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RESUMO

A elucidacdo da participacdo de diferentes grupamentos neurais no controle da homeostase
energética e da glicose é essencial para o desenvolvimento de novas terapias no combate de
distdrbios metabdlicos. Nesse sentido, estudos tem indicado que o aumento da atividade de
neurénios POMC do ARC induz redugdo do consumo de alimento e hipoglicemia. Ainda, tais
acOes atribuidas a estes neurénios foram observadas, ao menos em parte, em estudos utilizando
modelos experimentais de dele¢do génica durante o desenvolvimento embrionario. Contudo, é
conhecido que a metodologia de delecdo génica embrionaria desencadeia 0 recrutamento de
mecanismos compensatorios, que por sua vez poderiam ocultar a real contribui¢do dos neurdnios
POMC do ARC para o controle do homeostase energética e da glicose. Para evitar o
desenvolvimento de tais efeitos, no presente estudo foi utilizada a tecnologia DREADD para
ativar especificamente os neurénios POMC do ARC durante o jejum, situacdo em que se observa
queda da atividade dos mesmos, e observar as alteracfes no metabolismo energeético e da glicose.
Observamos que a ativagdo especifica dos neurdnios POMC do ARC durante o jejum promoveu
reducdo na perda de peso corporal. Ainda, a ativagdo dos neurénios POMC do ARC reduziu a
sensibilidade a glicose, como evidenciado pelo aumento do GTT, sem alterar a sensibilidade a
insulina em animais jejuados. Estas respostas ndo estiveram associadas a alteracdo nas
concentracdes plasmaticas de leptina, insulina e corticosterona. O aumento na concentracao
plasmética de glicose durante o GTT parece estar associado a um aumento na expressao do
RNAmM do G6pc no figado que pode converter glicose-6-fosfato em glicose livre.
Adicionalmente, observamos queda na expressdo do RNAm da Lpl e da Cptla no figado apos a
ativacdo dos neurénios POMC do ARC durante o jejum. Portanto, nosso estudo indica que a
ativagdo especifica e seletiva de neurénios POMC do ARC durante o jejum e na auséncia de
desenvolvimento de mecanismos compensatérios desencadeados por mecanismos de delecdo
génica, surpreendentemente induz uma menor perda e peso corporal e aumento da glicemia,
associada com alteracdo na expressdo de genes no figado envolvidos em tais respostas. Embora
conflitantes, nossos dados reforcam o envolvimento desse grupo neuronal na homeostase
energética e no controle a glicose.

Palavras chave: POMC, homeostase energética e da glicose, jejum, DREADD.



ABSTRACT

The uncover of the role of different neural groups in the control of energy and glucose
homeostasis is essential for the development of new therapies to handle metabolic disorders. In
this context, studies have indicated that the increase in the activity of POMC neurons in the ARC
reduces food consumption and causes hypoglycemia. In addition, such actions attributed to these
neurons have been observed, at least in part, in studies using experimental models of gene
deletion during embryonic development. However, it is known that the embryonic gene deletion
methodology triggers the recruitment of compensatory mechanisms, which in turn could hide the
real contribution of the ARC POMC neurons to the control of energy and glucose homeostasis.
To avoid the development of such effects, the present study used the DREADD technology to
activate the ARC POMC neurons during fasting and observe the effects on the energetic
metabolism and plasma glucose levels. We observe that the activation of ARC POMC neurons
during fasting promotes a reduction in body weight loss. In addition, the activation of the ARC
POMC neurons reduces glucose sensitivity, as showed by the increase in GTT, without change
insulin sensitivity in fasted animals. These responses were not associated with changes in plasma
leptin, insulin and corticosterone levels. The increase in plasma glucose concentration during the
GTT study seems to be associated with an increase in the mMRNA expression of the enzyme G6pc
in the liver, which can convert glucose-6-phosphate into free glucose. Additionally, we observed
decreased mRNA expression of Lpl and Cptla in the liver after activation of the ARC POMC
neurons during fasting. Therefore, our study indicates that the specific and selective activation of
ARC POMC neurons during fasting, and in the absence of the development of compensatory
mechanisms that can be triggered by the use of gene deletion techniques, surprisingly reduced
the body weight loss and increased glycemia, associated with changes in the expression of genes
in the liver involved in such responses. Although conflicting, our data highlight the involvement
of this neuronal group in the energy homeostasis and glucose control.

Keywords: POMC, energy homeostasis and glucose, fasting, DREADD.
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1. INTRODUCAO

Para que as células do organismo possam manter suas funcGes e homeostasia, €
necessario um aporte continuo de energia. Tal processo somente é possivel devido ao auxilio de
diversas enzimas que coordenadamente executam um conjunto de reagdes que culminam na
producdo de energia (CAMPBELL, FARRELL, 2008). Estas reacfes estdo reunidas em duas
vias metabdlicas: o catabolismo e o anabolismo (HANSON, 1989; HARGREAVES, 2005). O
catabolismo é importante na geracdo de moléculas mais simples, a partir da degradacdo de
moléculas complexas, com a liberacdo de energia (BERG, 2007). Por sua vez, o anabolismo é
importante para as reacdes nas quais moléculas complexas sdo sintetizadas a partir de moléculas
simples. O anabolismo é essencial, por exemplo, para o processo de crescimento e manutencao
do organismo (CAMPBELL, 2007).

Os principais substratos energéticos utilizados nessas reacfes sdo os carboidratos, 0s
lipidios e as proteinas. As moléculas provenientes do processamento desses substratos
energéticos sdo encaminhadas para as células, onde sdo oxidadas, produzindo entdo a energia na
forma de ATP (HANSON, 1989; BERG, 2007; CAMPBELL, 2007). Muitos tecidos utilizam a
energia produzida pelo processamento das diferentes fontes energéticas, mas algumas células,
como 0s neurbnios e as hemacias, utilizam preferencialmente o produto da clivagem dos
carboidratos, a glicose, como fonte de energia. Além de ser produzida durante o processo de
clivagem dos carboidratos, a glicose pode ser também armazenada no corpo (predominantemente
no figado) na forma de glicogénio, que pode ser convertido em glicose, quando ha baixas
concentracdes da mesma no plasma (ANTUNES-RODRIGUES et al, 2005). Ainda, a glicose
também pode ser sintetizada por meio de precursores ndo carboidratos, como piruvato,
aminoacidos e glicerol. Este processo chamado de gliconeogénese, mantém as concentragdes de
glicose sanguinea, por exemplo, durante inanigdo e exercicio intenso (AMABIS, 2006;
SILVEIRA, 2011).

Os lipidios também sdo compostos com grande valor energético, adquiridos de forma
enddgena ou exdgena. O tecido adiposo armazena na forma de gordura, os triacilglicerdis, para
serem utilizados como fonte de energia. Assim, quando necessario, estes sdo hidrolisados,
formando glicerol e os acidos graxos, que posteriormente sao utilizados pelos tecidos, como o
figado e os musculos, sendo o figado o principal sintetizador de lipidios enddégenos (NELSON,
2014). Assim, o processamento dos lipideos pelo figado durante a beta oxidacao, também é uma
importante fonte produtora de glicose, sendo a beta oxidacdo uma das principais vias
metabolicas envolvidas nesse processo (NEWSHOLME, 1983).
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O cérebro ndo metaboliza lipidios , mas faz uso de corpos cetbnicos para obter energia
quando suas concentracdes de glicose estdo baixas, como por exemplo, em situa¢Oes de jejum
(FARIA, 2007). Os corpos cetdnicos facilitam o transporte da energia obtida pela oxidacao dos
acidos graxos aos tecidos periféricos (NELSON, 2018).

