo dia da semana.

Para os experimentos de ingestdo alimentar no grupo experimental tratado com
os moduladores alostéricos, foi feito a partir da 12:00 até o final do ciclo claro (18:00 da
tarde), o que compreendeu um total de 6 horas de avaliacdo realizada nos tempos de
0:00 horas ap6s o estimulo com os moduladores alostéricos ( sendo 12:00 o horéario do
ciclo circadiano), 2:00 horas ap6s o estimulo (representa 14:00 no horario do ciclo
circadiano), 6:00 horas apds o estimulo (representa 18:00 no horario do ciclo
circadiano) e por fim 18:00 horas ap0s o estimulo (representa 6:00 no horario do ciclo

circadiano).
Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média e erro padrdo. Para comparar

apenas dois grupos, foi utilizado o teste t de Student para dados néo pareados, e quando
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necessario, analise de variancia (ANOVA), seguido pelo pos teste de de Tukey para

comparagao multipla de médias. Foi definido o nivel de significancia P<0,05.
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RESULTADOS PRELIMINARES

Identificacdo GPRCs Orféos da Classe A Presentes no Hipotalamo Através de Bases de
Dados.

Por meio de bases de dados de GPCRs (https://gpcrdb.org/), conduzimos

experimentos virtuais em que foi possivel agrupar os 81 receptores 6rfdos da classe A.
Assim, decidimos investigar se alguns desses receptores 6rfaos poderiam estar presentes
no sistema melanocortina hipotalamico. Desse modo, foi feito um alinhamento de todos
0s receptores Orféos da classe A, baseado em critérios de similaridade estrutural entre os
receptores oOrfaos e construido o grafico mostrado na figura 1A. Nesse gréfico estdo
representados todos os 81 GPCRs d¢rfaos com nomenclatura segundo a IUPHAR
(International Union os Basic and Clinical Pharmacology) e suas subunidades de
proteina G. Assim, é possivel notar que 29 GPCRs acoplam pelo menos um tipo de
subunidade da proteina G e os 52 outros receptores ndo acoplam proteina G.

A figura 1B, mostra que dos 100% (em valores absolutos, 81) dos GPCRs
orfaos, existem 96,29% (78) que estdo expressos no hipotdlamo, considerando os
valores de expressdao g@énica obtidos a partir da analise da base de dados

https://www.genecards.org/. Por meio dessa plataforma foi construido o heatmap

(figura 1C) que mostra a quantificacdo em valores de fragmentos por mil de
nucleotideos por milhdo de leituras mapeadas (FPKM). Dos 81 receptores, foram
escolhidos 3 (setas na figura 1C), de acordo com seus valores de expressdo génica e sua
presenca e modulacdo em neurénios POMC e AGRP, segundo o estudo de Henry e
colaboradores (2015). Assim, foram escolhidos 0 GPR162 (maior valor de expressdo

génica), GPR68 e GPR139 para anélise de expressao génica em camundongos C57.


https://gpcrdb.org/
https://www.genecards.org/
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Figura 1: Explorando GPCRs 6rfdos no hipotalamo. A. Representacdo filogenética gréafica de
GPCRs 6rfédos de classe A. B. Porcentagem de GPCRs de classe A o6rfaos expressos no hipotalamo de
camundongo. C. Heatmap ilustrando o nivel de expressao génica de todos os GPCR 6rfdos da classe A no

hipotalamo.

Expressdo Génica e Modulacdo dos GPRs 68, 139 e 162 no Hipotalamo de
Camundongos C57 Alimentados com Dieta Hiperlipidica e Sob Privacao de Nutrientes

As setas na figura 1C indicam os trés GPCRs que foram analisados quanto a sua
presenca e modulacdo no hipotalamo de camundongos alimentados com HFD durante
curtos periodos (de 1 até 28 dias de consumo) e submetidos a privacao de nutrientes (0-
24 horas). Em seguida, a figura 2A mostra que ambos os GPRs 68 e 139 foram
modulados pelo consumo de HFD, sendo o GPR68 com aumento significativo de sua
expressao génica nos periodos de 7, 14 e 28 dias de consumo de dieta hiperlipidica,
quando comparados com camundongos controle, alimentados com dieta padrdo para
roedores (figura 2A). O GPR139 teve aumento significativo apenas ap6s 28 dias de

consumo de dieta hiperlipidica (figura 2A).
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Figura 2: Modulacdo génica dos GPRs 68, 139 e 162 hipotalamicos em camundongos C57
alimentados com dieta hiperlipidica ou em privagéo de nutrientes. A-Expressdo génica hipotalamica dos
Gpr68, Gprl39 e Gprl62 em camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura (HFD) por 0-28
dias. B. Expressdo do transcrito hipotalamico de Gpr68, Gprl39 e Gprl62 em camundongos alimentados
com ragdo ou HFD e entdo submetidos a jejum de 0-24 h. Em A, n=5-6; Em B, n=4-5. *p<0,05;
**p<0,01.

Desse modo, é possivel notar que o GPR68 é regulado durante curtos periodos
de alimentacdo com dieta hiperlipidica e 0 GPR139 apenas em periodos mais tardios

(28 dias de consumo de dieta hiperlipidica).

Na figura 2B, é possivel notar que o gpré8 teve sua expressdo génica reduzida
apenas apos 24 horas de jejum no grupo de camundongos que foi alimentado com dieta
padrédo para roedores (Chow). Em contrapartida, o grupo de camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica (HFD) mostrou um aumento nos periodos de 6 e 12 horas de
jejum, sequido por uma reducdo significativa com 24 horas de jejum. Diferentemente do
gpr68, os outros GPRs (gprl39 e gprl62) ndo apresentaram modulacdo da expressdo
génica no grupo alimentado com chow, porém, houve diferenca significativa para os
grupos alimentados com HFD, marcado por um aumento com 6 (gprl39) e 12 horas

(gprl39 e gprl62), e seguido por uma reducdo no periodo de 24 horas (figura 2B).

Chow
HFD1d
HFD3d
HFD7d
HFD14d
HFD2&d

1h on Fasting

3h on Fasting
® 6h on Fasting
® 12hon Fasting
® 24hon Fasting



40

GPR 68 Esta Presente em Células da Glia e Neurdnios POMC e AgRP

Nossos resultados mostraram que o gpr68 foi modulado tanto pelo consumo de
HFD durante curtos periodos quanto pela privacdo de nutrientes em camundongos
alimentados com Chow e HFD. Desse modo, decidimos caracterizar a localiza¢do desse
receptor no nucleo arqueado do hipotadlamo. Para tal, foi realizado um experimento de
imunofluorescéncia com dupla marcagéo para colocalizar a presencga desse receptor com
celulas da glia e neurénios. A figura 3A mostra uma imunofluorescéncia para o Gpr68
e a proteina acidifera fibrilar da glia (GFAP). Em B é possivel observar a colocalizacdo
do Gpr68 com a microglia (Iba-1) e tanicitos (vimentina), na figura 3C. Desse modo, o
Gpr68 esta presente no nucleo arqueado do hipotalamo e esta presente nos trés tipos de

células da glia analisados.

