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RESUMO

CHAVES, F.M. Efeitos de citocinas e fatores de crescimento sobre neurénios
hipotalamicos: estudo do fator de necrose tumoral-a, interleucina-6, interleucina
IL-1B, hormonio do crescimento e fator de crescimento semelhante a insulina tipo
1. 2021. — 109p. Tese (Doutorado em Ciéncias) Instituto de Ciéncias Biomeédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2021.

O hipotalamo desempenha importante papel na homeostasia corporal. Citocinas
inflamatorias podem proporcionar alteragdes na homeostase energética, influenciando a
ingestdo alimentar. Realizamos registros eletrofisiologicos para investigar os efeitos
agudos do fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-1p
(IL-1pB), na excitabilidade da membrana de neurénios que expressam a proteina agouti-
relacionada (AgRP) ou neurdnios produtores de proopiomelanocortina (POMC) do
nucleo arqueado do hipotdlamo (ARH). Descobrimos que 0 TNF-a e a IL-1B induz
inibicdo aguda na atividade elétrica de 35-42% das células que expressam AgRP no
ARH. A IL-6 ndo induziu alteracdes agudas na atividade dos neurénios estudados. A
co-infusdo de IL-6 ndo afetou a resposta geral induzida por IL-1P na atividade dos
neurdnios AgRP. Nossos resultados indicam que os neurdnios produtores de AgRP séo
influenciados pelo TNF-a e da IL-1p afetando possivelmente a ingestdo alimentar em
situacOes caracterizadas por altos niveis dessas citocinas, tais como as observadas
durante condicGes inflamatérias agudas. Na segunda parte da tese, avaliamos a
importancia da acdo do horménio do crescimento (GH) e do fator de crescimento
semelhante & insulina-1 (IGF-1) sobre neurdnios que expressam somatostatina (SST). A
expressdo do receptor de GH no cérebro € importante para permitir que neurénios
neuroenddcrinos detectem os niveis de GH e regulem a secrecdo hipofiséaria de GH por
retroalimentacdo negativa. O eixo somatotrofico é constituido principalmente por
neuronios que expressam o hormonio liberador de GH (GHRH) e a SST. O GHRH e a
SST regulam de forma positiva e negativa, respectivamente, a sintese e liberacdo de GH
hipofiséario. Para entender as vias pelas quais 0 GH promove tais acbes avaliamos em
camundongos os efeitos induzidos pela ablacdo seletiva do receptor de IGF-1 e de GH e
de IGF-1, exclusivamente em neurdnios que expressam SST. Surpreendentemente,
nossos resultados mostraram que a delecéo seletiva tanto do receptor de IGF-1 quanto
dos receptores de GH e de IGF-1 ndo promoveram alteracfes de crescimento, no
metabolismo energético e na secrecdo de IGF-1 entre 0s grupos, tanto nos machos
quanto nas fémeas. Portanto, neurdnios SST podem ndo ser o local onde a
retroalimentacdo negativa acontece. Estes resultados contribuem para o entendimento a
respeito da importancia fisioldgica da acdo de citocinas e fatores de crescimento sobre a
atividade de neurdnios hipotalamicos e no controle neuroenddcrino do metabolismo.

Palavras-chave: Citocina. Fator de Necrose Tumoral, Interleucina 1. Horm6nio do
Crescimento. Fator de Crescimento Semelhante a Insulina



ABSTRACT

CHAVES, F.M. Effects of cytokines and growth factors on hypothalamic neurons:
a study on tumor necrosis factor-a, interleukin-6, interleukin IL-1p, growth
hormone and type 1 insulin-like growth factor. 2021. — 109p. Thesis (Doctor in
Science) Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2021.

The hypothalamus plays an important role in body homeostasis. Inflammatory cytokines
can provide changes in energy homeostasis, influencing food intake. We performed
electrophysiological records to investigate the acute effects of tumor necrosis factor a
(TNF-a), interleukin-6 (IL-6), and interleukin-1p (IL-1B) on the excitability of the
agouti-related protein (AgRP) or proopiomelanocortin (POMC) expressing neurons in
the arcuate nucleus of the hypothalamus (ARH). We showed that TNF-o and IL-1p
promote an acute inhibition in the electrical activity of 35-42% of AgRP expressing
neurons in ARH. IL-6 showed no acute changes in the activity of AgRP or POMC
expressing neurons. Co-infusion of IL-6 did not affect the overall IL-1p-induced
response in the activity of AgRP neurons. Our results suggest that AgRP expressing
neurons are influenced by TNF-a and IL-1B, possibly, affecting food intake in
conditions where these cytokines are elevated, such as the ones observed in acute
inflammation. In the second part of the thesis, we evaluated the importance of growth
hormone (GH) and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) in neurons that express
somatostatin (SST). GH receptor expression in the brain allows neuroendocrine neurons
to detect GH circulating levels and to regulate GH pituitary secretion by negative
feedback. The somatotrophic axis consists mainly of neurons that express GH-releasing
hormone (GHRH) and SST. GHRH and SST regulate positively and negatively,
respectively, the synthesis and release of pituitary GH. To understand how GH
promotes such actions, we evaluated, in mice, the induced effects caused by selective
ablation of IGF-1 receptors, and both, GH and IGF-1 receptors, only in SST expressing
neurons. Surprisingly, our results showed that selective deletion of both IGF-1 receptor,
and GH and IGF-1 receptors did not promote growth changes, in energy metabolism,
and in IGF-1 secretion between groups, both in males and females. Therefore, SST
neurons may not be responsible for GH negative feedback. These results contribute to
the understanding of the physiological importance of cytokine actions and growth
factors on the activity of hypothalamic neurons, and the neuroendocrine control of
metabolism.

Palavras-chave: Cytokine. Tumor Necrosis Factor, Interleukin 1. Growth Hormone.
Insulin-like growth factor
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1 INTRODUCAO

O hipotalamo esta localizado no diencéfalo, posicionado na base cerebral perto
da barreira hematoencefalica, estando preparado para monitorar, processar e transmitir
informagdes viscerais e de modulacdo da homeostasia. Além disso, o hipotdlamo é
responsavel pela ligagdo do sistema nervoso e enddcrino (KIM; CHOE, 2019). Dessa
forma, o hipotdlamo regula a secrecdo dos horménios da adeno-hipéfise, bem como
produz os hormonios liberados na neuro-hipofise, em resposta a estimulos neurais e
hormonais (STANFIELD, 2014). Experimentos que causavam lesdes nos nucleos
hipotalamicos mostraram que alteracfes nessa area do cérebro resultavam ndo apenas
em alteracbes enddcrinas, mas também em mudancas no comportamento alimentar e no
gasto de energia, podendo alterar o equilibrio energético (ANAND; BROBECK, 1951;
MILLER, 1978; PIMENTEL; GANESHAN; CARVALHEIRA, 2014). Portanto, o
hipotalamo desempenha importante papel na homeostasia corporal (ARAUJO;
MORAES; CINTRA; VELLOSO, 2016; DENIS; ARRUDA; ROMANATTO;
MILANSKI et al., 2010).

O hipotalamo controla importantes funcdes corporais, como pressdo arterial,
frequéncia cardiaca, ritmos circadianos, regulacdo do sono, reproducdo e
comportamento sexual, glicose periférica e homeostase lipidica (KIM; CHOE, 2019;
SAMODIEN; JOHNSON; PHEIFFER; MABASA et al., 2019; SAPER; SCAMMELL,;
LU, 2005; VALDEARCOS; XU; KOLIWAD, 2015). Além disso, € o principal
responsavel por regular a homeostase energética (ARAUJO; MORAES; CINTRA;
VELLOSO, 2016; PIMENTEL; GANESHAN; CARVALHEIRA, 2014). O balango
energético é formado por diferentes mecanismos, englobando sinalizacdo molecular e
celular, sinais neurais, hormonais e metabdlicos (BELGARDT; HUSCH; ROTHER;
ERNST et al., 2008; KONNER; HESS; TOVAR; MESAROS et al., 2011; PLUM,;
SCHUBERT; BRUNING, 2005; SANCHEZ-LASHERAS; KONNER; BRUNING,
2010). Ademais, a ingestdo de alimentos e o gasto energético sdo controlados por
neurdnios especializados do hipotdlamo (ANAND; BROBECK, 1951; ARAUJO;
MORAES; CINTRA; VELLOSO, 2016; WOODS; SCHWARTZ; BASKIN; SEELEY,
2000).



Citocinas inflamatorias podem proporcionar alteracbes no balanco energético,
influenciando positivamente ou negativamente a ingestdo alimentar. Em situagdes no
qual ocorre inflamagdo aguda e de alto grau, tais como as provocadas por infecgdes e
lesbes, normalmente observa-se anorexia (THALER; CHOI; SCHWARTZ; WISSE,
2010). Por outro lado, a inflamacéo de baixo grau provocada pela obesidade favorece o
aumento da ingestdo alimentar (JOHNSON; OLEFSKY, 2013; SOUZA, GABRIELA
FP; SOLON, CARINA; NASCIMENTO, LUCAS F; DE-LIMA-JUNIOR, JOSE C et
al., 2016).

O hormbnio do crescimento (GH) também apresenta efeitos metabolicos
importantes. A secrecdo de GH aumenta a lip6lise e &cidos graxos livres na circulagdo
sanguinea (DURAN-ORTIZ; NOBOA; KOPCHICK, 2018). O GH promove efeitos
hiperglicémicos que se manifestam pela estimulacdo da gliconeogénese hepatica
(DEHKHODA; LEE; MEDINA; BROOKS, 2018; DURAN-ORTIZ; NOBOA;
KOPCHICK, 2018) ou pelo aumento da resisténcia a insulina no masculo esquelético
(BARBOUR; SHAO; QIAO; LEITNER et al., 2004). Portanto, altos niveis de GH
podem causar resisténcia a insulina e diabetes mellitus (LUGER; PRAGER; GAUBE;
GRAF et al., 1990; WASINSKI; FRAZAO; DONATO JR, 2019). Apesar dos efeitos
biolégicos mais conhecidos do GH serem mediados pelo figado, tecido adiposo branco,
musculo esquelético e osso (DEHKHODA; LEE; MEDINA; BROOKS, 2018;
WASINSKI; FRAZAO; DONATO JR, 2019), o Sistema Nervoso Central (SNC)
também expressa receptor de GH (GHR) (BURTON; KABIGTING; CLIFTON;
STEINER, 1992). O GHR é altamente expresso no nucleo arqueado do hipotalamo
(ARH) (BURTON; KABIGTING; CLIFTON; STEINER, 1992; KASTRUP; LE
GREVES; NYBERG; BLOMQVIST, 2005). A expressdo de GHR no cérebro é
importante para permitir que os neurdnios neuroendécrinos detectem os niveis de GH e
regulem a secrecdo hipofisaria de GH por retroalimentacéo negativa (STEYN; TOLLE;
CHEN; EPELBAUM, 2011; WASINSKI; FRAZAO; DONATO JR, 2019). E
importante ressaltar que varios efeitos do GH sdo mediados por outro horménio, o fator
de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) (DEHKHODA; LEE; MEDINA;
BROOKS, 2018). A ativacdo do GHR induz a expressdo de IGF-1 em varios tecidos.
Portanto, 0 eixo somatotropico pode ser resumido pelo controle hipotalamico da
secrecdo hipofisaria do GH, a ativacdo do GHR em varios tecidos e a secrecdo hepatica
do IGF-1 que, juntamente com o GH, regula varias fungdes de crescimento e
metabdlicas (WASINSKI; FRAZAO; DONATO JR, 2019).



Com o intuito de melhorar o entendimento a respeito da importancia fisiolégica
da acdo de citocinas e fatores de crescimento sobre a atividade de neurdnios
hipotalamicos e no controle neuroenddcrino do metabolismo, a presente tese foi
organizada em dois capitulos independentes. Em cada capitulo, foram investigados os

efeitos de diferentes fatores hormonais em populagdes neuronais especificas.



CAPITULO 1: ESTUDO DOS EFEITOS DE CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS SOBRE PROPRIEDADES BIOFISICAS DE NEURONIOS

DO NUCLEO ARQUEADO DO HIPOTALAMO

REVISAO DA LITERATURA

O ARH ¢ formado por conjuntos de neurbnios que apresentam efeitos
importantes, porém antagdnicos sobre a regulacdo do balanco energético (ANAND;
BROBECK, 1951; ARAUJO; MORAES; CINTRA; VELLOSO, 2016; CHOWEN;
FRAGO; FERNANDEZ-ALFONSO, 2019; JAIS; BRUNING, 2017; PIMENTEL;
GANESHAN; CARVALHEIRA, 2014). Um primeiro grupo celular é identificado pela
expressdo de neuropeptideos orexigenos, incluindo a proteina agouti-relacionada
(AgRP) e o neuropeptideo Y (NPY), ambos potentes indutores do aumento do apetite.
Outro grupo pode ser identificado pela expressdo do neuropeptidio transcrito regulador
de cocaina e anfetamina (CART) e o proopiomelacortina (POMC). O POMC € expresso
como um peptideo precursor, que é processado poés-traducdo em varios peptideos,
incluindo ligantes do receptor de melanocortina (MCR) (BIEBERMANN;
CASTANEDA; VAN LANDEGHEM; VON DEIMLING et al., 2006; CHOWEN;
FRAGO; FERNANDEZ-ALFONSO, 2019; FAN; BOSTON; KESTERSON; HRUBY
et al.,, 1997; JAIS; BRUNING, 2017; LEE; CHALLIS; THOMPSON; YEO et al.,
2006). Esses horménios estimuladores de melandcitos sdo liberados nas terminacdes
sinpticas dos neurdnios da POMC e atuam nos receptores 3 e 4 da melanocortina
(MC3R/MCA4R) expressos em neurdnios de segunda ordem que se localizam, entre
outras regides-alvo, no nacleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) para suprimir a
ingestdo alimentar, ou seja, apresentando efeitos anorexigenos (ANAND; BROBECK,
1951; ARAUJO; MORAES; CINTRA; VELLOSO, 2016; CHOWEN; FRAGO;
FERNANDEZ-ALFONSO, 2019; PIMENTEL; GANESHAN; CARVALHEIRA, 2014;
VOGT; BRUNING, 2013). O AgRP e o horménio estimulador de melandcitos a (a-
MSH), um neuropeptideo produzido a partir da clivagem do pré-pr6-horménio POMC,
deflagram suas a¢des sobre o comportamento alimentar por meio de efeitos antagénicos
no MC4R. Assim, o a-MSH é um agonista deste receptor, enquanto o0 AgRP age como

um antagonista, impedindo os efeitos anorexigenos do o-MSH. Neurbnios que



expressam 0 MC4R fazem parte do circuito da homeostase de energia e podem regular a
resposta aos sinais de saciedade e consequentemente, o comportamento alimentar por
meio de projecdes reciprocas com centros autondémicos do rombencéfalo, como o
nicleo do trato solitario (NTS) (HILL, 2012; JAIS; BRUNING, 2017; SEONG; KANG;
SUN; KIM, 2019; SUTTON; MYERS JR; OLSON, 2016). Dessa forma, os neur6nios
AgRP/NPY e POMC/CART do ARH fazem parte do sistema central responsével pela
regulacdo do balango energético e ingestdo alimentar (ARAUJO; MORAES; CINTRA;
VELLOSO, 2016; CHOWEN; FRAGO; FERNANDEZ-ALFONSO, 2019;
PIMENTEL; GANESHAN; CARVALHEIRA, 2014).