De modo geral, todos estes processos periféricos necessarios para obtencdo e
processamento dos substratos energéticos, essenciais para a manutencdo da homeostase
energética e da glicose, podem ser modulados pelo sistema nervoso central (SNC). Mais
especificamente, o nucleo arqueado do hipotalamo (ARC) é considerado uma das regides mais
importantes do SNC para o controle da homeostase energética e da glicose. Lesfes nesta regido
podem desencadear um desequilibrio severo dos estoques periféricos de energia. De fato, em um
estudo de lesdo quimica do ARC induzida pela administracdo de glutamato monossodico em
neonatos e tioglicose em animais adultos, observou-se o desenvolvimento de obesidade severa
(MEISTER et al, 1989; BERGEN et al, 1998).

J& é conhecido que o ARC apresenta grupamentos neuronais variados como RIP-cre (rat
insulin-2 promoter), PNOC (prepronociceptin), TH (Tirosina hidroxilase), AQRP/NPY (agouti-
related peptide/neuropeptideo Y), POMC (Proopiomelanocortina), GnRH (Growth Hormone
Releasing Hormone), Kisspeptina e Somatostatina (KONG et al, 2012, Zhang, X.,2016).
CASSIDY e KONG, 2017; CAMPEBELL et al, 2017; TIMPER e BRUNING, 2017; LOWELL,
2019; JAIS et al, 2020), podendo cada um destes grupamentos apresentar funcées diferentes ou
complementares. Contudo, é importante mencionar que os neurénios AgGRP/NPY e POMC tem
maior destaque em pesquisas relacionadas ao controle do metabolismo energético.

H& muitos anos a importancia dos neurénios AGRP/NPY do ARC tem sido investigada
pelo uso de técnicas de engenharia genética (WILLIAMS et al, 2001; MORTON et al, 2006)
KRASHES et al, 2011; APONTE et al, 2011; XU et al, 2018). Desta forma, ja esta bem
estabelecido que a ativacdo deste grupamento de neurdnios induz aumento do consumo de
alimento e reducdo do gasto de energia (KRASHES et al, 2011; APONTE et al, 2011). Estudos
também o relacionam com queda na tolerancia a glicose por mecanismos envolvendo a
modulacdo da gliconeogénese e sensibilidade a insulina (STECULORUM et al, 2016; DODD et
al, 2018).

Os neurdnios AgRP/NPY do ARC sédo formados por uma populagéo neuronal homogénea
e respondem a diferentes sinais neurais ou hormonais, associados ao metabolismo energético.
Durante o jejum, ocorre um aumento da expressao do RNAm dos neuropeptideos Agrp e Npy
(HAHN et al, 1998) e despolarizagédo destes neuronios (TAKAHASHI e CONE, 2005). Contudo,
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a ativacdo do Lepr (receptor de leptina) em resposta a administracdo exdgena de leptina,
promove hiperpolarizacdo de neurénios AgRP/NPY, inibindo a liberagdo de seus
neurotransmissores (MORTON et al, 2006). As acdes hipoglicemiantes da leptina podem estar
relacionadas a sinalizacdo via neurénios AgRP/NPY do ARC, conforme mostram estudos mais
recentes (XU et al, 2018).

Por outro lado, a POMC é um precursor expresso no ARC, nucleo do trato solitario
(NTS), hipofise e tecidos periféricos (CONE, 2005). Da clivagem deste precursor, derivam 0s
peptideos a-MSH (Hormonio estimulante do melandcito alfa), Hormonio Estimulante de
Melanocito beta, Hormodnio Estimulante de Melandcito gama, ACTH (hormdnio
adrenocorticotrofico) e a B-endorfina (MERCER et al. 2013; TODA et al, 2017). Esse processo
depende da presenca das enzimas pré-convertases 1 e 2 e da carboxipeptidase, por isso a POMC
é considerada tecido especifico no ARC. A despolarizacdo e aumento da atividade neuronal de
POMC do ARC, promove a redugdo do consumo de alimento, aumento do gasto de energia e
reducdo das concentracOes plasmaticas de glicose (MORTON et al, 2006).

Estudos mostram que animais knockout para POMC desenvolvem obesidade relacionada
com aumento de tecido adiposo e comprimento naso-anal (CHALLIS et al, 2004; YASWEN et
al, 1999). A obesidade nestes animais estava associada a hiperfagia e queda no consumo de
oxigénio em condicBes basais decorrente dos reduzidos niveis plasmaticos de T4 (tiroxina) e
aumentados de leptina (CHALLIS et al, 2004; YASWENN et al, 1999). Ainda, devido a delegéo
global da POMC se observa falha no desenvolvimento da adrenal, com niveis circulantes
reduzidos ou ndo detectaveis de corticosterona nestes animais (YASWEN et al, 1999). Vale
destacar que estes estudos sugerem, mas ndo determinam, que estes efeitos sobre o metabolismo
estdo relacionados a delecdo da POMC no ARC, tendo em vista que este precursor também é
expresso no NTS e outros tecidos periféricos.

Considerando que a clivagem da POMC no SNC deriva diversos peptideos, dentre eles o
a-MSH, pode-se observar em animais com delegdo do gene da POMC e administragao de a-
MSH, uma reducao do peso corporal dos animais obesos, mas ndo em animais controle, e a apés
a interrupcdo da terapia com este peptideo, os animais tendem a ganhar peso novamente
(YASWEN et al. 1999). Contudo, outros estudos farmacoldgicos demonstraram que a
administragdo icv (intracerebroventricular) de agonistas da melanocortina reduz o consumo de
alimento e o peso corporal também em animais selvagens (MURPHY et al, 1998). Importante
destacar que a sinalizacdo via a-MSH, que modula negativamente a homeostase energética, esta

associada a ativacdo dos receptores 4 da melanocortina no Ndcleo Paraventricular (PVN) e a
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consequente despolarizagdo neuronal (GHAMARI-LANGROUDI et al, 2015). Adicionalmente,
a deficiéncia na produgdo ou na sinaliza¢do do a-MSH tem sido associado ao desenvolvimento
de hiperfagia e ganho de peso (MERCER et al, 2013).

Estudos demonstraram que animais com delecdo da POMC apresentam uma tolerancia
normal & glicose, mas tém uma sensibilidade aumentada a insulina (HOCHGESCHWENDER et
al, 2003). Esta resposta aparentemente estd associada aos baixos niveis circulantes de
corticosterona encontrados nestes animais (HOCHGESCHWENDERYV et al, 2003). Existem
também outros estudos mostrando que a administracdo icv (intracerebroventricular) de melaton
11, analogo sintético do a-MSH, induz uma queda na liberacéo basal de insulina e paralelamente
altera a tolerancia a glicose, levando a uma situagdo de hiperglicemia (FAN et al. 2000). Por
outro lado, também foi observado aumento na captacdo plasmatica de glicose e reducdo
periférica deste metabolito apos administracdo central de MSH (OBICI et al, 2001). Ainda, outro
estudo usando um modelo de expresséo da enzima Cre - recombinase induzida por tamoxifeno,
mostra que a delecdo dos receptores de leptina (Lepr) de neurénios POMC resulta em um
aumento significativo da glicemia plasmatica a durante o Jejum, resultado que aponta para os
efeitos dos neur6bnios POMC modulando a glicemia durante o jejum por meio da leptina
(CARON, 2018). Desta forma, estes estudos indicam que a POMC também pode contribuir para
o controle das concentragdes plasmaticas de glicose.