Para os ensaios de imunofluorescéncia com neurénios POMC e AgRP, foram
utilizados camundongos transgénicos com gene reportado gfp para neurénios POMC
(em verde), e o gene reportado em tdTOMATO para neurdnios que expressam O
neuropeptideo AgRP (em vermelho). A figura 3D mostra a colocalizacdo do Gpr68 com
neurdnios POMC presentes no parénguima do nucleo arqueado do hipotalamo. Note
que existem neurdnios POMC que ndo expressam o Gpr68. Na figura 3E, observa-se
colocalizagdo do Gpr68 com neurbnios AgRP, porém, muitos neurénios ndo expressam
esse receptor. Assim, o Gpr68 estd distribuido tanto em neurénios POMC e AgRP

quanto em células da glia.
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Figura 3: Imunofluorescéncia de hipotadlamo de camundongos c57BL/6J. A-Colocalizagdo do
GPR68 com astrdcitos (GFAP); B-GPR68 colocalizado com micréglia (Iba-1); C-GPR68 colocalizado
com tanicitos (vimentina); D-GPR68 em neurénios POMC; E- GPR68 em neurdnios AgRP. Cortes
congelados frontais obtidos em criostato com 20um de espessura; Objetiva de 20x para as imagens que
possuem a referéncia 3V e objetiva de 40x (zoom 2.5 na érea indicado pelo quadrado correspondente ao

nucleo arqueado do hipotalamo); 3V- terceiro ventriculo do hipotdlamo; n = 3.

Tratamento com Moduladores Alostéricos do GPR68

Para avancar na caracterizacdo funcional do GPR68 hipotalamico decidimos
utilizar uma abordagem farmacoldgica com moduladores alostéricos positivos e
negativos. Desse modo, foi utilizado o modulador alostérico positivo (PAM-positive
allosteric modulator) e negativo (NAM-negative allosteric modulator), chamado

Ogerina.

A figura 5 mostra o tratamento com veiculo (5A), PAM (5B) e NAM (5C). Foi
injetada uma Unica dose diretamente no ventriculo lateral do encéfalo e, ap6s 1 hora da
injecdo, o encéfalo dos camundongos foi coletado e processado para analise por

imunofluorescéncia para o0 marcador de atividade neuronal cFos.
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N&o houve diferenca no padrdo de marcacdo entre os grupos tratados com
veiculo, PAM e NAM. A anélise qualitativa mostrou que o PAM teve maior quantidade

de células positivas para o marcador cFos.

Vehicle
PAM
NAM
| J
j 1H Tissue
———— 1 extraction
IF - cFOS

A. Vehicle

C. NAM

Figura 4. Ativacdo neuronal hipotalamica por moduladores alostéricos do GPR68. Os
camundongos foram submetidos a uma unica injegdo de 2 puL de veiculo, PAM ou NAM (concentragéo de
10uM) no ventriculo lateral seguido pelo ensaio de imunofluorescéncia para o marcador de ativagdo

neuronal cFos no hipotdlamo mediobasal. Imagem com objetiva de 10x mostra todo o hipotadlamo
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mediobasal e objetiva de 40x mostra o nicleo arqueado. As imagens séo representativas de 1 experimento

para cada condi¢do. Em A-C, n=3.

Tratamento Intracerebroventricular (ICV) com Moduladores Alostéricos do

GPR68 Modula a Expressdo Génica do Neuropeptideo Cart

Os resultados obtidos na figura 5 mostram que o tratamento com moduladores
alostéricos via ICV ndo promoveu aumento expressivo no marcador de atividade
neuronal, contudo, houve uma reducdo significativa na expressdo génica do
neuropeptideo Cart (figura 6) quando administrado NAM via ICV. Os neuropeptideos
POMC, AgRP e Npy responsaveis pela manutencdo do comportamento alimentar ndo
foram modulados. Assim, o padréo de pouca ativacdo neuronal (figura 5) corrobora os

resultados da figura 6 por ndo modular a expressao génica de todos os neuropeptideos.
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Figure 5. Efeito do tratamento dos moduladores alostéricos do GPR68 ICV na expressdo génica de
neurotransmissores hipotalamicos. Os camundongos foram submetidos a uma Unica injecdo de veiculo,
PAM ou NAM (painel superior) no ventriculo lateral. Ap6s 1 hora do estimulo o hipotdlamo foi coletado
e analisado a expressdo de transcritos de neurotransmissores por PCR (painel inferior). Em todas as

medigBes, n=5. *p<0,05.
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Tratamento com Moduladores Alostéricos do GPR68 Direto no Nucleo Arqueado do

Hipotalamo Modula a Expressdo Génica dos Neuropeptideos Orexigénicos Agpr e Npy

Os resultados encontrados nas figuras 5 e 6 indicam que a via
intracerebroventricular de administracdo dos moduladores alostéricos nédo foi eficiente
em ativar uma resposta neuronal suficiente que culminasse na modulacdo da expressdo
génica dos principais neuropeptideos orexigénicos e anorexigénicos. Porém, houve

reducdo na expressao génica de Cart.

Diante desses resultados, decidimos investigar se o tratamento direto no nucleo
arqueado do hipotalamo, por meio de uma microinjecéo bilateral no nicleo arqueado do
hipotalamo, poderia modular a expressdao génica dos principais neuropeptideos
hipotaldamicos envolvidos no comportamento alimentar. Os resultados encontrados na
figura 3 mostraram a presenca e colocalizacdo do GPR68 em células da glia e neurénios
POMC e AgRP do nucleo arqueado.

Desse modo, foi conduzido um experimento em que foram injetados diretamente
no ndcleo arqueado do hipotalamo o veiculo, PAM e NAM (figura 6A). Ap6s uma hora
da injecdo, foi realizada andlise da expressdo génica que revelou aumento significativo
nos niveis de mMRNA dos neuropeptideos AgRP e Npy (figura 6B). N&o houve diferenca
significativa nos niveis de Cart e tdo pouco nos niveis de POMC. O modulador
alostérico capaz de promover aumento na expressdo génica foi o modulador alostérico
negativo (NAM).

De acordo com os resultados encontrados na figura 6B, elaboramos a hipotese de
que o aumento significativo na expressdo génica de neuropeptideos orexigénicos AgRP
e Npy pode estar relacionado com uma mudanga no comportamento alimentar, levando
0s camundongos a aumentarem o consumo alimentar. Para tanto, foi desenhado o
experimento mostrado na figura 6C para avaliar a ingestdo alimentar durante 18 horas,
logo apos a injecdo bilateral do veiculo e NAM no nucleo arqueado do hipotalamo, uma

vez que, 0 NAM foi responsavel por modular a expressdo génica.

Na figura 6D € mostrado um grafico com a ingestdo alimentar dos
camundongos. N&o houve diferenca significativa durante as primeiras 2 horas apés a

injecédo bilateral do modulador alostérico quando comparado com seu controle veiculo
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(figura 6D). Apds 6 horas da introdu¢do do NAM no nucleo arqueado do hipotalamo,
houve aumento significativo na ingestdo alimentar. Esse aumento significativo na
ingestdo alimentar se manteve durante as proximas 12 horas (ciclo escuro). No final das
18 horas de avaliacdo da ingestdo alimentar, foi avaliada a expressdao génica dos
principais neuropeptideos envolvidos no comportamento alimentar (figura 6E). Assim,
no final do periodo, ndo houve diferenca entre os grupos, uma vez que, a figura 6D
mostrou que todos os grupos ingeriram alguma quantidade de ragéo, fazendo com que

fosse mantido em niveis basais dos neuropeptideos.
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Figura 6. Efeito do moduladore alostérico negativo do GPR68 na expressdo génica de
neurotransmissores do nicleo arqueado e na ingestao alimentar. Os camundongos foram submetidos
a uma injecdo bilateral de veiculo ou NAM (A) Esquema de injecdo bilateral no nicleo arqueado e a

expressdo de transcritos de neurotransmissores foi determinada por PCR em espécimes obtidos apds 1
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hora (B). Os camundongos foram submetidos a injecao bilateral de veiculo ou NAM (C) bilateralmente
no nucleo arqueado e a ingestdo alimentar foi determinada por um periodo de 18 h (D). A seguir, 0
hipotadlamo foi obtido para a medida da expressdo de transcritos de neurotransmissores por PCR nos
espécimes obtidos (E). Em B, n=4-5; e **p<0,01. Em E, n=4-6; *p<0,05 e **p<0,01.