Além disso, as populagBes neuronais AgRP/NPY ou POMC expressam
receptores, nos quais ligam-se hormonios, e estes respondem a estimulos metabolicos
para controlar o gasto de energia e a ingestdo alimentar (BELGARDT; BRUNING,
2010; CHOWEN; FRAGO; FERNANDEZ-ALFONSO, 2019; VOGT; BRUNING,
2013). A leptina (sintetizada pelo tecido adiposo) e a insulina (sintetizada pelo
pancreas) sdo dois exemplos de hormdnios responsaveis por sinais adipostaticos para o
cérebro (ARAUJO; MORAES; CINTRA; VELLOSO, 2016; DONATO, 2012). A
insulina possui atividades metabolicas, neuromodulatorias e neuroendocrinas. Ademais,
atua no SNC estimulando a atividade dos neur6nios produtores de POMC e suprimindo
a atividade de neurdnios produtores de AgRP/NPY, promovendo efeito anorexigénico
(ARAUJO; MORAES; CINTRA; VELLOSO, 2016; JAIS; BRUNING, 2017;
PIMENTEL; GANESHAN; CARVALHEIRA, 2014; PLIQUETT, FUHRER; FALK;
ZYSSET et al., 2006). A resisténcia a insulina diminui sinais de saciedade no SNC e
pode induzir indiretamente obesidade (JAIS; BRUNING, 2017; PLIQUETT; FUHRER,;
FALK; ZYSSET et al., 2006; SEONG; KANG; SUN; KIM, 2019). Paralelamente, a
leptina também estimula a atividade de neurénios produtores de POMC e suprime a
atividade de neurbnios produtores de AgRP/NPY (CHOWEN; FRAGO;
FERNANDEZ-ALFONSO, 2019; COPPARI; ICHINOSE; LEE; PULLEN et al., 2005;
JAIS; BRUNING, 2017; SEONG; KANG; SUN; KIM, 2019; WOODS; SCHWARTZ;
BASKIN; SEELEY, 2000). Dessa forma, a leptina sinaliza para o hipotadlamo sobre as
reservas de energia corporal, para que ele possa regular o balango energético de forma
adequada (COPPARI; ICHINOSE; LEE; PULLEN et al., 2005; FREDERICH;
HAMANN; ANDERSON; LOLLMANN et al., 1995; JAIS; BRUNING, 2017;
SEONG; KANG; SUN; KIM, 2019).



Uma caracteristica importante sobre os neurénios do ARH é que eles estdo
muito préximos da eminéncia mediana, por isso essa regido possui uma barreira
hematoencefélica menos seletiva do que outras &reas do cérebro (SCHAEFFER;
LANGLET; LAFONT; MOLINO et al., 2013). Consequentemente, 0s neurbénios do
ARH sdo expostos a fatores circulantes, como hormdnios, citocinas, nutrientes e toxinas
(HOLZWARTH-MCBRIDE; HURST,; KNIGGE, 1976; SCHAEFFER; LANGLET,;
LAFONT; MOLINO et al.,, 2013). E apesar dessa caracteristica permitir que 0s
neurdnios do ARH sejam uma interface entre o que acontece na periferia para gerar
respostas centrais, esses neurdnios se tornam mais vulneraveis a injurias ou grandes
variacfes nos niveis de fatores circulantes (HAMPL; BICIKOVA; SOSVOROVA,
2015; HOLZWARTH-MCBRIDE; HURST; KNIGGE, 1976; OLOFSSON; UNGER,;
CHEUNG; XU, 2013). Uma vez que o hipotdlamo integra os sinais dos sistemas
periféricos, traduzindo em alteracfes neuronais, neuroenddcrinas e metabdlicas, ele
também é sensivel a alteragcbes no estado inflamatério (BURFEIND; MICHAELIS;
MARKS, 2016; CLEMENZI; WELLHAUSER; ALJIGHAMI; BELSHAM, 2019; JAIS;
BRUNING, 2017; VALDEARCOS; XU; KOLIWAD, 2015). Assim, 0s neurdnios
AgRP e POMC sdo afetados por citocinas envolvidas nas respostas inflamatdrias e
curiosamente, mudangas na inflamacgdo hipotalamica séo capazes de produzir efeitos
opostos na homeostase energética (OLOFSSON; UNGER; CHEUNG; XU, 2013;
SOUZA, GABRIELA FP; SOLON, CARINA; NASCIMENTO, LUCAS F; et al,,
2016).

Classicamente, sistemas fisiolégicos reagem & inflamacdo a fim de promover
defesa e sobrevivéncia a patdgenos e injurias, levando a febre, fadiga e anorexia em
resposta aguda a doenca (BURFEIND; MICHAELIS; MARKS, 2016). Ademais, € bem
descrito que a obesidade é caracterizada por um quadro de inflamacdo sistémica de
baixo grau. Este tipo de estado inflamatério pode ser denominado “metainflama¢ao”, o
qual seria uma inflamacdo induzida metabolicamente, para distingui-la da inflamacéo
mais aguda e de alto grau associada a infecgdes e lesdes que frequentemente resulta em
supressao do apetite e perda de peso (HERRICK; FAVELA; SIMERLY; ABUMRAD
et al., 2018). Portanto, a inflamagdo induz efeitos bifasicos na ingestdo alimentar (ONO,
2019).

Enquanto a obesidade afeta varios 6rgéos, como tecido adiposo, intestino, figado
e hipotalamo, estd associada a inflamagdo sisttmica e ao metabolismo energeético

alterado, é considerada um fator que perturba a capacidade dos neurénios hipotalamicos



de controlar a homeostase energética, predispondo individuos a desequilibrios
metabdlicos e consequentemente, a ingestdo de dieta rica em gordura induz aumentos
agudos na expressdao hipotalamica de citocinas pré-inflamatorias (JOHNSON;
OLEFSKY, 2013; OLOFSSON; UNGER; CHEUNG; XU, 2013; SOUZA, G. F;
SOLON, C.; NASCIMENTO, L. F.; DE-LIMA-JUNIOR, J. C. et al., 2016; THALER,
JOSHUA P; YI, CHUN-XIA; SCHUR, ELLEN A; GUYENET, STEPHAN J et al.,
2012; VELLOSO; FOLLI; SAAD, 2015). A inflamacéo aguda e de alto grau associada
a infecgdes e lesdes produz uma resposta a doenca no SNC, frequentemente associada a
febre, anorexia e sonoléncia (THALER; CHOI; SCHWARTZ; WISSE, 2010).
Romanatto et al. (2007), demonstrou que a inflamacgéo de alto grau causada por infeccao
ou uma injecdo intracerebroventricular (ICV) de dose elevada do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-0) suprime a ingestdo alimentar (ROMANATTO; CESQUINI;
AMARAL; ROMAN et al., 2007). Assim, fica claro que, dependendo de sua
magnitude, duragdo e caracteristicas, os sinais inflamatdrios hipotalamicos podem
favorecer um balanco energético positivo ou negativo (THALER; CHOI; SCHWARTZ;
WISSE, 2010).

A ativacdo do sistema imune em resposta a uma lesdo tecidual ou infeccao
desencadeia a liberagcdo de citocinas. Essas citocinas, por sua vez, podem produzir
respostas metabdlicas (SCARLETT; JOBST; ENRIORI; BOWE et al., 2007). Citocinas
podem ser caracterizadas como moléculas proteicas, glicosiladas ou ndo, que promovem
sinais estimulatorios, modulatérios ou mesmo inibitorios para as diferentes células, e
sua expressdao € aumentada em condicBes de estresse, como doencas inflamatdrias
(HOPKINS; ROTHWELL, 1995; RIVEST, 2001; ROTHWELL; HOPKINS, 1995). As
citocinas pré- e anti-inflamatérias possuem amplas atividades e sdo expressas por
diversas células. Assim, citocinas e seus receptores sdo distribuidos amplamente no
SNC (HOPKINS; ROTHWELL, 1995; ROTHWELL; HOPKINS, 1995). As citocinas
Interleucina-1p (IL-1B), Interleucina-6 (IL-6) e 0 TNF-a foram propostas como Sinais
que ativam respostas controladas centralmente, como mudanc¢as neuroenddcrinas para
lesbes e infeccBes sisttémicas (HOPKINS; ROTHWELL, 1995; RODNEY; OSIER;
GILL, 2018; SCHROETER; JANDER, 2005; SKELLY; HENNESSY; DANSEREAU;
CUNNINGHAM, 2013). O proprio sistema nervoso pode promover a sintese de
citocinas durante a resposta inflamatéria (HOPKINS; ROTHWELL, 1995; SKELLY;
HENNESSY; DANSEREAU; CUNNINGHAM, 2013). Ademais, as citocinas sao



capazes de induzir a producédo e liberagdo de outras substancias, a fim de promover a
sobrevivéncia e reparo do tecido nervoso (HOPKINS; ROTHWELL, 1995).

Embora as consequéncias da inflamagé@o hipotalamica tenham sido amplamente
investigadas, um aspecto pouco estudado envolve os efeitos de citocinas pro-
inflamatdrias na atividade elétrica dos neurénios AgRP / NPY e POMC. Scarlett et al
(2007) demonstraram que a IL-1p aumenta a sinalizacdo central de POMC
hipotaldmico, estimulando-o a liberar a-MSH, que centralmente apresenta efeitos
anorexigenos (SCARLETT; JOBST; ENRIORI; BOWE et al., 2007). De acordo com a
literatura, a citocina IL-1B ¢ um dos mais potentes ativadores do Eixo Hipotalamo-
Pituitaria-Adrenal (HPA), mas outras citocinas, como interleucina-2 (IL-2), IL-6 e TNF-
a, podem afetar as respostas neuroendocrinas e agir sinergicamente com IL-10
(RIVIER; RIVEST, 1993; ROTHWELL; HOPKINS, 1995).

O TNF-a ¢ uma citocina pleiotrépica reconhecida primariamente por apresentar
atividade antitumoral (CARSWELL; OLD; KASSEL; GREEN et al., 1975). Foi
identificado que o TNF-a é um fator pro-inflamatorio que exerce papel central no
desencadeamento da cascata de outras citocinas (MILLER; ROGERS; MUIRDEN,
1993). O TNF-a ¢ produzido por muitos tipos de células, como, neutrofilos, mondcitos,
macrdfagos ativados, linfocitos T e B, células natural Killer, astrocitos, mastocitos,
células endoteliais, células do musculo liso, células sinoviais, células ependimaérias do
cérebro e micréglia (CHUNG; BENVENISTE, 1990; GOLDFELD; STROMINGER;
DOYLE, 1991; MILLER; ROGERS; MUIRDEN, 1993; NADEAU; RIVEST, 1999;
WILKINSON; EDWARDS, 1991). Além disso, o receptor 2 do TNF-a ¢
abundantemente expresso em neurdnios do ARH, especialmente os neurénios POMC
(PURKAYASTHA; ZHANG; CAlI, 2011). Ja a IL-6 é uma citocina pleiotropica que
pode ter acbes pré- e anti-inflamatdrias, dependendo do tecido-alvo e da concentracao
(ALLEN; FEBBRAIO, 2010). Durante a inflamacdo, como resposta de fase aguda,
grandes quantidades de IL-6 sdo produzidas por celulas imunes, induzindo o
crescimento e a proliferacdo das células dos sistemas hematopoiético e imunoldgico
(BAUER; KERR; PATTERSON, 2007). Na auséncia de inflamacdo, o tecido adiposo
em individuos sedentarios e o musculo esquelético em praticantes de atividade fisica
sintetizam a IL-6 circulante, ou seja, a citocina IL-6 também ¢é sintetizada por orgaos
ndo imunes e que fazem parte da regulacdo da composicdo corporal e do metabolismo
(MOHAMED-ALI; FLOWER; SETHI; HOTAMISLIGIL et al., 2001; PEDERSEN;
STEENSBERG; SCHJERLING, 2001). Além disso, a IL-6 também é expressa no SNC,
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em ceélulas como astrécitos, microglia e em neurénios do hipotdlamo (ASCHNER,
1998; SCHOBITZ; DE KLOET; SUTANTO; HOLSBOER, 1993; SHIZUYA;
KOMORI; FUJIWARA; MIYAHARA et al., 1998). Logo, em condi¢Bes inflamatorias
e nao inflamatdrias a IL-6 € sintetizada tanto perifericamente quanto centralmente,
embora suas fungdes nédo estejam completamente elucidadas em ambos os locais. Rother
et al (2003), demonstraram que quando a IL-6 é produzida pelo tecido adiposo e tem sua
expressdo aumentada, é capaz de induzir resisténcia a insulina (ROTTER; NAGAEV;
SMITH, 2003). Entretanto, a IL-6 também pode ser essencial para o controle do
metabolismo durante a saide (FEBBRAIO; ROSE-JOHN; PEDERSEN, 2010).

No entanto, ainda ndo se sabe se outras citocinas pro-inflamatérias importantes,
como TNF-a, IL-6 e IL-1pB, sdo capazes de induzir efeitos agudos da atividade elétrica
dos neurdnios AgRP/NPY e de POMC. Portanto, entender como essas citocinas
interagem e regulam os circuitos que regulam o balango energético, particularmente por
meio de suas agbes em neurbnios do ARH, é fundamental para a compreensdo geral
desses disturbios do balanco energético. Esses achados podem contribuir para a
compreensdo de como as citocinas pro-inflamatérias afetam os circuitos neurais que

regulam a ingestdo e o metabolismo de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos agudos induzidos pelo TNF-a, IL-6 e IL-1p no potencial de
repouso de membrana (RMP) e na resisténcia de membrana (IR) dos neurbnios
AgRP/NPY e POMC no ARH.

2.2 Justificativa

Apesar de estar bem estabelecida a ampla importancia da resposta inflamatéria
no hipotdlamo para o controle do balanco energético e na predisposicdo a obesidade,
ainda permanece pouco estudada a agdo desses fatores sobre a atividade neuronal.
Visando justamente preencher essa lacuna do conhecimento, o objetivo deste projeto foi
avaliar o efeito das citocinas pré-inflamatérias — TNF-a, IL-6 e IL-1p sobre 0 RMP e a
IR de neur6nios POMC e AgRP do ARH. Portanto, nosso estudo poderd determinar
com maiores detalhes quais efeitos agudos citocinas pro-inflamatérias apresentam sobre
a atividade elétrica de neurdnios POMC e AgRP do ARH. A partir desses resultados,
este projeto podera ajudar na compreensdao de como citocinas podem afetar o balanco
energético contribuindo, portanto, no entendimento dos mecanismos dos circuitos

neurais que regulam a ingestéo e o metabolismo de alimentos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos geneticamente modificados que empregam a
tecnologia do sistema Cre-LoxP. Essa tecnologia consiste no cruzamento de animais
que carregam a sequéncia para codificar a enzima Cre-recombinase com animais que
carregam 0 gene que expressa a proteina “repdrter” tdTomato ou a proteina verde
fluorescente (GFP) induzivel por Cre. A enzima Cre retira o stop cassete, que impede a
expressdo dessas proteinas. Dessa forma, somente as células de interesse, que
expressam a enzima Cre, serdo capazes de expressar as proteinas tdTomato ou GFP. Os
quatro modelos utilizados nesse estudo foram POMC-Cre (005965 - STOCK
Tg(Pomcl-cre)16Lowl/]), AgRP-Cre (012899 - STOCK Agrptm1(cre)Lowl/]), GFP
(004178 - B6.129 (Cg) -Tg (CAG-Bgeo/GFP) 21Lbe/J) e o tdTomato-reporter (007909
- B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm9(CAG-tdTomato)Hze/J). Camundongos POMC-Cre foram
cruzados com camundongos GFP-reporter e camundongos AgRP-Cre foram cruzados
com camundongos tdTomato-reporter, a fim de produzir todos os animais que foram
utilizados no presente trabalho.