Os neurbnios POMC do ARC sdo sensiveis a alteracdes nos niveis circulantes de
substratos energéticos e a alteracBes nas concentracdes plasmaticas de horménios relacionados
aos estoques periféricos de energia (ELMQUIST et al, 2005; MORTON et al. 2006). Animais
com deficiéncia na producdo (ob/ob) ou na sinalizacdo (db/db) da leptina sé&o obesos e
diabéticos, e em situacBes de jejum e reducdo de energia onde se observa uma queda nas
concentracdes plasmaticas de leptina, os neurénios POMC apresentam também reducdo da
expressao do RNAmM da Pomc e também atividade elétrica (SCHWARTZ et al, 1997; ATASOY
et al, 2012). Por outro lado, em resposta ao estimulo com leptina, neurdnios POMC aumentam a
frequéncia de disparo axonal, diminuem o potencial de membrana e aumentam a expressdo do
RNAm deste peptideo e da liberagdo de a-MSH (COWLEY et al, 2001; MORTON et al, 2006).

Em estudos de delecdo génica especifica, utilizando o sistema de recombinacdo génica
Cre-LoxP, foi demonstrado que a delecdo do Lepr em neurénios POMC induz aumento
intermediario do peso corporal, ndo tdo drastico como aquele observado em animais ob/ob ou
db/db, e consequentemente aumento na concentragdo plasmaética de leptina (BALTHAZAR et al,

2004). Curiosamente, ndo foram observadas alteragcbes no consumo de alimento, na glicemia e
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na corticosterona plasmatica (BALTHALTHAZAR et al, 2004). Por outro lado, foi demonstrado
que a reexpressao do Lepr em neurénios POMC de animais db/db reduz de forma expressiva o
consumo de alimento, ndo altera o peso corporal e normaliza por completo a glicemia plasmatica
(HUO et al, 2009). Ainda, camundongos ob/ob com inser¢cdo de um transgene que induz
aumento na expressédo no gene da POMC especificamente em neurdnios, apresentam reducdo
parcial na obesidade e hiperfagia, e normalizagdo por completo da glicemia e resisténcia a
insulina (MIZUNO et al, 2003). De modo geral, estes resultados afirmam a importancia dos
neurénios POMC do ARC no controle da homeostase energética e da glicose e, também,
sugerem que suas acdes na homeostase da glicose podem ser independentes de seus efeitos sobre
a homeostase energética.

Neurdnios POMC do ARC constituem um grupamento neuronal heterogéneo (ERNST et
al, 2009; WILLIANS et al, 2010; PADILLA et al, 2010;LAN et al, 2017). Em resposta ao
tratamento com leptina, parte dos neur6nios POMC despolarizam, enquanto outros nao
respondem, e alguns até se tornam hiperpolarizados (WILLIAMS et al, 2010). Estudos de
eletrofisiologia e imunomarcacdo determinaram que aproximadamente 30% dos neurénios
POMC respondem a leptina (ERNST et al, 2009; WILLIANS et al, 2010). Ainda, foi observado
que durante o desenvolvimento embrionéario, parte das células POMC podem diferenciar-se em
neuronios NPY (PADILLA et al, 2010). Em um estudo utilizando single-cell RNA sequencing e
animais Pomc-eGFP, foi demonstrado que aproximadamente 27% dos neur6nios POMC
expressam niveis elevados de Agrp e Npy (LAN et al, 2017). Adicionalmente, este grupamento
de neurdnios coexpressa tanto glutamato, quanto GABA, neurotransmissores reconhecidos por
induzirem efeitos opostos sobre a atividade neuronal (HENTGES et al, 2009). Reforgando os
achados em relacédo a expressao de glutamato e GABA nestes neurdnios, no estudo de LAM et al
(2017), foi demonstrado que 70% dos neurénios POMC que foram sequenciados (ja excluindo os
27% que apresentam elevada expressdo do RNAm do Agrp e Npy) demonstram elevados niveis
da glutamato descarboxilase (Gad67/Gadl), indicando que apresentam a propriedade de secretar
GABA, enquanto que 50% destes neurdnios expressam o transportador vesicular de glutamato
(Slc17a6) e podem liberar glutamato.

Além da heterogeneidade, parte das respostas observadas podem estar associadas ao
desenvolvimento de mecanismos compensatérios decorrentes da perda de um determinado gene.
A delecdo neonatal dos neurénios AgRP/NPY, por exemplo, tem pouco efeito sobre o consumo
de alimento e peso corporal dos animais (LUQUET et al, 2005), mostrando que o

desenvolvimento de mecanismos compensatorios pode interferir na fungdo de determinados
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genes. Estes mesmos animais apresentam crescimento, desenvolvimento e comportamento
alimentar semelhante ao de animais controle. Porém, quando realizada em animais adultos, a
delecdo deste grupamento de neurdnios tem um efeito importante sobre a homeostase
energética, levando os animais a morte por inanicdo (LUQUET et al, 2005). A formacédo do
neurocircuito relacionado com a homeostase energeética ndo esta completo e maduro até o 16° dia
vida pos-natal (BOURET et al, 2004). Portanto, qualquer perturba¢do nos componentes deste
circuito, como aquelas relacionadas aos estudos de delecdo génica podem ter algum impacto
sobre o desenvolvimento deste sistema. Ainda, foi demonstrado que a leptina tem a propriedade
de modular o desenvolvimento deste neurocircuito (BOURET et al, 2004). Assim, parte dos
resultados apresentados inicialmente, podem ter uma interpretacdo equivocada ou
exagerada/subestimada sobre a participacdo da POMC nos mecanismos de controle da
homeostase energética e da glicose em animais com delecdo do gene da POMC, ou mesmo em
animais ob/ob, db/db ou outros com delecdo especifica do Lepr antes da formacdo completa do
neurocircuito hipotalamico.

Resultados obtidos por meio de estudos de delecdo embrionario relacionando genes com
controles de determinadas funcdes, podem ndo ser tdo precisos devido ao desenvolvimento de
mecanismos compensatérios do organismo. Para superar este tipo de limitacdo, ferramentas
inovadoras como 0s DREADDs (Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs),
foram desenvolvidas. DREADDs sdo receptores muscarinicos mutantes que perderam a
propriedade de responder ao seu ligante enddgeno, mas foram desenvolvidos para ligar-se & uma
droga sintética chamada CNO (Clozapina-N-6xido) (ROTH, 2016). Este sistema permite a
modulacdo especifica e reversivel da atividade de grupamentos neuronais (KRASHES et al,
2011). Assim, espera-se que a acdo dos neuronios POMC do ARC, tenha a propriedade de
diminuir a ingestdo alimentar, aumentar a sensacdo de saciedade e 0 gasto energético, em
situacbes em que o0 organismo encontra-se alimentado ou com estoques de energia.
Considerando que este agrupamento neuronal encontra-se inibido em situacGes de deficit
energetico, nosso objetivo foi investigar quais seriam os efeitos da atividade destes neur6nios
durante o estresse induzido pelo jejum. Para isso, utilizamos a tecnologia do DREADD para
superar as limitagdes relacionadas aos estudos de delecdo génica e, investigar as consequéncias
da ativacéo seletiva e especifica dos neurdnios POMC do ARC sobre o metabolismo energético
e, da glicose na situacéo de estresse metabdlico induzido pela privacéo de alimento.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da ativacdo seletiva e especifica de neurdnios POMC do ARC sobre as
alteracbes do metabolismo energético e da glicose em animais submetidos ao estresse

metabdlico.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito da ativacdo de neurénios POMC do ARC sobre a perda de peso
corporal induzido pelo jejum prolongado de 36h;