GPR 139 Esté Presente Apenas em Neurdnios POMC e AgRP

Nossos resultados mostraram que o Gpr139 foi modulado pelo consumo de HFD
durante 28 dias. Além disso, apenas o grupo de camundongos alimentados com HFD e
submetidos a privagdo de nutrientes mostrou modulagcdo da expressdo génica desse
receptor. Diante disso, decidimos avaliar, por imunofluorescéncia, em quais tipos
celulares o Gprl39 esta presente. Desse modo foram conduzidos ensaios de
imunofluorescéncia para marcadores de células da glia, como GFAP (figura 7A), em
que ndo houve colocalizagcdo do receptor com este tipo celular. O proximo passo foi
avaliar a presenca desse receptor em células da micrdglia (figura 7B), que ndo
mostraram colocalizacdo. Depois disso, foi realizada dupla marcacao para o Gprl39 e o

marcador de tanicitos (Vimentina), onde ndo houve colocalizacao (figura 7C).

Por meio dos ensaios de imunofluorescéncia com dupla marcagéo, foi possivel
identificar que o receptor Gprl39 ndo esta presente em nenhum tipo de células da glia
analisadas. Assim, decidimos conduzir ensaios de imunofluorescéncia, utilizando
camundongos transgénicos com gene reportado gfp para neurdnios POMC (em verde), e
0 gene reportado em tdTOMATO para neur6nios que expressam o neuropeptideo AgRP
(em vermelho). Desse modo, a figura 7D mostra que o Gprl39 estd presente em
neurdénios POMC, contudo, alguns neurénios ndo expressaram esse receptor. De modo
similar ocorreu para a analise da marcacdo do Gprl39 com neurénios AgRP, em que
houve colocalizagdo com neurénios AgRP, porém, alguns neurdnios ndo expressaram o

receptor (figura 7E).
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Figura 7: Imunofluorescéncia de hipotdlamo de camundongos c57BL/6J. A-Marcacdo de
GPR139 e astrocitos (GFAP); B-GPR139 e micrdglia (Iba-1); C-GPR139 e tanicitos (vimentina); D-
Neurbénios POMC; E- Neurdnios AgRP; Corte congelado frontal obtidos em criostato com 20um de
espessura; Objetiva de 20x para as imagens que possuem a referéncia 3V e objetiva de 40x (zoom 2.5 na
area indicado pelo quadrado correspondente ao ndcleo arqueado do hipotdlamo); 3V- terceiro ventriculo

do hipotadlamo n = 3.

Teste de Eficiéncia de Lentivirus para Ensaio de Inibigdo Parcial do Gpr139

Para avaliar o papel do Gpr139 no ndcleo arqueado do hipotalamo, optamos por
utilizar um lentivirus (short hairpin) capaz de reduzir a expressao proteica do Gpr139.
Para tanto, foi injetado bilateralmente no nucleo arqueado do hipotalamo o controle
(Scramble) ou a particula lentiviral responsavel por induzir a inibicdo parcial (knock
down do Gprl39 ou KD-GPR139), formando dois grupos: Scramble e KD-GPR139.
Apo0s a microinjecéo bilateral, os camundongos foram mantidos em dieta Chow durante
2 semanas, periodo em o que o lentivirus se torna eficiente em reduzir a expressdo

proteica do receptor. Desse modo, a figura 8 mostra que a particula lentiviral utilizada
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foi capaz de reduzir a expressao proteica do Gprl39 no nucleo arqueado do hipotalamo,

area onde esta localizado neurénios POMC e AgRP que expressam esse receptor.

Scramble . Scramble

=0
0

Scramble T Wi eme # 6 AT

KD-GPR139 KD-GPR139

KD-GPR139

100 pm

Figura 8: Imunofluorescéncia do nucleo arqueado do hipotalamo de camundongos
submetidos ao teste de eficiéncia de lentivirus. Corte coronal congelado obtidos em criostato com
20um de espessura; Objetiva de 10x para as imagens que possuem a referéncia terceiro ventriculo (3V) e
objetiva de 40x (imagens a direita). As imagens sdo representativas de 1 experimento para cada condicéo.
n=3;

Inibicdo Parcial do Gpr139 Tem Efeitos na Glicemia de Jejum

Apols ter sido feita uma microinjecdo bilateral no ndcleo arqueado do
hipotdlamo, os camundongos divididos nos grupos Scramble (controle) e KD-GPR139
foram avaliados durante 6 semanas. No final desse periodo, foi mostrado que houve
reducdo significativa da expressdo génica do gprl39 (figura 9A), o que corrobora e
valida o ensaio de inibi¢do parcial. Além disso, houve redugéo significativa na glicemia
de jejum (figura 9B) dos camundongos KD-GPR139 quando comparados com 0 grupo

controle Scramble, ao final das 6 semanas de experimento. Porém, ndo houve diferenca
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significativa na expressao génica dos principais neuropeptideos hipotalamicos (figura
9C).
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Figura 9: Efeito da inibicdo parcial do gpr139 afeta homeostase glicémica sem modulacéo
de neuropeptideos. A- Validacdo do ensaio de inibicdo parcial mostrando que ap6s 6 semanas a
expressdo génica do GPR139 esta significantemente reduzida; B-reducéo na glicemia de jejum no final
das 6 semanas de experimento; C- analise da expressdo génica por RT-PCR de neuropeptideos
hipotalamicos; POMC-pro opiomelanocortina; Cart- transcrito regulado por cocaina e anfetamina; AgRP-

proteina relacionada ao Agouti; Npy- neuropeptideo Y; A-C-Teste T, p < 0.05;

Inibicdo Parcial do Gprl39 Aumenta o Peso Corporal e Ingestdo Alimentar Sem

Alterar a Adiposidade Corporal

ApoOs a administracdo das particulas lentivirais, Scramble e KD-GPR139, os
camundongos foram mantidos em alimentagdo com dieta Chow durante 6 semanas,
sendo as duas primeiras semanas o periodo de recuperacdo do procedimento cirurgico e
tempo habil para que as particulas lentivirais fossem eficientes em reduzir a expressdo

proteica como mostrado na figura 8.

A figura 10A mostra 0 ganho de peso corporal dos camundongos ao longo das 6

semanas. Na quarta semana € possivel notar que houve um aumento significativo no
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peso corporal do grupo KD-GPR139 quando comparado com o grupo Scramble. Essa
diferenga se manteve nas 2 semanas subsequentes, porém, foi significativa apenas na
sexta semana (figura 10A). Ao final das 6 semanas observou-se que a variagcdo do peso
corporal do grupo KD-GPR139 foi significativamente maior quando comparado com o

grupo Scramble, como mostrado no grafico de delta na figura 10C.