Para identificar as mutacOes génicas, quando os animais completaram 28 dias de
vida, foram separados de suas progenitoras (desmamados) e um pequeno pedaco (0,5
cm) da cauda foi coletado para a analise genética, sendo que marcag¢bes em suas orelhas
identificavam os animais dentro de sua caixa. Desse pedaco da cauda foi extraido o
acido desoxirribonucleico (DNA), com o qual foram feitos ciclos de Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) utilizando primers especificos para identificar as mutagdes
POMC-Cre, AgRP-Cre, tdTomato ou GFP. O produto do PCR foi submetido a
eletroforese em gel de agarose onde o peso molecular das bandas geradas confirmou se
0 animal expressava ou ndo a mutagdo. Os animais foram mantidos no biotério em
condigdes ambientais padrdo, com ciclo claro/escuro de 12h/12h, a temperatura de 22-

25°C, com acesso a agua e racao de roedor padréo.
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3.2 Registros eletrofisioldgicos

Para examinar os efeitos agudos das citocinas TNF-a (Sigma-Aldrich), IL-6
(Sigma-Aldrich) e IL-1p (Abcam, Cambridge, UK) sobre a excitabilidade da membrana
dos neurénios POMC ou AgRP e a coadministragédo de IL-6 nas respostas induzidas por
IL-1B em neurdnios AgRP, foram realizados registros eletrofisiolégicos no modo
whole-cell em camundongos POMC-Cre/GFP ou AgRP-Cre/tdTomato machos (7 a 12
semanas de vida). Os animais foram anestesiados com isoflurano 100%, em seguida
foram decapitados e o cérebro inteiro foi removido. Ap6s a remocao, os cérebros foram
imediatamente submersos em solugdo gelada, saturada com carbogénio (95% de O2 e
5% COz2) em fluido cerebrospinal artificial (aCSF) (aCSF; 124 mM NacCl, 2.8mM KClI,
1.2 mM MgCI2, 25 mM CaCl2, 1.25 mM NaH2PO4, 26 mM NaHCO3 e 5 mM
glicose). As segOes coronais de um bloco hipotaldmico (250 um) foram cortadas em
vibratomo da marca Leica modelo VT1000S e depois incubadas em solucdo aCSF
oxigenada (30 °C) durante pelo menos 1h antes de serem transferidas para a camara de
gravacdo. Os cortes encefalicos foram transferidos para a camara de gravacao e foram
continuamente banhados em solugdo aCSF oxigenada (30 °C) em um fluxo de
aproximadamente 2 mL/min. Os neurdnios foram identificados pela presenca das
proteinas GFP ou tdTomato com o uso de microscopia de fluorescéncia. A fonte de luz
foi trocada para imagens de contraste de interferéncia diferencial infravermelho para
obter o selamento e rompimento da membrana celular (Leica DM6000 FS equipado
com um estdgio fixo e uma camera digital de fluorescéncia monocromética Leica
DFC360 FX de alta velocidade). A pipeta contendo o eletrodo de registro foi preenchida
com a seguinte solucdo: K-gluconato 120mM, NaCl 1mM, KCI 10mM, Hepes 10mM,
EGTA 5mM, CaCl, 1ImM, MgCl, 1mM, KOH 3mM e (Mg)-ATP 4mM, pH 7,3. Na
sequéncia esta foi acoplada a um pré-amplificador (conhecido como headstage) e a
resisténcia da pipeta apresentava entre 5-7 MQ. Os registros eletrofisiologicos foram
gravados utilizando amplificador multiclamp 700B (Molecular Devices), com filtros
entre 2-4 kHz. Os experimentos foram realizados como whole-cell, no modo current-
clamp (corrente = 0), no qual o RMP foi averiguado, bem como, a frequéncia de
potenciais de acdo gerados caso a célula que estivesse sendo registrada estivesse ativa.
Apbs 10 minutos de registro para determinarmos as caracteristicas basais de cada célula,

foi testada a agdo de uma droga especifica, utilizando-se a dose descrita na Tabela 1,
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conforme informagdes encontradas na literatura. As drogas foram adicionadas ao banho
por cerca de 5 minutos. O neurdnio foi considerado despolarizado ou hiperpolarizado se
fosse observada mudanca no RMP maior que 5 mV em amplitude, de forma estavel e
dentro de poucos minutos apds aplicacdo da droga. A resisténcia da pipeta foi calculada
com base em uma resposta a pulsos de correntes hiperpolarizantes (500 ms de 0 a -30
pA) que foram aplicadas antes, durante e apds a aplica¢do da droga ao banho. Os dados
foram analisados através do software pCLAMP (Molecular Devices). O potencial de
juncéo liquida foi corrigido durante as analises. O estudo de cada citocina mencionada
na Tabela 1 foi realizado separadamente para avaliacdo de possiveis efeitos tanto em
neurénios POMC, como em neurdnios AgRP. Cada corte encefalico foi utilizado apenas

para uma Unica aplicag&o.

Tabela 1: Doses de TNF-a, IL-6 e IL-1p que foram administradas neste projeto.

Droga Doses propostas Referéncias
Citocinas
(KATAFUCHI; MOTOMURA,; BABA;
TNF-a 20ng/mL
OTAetal., 1997)
(TRUJILLO; SULLIVAN; HARTEN;
IL-6 10ng/mL
SCHNEIDER et al., 2004)
(SCARLETT; JOBST; ENRIORI;

IL-1p 17.5 ng/mL

BOWE et al., 2007)

Para demonstrar os procedimentos para a realizacdo dos registros de whole-cell
path clamp, preparamos 0 encéfalo de um animal teste (Figura 1). O encéfalo foi
retirado e fixado na base (Figura 1A) para ser cortado no vibratomo (Figura 1B e 1C).
Posteriormente, os cortes foram colocados em banho em solugdo aCSF oxigenada
(30°C) (Figura 1D). Os cortes encefalicos foram transferidos para a camara de
gravacdo, sendo continuamente banhados em solucdo aCSF oxigenada (30°C) em um
fluxo de aproximadamente 2 mL/min (Figura 2A) e apresentamos a fotomicrografia

mostrando a ponta da pipeta (seta) em uma célula gravada no ARH (Figura 2B).
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Figura 1. Processo de preparacdo do encéfalo para registro eletrofisiolégico. (A) Encéfalo
retirado e fixado na base do vibratomo. (B) Encéfalo no vibratomo. (C) Cortes encefalicos a 250 uM. (D)

Cortes no banho em solucdo aCSF oxigenada a 30°C.

Figura 2. Processo de inser¢do do encéfalo na cAmara de gravacgéo e fotomicrografia mostrando

a ponta da pipeta (seta) em uma célula gravada no ARH. Barra de escala, 50 pm. (A) Camara de gravacao
e microscopio de fluorescéncia. (B) Fotomicrografia mostrando a ponta da pipeta (seta) em uma célula
gravada no ARH. Abreviagdes: 3V, terceiro ventriculo, ARH, nucleo arqueado do hipotadlamo. Imagem
retirada e adaptada de um artigo do nosso grupo (PEDROSO; SILVEIRA; LIMA; FURIGO et al., 2016).

3.3 Critérios para aceitacao dos registros

As células registradas aceitas para as analises deveriam apresentar:
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v’ A capacitancia ser em torno de 10 pF
v Aresisténcia de acesso até 25 pQ
v Aresisténcia de acesso final ndo ultrapassar 30% da inicial

v’ Estabilidade durante o registro

3.4 Forma de analise dos resultados

O software GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, CA) foi utilizado para a
andlise estatistica. Os efeitos das citocinas foram avaliados pelo teste t de Student
bicaudal emparelhado. Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da

média.
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4 RESULTADOS

4.1 Validagao do modelo

Para realizar a confirmacéo da fluorescéncia no tecido alvo e, portanto, realizar a
validacao inicial do modelo, camundongos AgRP-Cre/tdTomato e POMC-Cre/GFP
foram perfundidos com solucdo a base de formalina, de acordo com o protocolo
detalnado em publicacdes de nosso grupo (FURIGO; DE SOUZA; TEIXEIRA;
GUADAGNINI et al., 2019; QUARESMA; TEIXEIRA; FURIGO; WASINSKI et al.,
2019; TEIXEIRA; COUTO; FURIGO; LIST et al., 2019). Posteriormente os encéfalos
foram cortados e os cortes encefalicos montados em laminas gelatinizadas. Os cortes
foram observados em microscopio fluorescente. Pudemos confirmar a expressdo da
proteina tdTomato na por¢do ventromedial do nucleo arqueado do hipotdlamo no
modelo AgRP-Cre/tdTomato (Figura 3A). Quando analisamos o0s cortes dos
camundongos POMC-Cre/GFP confirmamos a expressdo da proteina GFP na porcéo
lateral do ndcleo arqueado (Figura 3B), o que esta de acordo com a localizagdo
anatdmica dos neurdnios POMC (HUO; GRILL; BJORBAEK, 2006). Uma vez que
esses modelos representam de maneira fidedigna a distribuicdo de neurénios
NPY/AgRP e POMC no ndcleo arqueado (RAMOS-LOBO; DONATO JR, 2017), esses

modelos foram utilizados a fim de registrar os efeitos de citocinas sobre 0s mesmos.

Figura 3. Fotomicrografias de cortes coronais do encéfalo de camundongos AgRP-
Cre/tdTomato (A) e POMC-Cre/GFP (B). Abreviagdes: 3V, terceiro ventriculo, ARH, nlcleo arqueado

do hipotalamo, ME, eminéncia mediana. Barra de escala 100 pm.
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4.2 Caracterizacao das propriedades biofisicas de repouso dos neurénios AgRP

Ao registrar as células neuronais AgRP ou POMC foram encontrados dois perfis
celulares, células denominadas ativas (apresentavam disparo de potencial de acéo) e
células denominadas quiescentes (ndo apresentavam disparo de potencial de acdo)
(Figura 4A e 4B).

-50mV -40mV . -

10 mV
60s

Figura 4. Perfis celulares encontrados. Representacdo de uma célula ativa (A) e representacdo de
uma célula quiescente (B).

Para o registro de neur6nios AgRP, provenientes dos animais AgRP-
Cre/tdTomato, foram obtidos em geral 4 cortes por encéfalo a uma espessura de 250 um
cada. No total, foram registradas 50 células provenientes de 24 camundongos.

O RMP médio dos neurdnios AgRP ativos foi de -52,64 £ 0,7 mV (intervalo de -
45 mV a -63 mV) e o IR médio em repouso foi de 1,8 + 0,1 GQ (intervalo de 0,9 GQ a
2,9 GQ) e dos neurdnios quiescentes foi de -52,5 = 2,5 mV (intervalo de -40 mV a -70
mV) e o IR médio em repouso foi de 1,0 £ 0,1 GQ (intervalo de 0,4 GQ a 1,8 GQ).
Foram analisadas 37 células ativas, representando 75% dos neurdnios registrados, e 13

células quiescentes (25% das células).

4.3 Avaliacéo dos efeitos do TNF-a sobre neurdnios AgRP

Para determinar os efeitos agudos da TNF-a, 23 neurbnios AgRP foram
registrados em 15 camundongos. Em relagdo as células ativas, o0 TNF-o induziu

hiperpolarizacdo significativa em 6 células, representando 35,3% dos neurdnios AgRP
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registrados (Figura 5A). Nesse sentido, 0 TNF-a alterou 0 RMP das células responsivas
em -9,8 £ 0,6 mV (P <0,0001; Figura 5A). Além disso, o IR foi significativamente
reduzido ap6s a administracdo de TNF-a (-0,34 + 0,11 GQ; P = 0,0391; Figura 5A).
Vale ressaltar que o efeito do TNF-a ndo foi reversivel durante o periodo de lavagem
registrado (Figura 5A). Em contraste, 11 neurdnios AgRP (64,7% das células) ndo
exibiram alteragBes significativas apds a aplicacdo de TNF-a no banho (Figura 5B).
Todas as células quiescentes (n = 4) também n&o apresentaram alteracGes significativas
em relacdo ao RMP e ao IR apos a administracdo de TNF-o (Figura 5C). Portanto, o

TNF-a produz efeito inibitério agudo em um subgrupo de neurénios AgRP ativos.
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Figura 5. Efeitos do TNF-a sobre neuronios AgRP. (A) Efeitos agudos do TNF-a sobre o RMP
e 0 IR dos neurdnios AgRP responsivos (n = 6). A inser¢cdo mostra neurdnios produtores de AgRP na
parte ventromedial do nicleo arqueado (ARH). 3V = terceiro ventriculo (B) Efeitos agudos do TNF-a
sobre 0 RMP e o IR dos neurdnios AgRP ativos e nao responsivos. (C) Efeitos agudos do TNF-a sobre o
RMP e o IR dos neurbnios AgRP quiescentes. Em todas as condigdes, foram mostradas tracados
representativos de registros eletrofisiolégicos no modo whole-cell. As linhas tracejadas indicam o RMP
da baseline. O TNF-q foi aplicado ao banho por aproximadamente 5 minutos. * P = 0,0391; **** p
<0,0001.

4.4 Avaliacdo dos efeitos da IL-6 sobre neurdnios AgRP

Para determinar os efeitos agudos da IL-6, 10 neurénios AgRP foram registrados
em 4 camundongos. Das células registradas, metade estava ativa e a outra metade

quiescente. Em contraste aos efeitos gerados pela administracdo de TNF-o, descobrimos
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que a IL-6 ndo alterou significativamente 0 RMP (0,0 £ 0,6 mV) e o IR (-0,1 £ 0,1 mV)
dos neurdnios AgRP ativos (Figura 6A) e quiescentes (Figura 6B).
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Figura 6. Efeitos da citocina IL-6 sobre neurdnios AgRP. (A) Efeitos agudos da citocina I1L-6
sobre 0 RMP e o IR dos neurdnios AgRP ativos e ndo responsivos (n = 5 células). (B) Efeitos agudos da
citocina IL-6 sobre 0o RMP e o IR dos neurbnios AgRP quiescentes (n = 5 células). As linhas tracejadas

indicam o RMP da baseline. A citocina IL-6 foi aplicada ao banho por aproximadamente 5 minutos.

4.5 Avaliacdo dos efeitos da IL-1p sobre neurdnios AgRP

Para determinar os efeitos agudos da IL-1B, 19 neurénios AgRP foram
registrados em 7 camundongos. Das células registradas, 15 delas estavam ativas,
enquanto 4 células estavam quiescentes. IL-1f induziu uma hiperpolarizagdo
estatisticamente significativa em 8 células, o que representa 42% dos neurénios AgRP
registrados. Nos neurdnios responsivos, IL-1B induziu uma mudanga de -6,2 = 1,1 mV
no RMP (P = 0,0007; Figura 7A). O IR também foi significativamente reduzido apés o
tratamento com IL-1p (-0,24 = 0,09 GQ; P = 0,0442; Figura 7A). Assim como 0 TNF-a,
o efeito induzido pela IL-1p nao foi reversivel durante o periodo registrado (Figura 7A).
Em relagdo as células ndo responsivas, 11 neurdnios AgRP (58% das células) nao
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exibiram alteracdes significativas no RMP e IR apds a administracdo de IL-1p (Figura
7B). Uma vez que um estudo anterior descobriu que I1L-6 e IL-1p agem sinergicamente
no cérebro para induzir comportamento doente (HARDEN; DU PLESSIS; POOLE;
LABURN, 2008), tambem estudamos em neurdnios AgRP os efeitos da
coadministracdo de IL-6 nas respostas induzidas por IL-1B. Apds a infusdo isolada de
IL-1pB, IL-6 foi coadministrada em 7 neurdnios AgRP (registrados em 4 camundongos).
Semelhante aos resultados anteriores, IL-1f induziu uma hiperpolarizagdo do RMP em
aproximadamente 42% dos neurénios AgRP (3 de 7 células, alteracdo no RMP: -6,6 +
2,3 mV; Figura 7C). E importante notar que a coadministracdo de IL-6 ndo aumentou
nem inibiu a resposta a IL-1B (P = 0,99, IL-1P versus IL-6 + IL-1p; Figura 7C). Em
conjunto, a IL-1B causa um efeito inibitorio agudo na atividade dos neurdnios que

expressam AgRP no ARH.
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Figura 7. Efeitos da citocina IL-1p sobre neurénios AgRP. (A) Efeitos agudos da citocina IL-13
sobre 0 RMP e o IR dos neurbnios AgRP ativos responsivos (n = 8 células). (B) Efeitos agudos da
citocina IL-1p sobre 0 RMP e o IR dos neurénios AgRP ativos e ndo responsivos (n = 11). (C) Efeitos
combinados de IL-6 e IL-1B no RMP e IR de neurénios AgRP responsivos (n = 3). Neste ultimo caso,
fatias de cérebro foram inicialmente tratadas com IL-1p, seguido pela aplicacdo de IL-6 e IL-13. Em
todas as condicBes, gravacdes representativas de whole-cell patch-clamp sdo mostradas. As linhas
tracejadas indicam RMP de linha de base. IL-1p ou IL-6 + IL-1B foram aplicados ao banho por
aproximadamente 5 min. * P <0,05; *** P = 0,0007.

4.6 Caracterizacao das propriedades biofisicas de repouso dos neurénios POMC

Para o registro de neurdénios POMC, provenientes dos animais POMC-Cre/GFP,

foram obtidos em geral 3 cortes por cada encéfalo na espessura de 250 um. No total,
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foram registradas 35 células provenientes de 22 camundongos. Dos neurdnios POMC
registrados, 31 células estavam ativas (60,5%), enquanto 4 células analisadas estavam
quiescentes.