2. Avaliar o efeito da ativacdo de neurénios POMC do ARC sobre as concentragdes
plasmaticas de leptina, insulina e corticosterona em animais jejuados por 36h;

3. Avaliar o efeito da ativacdo de neurdnios POMC do ARC durante 0 GTT e ITT em
animais jejuados por 36h;

4. Avaliar o efeito da ativacdo de neurébnios POMC do ARC sobre a expressao de genes

hepaticos envolvidos no metabolismo da glicose e de lipideos em animais jejuados por 36h;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos, modificados geneticamente da linhagem Pomc-
IRES-Cre (Pomc™€®)Lo"y o seys respectivos controles mantidos no background C57/black, com
idade entre 7-9 semanas (momento da administracdo do vetor viral), pesando entre 20 e 25
gramas no inicio do experimentacdo. Os animais foram mantidos em caixas individuais de
acrilico, no Laboratério de Experimentacdo Animal da UNAERP, aclimatados a 23 + 2 °C, sob
regime de luz com ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes apagadas as 18:00). Durante todo o
experimento, 0s animais tiveram livre acesso a dgua e alimento, a ndo ser quando submetidos aos
protocolos especificos envolvendo o modelo de jejum. Em cada grupo experimental foram
utilizados de 10 a 15 animais.

Toda a metodologia descrita no presente trabalho segue os principios éticos da
experimentacdo animal e foi aprovada pela Comissdo de Etica no uso de Animais - CEUA
UNAERP (Processo N° 12/2017).

3.2 Genotipagem de animais Pomc-IRES-Cre

Para a determinacdo da presenca ou auséncia da Cre-recombinase (0 transgene presente
em camundongos Pomc-IRES-Cre), realizamos genotipagem utilizando primers especificos que
permitiram identificar a presencga da enzima Cre-recombinase em Hetero ou Homozigose (Tabela
1).

Tabela 1: Sequéncia de nucleotideos dos diferentes primers utilizados na identificacdo da auséncia ou presenca da
Cre-recombinase em Hetero ou Homozigose em animais Pomc-IRES-Cre pelo emprego da técnica de genotipagem

Genotipagem animais Pomc-IRES-Cre
POMC 1 TGGCTCAATGTCCTTCCTGG
POMC 2 CACATAAGCTGCATCGTTAAG
POMC 3 GAGATATCTTTAACCCTGATC
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Tabela 2: Configuracdo (quantidade de ciclos, temperatura e tempo) da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizada para genotipagem de animais Pomc-IRES-Cre.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
Stage 1 Stage 2 Stage 3
X1 X 40 X1
94°C 94°C 57°C 72°C 72°C 4°C
5 0°30 0°30 1’30 7 00
Step 1 Stepl | Step2 Step 3 Step 1 Step 2
31 Ciclos

A presenca de um amplicon de aproximadamente 1300 pares de base no gel de
poliacrilaminda (2%) indica a eficiéncia da reacdo de PCR (controle interno positivo). Um
amplicon de 700 pares de base indica a presenca da Cre recombinase. Animais Homozigotos
para a Cre-recombinase (Figura 1) sdo definidos pela presenca de uma banda Unica de 700 pares

de base e animais Heterozigotos apresentam 1 banda de 1300 e outra de 700 pares de base.

Figura 1: Foto em gel de agarose do produto da PCR para identificacdo da presenga da Cre-recombinase em
animais Pomc-IRES-Cre. Banda superior referente ao controle interno. Banda inferior referente a presenca da Cre-
recombinase. A presenca das 2 bandas indica que o animal e heterozigoto para a presenca da Cre-recombinase.
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3.3 CNO e vetor viral

DREADD séo receptores muscarinicos mutantes que respondem somente ao farmaco
Clozapina-N-Oxido. Para modular a atividade do DREADD adquirimos CNO da Cayman
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chemical (Ann Arbor, EUA- Catalago 16882). O mesmo foi ressuspenso em solucéo salina 0,9%
e administrado na dose de 1mg/Kkg, i.p, cinco vezes (a cada 8h) durante o periodo de jejum.

O AAV (Adeno-Associated Virus) € utilizado como carreador do DREADD (Designer
Receptors Exclusively Activated by Designer Drug) excitatério ou da mCherry, que é uma
proteina que expressa coloragdo vermelha fluorescente, usada como marcador. Os trangenes
estdo inseridos no AAV em configuragdo DIO (Double-Inverted Open Reading Frame),
flanqueados por 2 pares diferentes de sequéncia LoxP em orientagdes opostas. A configuracdo
DIO determina que a expressdo destes transgenes dependa da presenca da enzima Cre-
recombinase. Assim, ao utilizarmos animais Pomc-IRES-Cre, que expressam a cre-recombbinase
apenas em neurénios POMC, teremos a expresséo do DREADD-mCherry ou somente da
mCherry em neurénios POMC. Esta técnica nos possibilita a modulacdo seletiva e especifica de
um grupamento de neurénio, conforme ilustra a figura 2 (Krashes 2011). O AAV carreando o

DREADD-mCherry ou apenas a mCherry foi adquirido da empresa Addgene.

Figura 2: Esquema representativo do constructo contendo o DREADD-mCherry empregando a estratégia DIO, que
usa 2 pares de locais de recombinacéo loxP (representados pelas setas) para obter inversdo e expressao de transgene
mediada por Cre . L-ITR, repeticdo terminal invertida & esquerda; R-ITR, repeticdo terminal invertida a direita;

WPRE, elemento regulador pos-transcricional do virus da hepatite da marmota.

T R ST
‘ + Cre recombinase
LJITR human synapsin hM3Dg-mCherry WPRE polyA RJITR

3.4 Cirurgia estereotaxica

O procedimento cirurgico para administracdo do vetor AAV8-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-
mCherry ou AAV8-hSyn-DIO-mCherry, foi feita por meio da utilizacdo do aparelho
estereotaxico digital (KOPF Model 963). O AAV foi administrado bilateralmente no nucleo
arqueado (ARC) dos animais. Resumidamente, os camundongos foram pesados, previamente
tratados com anti-inflamatério (meloxican, 2 mg/kg) e 20 minutos apds foram anestesiados com
xilazina (5 mg/kg, ip) e ketamina (45 mg/kg, ip). ApoOs anestesiados os camundongos foram
colocados no estereotaxico, para alinhamento do cérebro nos planos rostro-caudal e medial-
lateral segundo as coordenadas definidas por consulta ao atlas "The mouse brain in stereotaxic

coordinates" do Paxinos e Franklin (antero-posterior -1,4mm, medial-lateral -/+0,25 e dorsal-
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ventral -5.85mm). Apds demarcacBes das coordenadas, um orificio pequeno foi feito no créanio
do animal, para expor o encéfalo. Na sequéncia, uma pipeta de vidro (com didmetro externo de
20 a 40um) foi inserida no encéfalo do camundongo e posicionada na coordenada dorsal-ventral
previamente definida para administracdo de 300 nL do vetor viral durante 5 minutos. Apds 5
minutos adicionais (importante para a difusdo do vetor) a pipeta foi removida. A seguir a
abertura feita no cranio do animal foi ocluida com resina, a inciséo feita na epiderme foi fechada
com utilizacdo de Band-Aid liquido e o animal foi monitorado até o término do efeito do

anestésico.