Durante o periodo de recuperacéo e eficiéncia da particula lentiviral ndo houve
diferenca na quantidade de energia ingerida por dia (figura 10B), contudo, é possivel
notar que a partir da terceira semana apés o tratamento com lentivirus, o grupo KD-
GPR139 mostrou um aumento na ingestao calérica durante as 4 seguintes semanas. Esse

aumento foi significativo na quarta e sexta semana (figura 10B).

Ao final das 6 semanas de experimento, os tecidos adiposos brancos localizados
na regido inguinal (WATIng.) e na regido epididimal (WATep.) foram dissecados e
pesados. Desse modo, foi mostrado que ndo houve diferenca significativa na quantidade
em gramas de tecido adiposo acumulado nas regides inguinal (figura 10D) e epididimal
(figura 10E).
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Figura 10: Inibicéo parcial do gpr139 aumenta o peso corporal e a ingestdo alimentar sem
alterar a adiposidade. A- avaliacdo do ganho de peso corporal semanal ao longo das 6 semanas em dieta

chow; B- avaliacdo da ingestdo alimentar semanal; C- variagdo do peso corporal (delta) no inicio e fim do
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experimento; D- peso em gramas da quantidade de tecido adiposo branco localizado na regido inguinal;
E- peso em gramas da quantidade de tecido adiposo branco localizado na regido epididimal; n = 6-7, C57
machos; A-C-Teste T, p < 0.05;
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DISCUSSAO

Em nosso estudo, caracterizamos no sistema melanocortina hipotalamico, em
especifico no nucleo arqueado do hipotalamo, dois novos GPCRs ainda nédo explorados
no contexto da homeostase energética. Mostramos que esses receptores, embora estejam
presentes em outros tecidos periféricos como baco, testiculos, intestino delgado, cérebro
e pulméo (GPR68) ou predominantemente em outras areas do sistema nervoso central
(GPR139), tém um papel relevante na manutencgéo, tanto do comportamento alimentar,
qguanto na homeostase energética e, participam ativamente do controle do

comportamento alimentar e do peso corporal.

Vale ressaltar que inicialmente os experimentos de bioinformatica serviram
como ferramenta preliminar de selecdo dos GPCRs. Assim, foram conduzidas anélises
utilizando bases de dados publicas para que pudéssemos alcancar todos os GPCRs
orfaos da classe A e seu padrdo de expressao génica no tecido hipotalamico. A partir do

Heat Map, criado por andlise na base de dados https://www.genecards.org/ (figura 1C),

selecionamos trés receptores que, buscamos por trabalhos na literatura relacionados ao
hipotdlamo, e ndo encontramos estudos mostrando uma caracterizagdo ou mesmo a
participacdo desses receptores (GPR68 e GPR139) no sistema melanocortina
hipotaldmico. Porém, havia estudos mostrando o envolvimento do GPR162 no sistema

melanocortina hipotaldamico. Assim, optamos por estudar o papel dos GPCRs 68 e 139.

O préximo experimento preliminar que realizamos foi testar a capacidade dos
estimulos dietéticos, tanto o consumo de dieta hiperlipidica, quanto o jejum (auséncia
total de nutrientes), em modular a expressdo génica do GPR68 e 139, uma vez que
nosso estudo objetivou identificar novos GPCRs 0rfaos capazes de responder aos
estimulos nutricionais e que participassem da regulacdo do comportamento alimentar e
peso corporal. Assim, conduzimos os experimentos utilizando dieta hiperlipidica (figura
2A) e jejum (figura 2B). Segundo a figura 1C, o GPR162 possui grande expressao
génica no hipotalamo, assim decidimos avaliar se os dois estimulos dietéticos fossem
capazes de modular a sua expressdo génica. Poréem, devido aos trabalhos publicados por

Caruso e colaboradores, 2014 e 2016, optamos por nao estudar esse receptor.

Com base em nossos resultados, os receptores oOrfaos da classe A, GPR68 e
GPR139 foram modulados tanto na privacdo de nutrientes, quanto no consumo de HFD.

Entretanto, ndo encontramos mudanca no padrdo de expressao génica para 0 GPR162
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tanto em relacéo ao consumo de HFD (figura 2A), quanto em privacdo de nutrientes em
camundongos alimentados com dieta padrdo. Caruso e colaboradores (2014), mostraram
que esse receptor estd presente em &reas do SNC relacionadas com homeostase
energética, como hipotdlamo e em areas hedobnicas, como amigdala e area ventral
tegumentar. A inibicdo parcial do GPR162, via ICV, revelou reducdo na ingestdo

alimentar, assim como reducédo no peso corporal (CARUSO et al., 2016).

Henry e colaboradores (2015), por meio de sequenciamento génico, mostraram
que o padrdo de expressdo génica de diversas classes de GPCRs foram diferentemente
expressos em neurdnios Agrp e Pomc em camundongos submetidos ao estimulo de
privacdo de nutrientes durante 24 horas. Um desses receptores, 0 Gpr6é (receptor 6rfao
da classe A), que teve aumento significativo no numero de transcritos quando
estimulado pela privacdo de nutrientes, quando superexpressado em neurdnios Agrp,
aumentou significativamente o peso corporal de camundongos durante o curto periodo
de seis semanas de consumo de dieta padrdo. A partir desse resultado, ficou evidente o
papel dos GPCRs hipotalamicos presentes em neurénios de primeira ordem no controle
do peso corporal e homeostase energética em resposta a alteracdes no balanco
energético. Além do Gpr6 caracterizado por Henry e colaboradores (2015), observamos
que nesse mesmo estudo, os mesmos GPCRs que selecionamos como novos
participantes, foram modulados pelo periodo de jejum. Logo, esse estudo corroborou
nossos indicios da participacdo do GPR68, GPR139 e GPR162 no sistema

melanocortina hipotalamico.

O grupo experimental alimentado com HFD previamente ao jejum mostrou
significante modulacdo na expressdo génica para os trés GPCRs estudados (GPR68,
GPR139 e GPR162) de acordo com a figura 2B. A modulagdo na expressao génica dos
trés receptores, diante da HFD (dieta contendo 5,1 Kcal/g), mostrou uma semelhanca
entre 0s receptores, com aumento nos periodos de 6 e 12 horas de privacdo de nutrientes
seguido por uma reducdo durante 24 horas (figura 2B-HFD). Assim, os efeitos da
privacdo de nutrientes foram mais evidentes quando foi previamente ofertada uma dieta
hiperlipidica, mostrando que o consumo durante curtos periodos de dieta hiperlipidica é
responsavel por alterar o padrdo de expressdo génica hipotalamico dos GPCRs

avaliados.

O curto periodo de consumo de HFD, ativa uma resposta inflamatoria no

hipotalamo, marcada pelo aumento significativo na transcricdo génica e contetdo
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proteico de citocinas pro inflamatdrias, como o TNF alfa, aléem de modular proteinas
envolvidas no estresse do reticulo endoplasméatico (CARRARO et al., 2018). Nossos
resultados mostraram que o GPR68 e o GRP139 foram modulados durante curtos
periodos de alimentacdo com HFD e durante curtos periodos de privacdo de nutrientes,
tanto em camundongos alimentados com dieta padrdo (GPR68) quanto em HFD
(GPR139 e GPR162). Porém, o tempo de consumo de dieta hiperlipidica capaz de
promover sinais pro inflamatérios € mais curto do que o periodo em que os GPCRs

foram modulados, sugerindo um efeito secundario ao processo inflamatério.