O RMP médio dos neurénios POMC ativos foi de -52,0 + 0,8 mV (intervalo de -
42 mV a -61 mV) e o IR médio em repouso foi de 1,7 £ 0,1 GQ (intervalo de 0,5 GQ a
3,3 GQ) e dos neurdnios quiescentes foi de -53,5 + 4,2 mV (intervalo de -42 mV a -62
mV) e o IR médio em repouso foi de 1,0 £ 0,2 GQ (intervalo de 0,7 GQ a 0,8 GQ).

4.7 Avaliacéo dos efeitos do TNF-a sobre neuronios POMC

Para determinar os efeitos agudos da TNF-a, 21 neurbnios POMC foram
registrados em 13 camundongos. Das células registradas 17 estavam ativas (83%),
enquanto 4 células estavam quiescentes (17%). Em relacdo as células ativas, 15
neuronios POMC n&o mostraram alteragdes significativas no RMP (-0,3 £ 0,4 mV) ou
IR (+0,0 £ 0,1 GQ) apdés a administragdo de TNF-a (Figura 8A). No entanto, 2
neurénios POMC do mesmo animal, mas em diferentes fatias do cérebro, mostraram
uma despolarizacdo significativa apds a aplicacdo de TNF-a ¢ este efeito foi reversivel
durante o periodo de lavagem (Figura 8B). Porém devido ao pequeno numero de
neurénios POMC que responderam ao TNF-a, nenhuma analise estatistica foi realizada.
O TNF-a ndo produziu alteragdes significativas no RMP e no IR dos neurénios POMC

quiescentes (Figura 8C).
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Figura 8. Efeitos do TNF-a sobre neurdnios POMC. (A) Efeitos agudos do TNF-a sobre o

RMP e o IR dos neurbnios AgRP ativos e ndo responsivos (n = 15). Na inser¢do mostra neurdnios que
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expressam POMC na parte lateral do nicleo arqueado (ARH). 3V = terceiro ventriculo (B) Registros
eletrofisiologicos no modo whole-cell representativos de dois neurdnios POMC do mesmo animal que
despolarizaram apo6s a aplicacdo de TNF-a. Este efeito foi reversivel durante o periodo de lavagem. (C)
Efeitos agudos do TNF-a sobre o RMP ¢ o IR dos neurdénios POMC quiescentes (n = 4). As linhas

tracejadas indicam o RMP da baseline. O TNF-a foi aplicado ao banho por aproximadamente 5 minutos.

4.8 Avaliagédo dos efeitos da IL-6 sobre neurdonios POMC

Para determinar os efeitos agudos da IL-6, 15 neur6nios POMC foram
registrados em 9 camundongos. Todas as células registradas estavam ativas. Os
resultados demonstraram que nao houve efeito sobre 0 RMP (-0,1 £ 0,5 mV) ou no IR (-
0,1 £ 0,1 mV), indicando que a IL-6 também n&o apresentou efeito agudo sobre a

atividade elétrica dos neurénios POMC (Figura 9).
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Figura 9. Efeitos da citocina IL-6 sobre neur6nios POMC. A IL-6 ndo causa alteracGes agudas
no RMP e no IR dos neurdnios POMC (n = 15). Todos os neurdnios POMC registrados estavam ativos. A

linha tracejada indica 0 RMP da baseline. A IL-6 foi aplicada no banho por aproximadamente 5 minutos.
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5 DISCUSSAO

Sinais inflamatdrios no sistema nervoso central podem produzir efeitos opostos
na ingestdo de alimentos e consequentemente no peso corporal. O consumo excessivo
de nutrientes desencadeia fatores inflamatérios no hipotadlamo que contribuem para a
obesidade. Por outro lado, em uma infeccdo sistémica e/ou aguda, esses fatores
contribuem para anorexia e perda de peso (THALER; CHOI; SCHWARTZ; WISSE,
2010). Para melhor entender como as citocinas pro-inflamatorias afetam os circuitos
neurais envolvidos na regulacdo central do metabolismo, determinamos se a
excitabilidade de membrana dos neurénios AGRP/NPY e POMC do ARH é agudamente
afetada por TNF-a, IL-6 e IL-1pB. Os neurénios AgRP e POMC foram visualizados por
camundongos reporteres dependentes de Cre. Esses modelos foram utilizados com
sucesso em experimentos histoldgicos e eletrofisiolégicos anteriores (FURIGO;
TEIXEIRA; DE SOUZA; COUTO et al., 2019; QUARESMA; TEIXEIRA; FURIGO;
WASINSKI et al., 2019; TEIXEIRA; COUTO; FURIGO; LIST et al., 2019).

Estudos anteriores do nosso grupo utilizaram registros eletrofisiologicos no
modo whole-cell para determinar possiveis alteracfes na excitabilidade de membrana
induzida por diferentes horménios/citocinas, incluindo prolactina (BUONFIGLIO;
RAMOS-LOBO; SILVEIRA; FURIGO et al, 2015; SILVEIRA; FURIGO;
ZAMPIERI; BOHLEN et al., 2017) e GH (FURIGO; TEIXEIRA; DE SOUZA,
COUTO et al., 2019; SILVEIRA; ZAMPIERI; FURIGO; ABDULKADER et al.,
2019). Este método permite determinar com precisdo se a acdo hormonal dominante é
estimulatoria ou inibitoria. No entanto, uma limitacdo do nosso projeto experimental é
que avaliamos apenas os efeitos celulares agudos. Além disso, as doses utilizadas sdo
relativamente altas, embora tenham sido empregadas em estudos anteriores in vitro
(KATAFUCHI; MOTOMURA; BABA; OTA et al., 1997; TRUJILLO; SULLIVAN;
HARTEN; SCHNEIDER et al., 2004). Nesse sentido, nossos experimentos
provavelmente reproduzem o que acontece durante uma inflamagédo sistémica aguda e
forte, como sepse (THALER; CHOI; SCHWARTZ; WISSE, 2010), em vez da
inflamacéo crénica de baixo grau observada na obesidade (JOHNSON; OLEFSKY,
2013; THALER, JOSHUA P.; YI, CHUN-XIA; SCHUR, ELLEN A.; GUYENET,
STEPHAN J. et al., 2012; VELLOSO; FOLLI; SAAD, 2015).
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Uma doenca que promove inflamacao sistémica aguda apresenta como sintomas
anorexia, perda de peso e caquexia, entre outros. No SNC a anorexia induzida por
inflamacdo é provocada por citocinas (THALER; CHOI; SCHWARTZ; WISSE, 2010).
Assim, nossos resultados demonstram que as citocinas TNF-a e IL1-f ao inibirem
aproximadamente 35 a 42% dos neurdnios AgRP registrados indicam um efeito agudo
que esta relacionado com a anorexia induzida pela inflamacdo. Lembrando que os
neurénios AgRP sdo indutores da fome, logo sua inibicdo promoverd diminuicdo da
ingestdo alimentar podendo levar a perda de peso (ANDERMANN; LOWELL, 2017
APONTE; ATASQY; STERNSON, 2011; KRASHES; KODA; YE; ROGAN et al.,
2011). Dessa forma, nossos resultados apontam a importancia dos neurénios AgRP do
ARH como importantes alvos de citocinas na producdo da resposta anoréxica aos sinais
inflamatdrios agudos. Além disso, podemos especular que a citocina TNF-o pode
aumentar a saciedade através da ativacdo de neurénios POMC do ARH, isto porque
nossos resultados demonstram que dois neurénios POMC foram despolarizados apos a
aplicagdo do TNF-a. Apesar desse efeito ter sido restrito a um animal e ndo estar claro
se é um efeito real ou provocado por alguma razdo desconhecida, esses resultados estdo
de acordo com dados in vivo, que demonstraram a infusdo central de TNF-a inibe a
ingestdo de alimentos em roedores (BODNAR; PASTERNAK; MANN; PAUL et al.,
1989; PLATA-SALAMAN; OOMURA,; KAlI, 1988; PLATA-SALAMAN; VASSELLLI;
SONTI, 1997). E importante ressaltar que todas as células responsivas ao TNF-o
estavam ativas (disparavam potencial de acdo) antes da aplicacdo da droga e que
nenhum neurdnio inativo, tanto para AgRP como para POMC, responderam a essa
citocina. Esse padréo de resposta pode ter significado biolégico, ou seja, 0 TNF-a pode
atuar predominantemente bloqueando a resposta alimentar induzida por neurénios
produtores de AgRP ativos, que supostamente estdo induzindo a sensacdo de fome
naquele momento. Em adicédo, outro estudo também mostrou que o lipopolissacarideo
(LPS) evita 0 aumento da ingestdo de alimentos induzido pela ativacdo neuronal de
AgRP (LIU; HUANG,; LIU; WU et al., 2016).

Nossos resultados também demonstraram que TNF-a e IL1-f reduziram o IR em
neurdnios AgRP responsivos as citocinas. O IR é um parametro afetado pelo nimero de
canais ionicos abertos na membrana celular. A abertura dos canais ionicos diminui a
resisténcia da membrana. Dessa forma, nossos resultados sugerem que 0 TNF-a e a IL1-
B inibem os neurdnios produtores de AgRP, aumentando o ntimero de canais i6nicos

abertos. Os canais de K+ ou CI- sdo candidatos potenciais para mediar o efeito
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hiperpolarizante do TNF-a e IL1-p nos neurénios AgRP. Uma vez que nossa solugéo
extracelular continha 131,8 mM de Cl- e a solucdo de pipeta continha 15 mM de Cl-, o
potencial de equilibrio para Cl- é esperado ser = -57 mV, que estd perto do RMP médio
de neurdnios AgRP responsivos (-52,5 = 1,6 mV). Por outro lado, o potencial de
equilibrio para K+ ¢ = -101 mV. Assim, 0 TNF-a ¢ a IL1-B provavelmente alteraram a
condutancia do potéssio, em vez dos canais de cloreto, para promover o efeito de
hiperpolarizacdo observado nos neurénios AgRP.

O papel da citocina IL-6 no metabolismo é complexo. O seu receptor € expresso
por neurénios do ARH de camundongos, incluindo as células AgRP e POMC e essa
citocina é frequentemente liberada em situacdes inflamatorias (SCHELE; BENRICK;
GRAHNEMO; EGECIOGLU et al., 2013). A infusdo periférica ou central aguda de IL-
6 ndo afeta a ingestdo de alimentos, apesar do fato de camundongos nocautes para IL-6
desenvolvam obesidade tardia devido a reducdo do gasto energético (WALLENIUS;
WALLENIUS; AHREN; RUDLING et al., 2002). Nossos resultados demonstram que a
auséncia de alteracBes na atividade dos neurénios AgRP e POMC apds a aplicacéo de
citocina IL-6 esta de acordo com a falta de efeitos dessa citocina no comportamento
alimentar. Porém, a reducdo na atividade bioldgica de IL-6 liberada perifericamente
atenua o comportamento em resposta a doenca em ratos (HARDEN; DU PLESSIS;
ROTH; LORAM et al., 2011). Além disso, a co-infusdo ICV de IL-6 e IL-1p, em doses
que ndo afetam a ingestdo de alimentos quando administradas individualmente, causa
anorexia (HARDEN; DU PLESSIS; POOLE; LABURN, 2008). Portanto, a IL-6 esta
envolvida na resposta a doenca, embora sua capacidade de afetar os circuitos neuronais
que controlam a ingestdo de alimentos talvez dependa do efeito combinado de outras
citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1B. No entanto, nossos resultados indicam que a
co-infusdo de IL-6 ndo afetou a resposta geral induzida por IL-1f na atividade dos

neurdnios AgRP.
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6 CONCLUSAO

Demonstramos que o0 TNF-a e a IL-1pB reduzem agudamente a atividade elétrica
das células que expressam AgRP/NPY no ARH. Esse efeito ajuda a explicar a anorexia
causada por condigdes inflamatérias agudas e aponta os neurénios AgRP como
principais alvos dos sinais inflamatorios para afetar o metabolismo, embora possa
existir um efeito menor nos neurénios POMC. Nossos achados eletrofisiologicos estdo
de acordo com experimentos in vivo que demonstram que a IL-6 sozinha ndo é
suficiente para afetar a ingestdo de alimentos. Em conjunto, nossos resultados fornecem
novas informacdes que ajudam a compreender os efeitos das citocinas pré-inflamatorias
em populacdes neuronais responsaveis pela regulacdo da ingestdo alimentar e

homeostase energética.
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CAPITULO 2: EFEITO DA DELECAO DO RECEPTOR DE IGF1 E/OU
RECEPTOR DE GH EM NEURONIOS QUE EXPRESSAM SOMATOSTATINA
SOBRE O CRESCIMENTO CORPORAL, EIXO SOMATOTROFICO E

METABOLISMO DE CAMUNDONGOS

REVISAO DA LITERATURA

O GH, também conhecido como somatotropina ou horménio somatotrofico, é o
fator mais expresso por células somatotroficas, sendo que essas constituem quase a
metade da parte anterior da hipofise (M@LLER; JORGENSEN, 2009; RIVIER;
SPIESS; THORNER; VALE, 1982) A sintese e liberagdo do GH sdo promovidas pelo
horménio liberador de GH (GHRH) e inibidas pela somatostatina (SST) e séo reguladas
por mecanismos de retroalimentacdo negativa (GIUSTINA; MAZZIOTTI; CANALIS,
2008).

Inicialmente o GH foi descrito por estar associado ao crescimento e
desenvolvimento de diversas estruturas que compde o corpo humano, principalmente na
fase pré-pubere, onde sua concentracdo sanguinea e sua acdo sobre a placa epifisaria
estdo aumentadas (VELDHUIS; BOWERS, 2003; WATERS; SHANG; BEHNCKEN;
TAM et al., 1999). O GH tem conhecidas acdes sobre os tecidos periféricos e esta
relacionado a mudltiplas funcBes bioldgicas envolvidas com crescimento somatico,
metabolismo e processos celulares, como a divisdo e regeneracdo celular
(LICHANSKA; WATERS, 2008). Suas ac@es classicas, como o crescimento muscular e
de tecido 6sseo, sdo desencadeadas quando o horménio interage com o seu receptor
cognato transmembranico GHR (WATERS; SHANG; BEHNCKEN; TAM et al.,
1999). Dessa forma, 0 GH pode ativar o GHR em varios 6rgdos (NYBERG, 2000).

A estrutura do GHR ¢€ do tipo | dos receptores de citocinas (MOUTOUSSAMY;
KELLY:; FINIDORI, 1998). Tanto em humanos quanto em roedores, 0 GHR é expresso
em varias regides do SNC, como mostra 0 mapeamento detalhado que 0 nosso grupo de
pesquisa realizou, o qual indica a presenca numerosa de celulas responsivas ao GH no

ARH, nicleo ventromedial do hipotalamo (VMH), nucleo dorsomedial (DMH), area
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hipotaldamica lateral (LHA), ndcleo pré-mamilar ventral (PMv) e NTS (FURIGO;
METZGER; TEIXEIRA,; SOARES et al., 2017).

Quando o GH se liga ao seu receptor promove suas agdes recrutando e ativando
a proteina Janus Cinase (JAK2) que induz a fosforilacdo em residuos tirosina do GHR.
A fosforilagdo desses residuos inicia a via de sinalizacdo intracelular do GH. A
transducdo do sinal é classicamente determinada pela ligagdo e fosforilagdo dos
transdutores de sinal e ativadores de transcricdo 5 (STAT5) no complexo JAK2-GHR.
Esse fator de transcricao é essencial para regular a transcricdo de genes proliferativos e
de diferenciacdo, que promovem o crescimento celular, bem como importante regulador
da transcricdo do gene que codifica 0 IGF-1 (HERRINGTON; SMIT; SCHWARTZ;
CARTER-SU, 2000; MOUTOUSSAMY; KELLY; FINIDORI, 1998).