3.5 Perfuséo transcardiaca

Os animais foram anestesiados com isofluorano e submetidos a perfusdo do SNC, apds o
desaparecimento dos reflexos raqui-medulares. A perfusdo transcardiaca foi iniciada com a
infusdo de solucdo PBS 0,1M até o clareamento por completo do figado, seguida pela infusdo de
30ml de formalina 10% (Sigma-Aldricht). O tecido cerebral foi pés-fixado em formalina por 4h,

e apos este periodo, estocado em uma solugédo de sacarose 30% a 4 °C

3.6 Criostato e microscopia

Apbs concluida a desidratacdo, o tecido cerebral foi processado em triplicatas de 25 um
no criostato e armazenado em solucdo antifreezing a -20 °C para posterior verificacdo da
expresséo do DREADD-mCherry no ARC. O tecido foi montado em lamina e coberto com meio
de montagem (Floromont-G) e posteriormente coberto com laminula. As imagens foram

capturadas em microscépio de imunofluorescéncia (Leica Microsystems).

3.7 Protocolo experimental 1

Animais Pomc-IRES-Cre expressando o DREADD-mCherry ou somente mCherry e
animais WT (também infectados com DREADD-mCherry) foram alojados individualmente logo
apos a cirurgia para injecdo do AAV. Uma semana depois, foi realizada uma coleta inicial de
sangue da veia facial dos animais em condigdo ad libitum. Sete dias ap0s, 0s mesmos animais
foram submetidos ao jejum (36 horas), pesados e tratados com 5 i.p. injecBes de salina 0,9%
(22h - dial, 6h, 14h, 22h - dia2 e 6h - dia3) e seu sangue foi coletado da veia facial por volta das
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10h. Apds uma semana de recuperacdo do jejum, os animais foram submetidos a uma coleta de
sangue adicional, no estado alimentado, para verificarmos se a atividade do eixo HHA retornara
ao estado basal. Finalmente, 1 semana depois, 0s animais foram submetidos a um novo periodo
de jejum (36 horas), pesados e tratados com 5 i.p. injecdes de CNO (1mg/kg - 22h - dial, 6h,
14h, 22h - dia2 e 6h - dia3). Ao término das 36h de jejum, os animais foram anestesiadas
rapidamente com isoflurano, o sangue foi coletado da cavidade intraperitoneal (ap6s remocao do
figado), em tubo heparinizado, centrifugado (3000 rpm — 30min) para coleta de plasma que foi
armazenado a -70°C para dosagem hormonal. Os tecidos periféricos foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados no -70 °C para posterior avaliacdo da expresso
génica. Em seguida foi realizado o procedimento de perfuséo para fixagdo do tecido cerebral que

foi processado em criostato, em fatias de 25 um, para avaliacdo da expressdo de mCherry.

3.8 Dosagem hormonal e metabdlica (Protocolo 1)

Os niveis plasmaéticos de corticosterona foram determinados por radioimunoensaio apos
extracdo com etanol, conforme descrito anteriormente (ELIAS et al, 1997, 2004; RORATO et al.
2008, 2009). As concentracdes de leptina plasmatica foram determinadas por ELISA (catalogo
EZML-82K - Millipore, Billerica, EUA) usando kits comerciais de acordo com o protocolo do
fabricante, e as concentraces de glicose plasmatica foram determinadas pela utilizacdo de kit
comercial com metodologia enzimatica colorimétrica, Analisa (Catalago 434 MS 8002223067).

3.9 Protocolo experimental 2

Animais Pomc-IRES-Cre e animais WT, foram submetidos ao protocolo de jejum (36hrs)
e tratados com CNO (1mg/Kg, 5 injecbes como apresentado no protocolo 1). Apds a ultima
injecdo os animais foram submetidos ao GTT (teste de tolerancia & glicose). Logo apds a
finalizagdo do GTT, os animais foram realocados as suas caixas com livre acesso a dgua e ao
alimento até recuperarem o peso corporal observado no inicio do periodo do jejum (1 semana
apos). A seguir, os animais foram serem submetidos a um novo protocolo de jejum de 36 horas e
tratamento com 5 injecdes de CNO para o teste de tolerancia a insulina (ITT) (item 4.9). Ao
término dos protocolos experimentais, todos os animais, foram perfundidos para fixagdo do

tecido cerebral e porterior avaliagdo da expressao de mCherry.
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3.10 Teste de tolerancia a glicose e insulina

Animais Pomc-IRES-Cre expressando DREADD-mCherry ou mCherry e WT foram
submetidos ao jejum e tratados com CNO (5 injecdes), como descrito previamente, e submetidos
ao GTT e ITT ao final das 36hs de experimento (aproximadamente as 10 horas). Para a
realizacdo do GTT, animais receberam sobrecarga i.p. de glicose (2g/kg) &s 09:40 e tiveram sua
glicemia mensurada (Glicosimetro Accu Chek Active) nos tempos 0°, 15°, 30°, 60’ ¢ 120°. Uma
semana apoOs a realizacdo do GTT os animais foram submetidos ao ITT. A insulina foi
administrada i.p. (lui/kg), aproximadamente as 09:40, e glicemia dos animais foi avaliada
(Glicosimetro Accu Chek Active) nos tempos 0°, 15°, 30°, 60’ e 120°. Os resultados estdo
expressos como area sobre a curva. Examinamos o cérebro quanto a expressdo de mCherry de
forma bilateral em relacdo ao ARC; animais com expressdo unilateral do gene repérter foram

excluidos do estudo.

3.11 Avaliacdo da expressao génica

O tecido hepatico, ap6s congelado a -70 °C, foi separado em partes de aproximadamente
20mg para extracdo do RNA utilizando método caseiro com reagente Qiazol lysis (Qiagen-
catalago 79306). Em seguida 1000 ng de RNA foram transcritos reversamente utilizando o kit de
sintese de cDNA QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen). A PCR quantitativa foi realizada
utilizando o kit QuantiNova Probe (Qiagen) e os primers especificos Tagman adquiridos da IDT.
A PCR quantitativa foi realizada em triplicata utilizando o termociclador QuantStudio 5,384
(Thermo Scientific, Foster City, CA). A expressdo do RNAm foi calculada pelo método da curva
padrédo e normalizados para o nivel de Emc3 (gene usado como controle).

3.12 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + SEM e foram analisados usando o software
Prism 7.0 (GraphPad). As amostras foram inicialmente avaliadas para exclusdo de outliers pelo
teste de Grubbs e posteriormente testadas em relacdo a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk,
que mostrou distribuicdo regular. Para os estudos de avaliacdo da alteracdo de peso corporal e da

concentracdo plasmatica de corticosterona, utilizamos ANOVA de 2 vias, seguido pelo teste de
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Tukey. Para a analise das alteracdes das concentragdes plasmaticas de insulina, leptina, glicose e
expressdo génica utilizamos ANOVA de 1 via seguido de pos teste de Tukey. As diferencas

foram aceitas como significativas com p <0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Verificacdo da expressdo do DREADD em neurdnios POMC do ARC.

A avaliacdo da eficiéncia do procedimento de administracdo do AAV, carreando o
DREADD-mCherry ou somente mCherry, bem como da transcricdo do DREADD foi feita pela
visualizacdo do gene reporter, mCherry. Observamos expressdo de mCherry em neurdnios do
ARC (pontos vermelhos), bem como, suas fibras se projetando para o0 PVN, em animais Pomc-
IRES-Cre mas ndo em animais WT.