Entretanto, esses efeitos na produgdo de citocinas e ativacdo de proteinas de
estresse de reticulo plasmatico ocorrem mais precocemente (a partir de 6 horas até 3
dias) do que a modulacdo dos GPCRs (a partir de 7 dias). Assim, a modulacdo da
expressdao génica dos GPCRs estudados ocorreu mais tardia ao periodo reportado pelo
estudo de Carraro e colaboradores (2018), em relagdo ao aumento da transcricdo génica
e proteica de citocinas pro-inflamatorias, indicando que esses receptores sdo modulados

mais tardiamente.

O primeiro estudo que caracterizou o receptor 1 acoplado a proteina G de cancer
de ovério (Ogrl ou, GPR68 de acordo com a classificacdo de IUPHAR) mostrou que
esse receptor esteve presente em uma linhagem de células de cancer de ovario e tecidos
como, baco, testiculos, porcdo inferior do intestino delgado, leucdcitos periféricos,
cérebro e pulmdo, porém, ausente no tecido saudavel de ovario, timo, prostata, figado,
musculo esquelético e pancreas (XU e CASEY, 1996).

Anos mais tarde, Ludwig e colaboradores (2003) mostraram que 0 GPR68 esta
presente em osteoblastos e se torna ativo aumentando as concentracdes de fosfato
inositol em condicdes de pH extracelular 6.8. Em estado de pH alcalino, os ions
hidrogénio se ligam aos residuos de histidina estabilizando o estado inativo do GPR68,
porém, com acidificacdo do meio (aumento na concentracdo de hidrogénio) extracelular
ocorre uma destruicdo da estabilizacdo inativa, passado para um estado ativo
culminando na ativagdo de Gq, aumento de fosfolipase C, fosfatidil Inositol e

consequente aumento nos niveis de calcio intraclular (YUAN et al., 2014).

Com base em nossos resultados genotipicos e, considerando as caracteristicas
moleculares e estruturais do GPR68, decidimos conduzir alguns experimentos para

investigar o papel do GPR68 no sistema melanocortina hipotalamico. Nenhum estudo
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mostrou a presenca e colocalizacdo desse receptor em diferentes tipos celulares no
sistema melanocortina hipotalamico. Um estudo conduzido por Xu e Casey, 1996
mostrou transcritos do GPR68 em baco, testiculo, intestino delgado, leucocitos
periféricos, cérebro, coracdo, pulméo, placenta e rim, porém, sem nenhuma distin¢éo de
areas do sistema nervoso central. Em 2019, Wiley e colaboradores, por meio de base de
dados, mostraram uma distribuicdo detalhada do GPR68 em diversas areas do cérebro,
entre as mais expressas, analisadas por transcritos por milhdo, estdo a glandula

pituitaria, cerebelo e hipotalamo.

De acordo com os achados reportados e em conformidade com nossos objetivos,
mostramos, por meio de ensaios de imunofluorescéncia com dupla marcacgéo, a presenca
e colocalizacdo do GPR68 em células da glia (astrdcitos, microglia e tanicitos) e
neurdnios Pomc e Agrp (figura 3). Assim como no estudo de Dragano e colaboradores,
(2017), que por meio de ensaios de imunofluorescéncia com dupla marcacdo, foi
caraterizado 0 GPR40 e GPR120 no nucleo arqueado do hipotalamo.

Nesse estudo, foi mostrado que ambos 0s receptores estdo presentes em
diferentes tipos celulares, GPR40 localizados apenas em neur6nios Pomc e Agrp, e
GPR120 presente em células da micréglia. Embora os GPCRs 40 e 120 sejam
receptores que reconhecem &cidos graxos polinsaturados, sua localizacdo celular é
diferente e, portanto, o efeito que cada receptor exerce também foi diferente, uma vez
que a ativacdo seletiva de GPR120, culminou na reducdo de citocinas pr6 inflamatdrias
e aumento de citocinas anti-inflamatdrias, ao passo que, a ativacdo seletiva de GPR40

promoveu reducdo do peso corporal e aumento do neuropeptideo Pomc.

De acordo com nossos resultados de imunofluorescéncia, 0 GPR68, presente em
distintos tipos celulares no nucleo arqueado do hipotalamo, pode estar relacionado com
a manutencdo da homeostase energética, bem como envolvido no comportamento
alimentar, uma vez que diferentes GPCRs que podem reconhecer o0 mesmo ligante tém
efeitos distintos quando ativados separadamente e efeito somatdrio quando ativado por
duplo agonista seletivo (Dragano et al., 2017). Assim, nossa proxima perspectiva de
analise foi investigar qual o papel desse receptor, quando ativado por moduladores
alostéricos positivos e negativos, no comportamento alimentar e homeostase energética.
Para tanto, nos baseamos no trabalho de Dragano e colaboradores (2017), e realizamos
umtratamento por meio de microinjecdo intracerebroventricular direta no nucleo

arqueado do hipotalamo.
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N&o houve diferenca no padrao de ativacdo dos neurénios localizados no nucleo
arqueado do hipotadlamo, mostrado pelo marcador de ativacdo neuronal cFos, em
resposta ao tratamento via ICV (figura 4). Como mencionado, 0 GPR68 esta presente
em diversas areas do SNC, assim, quando ofertado via sistema ventricular, nosso
tratamento afetou todas as areas do SNC, uma vez que o sistema ventricular conecta
todos os quatro ventriculos cerebrais em que circulam o liquido cefalorraquidiano
banhando todas as areas cerebrais e, assim, rapidamente difundindo o tratamento por
todo SNC e ndo concentrando apenas no nucleo arqueado. Contudo, nao foi avaliada a

ativacdo neuronal em outras areas cerebrais onde 0 GPR68 esta expresso.

A abordagem via ICV permite difundir substancias por todo SNC,
principalmente ndcleos hipotalamicos que se localizam préximos as paredes
ventriculares. Entretanto, Wardman e colaboradores, (2016) mostraram que a infusédo
via intraperitoneal (uma inje¢do de 3 mg/kg a cada 30 min, durante 1 hora) do agonista
do GPR171 foi capaz de induzir aumento de aproximadamente 30% de células positivas
para c-Fos no PVN, nucleo em que 0 GPR171 esta expresso. O tempo de administracao
do agonista foi suficiente em induzir ativacdo de neurbnios presentes no PVN em
camundongos wild type. Contudo, ndo realizamos nenhum tratamento periférico
acreditando que a biodisponibilidade dos moduladores alostéricos poderia atuar no
Gpré8 presente em tecidos periféricos, e como nosso objetivo foi ativar no nucleo

arqueado do hipotalamo, optamos pelo tratamento via SNC.

Com base no estudo de Krashes e colaboradores (2013), utilizando
camundongos transgénicos, foi mostrado que a ativacdo farmacogenética de neurénios
hipotalamica ocorre logo ap6s 30 min da administracdo intraperitoneal de N -6xido de
clozapina (CNO). Além disso, em modelos animais quimiogeneticamente modificados,
os estimulos intraperitoneais de CNO persistem até 2 horas apds sua administracdo
(KRASHES et al., 2011; KRASHES et al., 2014). Com base nesses estudos, decidimos
avaliar a ativacdo neuronal por meio de um tratamento ICV, uma vez que, nosso
receptor estd localizado em tecidos periféricos, podendo ser ativado pelo tratamento

sistémico.