E importante ressaltar que varios efeitos promovidos pelo GH s&o mediados pelo
IGF-1 (DEHKHODA; LEE; MEDINA; BROOKS, 2018). O qual pode ser secretado
pelo figado para o sangue desencadeando as acles indiretas do GH, entre elas o
crescimento e a manutengdo do sistema nervoso central e periférico (ABERG; BRYWE;
ISGAARD, 2006; DEHKHODA; LEE; MEDINA; BROOKS, 2018; WASINSKI;
FRAZAO; DONATO JR, 2019). No crescimento corporal, por exemplo, o IGF-1 tem
um importante papel regulatério, do mesmo modo que nas fungBes metabolicas e
funcGes cerebrais como a neurogénese (ALEXIA; FALLOT; LASFER; SCHWEIZER-
GROYER et al., 2004). O receptor de IGF-1 (IGF-1R) é altamente expresso nas células
que constituem a barreira hematoencefalica e, além de manter a integridade dessa
barreira, fornecem a via pela qual o IGF-1 serico acessa o cérebro (VELLOSO, 2008).
Além disso, o IGF-1R é amplamente expresso no préprio SNC, porém em quantidades
menores do que pelo figado. Ainda assim, possuem importante papel no
desenvolvimento do SNC (H. D. VENTERS, 2001; J. A. D’ERCOLE, 2002).

O IGF-1 circulante encontra-se parcialmente acoplado as proteinas ligantes
presentes no plasma (IGFBPs), que controlam a meia-vida do hormonio livre
plasmatico. Ao se ligar ao seu receptor na placa epifisaria, por exemplo, ele possui um
papel crucial na proliferacdo e diferenciacdo de condrdcitos, induzindo a mitogénese e
crescimento longitudinal dos ossos. O GH também promove aumento da sintese de IGF-
1 na placa epifisaria, onde o IGF-1 pode atuar de maneira paracrina ou autocrina
(DEHKHODA,; LEE; MEDINA; BROOKS, 2018). A a¢do do IGF-1 na musculatura
promove a hipertrofia das células, aumentando a sintese proteica pela ativacdo da via
PIBK/AKT/mTOR (TORRES-ALEMAN, 2010).
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A estimulacdo do GH sobre a expressdo do IGF-1 é dependente de sua
pulsatilidade, sendo que a meia-vida do GH é de apenas alguns minutos (NIEVES-
RIVERA; KERRIGAN; KRIEG; EGAN et al.,, 1993). O eixo GH/IGF-1 é um
importante regulador do crescimento e metabolismo (TUERSUNJIANG; ODHIAMBO;
SHASA; SMITH et al., 2017; WASINSKI; FRAZAO; DONATO JR, 2019). Um estudo
demonstrou que uma Unica dose de um antagonista do GHRH diminui a concentrago
basal e os pulsos de GH. Ainda, a infusdo do mesmo antagonista por um periodo
prolongado reduz a concentracdo sérica de IGF-1, mostrando que o IGF-1 depende da
secrecdo de GH e seu padrdo pulsatil (ISGAARD; CARLSSON; ISAKSSON;
JANSSON, 1988). Ademais, outros estudos mostraram que a manutencdo de altas
concentracfes de GH durante um determinado periodo diminui significantemente a
producdo de IGF-1 hepético, tal como acontece na privacao alimentar crénica. 1sso se
deve a uma possivel resisténcia ao GH e depressdo de seus receptores localizados na
membrana dos hepatdcitos, sendo os mesmos regulados negativamente pelo proprio GH
(DOMENE; KRISHNAMURTHI; ESHET; GILAD et al, 1993; MAITER;
UNDERWOOD; MAES; DAVENPORT et al., 1988). Dessa forma, a secrecao de GH
tem um padrdo pulsatil, o que é critico para sua funcdo fisioldgica, essa secrecdo €
regulada por interagdes complexas, mediadas por influéncias neurais e periféricas
(STEYN; TOLLE; CHEN; EPELBAUM, 2016).

A regulacdo do GH ¢é feita por diversos fatores, entre eles, 0 sono, jejum
prolongado, estresse e alguns neuro-horménios hipotalamicos (HARTMAN;
VELDHUIS; JOHNSON; LEE et al., 1992; RIVIER; SPIESS; THORNER; VALE,
1982; SPIESS; RIVIER; VALE, 1983; TANNENBAUM; BOWERS, 2001). Esses
fatores sdo os principais estimuladores do eixo somatotréfico e podem influenciar a
amplitude e frequéncia dos picos de secrecdo de GH (HARTMAN; VELDHUIS;
JOHNSON; LEE et al., 1992; RIVIER; SPIESS; THORNER; VALE, 1982; SPIESS;
RIVIER; VALE, 1983; TANNENBAUM; BOWERS, 2001).

A expressdo e a liberacdo de GH hipofisario tém como principais reguladores o0s
neurdnios que expressam SST e o GHRH. Os corpos celulares dos neurbnios que
produzem esses neuro-horménios estdo localizados principalmente nos nicleos PVN e
ARH (BURTON; KABIGTING; CLIFTON; STEINER, 1992; FODOR; CSABA;
KORDON; EPELBAUM, 1994;: KASTRUP; LE GREVES; NYBERG; BLOMQVIST,
2005). Como dito anteriormente, 0 GHRH estimula a producéo e liberagéo do GH pela
ligacdo ao seu receptor (GHRHR) (MACGREGOR; LENG, 2005). Esse neuro-
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horménio € secretado de forma pulsatil estimulando a liberagdo pulsatil do GH
(PLOTSKY; VALE, 1985). Um dos mais importantes reguladores endogenos da
expressdo do GHRH é a SST hipotalamica (PLOTSKY; VALE, 1985). Estudos
mostraram a presenca de subtipos de receptores de SST, como o tipo 1 e 0 2, em
neurdnios que expressam GHRH no hipotdlamo (BOUYER; LOUDES; ROBINSON;
EPELBAUM et al., 2006). A atividade de neurbnios SST e GHRH em ndcleos
hipotalamicos é regulada, em parte, por mecanismos de retroalimentacdo negativa do
GH. Assim, existem evidéncias que o GH age diretamente no cérebro para governar sua
prépria secrecdo. Nesse sentido, regides do cerebro que contém neurbnios que
expressam a SST e 0 GHRH expressam o GHR (IKENO; HUBBARD; LEE; CORTEZ
et al., 2009). Essa alca de retroalimentacdo é critica para a regulacdo do crescimento
corporal (IKEDA; CHANG; MATSUMOTO; FURUHATA et al., 1998).

Ja a retroalimentacdo negativa feita pelo GH e IGF-1 no proprio eixo
somatotréfico € complexa e os mecanismos pelo qual é regulado ainda ndo foram
completamente esclarecidos, principalmente no que se refere a acdo direta sobre os
neurdnios hipotalamicos que controlam a sintese e secrecdo de GH, bem como sobre as
acOes diretas de células somatotroficas (BERELOWITZ; SZABO; FROHMAN;
FIRESTONE et al., 1981). Estudos em humanos e roedores mostraram agdes cléssicas
de retroalimentacdo negativa do GH e IGF-1 sobre o eixo somatotréfico, onde sujeitos
tratados com GH apresentaram diminuicdo da concentracdo de GH sanguineo ap06s 24h
do tratamento (ROSENTHAL; HULSE; KAPLAN; GRUMBACH, 1986). Mas, nao se
sabe ao certo o mecanismo pelo qual a administracdo de GH inibe a secre¢do de GH
enddgeno. Existe uma vertente postulando a existéncia de uma acao direta do GH sobre
a inibicdo do eixo somatotrofico, seja estimulando a producdo de SST ou pela inibicédo
do GHRH hipotaldamico (MINAMI; KAMEGAI; HASEGAWA; SUGIHARA et al.,
1993). Burton e colaboradores (1992) identificaram expressdo do mRNA do GHR em
neurdnios STT, demonstrando assim uma real possibilidade da acdo do GH no controle
do eixo somatotrofico (BURTON; KABIGTING; CLIFTON; STEINER, 1992). Ainda
outro estudo mostrou que a inibicéo da expressdo do mRNA do GHR nos nucleos PVN
afeta de maneira efetiva os neurdnios SST que em resposta a essa diminui¢do ndo séo
mais capazes de serem estimulados pelo GH (PELLEGRINI; BLUET-PAJOT,;
MOUNIER; BENNETT et al., 1996). Outros estudos propuseram que essa acdo de
retroalimentacdo negativa do GH se deve a uma estimulacdo priméria de IGF-1 e que

esse hormonio teria uma agdo primordial sobre regides hipotalamicas que controlam a
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secrecdo de GH. Isso porgue ja foi mostrado a existéncia de receptores de IGF-1 nos
neurdnios que expressam SST (WERNER; WOLOSCHAK; ADAMO; SHEN-ORR et
al., 1989) e que a infusdo de IGF-1 recombinantes de humanos (rhIGF-1) inibe a
secrecdo de GH por estimular a secrecdo de SST (BERMANN; JAFFE; TSAI;
DEMOTT-FRIBERG et al., 1994). Toda essa teoria foi embasada em trabalhos que
administravam GH de forma ICV ou na circulagdo de ratos e verificavam supressao da
amplitude de secrecdo enddgena do GH (MINAMI; KAMEGAI; HASEGAWA;
SUGIHARA et al., 1993). E importante notar que os reguladores da liberacdo de GH
podem ndo interagir com todos os componentes primarios do eixo hipotalamico do GH
e, portanto, podem ter impacto apenas sobre a SST, GHRH ou na hipéfise (STEYN;
TOLLE; CHEN; EPELBAUM, 2016).

Para entender melhor a complexa interacdo entre os fatores que regulam a
liberacdo de GH, devemos primeiro definir a importancia dos varios mecanismos de
retroalimentacdo que contribuem para sua secrecdo em geral. Embora progressos
significativos tenham sido feitos na definicdo dos processos que governam a secregédo
do GH, as vias pelas quais ele promove tais aces que controlam o eixo somatotrofico

ndo estdo totalmente esclarecidas, portanto necessitam ser mais bem exploradas.
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7 OBJETIVOS

7.1 Objetivo geral

Investigar a importancia dos mecanismos de retroalimentacédo negativa do GH

sobre os neurdnios SST para o controle do eixo somatotrépico.

7.2 Objetivos especificos

v Avaliar em camundongos os efeitos induzidos pela ablacdo seletiva do receptor
de IGF-1, exclusivamente em neur6nios que expressam SST, sobre possiveis

alteragOes no crescimento, metabolismo e secre¢do de GH.

v" Avaliar em camundongos os efeitos induzidos pela ablacdo seletiva dos
receptores de GH e de IGF-1, exclusivamente em neurdnios que expressam SST,

sobre possiveis alteracdes no crescimento, metabolismo e secrecdo de GH.

7.3 Justificativa

O GH é o protagonista das acdes somatotroficas, entre outras coisas porque é
capaz de estimular a expressdo do IGF-1 em diversos tecidos, além de possuir efeitos
diretos nos tecidos periféricos. Sabe-se que, classicamente, 0 GH e o IGF-1 controlam a
atividade do eixo somatotrofico via algas de retroalimentagdo negativa sobre neurénios
hipotaldmicos e hipofisarios. No nivel do hipotalamo, o eixo somatotréfico é constituido
principalmente por neurdnios que expressam o0 GHRH e a SST. O GHRH e a SST
regulam de forma positiva e negativa, respectivamente, a sintese e liberacdo de GH
hipofisario. As vias pelas quais o GH promove tais acBes ndo sdo totalmente

esclarecidas e torna-se imprescindivel investigar em mais detalhes como esse controle é
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realizado. Pretendemos com nossos resultados ajudar na compreensdo dos distdrbios
que envolvem alteracBes no crescimento, e ainda esclarecer qual € a real participacao do

GH e IGF-1 via neurdnios que expressam SST no controle do eixo somatotréfico.
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8 MATERIAL E METODOS

8.1 Animais

Para a geracdo de animais com delecdo do IGF-1R exclusivamente em celulas
que expressam SST utilizamos a tecnologia Cre/LoxP. Os camundongos que expressam
a enzima Cre recombinase sob promotores da SST (The Jackson Laboratory) foram
cruzados com camundongos portadores de alelos IGF-1R (The Jackson Laboratory)
flanqueados por um par de sitios LoxP. Portanto, foram gerados camundongos com
inativacdo do IGF-1R especificamente em células que expressam SST. Além disso,
produzimos animais duplo-nocautess condicionais, na qual inativamos o0 GHR e o IGF-
1R apenas nos neurbnios SST. Cabe destacar que estudos anteriores em nosso
laboratdrio ja haviam estudado animais com ablacdo apenas do GHR nas células SST
(WILLIAN DOS SANTOS et al., resultados néo publicados). Todos os experimentos
foram conduzidos com machos e fémeas. As amostragens usadas em cada experimento
foram descritas nas legendas das figuras.

Para identificar as mutacGes génicas, quando os animais completaram 28 dias de
vida foram separados de suas progenitoras (desmamados) e um pequeno pedaco (0,5
cm) da cauda foi coletado para a anélise genética, sendo que marcagdes em suas orelhas
identificavam os animais dentro de sua caixa. Desse pedaco da cauda foi extraido o
DNA, com o qual foram feitos ciclos de PCR utilizando primers especificos para
identificar as mutagdes SST-cre, GHR-Flox/Flox e IGF-1R-Flox/Flox. O produto do
PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose onde o peso molecular das bandas
geradas confirmou se o animal expressava ou ndo a mutacdo. Os animais foram
mantidos no biotério em condi¢bes ambientais padrdo, com ciclo claro/escuro de

12h/12h, a temperatura de 22-25°C, com acesso a agua e ragédo de roedor padrao.

8.2 Avaliacao do crescimento somatico
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Avaliamos o peso corporal, uma vez por semana, desde o desmame até
aproximadamente 5 meses de vida. A composi¢do corporal (massa magra e massa de
gordura) foi determinada por meio de ressondncia magnética nuclear, através da

utilizacdo do equipamento Minispec (Bruker).

8.3 Avaliacao do Balanco energético

Para determinar a ingestdo alimentar, os animais e suas ragOes foram
mensurados durante 4 dias consecutivos, sempre no mesmo horario. Avaliamos a
atividade locomotora, a ingestdo de agua, o consumo de oxigénio (VO3), volume de gas
carbonico produzido (VCO3) e o coeficiente respiratorio (QR), que é a relacdo entre o
VCO,/VOs,. Para isso, utilizamos o sistema de calorimetria indireta (Oxymax/Clams,
Columbus Instuments). Nesse equipamento, os animais ficaram em adaptagéo por 2

dias, seguido de mensuracéo por 3 dias consecutivos.

8.4 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Para esse teste, avaliamos a tolerancia do animal frente uma dose intraperitoneal
(i.p.) de 2g de glicose por kg corporal. Anteriormente ao teste, 0s animais tiveram suas
racGes removidas e a maravalha de suas caixas trocadas, de maneira a garantir periodo
de 4 horas de jejum. A glicemia dos animais foi mensurada por meio de um
glicosimetro portatil no ponto 0 (antes da administracéo i.p. de glicose) e nos pontos 20,
40, 60, 90 e 120 minutos (ap6s a administracdo de glicose) por meio da retirada de uma
gota de sangue do epitélio caudal do animal. Apds o teste, suas respectivas ragdes foram
retornadas e 0s animais tiveram dois dias de descanso antes da realizacdo do préximo

teste glicémico.

8.5 Teste de sensibilidade a insulina (ITT)
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O teste foi realizado com as mesmas condi¢fes experimentais do GTT citado
acima, entretanto, nesse caso foi administrada injecéo i.p. de insulina na dose de 1Ul/kg

corporal do animal.

8.6 Teste da resposta contra regulatoria a hipoglicemia apds injecdo de 2-

deoxiglicose (2DG)

O teste foi realizado com as mesmas condi¢bes experimentais do GTT citado
acima, entretanto, nesse caso foi administrada injecéo i.p. de 2DG (Sigma) na dose de
0,5 mg/kg do animal e os tempos foram de O (antes da administragdo i.p. de 2-
deoxiglicose) e nos pontos 20, 40, 60, 90, 120 e 180 minutos (ap6s a administracdo de
2DG).

8.7 Eutanasia

Apos avaliacdo do crescimento corporal, balango energético e homeostase
glicémica, os animais com aproximadamente 6 meses de vida foram anestesiados com
isoflurano, seguido da medida do comprimento naso-anal.

Os seguintes 6rgdos foram pesados para determinar possiveis alteragdes no
crescimento tecidual: cérebro, figado, musculo gastrocnémio, coracdo, rim, tecido

adiposo perigonadal e gbnadas (nos machos).