Figura 3 - Fotomicrografias dos ARC dos camundongos Pomc-IRES-Cre infectados com AAV8 carregando
DREADD excitatério, fusionado ao mCherry (pontos vermelhos). Proje¢des dos neurénios POMC do ARC para
neurbnios do PVN.

ARC 10x

4.2 Avaliacdo do efeito da ativacdo quimiogenética dos neurénios POMC do ARC sobre o
peso corporal e sobre as concentracfes plasmaticas de corticosterona, leptina e insulina em
animais jejuados.

Podemos observar em nosso grafico de alteracdo do peso corporal (Fig. 4.A) e de % de
alteracdo de peso corporal (Fig. 4.B), que os animais dos diferentes grupos apresentaram uma
queda importante do peso durante o jejum de 36hrs quando receberam o tratamento com salina.
Curiosamente, observamos uma porcentagem reduzida de perda de peso corporal apés a ativacéo
dos neurdénios POMC do ARC quando comparados com o0s grupos controle WT e Pomc-IRES-

Cre expressando mCherry (Fig. 4.B).
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Conforme esperado, observamos aumento semelhante das concentracbes plasmaticas de
corticosterona em animais WT, Pomc-IRES-Cre expressando a mCherry e Pomc-IRES-Cre
expressando 0 DREADD-Gq que foram jejuados por 36h e que receberam administracéo i.p. de
salina (Fig. 5). Ainda, observamos concentracdes plasmaticas de corticosterona semelhantes
entre todos 0s grupos experimentais apds o tratamento com CNO, indicando que a alteragdo da
atividade dos neuronios POMC do ARC parece ndo ser importante para a ativagdo do eixo HHA
durante o estresse metabdlico. Adicionalmente, os resultados das analises estatisticas néo
indicaram diferenca significativa das concertacdes plasmaticas de insulina (Fig. 6.A) ou leptina
(Fig. 6.B) de animais Pomc-IRES-Cre expressando o DREADD em comparagdo aos demais
grupos controles que foram jejuados.

Figura 4: Alteracdo do peso corporal em gramas (A) e em porcentagem (B) de animais WT, Pomc-IRES-Cre
expressando mCherry e Pomc-IRES-Cre expressando o DREADD que foram jejuados e tratados com salina ou
CNO. ****p<0.001 vs Pomc-IRES-Cre expressando o DREADD e #p<0.05 vs demais grupos controle tratados com
CNO. *As avaliacBes de peso corporal obtidas durante a primeira e terceira coleta de sangue ndo foram apresentadas
pois foram efetuadas na auséncia de jejum e de tratamento com farmacos, com o intuito de verificarmos o retorno do
peso corporal dos animais aos niveis basais nos periodos de jejum.
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Figura 5: Concentragdo plasmaética de corticosterona de animais WT, Pomc-IRES-Cre expressando mCherry e
Pomc-IRES-Cre expressando o DREADD que foram jejuados e tratados com salina ou CNO. ****p<0.001 vs
Pomc-IRES-Cre expressando o DREADD e #p<0.05 vs demais grupos controle tratados com CNO



26

2017
@ 12coleta (Basal)
*

154 * * . Hl 22 coleta (Salina)
©
c * * [ 32coleta (Basal)
o
[0} j a
i 10 Bl 42 coleta (CNO)
o
e Z
o .
o 5

o = 0

wWT Pomc-IRES-cre Pomc-IRES-cre
mCherry hM3DGq

Figura 6: Concentracdo plasmatica de insulina (A) e leptina (B) em animais WT, Pomc-IRES-Cre com mcherry e
Pomc-IRES-Cre com DREADD excitatério em neurénios POMC do ARC durante jejum de 36 horas e tratamento

com CNO.
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4.3 Avaliacéo da tolerancia a glicose (GTT) e sensibilidade a insulina (ITT) em animais
jejuados e submetidos a ativacdo quimiogeneética dos neurénios POMC do ARC.

Como podemos observar pelos graficos de AUC relacionados a realizacdo do nosso
estudo de avaliacédo dos efeitos da sobrecarga com glicose (GTT) ou insulina (ITT), a ativagédo
dos neurénios POMC do ARC induz o desenvolvimento de toleréncia a glicose mas sem

alteracdo da sensibilidade a insulina.
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Figura. 7: Avaliacao temporal do GTT (A), ITT (B) e area sob a curva do GTT (C) e ITT (D) de camundongos WT
e Pomc-IRES-Cre expressando mCherry ou DREADD excitatério DREADD que foram jejuados e tratados com
CNO. *p<0.05 Pomc-IRES-Cre expressando 0 DREADD vs WT e Pomc-IRES-Cre — mCherry tratados com CNO.
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4.4 Avaliacéo do efeito da ativagdo quimiogenética dos neurénios POMC do ARC sobre a
expressdo de genes relacionados ao metabolismo da glicose no figado de animais jejuados.
Ao avaliar a expressao de genes importantes no metabolismo da glicose, foi possivel
observar um aumento significativo da expressdo génica de G6pc em animais Pomc-IRES-Cre
expressando DREADD-mCherry, durante o jejum e tratamento com CNO, em comparacao aos

grupos controle. Nao observamos alteragdo na expressdo do RNAm de Pckl, Gck, Gsk3a, Gsk3b
e 6.

Figura 8: Alteracdo na expressdo de genes no figado relacionados ao metabolismo da glicose como G6pc (A), Pckl
(B), Gck (C), Gsk3a (D), Gsk3b (E) e 116 (F) em animais jejuados WT, Pomc-IRES-Cre expressando mCherry e
Pomc-IRES-Cre expressando DREADD que foram jejuados e tratados com CNO. *p<0.05 vs WT e # p<0.05 vs
Pomc-IRES-Cre::mCherry.
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4.5 Avaliacdo do efeito da ativacdo quimiogenética dos neurénios POMC do ARC sobre a
expressdo de genes relacionados ao metabolismo de lipideos no figado de animais jejuados.
Os resultados obtidos, indicaram uma diminuicdo significativa da expressdo do RNAm da
Lpl e Cptla em animais Pomc-IRES-Cre expressando o DREADD-mCherry, comparado com
animais controle WT e Pomc-IRES-Cre expressando mCherry, durante o jejum e tratamento com
CNO. Adicionalmente, observamos menor expressao do RNAm de Fasn, Ppara e Acaca em
animais do genotipo Pomc-IRES-Cre. De fato, acreditamos que a alteragdo nos niveis de
expressao genica de Fasn, Ppara e Acaca esta associada ao gendtipo do animal ao invés de um
efeito relacionado a modulagdo da atividade neuronal, tendo em vista que, tanto animais
DREADD-mCherry quanto animais mCherry apresentaram reducdo na expresséo do RNAm

destes genes durante o jejum e tratamento com CNO.
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Figura 9: Alteracdo na expressao de genes no figado relacionados ao metabolismo de lipidios como Fasn(A),
Cd36(B,), Lpl(C), Ppara (D), Prkaa2 (E), Cptla(F), Acaca (G), em animais WT, Pomc-IRES-Cre expressando
mCherry e Pomc-IRES-Cre expressando DREADD que foram jejuados e tratados com CNO. *p<0.05 vs WT e
#p<0.05 vs Pomc-IRES-Cre::mCherry
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5. DISCUSSAO

Nossos achados demonstram que a ativacdo seletiva dos neurénios POMC do ARC, durante
0 jejum, reduziu a perda de peso corporal em comparagéo aos demais grupos controle. Contudo,
neurénios POMC do ARC tem sido fortemente associados a reducéo de peso corporal por meio
da queda do consumo de alimento e aumento do gasto energético (MERCER et al, 2013). Estes
efeitos anorexigenos, sdo mediados pelo aumento da sinaliza¢ao do a-MSH, produto da clivagem
da POMC, via receptores da melanocortina (CONE, 2005; MERCER et al, 2013), conforme
evidenciado pela hipofagia seguida da administracdo icv de agonistas da melanocortina
(MURPHY et al, 1998). Ainda, a deficiéncia na sinalizagdo do o-MSH promove
desenvolvimento de hiperfagia e ganho de peso (MERCER et al, 2013). A sinaliza¢do via a-
MSH, esta associada a interacdo com os receptores 4 da melanocortina (MC-4) no PVN e a
consequente ativacdo neuronal (GHAMARI-LANGROUD et al, 2015).