Como nédo houve diferenca evidente na ativagdo neuronal, decidimos, avaliar se
houve modulagdo dos principais neuropeptideos envolvidos no controle do
comportamento alimentar. Desse modo, conduzimos 0 mesmo experimento, porém, o

hipotalamo foi coletado para andlises de expressao génica, que revelou apenas reducéo
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significativa do neuropeptideo Cart (figura 5) no tratamento com o modulador
alostérico negativo (NAM). Nesse experimento, notamos que mesmo via ICV os efeitos
dos moduladores alostéricos parecem nao ser tdo eficientes em promover modulagéo de
neuropeptideos hipotalamicos. Diante desses resultados e de acordo com os critérios de
especificidade do GPR68 e seu papel em diferentes tipos celulares e tecidos, optamos
por fazer um tratamento direto no nucleo arqueado do hipotalamo, regido do hipotalamo
em que mostramos, por imunofluorescéncia, a presenca desse receptor em diferentes

tipos celulares.

Assim, decidimos avaliar a modulagdo génica dos neuropeptideos hipotalamicos
envolvidos no comportamento alimentar quando administrados os moduladores
alostéricos diretamente no ndcleo arqueado do hipotalamo. Desse modo, foi possivel
mostrar que o modulador alostérico negativo foi capaz de aumentar significativamente a
transcricdo génica dos neuropeptideos Agrp e Npy (figura 6B). A partir do aumento
significativo dos neuropeptideos Agrp e Npy, questionamos se o tratamento seria capaz
em evocar um comportamento de fome e consumo alimentar. Para tanto, decidimos
avaliar o comportamento alimentar por meio da ingestdo alimentar dos camundongos
tratados com NAM durante as ultimas 6 horas de ciclo claro (tempos 0, 2 e 4 horas) e as
12 horas de ciclo escuro (figura 6C). Como mostrado na figura 6D, o tratamento com
NAM aumentou significativamente o consumo alimentar quando comparado com o

grupo controle.

Neurdnios Agrp estdo presentes no ndcleo arqueado do hipotalamo, secretam os
neuropeptideos Agrp, Npy e GABA, quando ativados em situacdes de déficit energético
promovendo o consumo alimentar. Em situac@es de privacdo de nutrientes, em que 0s
niveis de leptina e insulina sdo reduzidos e os niveis de grelina sdo aumentados, ocorre
ativacdo dos neurbnios Agrp, que atuam em diversos circuitos extrahipotalamicos e
intrahipotalamicos, inibindo neurdnios Pomc e antagonizando o receptor MC4R em
neurdnios localizados no nucleo paraventricular do hipotalamo. Com isso, ocorre

aumento na ingestdo alimentar e reducéo no gasto energetico (HAN e XIA, 2018).

O aumento significativo na ingestdo alimentar no grupo tratado com NAM,
mostrou que o alosterismo negativo do GPR68 foi capaz de induzir uma mudanga no
comportamento alimentar dos camundongos, promovendo aumento na ingestdo
alimentar. Assim como reportado por Krashes e colaboradores (2011), a ativagédo

qguimiogenética de neurbnios Agrp, por meio do uso de receptores desenhados
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exclusivamente para serem ativados por uma droga, especifica (designer receptors
exclusively activated by disigner drugs-DREADD), rapidamente induziu despolarizagdo
de neurdnios Agrp, seguido por aumento significativo na ingestdo alimentar (4 horas)

durante a fase clara do ciclo circadiano.

Assim, em nossos resultados encontramos um efeito semelhante em relagéo ao
consumo alimentar nas primeiras 6 horas durante o ciclo claro, apds injecdo do NAM.
Esse efeito foi mantido durante o ciclo escuro (12 horas, figura 6D). Embora, no estudo
de Krashes foi feito uma abordagem quimiogenética de ativacdo de neurénios Agpr, em
nosso estudo, por meio da modulacdo alostérica farmacoldgica, houve aumento no
consumo alimentar tanto nas primeiras horas ap6s a administracdo do NAM, quanto no

final do experimento.

Podemos observar que, diferentemente do tipo de ativacdo feita por Krashes e
colaboradores (2011), nossa abordagem farmacol6gica mostrou ser eficiente em induzir
aumento na ingestdo alimentar, apesar de nem todos os neurénios Agpr expressarem o
GPRG68 (estudos de imunofluorescéncia na figura 3E). Neurdnios Agpr, expressam o
neuropeptideo Npy que atua aumentando a ingestdo alimentar. Além disso, 0s neur6nios
Agrp podem inibir neurdnios Pomc, via 0 neurotransmissor GABA, potencializando a
ingestdo alimentar (KRASHES et al., 2013; WATERSON, M. J.; HORVATH, T. L,
2015).

Em nossos resultados, o aumento significativo de dois neuropeptideos (Agrp e
Npy), sem modulacdo da expressdo génica dos neuropeptideos anorexigénicos (Pomc e
Cart), indicou que o tratamento com NAM poderia induzir aumento na ingestao
alimentar. Desse modo, 0s experimentos mostrados na figura 6D confirmam que nosso
tratamento com NAM induziu aumento na ingestdo alimentar, porém, ndo houve
diferenca na expressdo génica dos neuropeptideos hipotalamicos no final do

experimento (figura 6E), uma vez que ambos 0s grupos estavam alimentados.

Por meio do tratamento intraperitoneal (IP), utilizando o agonista de GPR171,
Wardman et a., (2016), mostraram que a administracdo periférica do agonista
MS0015203 aumenta significativamente a ingestdo alimentar acumulativa nas 2, 4 e 8
horas ap0s administracdo do agonista. Esse achado vai ao encontro dos nossos
resultados mostrados na figura 6, porém, ofertamos o modulador alostérico direto no

nucleo arqueado do hipotalamo e testamos em animais alimentados submetidos a jejum
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por 4 horas, para avaliar a capacidade do estimulo em induzir um comportamento

alimentar hiperfagico.

Os efeitos sustentados do tratamento direto no nucleo arqueado do hipotalamo
podem ser explicados pela capacidade do modulador alostérico em se ligar, em uma
regido ndo ortostérica (regido diferente de onde ocorre a ligacdo especifica do ligante
enddgeno) do GPR68 e manter a mudanca conformacional induzida que potencializa os
efeitos de agonismo. No estudo reportado por Cao e colaboradores (2021), foi mostrado
que o alosterismo positivo do receptor metabotrépico de glutamato, induz a estabilidade
e aumento no tempo de estado ativo do receptor, o que confere maior eficacia e
atividade do receptor para o efeito do agonista. Assim, em nossos ultimos resultados,
mostramos que o alosterismo negativo do GPR68 sustentou 0 aumento da ingestao

alimentar durante todo o periodo de ciclo escuro (figura 6D tempo de 18 horas).

Presente apenas no SNC em areas como nucleo caudado, putdmem, hipocampo,
tadlamo, hipotalamo, medula espinha e glandula pituitaria, o GPR139, foi primeiro
descrito por Matsuo e colaboradores (2005), porém, nenhuma caracteriza¢do no nucleo
arqueado foi feita. A partir desse estudo, Sussens et al. (2006), reportaram a presenca
desse receptor no tecido nervoso pds natal e durante as fases do desenvolvimento do
sistema nervoso central de camundongos. Além disso, mostraram que o GPR142, outro
GPCR com 67% de homologia moleculares com o GPR139, esta mais expresso em

tecidos periféricos do que no sistema nervoso central.