8.8 Avaliacao do eixo somatotrofico

Para analisar o controle hipotalamico da secre¢cdo do GH, um novo grupo de
animais foi produzido e quando completaram 8 semanas de vida os animais foram
eutanasiados e foram coletadas amostras de soro. Avaliamos a concentracgdo sérica IGF-
1 (Quantikine ELISA Mouse/Rat IGF-1 kit, R&D Systems).
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8.9 Analise dos resultados

O software GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, CA) foi utilizado para a
analise estatistica. Utilizamos o teste de t-Student para analisar animais controles versus

animais nocautes. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média.
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9 RESULTADOS

9.1 Delecéo do IGF-1R nas células SST

9.1.1 Composicéao corporal e consumo alimentar

O peso dos camundongos machos e fémeas foram acompanhados por 20
semanas e ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos controle
(IGF1R) e aqueles que carregam delecdo do IGF1R nas células que expressam SST
(camundongos IGF1R/SST) (Figuras 10A e 11A). As analises da composicao corporal
também mostraram ndo haver diferencas na massa gorda (Figuras 10B e 11B) ou na
massa magra (Figuras 10C e 11C) entre os grupos, tanto nos machos (Figura 10),
quanto nas fémeas (Figura 11). Em adicdo, o consumo de racédo foi avaliado no periodo
de uma semana, e ndo observamos diferencas no consumo alimentar entre 0s grupos
IGF1R versus IGF1R/SST nos machos e nas fémeas (Figuras 10D e 11D).
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Figura 10: Avaliagdo de peso e composicdo corporal de animais machos. (A) Peso corporal em
gramas (n=6 para controles e n=11 para nocautes). (B) Massa gorda em gramas (n=6 para controles e
n=11 para nocautes). (C) Massa magra em gramas (n=6 para controles e n=11 para nocautes). (D)
Ingestdo alimentar em 5 dias em gramas (n=10 para controles e n=15 para nocautes), Machos. Os dados

sdo apresentados como média + erro padrdo da média.
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gramas (n=10 para controles e n=9 para nocautes). (B) Massa gorda em gramas (n=10 para controles e
n=9 para nocautes). (C) Massa magra em gramas (n=10 para controles e n=9 para nocautes). (D) Ingestdo
alimentar em 5 dias em gramas (n=8 para controles e n=8 para nocautes), Fémeas. Os dados sdo

apresentados como média + erro padrdo da média.

9.1.2 Homeostase glicémica

Os animais foram entdo submetidos as andlises da homeostase glicémica.
Contudo, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos no teste de
tolerancia a glicose, no teste da resposta contra regulatoria a hipoglicemia induzida pela
injecdo de 2DG e no teste de sensibilidade a insulina, tanto nos machos (Figuras 12 A-
C) quanto nas fémeas (Figuras 13 A-C).
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Figura 13: Andélise de homeostase glicémica de animais Fémeas. (A) Teste de tolerdncia a
glicose (GTT) (n=8 para controles e n=6 para nocautes). (B) Teste da resposta contra regulatéria a
hipoglicemia & 2-deoxiglicose (2DG) (n=8 para controles e n=8 para nocautes). (C) Teste de sensibilidade

a insulina (ITT) em porcentagem (n=8 para controles e n=7 para nocautes), Fémeas. Os dados s&o
apresentados como média + erro padrdo da média.

9.1.3 Balanco Energético

Os animais foram também submetidos a analises do balango energético pelo
sistema de calorimetria indireta (Oxymax/Clams, Columbus Instuments). Ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos de machos nos parametros
consumo de oxigénio (VO.), coeficiente respiratorio (RER), ingestdo hidrica e atividade
ambulatoria (Figuras 14 A-D). Nas fémeas, encontramos diferenga significativa apenas

no coeficiente respiratério (RER) no momento escuro e no periodo de 24h, mas ndo no
momento claro (Figura 15 A-D).
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9.1.4 Comprimento naso-anal e peso dos 6rgaos

Com relagéo crescimento corporal e tecidual, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os animais controle e IGF1R/SST no comprimento naso-anal e no
peso do encéfalo, figado, muasculo gastrocnémio, coracdo, rim, gonada (somente nos

machos) e tecido adiposo perigonadal, nos machos e nas fémeas (Figuras 16 e 17 B-H).
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(G) Peso do tecido adiposo perigonadal. N=13 para controles e n=14 para nocautes. Os dados sdo

apresentados como média * erro padrdo da média.

9.1.5 Avaliacao do eixo somatotrofico

Avaliamos a concentracao sérica IGF-1 para analisar o controle hipotalamico da
secrecdo do GH. Nao observamos diferencas significativas entre os animais controle e

IGF1R/SST tanto nos machos (Figuras 18 A) quanto nas fémeas (Figuras 19 A).
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Figura 18: Secrecdo sérica de IGF-1 de animais Machos (A) Secrecdo de IGF-1. N=3 para
controles e n=4 para nocautes. Os dados sdo apresentados como media + erro padrdo da média.

400-
mm IGFIR
5 300- B IGF1R/SST
' 200
=
S
=~ 100-
0_

Figura 19: Secrecdo sérica de IGF-1 de animais Fémeas (A) Secrecdo de IGF-1. N=7 para

controles e n=6 para nocautes. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média.
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9.2 Dupla dele¢do do GHR e IGF-1R nas células SST

9.2.1 Composicéao corporal e consumo alimentar

O peso dos camundongos machos e fémeas foram acompanhados por 26
semanas e ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos controle
(GHR/IGF1R) e aqueles que carregam delecdo do GHR e IGF1R nas células que
expressam SST (camundongos GHR/IGF1R/SST) (Figuras 20A e 21A). As analises da
composicdo corporal também mostraram ndo haver diferencas na massa gorda (Figuras
20B e 21B) ou na massa magra (Figuras 20C e 21C) entre 0s grupos, tanto nos machos
(Figura 20), gquanto nas fémeas (Figura 21). Em adicdo, o consumo de ragéo foi avaliado
no periodo de uma semana, e ndo observamos diferengas no consumo alimentar entre os
grupos GHR/IGF1R versus GHR/IGF1R/SST nos machos e nas fémeas (Figuras 20D e
21D).
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gramas. N=14 para controles e n=10 para nocautes, Machos. Os dados sdo apresentados como média +

erro padrdo da média.
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Figura 21: Avaliacdo de peso e composi¢do corporal de animais fémeas. (A) Peso corporal em
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erro padrdo da média.

9.2.2 Homeostase glicémica

Os animais com dupla delecdo do GHR e IGF-1R nas células SST foram
submetidos as analises da homeostase glicémica. Contudo, também ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos no teste de tolerancia a glicose e no
teste de sensibilidade a insulina, tanto nos machos (Figuras 22 A-B) quanto nas fémeas
(Figuras 23 A-B).
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Figura 23: Andélise de homeostase glicémica de animais Fémeas. (A) Teste de tolerdncia a

glicose (GTT) (n=12 para controles e n=15 para nocautes). (B) Teste de sensibilidade a insulina (ITT) em

porcentagem (n=12 para controles e n=15 para nocautes), Fémeas. Os dados sdo apresentados como

média + erro padrdo da méd

ia.

9.2.3 Balanco Energético

Os animais com dupla delecdo do GHR e IGF-1R também foram submetidos a

andlises do balango energético pelo sistema de calorimetria indireta (Oxymax/Clams,

Columbus Instuments). N&o foram observadas diferengas significativas tanto entre os

grupos de machos, quanto os grupos de fémeas nos parametros consumo de oxigénio
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(VO>), coeficiente respiratdrio (RER), ingestéo hidrica e atividade ambulatoria (Figuras

24 A-D e 25 A-D).

5000
4000+

3000+
2000+
1000+

Clao  Escure 2411

vO, (mlkg/h)

1.0

0.5

RER (ml/kg/h)

0.0

T Clao Fseuro  24H

80000+

60000

40000

20000+

Atividade ambulatéria (counts)

0- Claro  Escuro  24H

alll

Claro Esenro  24H

Ingestdo hidrica (mL/dia)
N

H IGF1R/GHR
Il |IGF1R/GHR/SST

RER (ml/kg/h) vO; (mifkg/h)

Atividade ambulatéria (counts)

6000

&
o
=1
o

2000

e
w
L

e
o
1

e
B

2500+

2000+

1500+

1000+

o

(=]

=]
1

(=]

Figura 24: Analise do balanco energético de animais Machos. (A) Consumo de oxigénio (VO>).
(B) Coeficiente respiratério (RER). (C) Ingestdo hidrica. (D) Atividade ambulatéria, (n=10 para controles

e n=10 para nocautes), Machos. Os dados sdo apresentados como média * erro padrdo da média.
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e n=10 para nocautes), Fémeas. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média.

9.2.4 Comprimento naso-anal e peso dos 6rgaos

Com relagédo crescimento corporal e tecidual, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os animais controle e os animais IGFIR/GHR/SST no comprimento
naso-anal e no peso do encefalo, coragdo, rim e gbnada (somente nos machos) e tecido

adiposo perigonadal, nos machos e nas fémeas (Figuras 26 A-B, E-H e 27 A-G). Nos
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machos, encontramos diferenca significativa apenas no peso do figado e do musculo

gastrocnémio (Figura 26 C e D).
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Figura 27: Comprimento naso-anal e peso dos 6rgdos Fémeas (A) Medida naso-anal. (B)

Peso do encéfalo. (C) Peso do figado. (D) Peso do gastrocnémio. (E) Peso do coragdo. (F) Peso do rim.

(G) Peso do tecido adiposo perigonadal. N=12 para controles e n=15 para nocautes. Os dados s&o

apresentados como média + erro padrdo da média.

9.2.5 Avaliacdo do eixo somatotréfico

Também ndo observamos diferencas significativas entre os animais controle e
GHR/IGF1R/SST tanto nos machos (Figuras 28 A) quanto nas fémeas (Figuras 29 A).
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Figura 28: Secrecao sérica de IGF-1 de animais Machos (A) Secrecdo de IGF-1. N=4 para

controles e n=8 para nocautes. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média.
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Figura 29: Secrecdo sérica de IGF-1 de animais Fémeas (A) Secrecdo de IGF-1. N=7 para

controles e n=8 para nocautes. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média.
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10 DISCUSSAO

Apesar dos efeitos bioldgicos mais conhecidos do GH serem mediados pelo
figado, musculo esquelético, osso e tecido adiposo branco (DEHKHODA; LEE;
MEDINA; BROOKS, 2018), o cérebro expressa 0 GHR e deve ser considerado um
importante alvo do GH para regular os principais aspectos fisioldgicos, como funcdes
cognitivas, neuroendocrinas, metabdlicas e comportamentais (BURTON; KABIGTING;
CLIFTON; STEINER, 1992; WASINSKI; FRAZAO; DONATO JR, 2019). Dessa
forma, a expressdo de GHR no cérebro é importante para permitir que os neurénios
neuroenddcrinos detectem os niveis de GH e regulem a secrecdo hipofisaria deste
horménio (STEYN; TOLLE; CHEN; EPELBAUM, 2016). A regulacdo da secrecdo de
GH depende de alcas de retroalimentacdo positiva e negativa que controlam a atividade
de neurbnios hipofisiotropicos no hipotalamo (BERTHERAT; TIMSIT; BLUET-
PAJOT; MERCADIER et al.,, 1993; PELLEGRINI; BLUET-PAJOT; MOUNIER;
BENNETT et al., 1996; SCHWARTZ; WOODS; PORTE; SEELEY et al., 2000).
Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que a delecdo do receptor de GH em
neurdnios que expressam tirosina hidroxilase (TH) ou em todo o cérebro aumentou
significativamente a secrecdo de pulsos de GH e o crescimento corporal em
camundongos machos e fémeas (WASINSKI; PEDROSO; DOS SANTOS; FURIGO et
al., 2020). A literatura cientifica tem indicado que o GH controla sua prépria secrecao,
principalmente através dos neurbnios GHRH e SST (STEYN; TOLLE; CHEN;
EPELBAUM, 2016). Contudo, interneurdnios catecolaminérgicos sdo capazes de
perceber mudancas nos niveis de GH e consequentemente, regular a expressdo de
GHRH para autocontrolar o eixo somatotropico em camundongos (WASINSKI;
PEDROSO; DOS SANTOS; FURIGO et al., 2020). Ainda que os neurénios GHRH
desempenhem importante papel no controle do padrdo pulsatil da secrecdo de GH
(STEYN; TOLLE; CHEN; EPELBAUM, 2016) menos de 10% dos neurénios GHRH
expressam 0 GHR ou respondem diretamente ao GH (GODFREY; RAHAL; BEAMER,;
COPELAND et al., 1993; WASINSKI; PEDROSO; DOS SANTOS; FURIGO et al.,
2020).

Resultados do nosso laboratorio (ANEXO 3) mostraram que a ablagdo seletiva
de GHR em neurbnios SST de camundongos machos e fémeas ndo promoveram

alteracOes de crescimento corporal, bem como mudangas metabdlicas e na secre¢do de
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IGF1, revelando inesperadamente que a sinalizacdo de GHR em neurdnios SST néo €
suficiente nem necessaria para controlar o eixo somatotropico. Porém, como um
pequeno percentual de neurdnios GHRH expressa o GHR, esperdvamos que 0S
neuronios SST fossem mais relevantes no controle do eixo somatotrépico. As
evidéncias que indicam que os neurdnios SST eram importantes para alcas de
retroalimentacdo do controle de GH incluem que 70% dos neurdnios SST coexpressam
0 mMRNA de GHR nos nucleos PVN e PV (BURTON; KABIGTING; CLIFTON;
STEINER, 1992; WASINSKI; FRAZAO; DONATO JR, 2019). Além disso, a
administracdo central de antisense do mMRNA de GHR diminui a expressdo hipotalamica
de SST, aumentando a pulsatilidade do GH (PELLEGRINI; BLUET-PAJOT;
MOUNIER; BENNETT et al., 1996). Juntas, essas evidéncias indicam que 0s neurénios
que expressam SST seriam supostamente 0s principais responsaveis pela
retroalimentacdo negativa no hipotalamo para controlar a secrecdo de GH (STEYN;
TOLLE; CHEN; EPELBAUM, 2016; ZHU; YAO; XIONG; CHENG et al., 2017). Para
entender melhor a complexa interagé@o entre os fatores que regulam a liberacdo de GH,
devemos primeiro definir a importancia dos varios mecanismos de retroalimentacdo que
contribuem para sua secrecdo em geral. Por isso, investigamos a importancia dos
mecanismos de retroalimentagdo negativa sobre os neurénios SST para o controle do
eixo somatotrépico.

Surpreendentemente, ao avaliarmos a delecdo seletiva do receptor de IGF-1 e
dos receptores de GH e de IGF-1, exclusivamente em neurbnios que expressam SST,
também nédo observamos alteragdes de crescimento, metabdlicas e na secre¢éo de IGF1
entre 0s grupos controles versus nocautes, tanto nos machos quanto nas fémeas.

Steyn (2016) e colaboradores, demonstraram em uma revisao de literatura que 0s
reguladores tradicionais (GHRH e STT) ndo sdo mais vistos como 0s Unicos
moduladores da pulsatilidade do GH. Em vez disso, agora é aceito que a producdo de
GH pode ser modificada pelas necessidades metabolicas e, portanto, é sob controle de
feedback de varios intermediarios que sinalizam fome, saciedade ou excesso ou
desnutricdo (STEYN; TOLLE; CHEN; EPELBAUM, 2016).

Em relacdo ao controle central do metabolismo, estudos anteriores
demonstraram que a SST estimula a ingestdo alimentar em roedores (APONTE;
LEUNG; GROSS; YAMADA, 1984; STENGEL; TACHE, 2019; ZHU; YAO; XIONG;
CHENG et al., 2017). A infusdo ICV de SST resultou em uma resposta bifasica,

primeiro aumentando e depois diminuindo a ingestdo alimentar. Nesse estudo, os efeitos
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da somatostatina variaram de acordo com o estado nutricional dos animais. Em ratos
alimentados, a infuséo de SST diminuiu a ingestdo de alimentar, enquanto que em ratos
em jejum a infusdo de SST aumentou a ingestdo de alimentar (APONTE; LEUNG;
GROSS; YAMADA, 1984). Zhu (2017) e colaboradores, demonstraram que a
estimulacdo optogenética de neurdnios de somatostatina e neurdnios gabaérgicos no
prosencéfalo basal levam a um aumento na ingestdo alimentar (ZHU; YAO; XIONG;
CHENG et al., 2017). No entanto, em nosso estudo ndo observamos alteragdes na
composicao corporal e no consumo alimentar. Pode ser que os neurdnios SST que
expressam 0 GHR ndo sdo 0s mesmos neurdnios SST envolvidos com o metabolismo.
De fato, os neurbnios SST que controlam o metabolismo estdo localizados
principalmente no ndcleo tuberal, enquanto os neurdénios SST que Sdo responsivos ao
GH estdo presentes no PV e PVH. Além disso, nas condicdes estudadas neste trabalho,
pode ser que a acdo do GH nos neurbnios SST ndo é importante para o controle
metabolico.