Como apresentado anteriormente, os efeitos da modulacdo da POMC sobre o peso
corporal, estdo associados a reducdo do consumo de alimento, mas também ao aumento do gasto
energético (MERCERet al. 2013). Assim, foi demonstrado que o tratamento ICV com o-MSH
modula a atividade do eixo tireoidiano, aumentando os niveis plasmaticos do Horménio
Estimulante da Tiredide (TSH) (KIM et al, 2000). Por outro lado, a clivagem da POMC também
da origem a B-endorfina, que apresenta efeitos orexigenos. A administracdo central deste
neuropeptidio induz aumento no consumo de alimento via sinalizagdo p-opiodide central
(MERCER et al, 2013). Estes achados reforcam a heterogeneidade e funcdo paradoxal dos
neurbnios POMC. As a¢Oes dos opidides sobre o metabolismo energético sdo complexas, tendo
em vista que animais modificados geneticamente e que nao produzem [-endorfina séo
hiperfagicos e obesos (APPLEYARD et al, 2003). Contudo, estes mesmos animais apresentam
hiperfagia em resposta a administracdo exogena de 3-endorfina e reduzido consumo de alimento
em resposta ao bloqueio da sinalizagcdo opidide com naloxana (APPLEYARD et al, 2003).
Estudos adicionais investigando a expressdo de -endorfina devem ser realizados com intuito de
determinar se uma alteragc&o na expressao dos derivados da POMC pode estar associada com a
menor perda de peso em animais Pomc-IRES-Cre expressando o DREADD-Gq que foram
jejuados e tratados com o farmaco CNO.

Estudos recentes demonstraram que os neur6nios POMC do ARC podem se diferenciar
em neurdnios NPY e que uma porcentagem significativa de neurénios POMC expressa niveis
elevados de Agrp e Npy (PADILLA et al, 2010; LAM et al, 2017). A administragdo de AgRP ou
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NPY diretamente no SNC (SMALL et al, 2001) e a ativagdo de neurénios AQRP/NPY do ARC
pelo uso de optogenética e quimiogenética (APONTE et al, 2011; KRASHES et al, 2011) induz
aumento do consumo de alimento e reducdo no gasto de energia. Parte desta reducdo no
metabolismo esta associada a queda nas concentracdes plasmaticas do hormonio tireoidiano
(KIM et al, 2000). As acOes mediadas pelos neurénios AgRP/NPY do ARC séo decorrentes do
antagonismo da sinalizagdo da melanocortina e da sinalizagdo inibitdria via GABA e NPY em
grupamentos de neurénios no nucleo Paraventricular (PVN), banda da estria terminal (BNST),
area hipotalamica lateral (LHA) e ndcleo talamico Paraventricular (PVT) (BETLEYet al, 2013) e
em regides que modulam a atividade do sistema nervoso autonomo (BELL et al, 2018). Nossos
resultados iniciais de ativacdo seletiva e prolongada de neurénios POMC do ARC durante o
estresse metabolico se somam a estes estudos sugerindo uma funcao diferente da classicamente
determinada para estes neur6nios e que poderia ser mediada por peptideos (GABAe NPY) que
tem a propriedade de diminuir o gasto de energia. Contudo, outros estudos serdo realizados para
verificar os mecanismos envolvidos na menor perda de peso corporal ap6s a ativacdo seletiva
dos neurénios POMC do ARC durante o jejum.

Em outro grupo de animais submetidos ao mesmo periodo de jejum e ativacdo seletiva
dos neurénios POMC do ARC, houve aumento da area sobre a curva do GTT, mas ndo do ITT.
Ainda, nossos estudos de expressdo génica demonstram aumento na expressao do RNAm da
glucose-6-phosphatase (G6pc) que promove a hidrélise da glicose-6-fosfato, produzindo glicose
livre e fosfato que pode retornar ao plasma corrigindo os niveis glicémicos (van
SCHAFTINGEN et al, 2002). Em um dos primeiros estudos publicados demonstrando as ac6es
da leptina sobre a homeostase energética (Pelleymounter e cols (1995) demonstraram que a
reposicdo com dose de leptina incapaz de alterar o peso corporal € 0 consumo e alimento em
animais ob/ob, foi suficiente para normalizar a glicemia. Posteriormente, foi demonstrado que a
reexpressao do Lepr também normaliza por completo a glicemia plasmaética de animais db/db,
além de reduzir o consumo de alimento, e ndo alterar o peso corporal (HUO et al, 2009).
Utilizando animais com deficiéncia reversivel da expressdo da Pomc (arcPomc™) hipotalamica,
Alsina e cols (2018) demonstraram que deficiéncia da POMC, ndo altera a glicemia basal dos
animais, mas induz intolerdncia a glicose e resisténcia as agdes da insulina antes do
desenvolvimento de obesidade. Ja a inibicao especifica destes neurénios, por meio do tratamento
com 2 injecOes ip de CNO no periodo noturno, promoveu aumento glicémico em resposta ao
tratamento com piruvato (composto que causa hiperglicemia por ativar a gliconeogénese),

aumento na expressdao de enzimas hepaticas de G6pc e Pckl (phosphoenolpyruvate
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carboxykinase) (DODD et al. 2018) e reducdo da sensibilidade a insulina. Ainda, em animais
jejuados e tratados com piruvato, a ativacdo prolongada, mas ndo a aguda de neurdnios
POMC”?® induziu menor glicemia plasmatica (DODD et al, 2018). No estudo de Dodd e cols
(2018) a glicemia em animais ndo tratados com piruvato nao foi informada e a regido rostro-
caudal de infeccdo pelo AAV carreando o DREADD néo foi informada. A modulagéo aguda de
neurbnios POMC do ARC também ndo alterou a glicemia em outros estudos que utilizaram
animais Pomc-IRES-Cre::1oxSTOPloxhMD3g, (STECULORUM et al, 2016). Por outro lado,
Uner e cols (2019) demonstraram que a inibicdo dos neurdnios POMC do ARC, pelo uso da
quimiogenética, induziu queda na glicemia plasmatica (UNER et al, 2019); resultados este que se
assemelham aos nosso achados. O aumento na expressdo do RNAm da G6pc pode contribuir
para 0 aumento da glicemia observado em nosso estudo e esta resposta pode estar associada a
heterogeneidade dos neurdnios POMC do ARC.