De acordo com os estudos mencionados, encontramos em nossos resultados a
expressdo génica do Gprl39 no hipotdlamo de camundongos (figura 2A), assim como
descrito por Matsuo e colaboradores (2005) e Sussens e colaboradores (2006). Além
disso, mostramos que o GPR139 estd presente apenas em neurdnios Pomc e Agrp
(figura 7), localizados no nucleo arqueado do hipotalamo, entretanto, em nossos
resultados, foi avaliado apenas o marcador GFAP e Iba-1 e ndo outros tipos de
marcadores de microglia ou mesmo de células do sistema imune. Em 2019, Wang e
colaboradores, mostraram, por meio de hibridizacdo in situ, que o receptor GPR139 esta
presente no nucleo arqueado do hipotalamo, porém, esta colocalizado no mesmo tipo
celular que expressa o receptor de dopamina 2 (DRD2). Portanto, em nossos resultados
apresentados na figura 7, foi possivel identificar o GPR139 n’nucleo arqueado do
hipotalamo, entretanto, ndo avaliamos colocalizagcdo com receptores D2.
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Nesses experimentos de imunofluorescéncia, nosso objetivo foi discriminar em
qual populacdo celular do nucleo arqueado o GPR139 esta presente. Desse modo,
utilizamos camundongos com gene reportado para Pomc e Agrp e, identificamos a
colocalizacdo desse receptor apenas nessas duas populacdes de neurdnios avaliados. O
estudo reportado por Wang et al., (2019), mostrou a colocalizacdo de dois receptores
distintos colocalizados no mesmo tipo celular, porém, nesse estudo, ndo foi mostrado o
tipo celular. Desse modo, nossos resultados mostram que a presenca do GPR139 é
exclusiva de neurdnios Pomc e Agrp, de modo que esse padréo de localizagcdo neuronal

ainda nao foi descrito na literatura.

As primeiras evidéncias da participagdo do GPR139 no comportamento
alimentar e homeostase energética, surgiram a partir dos estudos de Liu e colaboradores
(2015) e Wagner et al. (2016). Nesses estudos foi possivel identificar a presenca do
GPR139 na Habénula, area do sistema nervoso central envolvida no sistema anti-
recompensa que emite inputs para o hipotalamo lateral e area pré optica anterior. Além
dessa caracterizacdo, foi pontuado que o GPR139 atua como sensor de aminoacidos

esséncias (L-triptofano e L-fenilalanina) no sistema nervoso central.

Em 2015, Dvorak e colaboradores identificaram o composto JNJ63533054, um
potente agonista de alta afinidade, especifico para 0 GPR139, e ndo para 0 GPR142
(recptor homdlogo ao GPR139), com alta solubilidade em meio aquoso, boa
permeabilidade celular e capaz de atravessar a barreira hematoencefalica. Esse
composto, quando administrado via oral, reduziu a atividade locomotora espontanea de
modo dose dependente (LIU et al., 2015). Assim, diante dos estudos que mostraram o
envolvimento desse receptor na homeostase energética e seu papel da atividade
locomotora, decidimos investigar qual o papel do GPR139 no nlcleo arqueado do
hipotalamo.

Para tanto, utilizamos de ensaios de inibigcdo parcial, por meio de lentivirus short
hair pin (ShRNA) que expressa um RNA de interferéncia capaz de reduzir a transcrigao
génica e proteica do GPR139, uma vez que esse tipo de abordagem molecular,
utilizando vetores virais, tem sido muito utilizado em estudos de mapeamento de
circuitos neurais, bem como, inibicdo e ativacdo de receptores presentes no sistema
nervoso central (BOFILL-DE ROS e GU, 2016; NECTOW e NESTLER, 2020).
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Decidimos avaliar a eficiéncia da particula lentiviral, ShRNA-GPR139, por meio
de imunofluorescéncia, uma vez que foi injetada diretamente essa particula no nucleo
arqueado do hipotalamo, local onde mostramos a colocalizagdo desse receptor em
neurdnios Pomc e Agrp (figura 7D e E) e, ap0s 2 semanas da microinjecéo, foi avaliada
a capacidade do lentivirus em reduzir a expressdo proteica do Gprl39. Como mostrado
na figura 8, € notavel observar uma reducdo na imunomarcacdo para 0 GPR139 em
relagdo ao grupo controle. Esse tipo de abordagem especifica no nlcleo arqueado do
hipotadlamo, tem sido utilizado para avaliar o efeito da inibicdo parcial de uma proteina
localizada apenas em um nucleo ou area. Desse modo, no estudo de Mendes e
colaboradores (2018), é possivel observar o mesmo tipo de abordagem, porém,
utilizando um shRNA direcionado ao TGF-B1 (transforming grow factor beta 1).

Depois de validar nosso modelo de inibicdo parcial do Gprl39 por microinjecéo
de shRNA no nucleo arqueado, decidimos avaliar o ganho de peso corporal e ingestao
alimentar dos camundongos que receberam a particula lentiviral quando comparado aos
seus grupos controles. Desse modo, mostramos que nosso modelo de inibicéo parcial foi
eficiente em manter a reducdo da expressdo génica do gprl139 no final do experimento
de 6 semanas (figura 9A), corroborando nossos dados de eficiéncia da particula
lentiviral. Depois disso, avaliamos o ganho de peso corporal bem como a ingestdo
alimentar dos camundongos KD-GPR139 (knockdown do Gpr139), e mostramos que
durante o curto periodo de 4 semanas houve um aumento significativo no peso corporal,

seguido pelo aumento no consumo alimentar.

Os efeitos no controle e manutencdo adequados do peso corporal e ingestdo
alimentar sdo mediados por neurbnios de primeira ordem localizados no ndcleo
arqueado do hipotalamo (MORTON et. al., 2006). Em nossos resultados, mostramos
que o GPR139 esta colocalizado apenas em neurbnios Pomc e Agrp, que sao
responsaveis pela manutencdo da homeostase energética e controle do peso e ingestao
alimentar. Logo, nosso experimento de repressdo génica do Gprl39 afetou diretamente
a capacidade homeostatica do hipotalamo em manter o controle adequado do peso
corporal e da ingestdo alimentar (figura 10A-C), resultando em desequilibrio energético

sem alterar a quantidade de massa adiposa (figura 10D e E).

O mecanismo de acdo do GPR139, quando ativado, envolve
predominantemente o recrutamento da subunidade Gs da proteina G heterotrimérica

(HU et al., 2009). O papel dessa subunidade no hipotdlamo esta relacionado com
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controle do gasto energético e ativacdo do tecido adiposo marrom, uma vez que
camundongos alelos maternais knockout para Gs no nacleo dorsomedial do hipotdlamo
desenvolvem obesidade com ganho de massa magra e massa adiposa, reducdo no gasto

energético e reducdo de genes termogénicos como Ucpl e Pgcla (CHEN et al., 2017).

Em nossos resultados encontramos que a inibicdo parcial desse receptor resultou
em aumento no peso corporal (figura 10C) sem aumentar a quantidade de tecido
adiposo inguinal (figura 10D) e epididimal (figura 10E). Ndo foi avaliada a via de
sinalizacdo intracelular envolvida com a inibicdo parcial desse receptor, contudo,
acreditamos que o ganho de peso pode estar relacionado com o aumento da massa
magra dos camundongos, porém, ndo foi avaliada a densidade corporal dos

camundongos.