Portanto, nossos resultados indicam que a ablacdo do receptor do IGF1 e do
receptor do IGF1 em conjunto com o receptor de GH em neurdnios que expressam SST
ndo afetam diretamente o eixo somatotréfico o que pode sugerir que tem sido

superdimensionado o papel desses neurdnios no controle de retroalimentacdo negativa.
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11 CONCLUSAO

Demonstramos que a ablacdo do receptor do IGF1 e do receptor do IGF1 em
conjunto com o receptor de GH em neurdnios que expressam SST ndo promoveu
alteracdes de crescimento, no metabolismo e na secrecdo de IGF1, consequentemente,
ndo afetando diretamente o eixo somatotrofico. Esses resultados, embora negativos, sdo
relevantes por demonstrar que os neurdnios SST ndo medeiam a retroalimentacao
negativa que controla a secre¢do de GH e consequentemente o crescimento, conforme a

literatura sugere.
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12 CONCLUSAO GERAL

Os resultados apresentados nesta tese indicam que o efeito do TNF-a ¢ da
citocina IL-1B sobre os neurbnios produtores de AgRP contribui para a anorexia
induzida por inflamacdo observada durante condic¢Bes inflamatorias agudas. E que a
ablacdo do receptor do IGF1 e do receptor do IGF1 em conjunto com o receptor de GH
nos neurdnios que expressam SST nado afetam diretamente o eixo somatotrofico.

Os resultados desses estudos contribuem para o entendimento a respeito da
importancia fisioldgica da acéo de citocinas e fatores de crescimento sobre a atividade
de neurdnios hipotaldmicos e no controle neuroenddcrino do metabolismo e do eixo

somatrotrofico.
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Abstract: Obesity-associated low-grade inflammation favors weight gain, whereas systemic
infection frequently leads to anorexia. Thus, inflammatory signals can either induce positive or
negative energy balance. In this study, we used whole-cell patch-clamp to investigate the acute
effects of three important proinflammatory cytokines, tumor necrosis factor a (TNF-a),
interleukin-6, and interleukin-13 (IL-18) on the membrane excitability of agouti-related
peptide (AgRP)- or proopiomelanocortin (POMC)-producing neurons. We found that both
TNF-a and IL-1(3 acutely inhibited the activity of 35%—42% of AgRP-producing neurons,
whereas very few POMC neurons were depolarized by TNF-a. Interleukin-6 induced no acute
changes in the activity of AgRP or POMC neurons. Our findings indicate that the effect of
TNF-a and IL-1p3, especially on the activity of AgRP-producing neurons, may contribute to
inflammation-induced anorexia observed during acute inflammatory conditions.

Keywords: cytokines; inflammation; interleukin-6; obesity; POMC; sepsis

1. Introduction

The hypothalamus is a brain structure responsible for the regulation of numerous visceral
functions, including the control of body temperature, autonomic nervous system, and feeding
behavior, among others [1]. Particularly regarding the regulation of energy homeostasis,
hypothalamic lesions can produce striking changes in hunger and body weight [2,3]. Several
hypothalamic nuclei are involved in the central control of metabolism, even though a well-
characterized population is composed of neurons located in the ventral aspects of the third
ventricle. In rodents, this area is called the arcuate nucleus (ARH) and is composed of several
neurochemically defined neuronal populations [4-7]. In the ventromedial aspects of the ARH,
there is a great number of neurons co-expressing agouti-related peptide (AgRP) and
neuropeptide Y (NPY) [8]. AgRP/NPY-producing neurons are powerful inducers of hunger, and
their activation leads to weight gain [9,10]. A different group of neurons are spread over the
lateral part of the ARH and they express proopiomelanocortin (POMC), which is a prohormone
cleaved into different peptides, including a-melanocyte-stimulating hormone [11,12]. In
contrast to AgRP/NPY-expressing cells, POMC neurons generally promote satiety [13,14].
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An important aspect of ARH neurons is that they are very close to the median eminence,
which is one of the circumventricular organs of the brain. Therefore, this region possesses a
blood-brain barrier less selective than that in other brain areas [15]. Consequently, ARH
neurons are exposed to circulating factors such as hormones, cytokines, nutrients, and toxins
[15,16]. On the one hand, this characteristic allows ARH neurons to be an interface between
what happens on the periphery to generate central responses [17]. However, ARH neurons are
more vulnerable to insults or large variations in the levels of circulating factors [16,18]. In this
regard, numerous pieces of evidence indicate the inflammatory status as a major factor that
affects hypothalamic neurocircuits that control energy homeostasis, particularly ARH neurons
[18-21]. Thus, both AgRP and POMC neurons are affected by cytokines involved in
inflammatory responses [18-21].

Changes in hypothalamic inflammation are able to produce the opposite effects on energy
homeostasis. It is well-known that obesity is characterized by a low-grade inflammation that
affects several organs, including the adipose tissue, liver, gut, and hypothalamus [18-21]. In
addition, obesogenic aspects in the environment, such as the consumption of saturated fatty
acids [22,23] and alterations in the intestinal microbiota [24] are associated with systemic
inflammation and altered energy metabolism. Therefore, obesity-associated low-grade
inflammation is considered a factor that disturbs the ability of hypothalamic neurons to control
energy homeostasis, predisposing individuals to metabolic imbalances [19,24]. Accordingly,
high-fat diet intake induces acute increases in the hypothalamic expression of proinflammatory
cytokines [20]. On the other hand, systemic infection or acute inflammatory conditions produce
a sickness response in the central nervous system, frequently associated with fever, anorexia,
anhedonia, and sleepiness [25]. For example, lipopolysaccharide (LPS)-treated mice exhibit
reduced food intake [26]. In addition, LPS blunts the feeding response induced by AgRP
neuronal activation [27]. Thus, it is clear that, depending on their magnitude, duration, and
characteristics, hypothalamic inflammatory signals can either favor a positive or negative
energy balance [25].

Although the consequences of the hypothalamic inflammation have been widely
investigated, one aspect that has been less studied involves the effects of proinflammatory
cytokines on the electrical activity of AgRP/NPY and POMC neurons. Scarlett et al. [28] showed
that the proinflammatory interleukin-13 (IL-1p) increases the frequency of action potentials in
ARH POMC neurons, which is expected to reduce hunger. However, whether other important
proinflammatory cytokines, like tumor necrosis factor a (TNF-a) and interleukin-6 (IL-6), are
also able to induce acute effects of the electrical activity of AgRP/NPY and POMC neurons is
still unknown. Therefore, the objective of the present study was to investigate the acute effects
induced by TNF-a, IL-6, and IL-1 on the resting membrane potential (RMP) and input
resistance (IR) of AgRP/NPY and POMC neurons in the ARH. These findings can contribute to
the understanding of how proinflammatory cytokines affect neural circuits that regulate food
intake and metabolism.

2. Results

2.1. Characterization of Resting Biophysical Properties of AGRP Neurons

Although AgRP and POMC neurons are found close to each other in the ARH, they
represent different cell populations [4-6]. Before evaluating the effects of cytokines in the
activity of ARH neurons, using histological methods [29] we confirmed the exclusive expression
of AgRP in the ventromedial part of the ARH using the AgRP-reporter mice (Figure 1A). In
total, 50 AgRP neurons were evaluated from 24 mice. From these cells, 37 AgRP neurons (74%)
were considered active because they were firing action potentials during the basal recording,
whereas the remaining cells (13/50; 26%) were quiescent. The average RMP of active AgRP
neurons was —52.6 = 0.7 mV (range from —45 mV to -63 mV) and the mean resting IR was 1.8 +
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0.1 GQ (ranging from 0.9 GQ to 2.9 GQ). The RMP of quiescent AgRP neurons was -52.5 + 2.5
mV (range from —40 mV to =70 mV) and the mean resting IR was 1.0 + 0.1 GQ (ranging from 0.4
GQ to 1.8 GQ).

2.2. TNF-a Acutely Inhibits the Activity of AQRP-Producing Neurons

The acute effect of the proinflammatory cytokine TNF-a was determined in brain slices of
AgRP-reporter mice. For this purpose, 21 AgRP neurons were recorded from 15 mice. From the
recorded cells, 17 of them were active, whereas four cells were quiescent. The results of active
and quiescent cells are presented separately. Regarding the active cells, TNF-a induced a fast
and significant hyperpolarization in six cells, representing 35% of the recorded AgRP neurons
(Figure 1A). In this sense, TNF-a changed the RMP of responsive cells in —9.8 + 0.6 mV (p <
0.0001, Figure 1A). In addition, IR was significantly reduced after TNF-a administration (-0.34 +
0.11 GQ, p = 0.0391, Figure 1A). It is worth mentioning that the TNF-« effect was not reversible
during the washout period recorded (Figure 1A). In contrast, 11 AgRP neurons (65% of the
cells) did not exhibit significant changes after TNF-a application to the bath (Figure 1B). All
quiescent cells (n = 4) did not present significant alterations in their RMP and IR after TNF-a
administration (Figure 1C). Thus, TNF-a produces an acute inhibitory effect on a subgroup of

active AgRP neurons.
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Figure 1. Tumor necrosis factor a (TNF-a) acutely inhibits the activity of agouti-related peptide
(AgRP)-producing neurons. (A) Acute effects of TNF-a on the resting membrane potential
(RMP) and input resistance (IR) of responsive AgRP neurons (n = 6). In inset shows AgRP-
producing neurons in the ventromedial part of the arcuate nucleus (ARH). 3V = third ventricle.
(B) Absence of changes in RMP and IR in nonresponsive AgRP neurons that were active (firing
action potentials) during baseline (1n = 11). C. Absence of changes in RMP and IR in AgRP
neurons that were quiescent during baseline (1 = 4). In all conditions, representative whole-cell
patch-clamp recordings are shown. Dashed lines indicate baseline RMP. TNF-a was applied to
the bath for approximately 5 min. * p = 0.0391, **** p < 0.0001.

2.3. Activity of AgRP Neurons is not Acutely Affected by IL-6

The potential effects of IL-6 on the RMP and IR of AgRP neurons were also determined.
The effects of an acute application of IL-6 were analyzed in 10 AgRP neurons from four mice.
Half of the recorded neurons were active and the other half were quiescent. In contrast to the
effects caused by TNF-a administration, we found that IL-6 did not significantly change the

RMP and IR of either active (Figure 2A) or quiescent (Figure 2B) AgRP neurons.
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Figure 2. Activity of AgRP neurons is not acutely affected by interleukin-6 (IL-6). (A,B). IL-6
does not induce acute changes in the resting membrane potential (RMP) or input resistance (IR)
of active (firing action potentials during baseline, n = 5) and quiescent (B, n = 5) AgRP-
expressing neurons. Dashed lines indicate baseline RMP. IL-6 was applied to the bath for
approximately 5 min.

2.4. AgRP Neurons are Acutely Inhibited by IL-18

To determine the acute effects of IL-13, 19 AgRP neurons were recorded from seven mice.
From the recorded cells, 15 of them were active, whereas four cells were quiescent. IL-1
induced a statistically significant hyperpolarization in eight cells, which represents 42% of the
recorded AgRP neurons. In the responsive neurons, IL-1 induced a —6.2 + 1.1 mV change in the
RMP (p =0.0007, Figure 3A). IR was also significantly reduced after IL-1p treatment (-0.24 + 0.09
GQ, p = 0.0442, Figure 3A). Similarly to TNF-q, the effect induced by IL-13 was not reversible
during the recorded period (Figure 3A). Regarding nonresponsive cells, 11 AgRP neurons (58%
of the cells) did not exhibit significant changes in the RMP and IR after IL-18 administration
(Figure 3B). Since a previous study found that IL-6 and IL-1§3 act synergistically in the brain to
induce sickness behavior [30], we also studied the effects of the co-administration of IL-6 in
AgRP neurons in the initial responses induced by IL-1p. After the isolated infusion of IL-1p, IL-
6 was co-administered in seven AgRP neurons (recorded from four mice). Similar to the
previous results, IL-13 induced a hyperpolarization of the RMP in approximately 42% of AgRP
neurons (3 out of 7 cells, change in RMP: —6.6 + 2.3 mV, Figure 3C). The co-administration of IL-
6 neither enhanced nor inhibited the response to IL-1p (p = 0.99, IL-1p versus IL-6 + IL-1p,
Figure 3C). Taken together, IL-13 causes an acute inhibitory effect on the activity of ARH AgRP-
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Figure 3. Interleukin-1{3 (IL-1f3) inhibits the activity of AgRP neurons. (A). Acute effects of IL-1f3
on the resting membrane potential (RMP) and input resistance (IR) of responsive AgRP neurons
(n =8). (B). RMP and IR of nonresponsive AgRP neurons (1 = 11). (C). Combined effect of IL-6
and IL-1f on the RMP and IR of responsive AgRP neurons (1 = 3). In this last case, brain slices
were initially treated with IL-1§3, followed by application of both IL-6 and IL-1B. In all
conditions, representative whole-cell patch-clamp recordings are shown. Dashed lines indicate
baseline RMP. IL-1p or IL-6 + IL-1p3 were applied to the bath for approximately 5 min. * p <0.05,
*** p =0.0007.

2.5. Characterization of Resting Biophysical Properties of ARH POMC Neurons

POMC-expressing cells were visualized in the ARH (Figure 4A) and in the nucleus of the
solitary tract (data not shown), as previously demonstrated [31,32]. Differently than AgRP
neurons, POMC-expressing cells are spread in the ARH, especially in the lateral part (Figure
4A). In total, 35 POMC neurons in the ARH were evaluated from 22 POMC-reporter mice. From
the recorded cells, 31 POMC neurons were firing action potentials during the baseline period
(88%), whereas four cells were quiescent. The mean RMP of active POMC neurons was —52.1 *
0.8 mV (range from —42 mV to -61 mV) and the average resting IR was 1.7 + 0.1 GQ (range from
0.5 GQ to 3.3 GQ). In quiescent POMC neurons, the RMP was -53.5 + 4.2 mV (-42 mV to -62
mV) and the average resting IR was 1.0 £ 0.2 GQ (0.7 GQ to 1.5 GQ).

2.6. TNF-a Causes Mild Effects on the Activity of POMC Neurons

To determine the potential effect of TNF-a on the biophysical properties of POMC neurons
in the ARH, 21 cells from 13 POMC-reporter mice were analyzed. Four quiescent neurons were
unwittingly analyzed, whereas 17 POMC cells were active (81%) at the basal period. Regarding
the active cells, 15 POMC neurons did not exhibit significant alterations in the RMP (-0.3 + 0.4
mV) or IR (+0.0 £ 0.1 GQ) after TNF-a administration (Figure 4A). Of note, two POMC neurons
from the same animal, but in different brain slices, exhibited a significant depolarization after
TNF-a application and this effect was reversible during the washout period (Figure 4B). Due to
the small number of POMC neurons that were responsive to TNF-a, no statistical analysis was
performed. TNF-a did not produce significant changes in the RMP and IR of quiescent POMC

neurons (Figure 4C).
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Figure 4. TNF-a causes mild effects on the activity of proopiomelanocortin (POMC) neurons in
the arcuate nucleus. (A). Absence of changes in the resting membrane potential (RMP) and
input resistance (IR) of nonresponsive POMC neurons that were active (firing action potentials)
during baseline (n = 15). In inset shows POMC-expressing neurons in the lateral part of the
arcuate nucleus (ARH). 3V = third ventricle. (B). Representative whole-cell patch-clamp
recordings of two POMC neurons from the same animal that depolarized after TNF-«
application. This effect was reversible during the washout period. (C). Absence of changes in
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RMP and IR in quiescent POMC neurons (n = 4). Dashed lines indicate baseline RMP. TNF-«
was applied to the bath for approximately 5 min.