Adicionalmente, observamos reducdo na expressdo do RNAm da Lpl e da Cptla no
figado. Em um estudo realizado por MERKELet al (1998), foram utilizados animais com a
expressao da lipoproteina lipase exclusivamente no figado e os efeitos desta expressdo para o
metabolismo energético no periodo neonatal foram avaliados. Importante destacar que 0s
pesquisadores observaram que animais expressando Lpl especificamente no figado, eram viaveis
apos nascimento, diferente de animais com delecdo completa que morriam aproximadamente
24h ap6s o nascimento. Em comparacdo aos camundongos controle, animais com expressao de
Lpl especificamente no figado apresentaram niveis altos de triglicerideos e glicose no plasma e
acumulo intracelular de lipidios no figado (MERKEL et al, 1998). Em situacGes de estresse
metabolico a Lpl hepéatica parece ser importante para captacdo dos triglicerideos circulantes
(Originarios da lipdlise do tecido adiposo) pelo figado, poupando o gasto glicémico. Tal
fendmeno pode ser importante para sustentar a fungdo cerebral e muscular em momentos de
reducdo dos estoques perifericos de energia com disponibilidade limitada de glicose (MERKEL
et al, 1998). Contudo, estudos utilizando o GTT e ITT, demonstraram gque 0s camundongos com
delecdo de Lpl no figado, apresentaram metabolismo normal da glicose (LIU et al, 2016).
Adicionalmente, quando alimentados com dieta HFD, estes animais apresentaram intolerancia a
glicose e resisténcia a insulina semelhante a observada em animais controle (LIU et al, 2016).
Por outro lado, o gene Cptla codifica a enzima carnitina palmitoiltransferase no figado, que
desempenha funcdo importante para o processo da oxidacdo dos cidos graxos de cadeia longa
(SCHAEFER e JOSHI, 2020). Estudos indicam que o déficit da Cptla acarreta uma diminuicao

da oxidacdo mitocondrial dos acidos graxos de cadeia longa no figado, e também nos rins,
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resultando em hipoglicemia associada a reduzidos niveis circulante de corpos cetdnicos e risco
de insuficiéncia hepatica (GOBIN et al, 2002; SCHAEFER e JOSHI, 2020). Portanto, a alteracéo
na expressao destes genes no figado apos a ativacdo dos neurénios POMC do ARC durante o
jejum, poderia estar associado a reducdo na utilizacdo de lipideos como fonte alternativa de
energia, 0 que por sua vez poderia contribuir apenas para aumento dos triglicerideos circulantes
(ndo auxiliaria na gliconeogénese), que ndo foram mensurados no presente estudo.

Em relacdo aos nossos estudos hormonais, ndo observamos alteragéo nas concentragoes
plasmaéticas de corticosterona, leptina e insulina. Considerando as a¢es destes horménios sobre
0 metabolismo energético e da glicose, uma desregulacdo no padrdo de secre¢do dos mesmos
poderia contribuir para a menor perda de peso corporal e maior glicemia observada apos a
ativacdo dos neurénios POMC do ARC durante o jejum. De fato, 0 aumento nas concentracdes
plasméticas de corticosterona durante o jejum € importante para alteracdo na utilizacdo do
substrato energético (carboidratos para lipideos) e ativacdo da gliconeogénese (SCHWARTZ e
SEELEY, 1997; ZHANG et al, 2019) porém, resultados conflitantes podem ser encontrados na
literatura em relacdo aos efeitos de sinalizacdo da melanocortina sobre as concentracfes de
corticosterona no organismo. Alguns estudos indicam que a ativagao dos receptores MC-3 e MC-
4 pode diminuir a atividade do eixo HHA (LEE et al, 2007; CRAGNOLININ et al, 2004), mas
efeitos opostos ja foram evidenciados (FEKETE et al, 2000; LU et al, 2003; CRAGNOLINI et
al, 2004). Ainda, existem diversos outros estudos que também observaram resultados
conflitantes em relag&o a sinalizacdo de outros produtos da clivagem da POMC sobre a atividade
do eixo HHA (IYENGAR et al, 1986; GUNION et al, 1991; YAMAUCHI et al, 1997).

Em relacdo a leptina e insulina, ja e conhecido que em situacdes de privacdo de alimento
ocorre uma queda nas concentracGes plasmaticas destes horménios (SCHWARTZ e SEELEY,
1997; MORTON et al, 2006). Esta resposta contribui para a ativagdo de neurocircuitos que
determinam o aumento da procura por alimento e queda na utilizacdo de energia; respostas
adaptativas para preservar a integridade do organismo em resposta a esta situacdo de desafio
(MORTON et al, 2006). Ainda, a queda nas concentra¢Ges plasméticas destes hormonios modula
de modo direto (insulina) e indireto (leptina via SNC) a producdo hepatica de glicose (PAZ-
FILHO et al, 2012). Recentemente foi demonstrado que a queda nas concentra¢des plasmaticas
de leptina durante o jejum depende da expressdo do Lepr em neurénios POMC (CARON et al,
2018). Utilizando sistema de delecdo génica de Lepr em neurbnios POMC durante o
desenvolvimento embrionario ou na vida adulta, os pesquisadores observaram o bloqueio da

queda das concentracdes plasmaticas de leptina e do RNAm de leptina no tecido adiposo
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induzido pelo jejum (CARON et al, 2018). Esta resposta esteve associada a modulagdo da
sinalizacdo adrenérgica, via alteracdo do SNA, no tecido adiposo visceral, a principal fonte de
leptina em roedores (TRAYURN et al, 1995). Apesar de ndo observarmos alteracdo nas
concentragcdes plasmaticas de leptina entre os diferentes grupos, observamos uma importante
tendéncia (p=0.08) de aumento da leptina plasmatica apds a ativacdo dos neurénios POMC do
ARC durante o jejum. Contudo, acreditamos que esta resposta possa estar mais associada a
menor perda de peso corporal, e consequentemente de tecido adiposo e leptina, do que um efeito

mediado pela ativacao neuronal.
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6. CONCLUSAO

A ativacdo dos neurénios POMC do ARC durante o jejum induziu menor perda de peso e
aumento da glicemia. Estes resultados sdo surpreendentes, considerando as agdes anorexigenas e
hipoglicemiantes classicas deste grupamento neuronal, e podem estar relacionados a
heterogeneidade desta populacdo de neurdnios.

O jejum induz aumento das concentracdes plasmaticas de corticosterona. Por outro lado, a
ativacdo dos neurénios POMC do ARC néo interfere com esta resposta, sugerindo que os efeitos
farmacoldgicos induzidos pela modulacdo da sinalizacdo via MC-3/MC-4 sobre a atividade do
eixo HHA devem estar associados a ativacdo de outra populacdo neuronal produtora de alfa-
MSH ou talvez a sinalizacdo via outro ligante para este receptor.

A queda semelhante nas concentracdes plasmaticas de leptina e insulina entre os diferentes
grupos que receberam administracdo de CNO, sugere que nesta condi¢do experimental a ativacao
dos neurénios POMC do ARC ndo interfere com a secre¢do destes hormonios.

A ativacdo dos neurénios POMC do ARC durante o jejum aumentou a expressdao do RNAm
da G6pc, que por sua vez pode ter contribuido para o aumento das concentracdes plasmaticas de
glicose nestes animais. Adicionalmente, observamos alteracdo na expressao do RNAm da Cptla
e Lpl ap6s a ativacdo da POMC do ARC durante o jejum, indicando que este grupamento
neuronal pode também estar envolvido no controle de genes atuantes no metabolismo de
lipideos.

Apesar de contraditorios, nossos dados destacam o envolvimento deste grupamento neuronal

no controle da homeostase energética e da glicose.
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