Em nossos resultados, foi possivel mostrar que o Gpr68 parece ser um receptor
importante no controle da ingestdo alimentar, uma vez que, apenas por meio da
regulacao alostérica negativa direta no nucleo arqueado do hipotalamo, houve aumento
significativo na ingestdo alimentar de camundongos. Esse efeito fisioldgico,
provavelmente condiz com nossos resultados, que mostraram aumento da expressao
génica dos neuropeptideos orexigénicos Agrp e Npy. Além disso, o padrdo de expressdo
desse receptor, que tanto em neurdnios de primeira ordem orexigénicos/anorexigénicos,
quanto pelas células da glia, integram o circuito neural do sistema melanocortina
hipotalamico, presente no nlcleo arqueado do hipotalamo, especializado em receber
estimulos hormonais e nutricionais periféricos e converter em neuropeptideos que

controlam a homeostase energética e comportamento alimentar.

O GPR139, predominantemente expresso em neurdnios do nucleo arqueado,
mostrou ser um novo participante do sistema melanocotina hipotalamico e um possivel
alvo terapéutico para obesidade e doencas metabdlicas. A repressdo génica desse
receptor, levou a um fenotipo de pouco ganho de peso corporal, sem aumentar a massa
adiposa, mas com reducdo dos niveis plasmaticos de glicemia. A particula lentiviral
utilizada funcionou de modo ndo seletivo para populagdes neuronais especificas, desse
modo, parte dos efeitos pode estar relacionada a repressao génica em neurénios Pomc e
parte em neurbnios Agrp, uma vez que essas populacdes neuronais atuam coordenando
0 comportamento alimentar e integrando circuitos intra e extra hipotalamicos

responsaveis por controlar a glicemia periférica.
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Nosso estudo identificou dois novos potentes participantes do sistema
melanocortina hipotalamico relacionados com a manutengdo do comportamento
alimentar e controle do balanco energético. Contudo, ainda s@o necessarios mais estudos
utilizando diferentes abordagens farmacologica, moleculares e camundongos
transgénicos, que visem a ativacdo, repressdo ou super expressao génica do GPR68 e

GPR139 em neur6nios especificos.



64

CONCLUSOES

A modulacdo alostérica do Gpr68 no nucleo arqueado do hipotalamo aumentou a
expressdo génica dos neuropeptideos orexigénicos AgRP e Npy com consequente

aumento do consumo alimentar.

O GPR139 é predominantemente expresso em neurdnios hipotalamicos (POMC
e AgRP) e sua repressdo génica, por lentivirus injetado direto no ndcleo arqueado do
hipotdlamo, promove ganho de peso corporal em decorréncia do aumento na ingestao

alimentar.

Este estudo identificou dois GPCRs expressos no hipotdlamo, os quais tem
participacdo direta na regulacdo do balanco energético do organismo. Estudos futuros
podem explorar o potencial de compostos para modulagéo e ativacdo desses receptores
com vistas ao desenvolvimento de farmacos para o tratamento de obesidade e outras

doencas metabolicas.
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ANEXOS
N2
¥ X
unNICAMP L - 8

CEUA/UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada IDENTIFICACAO DE GPCRs ENVOLVIDOS NO DESEQUILIBRIO
DO SISTEMA MELANOCORTINA EM RESPOSTA A ACIDOS GRAXOS SATURADOS, registrada com o

n° 4927-1/2018, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Licio Augusto Velloso e Pedro Augusto Silva
Nogueira, que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,

subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo
com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o
uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em

13 de agosto de 2018.

Finalidade: ( ) Ensino ( X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 01/07/2018-01/12/2020

Vigéncia da autorizacao para | 13/08/2018-01/12/2020

manipulagao animal:

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais: 340

Idade/Peso: 04 semanas / 20g

Sexo: machos

Origem: CEMIB/UNICAMP

Biotério onde serao mantidos os | Biotério do Laboratério de Sinalizag&o Celular, NMCE,
animais: FCM/UNICAMP

A aprovagéo pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizag&o prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio e &
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 13 de agosto de 2018.

/KQ% )rC«\Q /}L-%? t &K‘m\w\ :

Prof. Dr. W{g’ner José I%varo Fatima Alons
Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengao ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias apés o encerramento de sua vigéncia. O
formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, 4rea do it A ndo de relatério no prazo estabelecido
impedira que novos protocolos sejam submetidos.
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CERTIFICADO CEUA n° 97/2021

)

Y

\ -
- CEUAJUNICAMP
uNICAMB

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada EFEITOS DOS AGONISTAS SELETIVOS DE GPCRs 68 E
139 NO SISTEMA MELANOCORTINA HIPOTALAMICO DE CAMUNDONGOS
ALIMENTADOS COM DIETA RICA EM ACIDOS GRAXOS SATURADOS, registrada com o n°
5717-1/2021, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Licio Augusto Velloso e Pedro Augusto Silva
Nogueira, que envolve a produgao, manutengao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo

Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se
de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal
(CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de 18/03/2021.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/05/2021 a 11/11/2021

Vigéncia da autorizacio para 18/03/2021 a 11/11/2021

manipulacio animal:

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / ¢57BL/6Junib
No. de animais: S

Idade/Peso: 5.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: S Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / ¢c57BL/6Junib
No. de animais: 5

Idade/Peso: 5.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 5 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / ¢c57BL/6Junib
No. de animais: 5

Idade/Peso: 5.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 5 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / ¢57BL/6Junib
No. de animais: 5

Idade/Peso: 5.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: S Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / ¢57BL/6Junib
No. de animais: B

Idade/Peso: 5.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 5 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / c57BL/6Junib
No. de animais: o]

Idade/Peso: 5.00 Semanas / 20.00 Gramas

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.briverifica
Informar cédigo COCF98CE D6B24276 925CD39E 743F15F1



EXTRATO PREVIO N2 7526/2021

A Coordenagao da Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio, no
uso de suas atribui¢des e de acordo com o artigo 14, inciso XIX, da Lei 11.105/05; do Artigo
59, inciso XIX do Decreto 5.591/05 e do Artigo 59, inciso IV da Resolugdo Normativa N2 1,
de 20 de Junho de 2006 e Portaria N2 4128/2020/SEI-MCTI de 30 de novembro de 2020,
torna publico que encontra-se em analise o processo a seguir discriminado:

Processo SEI n2: 01245.003524/2021-85

Requerente: Instituto de Biologia- 1B/ UNICAMP

CQB: 069/98

Assunto: Solicitagdo de parecer para projeto de pesquisa.

Ementa: O Presidente da Comissdo Interna de Biosseguranga do Instituto de
Biologia- 1B/ UNICAMP, Dr. José Luiz Proenca Modena, solicita emissdo de parecer técnico
para o projeto de pesquisa denominado: "ldentificagdo de GPCRs envolvidos no
desequilibrio do sistema melanocortina em resposta a acidos graxos saturados" a ser
executado em instalagdes credenciadas no CQB da instituicdo. O processo sera analisado
de acordo com as normativas legais vigentes e um parecer devera ser emitido.

A CTNBio esclarece que este extrato prévio ndo exime a requerente do
cumprimento das demais legislagbes vigentes no pais, apliciveis ao objeto do
requerimento.

A CTNBio informa que o publico tera trinta dias para se manifestar sobre o
presente pleito, a partir da data de sua publicagdo, exceto se o regime de urgéncia for
aplicado a este processo. Informagdes complementares ou solicitagdes de maiores
informagdes sobre o processo acima listado deverdo ser encaminhadas via FALABR, através
do link https://www.gov.br/acessoainformacao/pt-br

RUBENS JOSE DO NASCIMENTO
Coordenador da CTNBio
Substituto
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