2.7.1L-6 Causes No Acute Changes in the Activity of ARH POMC Neurons

The potential effects of an acute IL-6 administration were determined in 14 ARH POMC
neurons from nine mice. In this case, all POMC neurons were firing action potentials during the
basal recording period. Similar to the effects observed in AgRP neurons, we found that IL-6 did
not acutely change the RMP (0.1 = 0.5 mV) or the IR (0.1 = 0.1 GQ) of POMC neurons (Figure

5).
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Figure 5. IL-6 causes no acute changes in the resting membrane potential (RMP) and input
resistance (IR) of POMC neurons (n = 14) in the arcuate nucleus. All recorded POMC neurons
were active at baseline. Dashed line indicates baseline RMP. IL-6 was applied to the bath for
approximately 5 min.

3. Discussion

Inflammatory signals in the central nervous system can produce paradoxical effects on
food intake and body weight. During nutrient excess, inflammatory factors in the
hypothalamus favor obesity, whereas, in systemic and/or acute infection, these signals cause
anorexia and weight loss [25]. To improve our understanding of how proinflammatory
cytokines affect neural circuits involved in the central regulation of metabolism, we determined
whether the membrane excitability of ARH AgRP/NPY and POMC neurons is acutely affected
by TNF-a, IL-6, and IL-13. AgRP and POMC neurons were visualized by Cre-dependent
reporter mice. Although developmental aspects may produce some false positive cells in these
mouse models [33], the distribution of AgRP-reporter or POMC-reporter cells are in accordance
with the known expression of these transcripts in the mouse brain [5,8,11,32]. Additionally, we
have successfully used these mouse models in former histological and electrophysiological
experiments [12,31,34,35].

Previous studies from our group employed whole-cell patch-clamp to determine possible
changes in membrane excitability induced by different hormones/cytokines, including prolactin
[36,37] and the growth hormone [34,38]. This method allows a precise determination whether
the dominant hormonal action is stimulatory or inhibitory. However, a limitation of our
experimental design is that we only evaluate acute cellular effects. In addition, the doses used
are relatively high, even though they have been employed in previous in vitro studies
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[28,39,40]. In this sense, our experiments likely reproduce what happens during a strong, acute
systemic inflammation, such as sepsis [25], rather than the chronic low-grade inflammation
observed in obesity [19,20,24]. Acute systemic inflammation is frequently followed by a sickness
response, which, among other symptoms, causes anorexia, weight loss, and cachexia.
Importantly, this inflammation-induced anorexia is driven by the action of cytokines in the
central nervous system [25]. In this sense, our findings indicate that the acute effects of TNF-a
and IL1-B on AgRP-producing neurons likely contributes to the inflammation-induced anorexia
since both cytokines inhibit the activity of 35%-42% of AgRP neurons recorded. Of note, AgRP
neurons induce hunger [6,9,10], so its inhibition is expected to decrease food intake and leads to
weight loss. Another study also showed that either LPS or TNF-a blocks the activation of
AgRP/NPY neurons by decreased glucose, which may alter glucose and energy homeostasis
[41]. Additionally, our results highlight the importance of ARH AgRP-producing neurons as
key targets of cytokines to produce the anorexic response for acute inflammatory signals.

TNF-a may also enhance satiety by increasing the activity of a subgroup of POMC neurons
since a previous study found that TNF-a induces a slight membrane depolarization in
spontaneously active POMC neurons (3 out 10 cells analyzed) or in cells that received
depolarizing current steps [42]. In our study, only two POMC neurons depolarized after TNF-a
application and, interestingly, these cells were spontaneously active before TNF-a stimulus,
which is in agreement with previous studies [42]. Taken together, the effect of TNF-at on the
membrane excitability of ARH POMC neurons seems to be relatively lesser in comparison with
the results observed in AgRP neurons. Nonetheless, the stimulatory effect of TNF-aa on ARH
POMC neurons is in accordance with in vivo data indicating that central TNF-a infusion
inhibits food intake in rodents [43—46]. We did not evaluate the effects of IL-1[3 on the activity of
POMC neurons because a previous study already showed that intracerebroventricular infusion
of IL-1p induces Fos expression in ARH POMC neurons, and electrophysiological recordings
demonstrated that IL-1{ increased the frequency of action potentials and the release of a-MSH
of ARH POMC neurons [28]. Thus, our observation that IL-1p causes an inhibitory effect in
AgRP/NPY neurons is consistent with the well-known antagonistic role of POMC and
AgRP/NPY neurons on feeding [14].

All TNF-a responsive cells were active (firing action potentials) before drug application,
whereas no quiescent AgRP or POMC neuron was altered by this cytokine. Although the
exclusive responsiveness of active cells may be coincidental, this response pattern likely has a
biological significance. In this sense, TNF-a may act predominantly by blocking the feeding
response induced by active AgRP-producing neurons, which are supposedly inducing the
hunger feeling at that time. Another study also showed that LPS prevents the increase in food
intake induced by AgRP neuronal activation [27].

TNF-a and IL1-f3 reduced the IR in AgRP-responsive neurons. IR is affected by the number
of open ion channels in the cell membrane. The opening of ion channels decreases the
membrane resistance. Thus, our findings suggest that TNF-a and IL1- inhibit AgRP-producing
neurons by increasing the number of ion channels opened. K+ or Cl- channels are potential
candidates to mediate the hyperpolarizing effect of TNF-a and IL1-f on AgRP neurons.
However, since our extracellular solution contained 131.8 mM of Cl- and the pipette solution
contained 15 mM of Cl;, the equilibrium potential for Cl- is expected to be = =57 mV, which is
close to the average RMP of responsive AgRP neurons (-52.5 £ 1.6 mV). On the other hand, the
equilibrium potential for K* is = =101 mV. Thus, TNF-a and IL1-p likely altered potassium
conductance, rather than chloride channels, to promote the hyperpolarizing effect observed in
AgRP neurons.

IL-6 is a cytokine frequently released during inflammatory situations and the IL-6 receptor
is expressed in the mouse ARH, including AgRP/NPY-producing and POMC-producing
neurons [47]. However, the role of IL-6 in metabolism seems to be complex. Acute peripheral or
central infusion of IL-6 does not affect food intake, even though IL-6 nocautes mice develop
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late-onset obesity due to reduced energy expenditure [48]. IL-6 also does not inhibit food intake
in chicks [49]. Thus, the absence of changes in the activity of AgRP and POMC neurons after IL-
6 application is in accordance with the lack of IL-6 effects on feeding behavior. However,
reduction in the biological activity of peripherally released IL-6 attenuates sickness behavior in
rats [50]. Furthermore, intracerebroventricular co-infusion of IL-6 and IL-1p in doses that do not
affect food intake when administered individually causes anorexia [30]. Therefore, IL-6 is
involved in the sickness response even though its capacity to affect neuronal circuits that
control food intake may depend on the combined effects of other pro-inflammatory cytokines,
such as IL-13. However, our findings indicate that the co-infusion of IL-6 did not affect the
overall response induced by IL-1{3 on the activity of AgRP neurons.

In conclusion, we demonstrated that TNF-a and IL-1{ induce an acute inhibition in the
electrical activity of ARH AgRP-expressing cells. This inhibitory effect helps to explain the
anorexia caused by acute inflammatory conditions and points out AgRP neurons as key
downstream targets of inflammatory signals to affect metabolism, even though a minor effect
on POMC neurons may also exist [28,42]. Our electrophysiological findings are in accordance
with in vivo experiments showing that IL-6 alone is not sufficient to affect food intake. Taken
together, our findings provide novel information that helps us understand the effects of
proinflammatory cytokines in neuronal populations responsible for the regulation of food
intake and energy homeostasis.

4. Materials and Methods

4.1. Mice

The experiments performed were previously approved by the Ethics Committee on the Use
of Animals of the Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo (protocol number:
73/2017; approved on July 07, 2017). To visualize AgRP neurons, AgRP-Cre mice (Stock No:
012899; The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) were bred with the Cre-inducible tdTomato-
reporter mouse (Stock No: 007909, The Jackson Laboratory). To visualize POMC neurons,
POMC-Cre mice (Stock No: 005965, The Jackson Laboratory) were bred with the Cre-inducible
GFP-reporter mouse (Stock No: 004178, The Jackson Laboratory). AgRP-reporter and POMC-
reporter mice were weaned at 3—4 weeks of age and genotyped via PCR using DNA extracted
from the tail tip (REDExtract-N-Amp™ Tissue PCR Kit, Sigma, St. Louis, MO). Only male mice
were used in the experiments. Mice were produced and maintained in standard conditions
(with 12-h light/dark cycles) and received filtered water and regular rodent chow ad libitum.

4.2. Brain Histology

To demonstrate the distribution of AgRP or POMC neurons in the ARH, adult mice were
anesthetized with isoflurane and perfused transcardially with saline, which was followed by a
10% buffered formalin solution. Brains were collected and post-fixed in the same fixative for 60
min and cryoprotected overnight at 4 °C in 0.1 M PBS containing 20% sucrose. Brains were cut
in 30-um thick sections using a freezing microtome. In the histological experiment, a
fluorescence reaction was performed to amplify GFP staining, as previously described [29]. No
reactions were required to visualize the tdTomato reporter protein. Brain sections were
mounted onto gelatin-coated slides and covered with Fluoromount G mounting medium
(Electron Microscopic Sciences, Hatfield, PA). Photomicrographs were acquired with a Zeiss
Axioimager Al microscope (Zeiss, Munich, Germany).

4.3. Electrophysiology

To examine the acute effects induced by TNF-q, IL-6, or IL-13 on the membrane excitability
of AgRP and POMC neurons, whole-cell patch-clamp recordings were performed in
hypothalamic slices of adult (8-week-old to 12-week-old) AgRP-reporter and POMC-reporter
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male mice. Animals were decapitated, their brains were collected, and immediately submerged
in ice-cold, carbogen-saturated (95% O: and 5% CQO:) artificial cerebrospinal fluid (aCSF, 124
mM NaCl, 2.8 mM KCl, 26 mM NaHCOs, 1.25 mM NaH2POs, 1.2 mM MgSOs, 5 mM glucose,
and 2.5 mM CaClz). Coronal sections (250-uM thick) from a hypothalamic block were cut with a
vibratome (Leica Biosystems, model: VT1000S, Buffalo Grove, IL; RRID: SCR_016495) and then
incubated in oxygenated aCSF at room temperature for at least 1 h before recording. Slices were
transferred to the recording chamber and allowed to equilibrate for 10-20 min before the
recording. The slices were bathed in oxygenated aCSF (30 °C) at a flow rate of 2 mL/min. In the
current-clamp mode, neurons were recorded under zero current injection (I = 0). The pipette
solution contained 120 mM K-gluconate, 1 mM NaCl, 10 mM KCl, 10 mM HEPES, 5 mM EGTA,
1 mM CaClz, 1 mM MgClz, 3 mM KOH, and 4 mM (Mg)-ATP, pH 7.3. The input resistance was
assessed by measuring the voltage deflection at the end of the response to a hyperpolarizing
rectangular current pulse (500 ms of -10 to -30 pA). The resting membrane potential was
monitored for at least 5 min (Basal), followed by the addition of mouse recombinant TNF-a (20
ng/mL, Sigma-Aldrich), mouse recombinant IL-6 (10 ng/mL, Sigma-Aldrich), or mouse
recombinant IL-1p (17.5 ng/mL, Abcam, Cambridge, UK) to the bath for approximately 5 min.
The effects of TNF-a, IL-6, and IL-13 on RMP were monitored for up to 15 minutes (washout
period). Additionally, we determined whether the co-administration of IL-6 produces changes
in the responses induced by IL-13 on AgRP neurons. The membrane potential values were
compensated to account for the junction potential (-8 mV). Only one cell was recorded in each
brain slice.

4.4. Data Analysis

GraphPad Prism software (GraphPad, San Diego, CA; RRID: SCR_002798) was used for
statistical analysis. The effects of the cytokines were evaluated by paired two-tailed Student’s t-
test. Results were expressed as a mean =+ standard error of the mean.
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15 ANEXO 2: Resultados extras

15.1 Delecdo do GHR nas células SST

Os resultados abaixo foram produzidos por uma equipe do laboratorio em funcgéo
de contribuir com outros projetos, visto que a delecdo do GHR em células que
expressam SST complementa os dados gerados neste e em outros estudos do préprio
laboratério.

15.1.1 Composicao corporal e consumo alimentar

O peso dos camundongos machos e fémeas foram acompanhados por 20
semanas e ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos controle
(GHR) e aqueles que carregam delecdo do GHR nas células que expressam SST
(camundongos GHR/SST) (Figuras 30A e 31A). Além disso, analises da composi¢do
corporal também mostraram ndo haver diferencas na massa gorda (Figuras 30B e 31B)
ou na massa magra (Figuras 31C e 31C) entre 0s grupos, tanto nos machos (Figura 30),
quanto nas fémeas (Figura 31). Ainda, o consumo de racdo foi avaliado no periodo de
uma semana, e ndo observamos diferencas no consumo alimentar entre os grupos GHR

versus GHR/SST nos machos e nas fémeas (Figuras 30D e 31D).
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Figura 30: Avaliagcdo de peso e composi¢do corporal de animais machos. (A) Peso corporal em
gramas (n=18 para controles e n=11 para nocautes). (B) Massa gorda em gramas (n=18 para controles e
n=11 para nocautes). (C) Massa magra em gramas (n=18 para controles e n=11 para nocautes). (D)
Ingestdo alimentar em 5 dias em gramas (n=16 para controles e n=9 para nocautes), Machos. Os dados

sdo apresentados como média = erro padrdo da média. Dados produzidos pelo Doutores Jodo A.B.
Pedroso e Paula G.F. Quaresma.
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Figura 31: Avaliacdo de peso e composi¢do corporal de animais fémeas. (A) Peso corporal em
gramas (n=14 para controles e n=11 para nocautes). (B) Massa gorda em gramas (n=14 para controles e
n=11 para nocautes). (C) Massa magra em gramas (n=14 para controles e n=11 para nocautes). (D)
Ingestdo alimentar em 5 dias em gramas (n=8 para controles e n=9 para nocautes), Fémeas. Os dados s&o
apresentados como média + erro padrdo da média. Dados produzidos pelo Doutores Jodo A.B. Pedroso e

Paula G.F. Quaresma.

15.1.2 Homeostase glicémica

Os animais foram submetidos as analises da homeostase glicémica. Neste
modelo também ndo encontramos diferencas significativas entre 0s grupos no teste de
tolerancia a glicose, no teste da resposta contra regulatoria a hipoglicemia induzida pela
injecdo de 2DG e no teste de sensibilidade a insulina, tanto nos machos (Figuras 32 A-

C) quanto nas fémeas (Figuras 33 A-C).
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Figura 32: Anélise de homeostase glicémica de animais Machos. (A) Teste de tolerancia a
glicose (GTT) (n=14 para controles e n=9 para nocautes). (B) Teste da resposta contra regulatéria a
hipoglicemia a 2-deoxiglicose (2DG) (n=13 para controles e n=8 para nocautes). (C) Teste de
sensibilidade a insulina (ITT) em porcentagem (n=13 para controles e n=7 para nocautes), Machos. Os
dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. Dados produzidos pela Doutora Paula G.F.
Quaresma.
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Figura 33: Andlise de homeostase glicémica de animais Fémeas. (A) Teste de tolerdncia a
glicose (GTT) (n=7 para controles e n=8 para nocautes). (B) Teste da resposta contra regulatéria a
hipoglicemia a 2-deoxiglicose (2DG) (n=6 para controles e n=8 para nocautes). (C) Teste de sensibilidade
a insulina (ITT) em porcentagem (n=7 para controles e n=5 para nocautes), Fémeas. Os dados sdo

apresentados como média + erro padrdo da média. Dados produzidos pela Doutora Paula G.F. Quaresma.

15.1.3 Balanco Energético

Os animais foram submetidos a analises do balanco energético pelo sistema de
calorimetria indireta. N&o foram observadas diferencas significativas tanto no grupo de
machos quanto no grupo de fémeas nos parametros de consumo de oxigénio (VO2),
coeficiente respiratério (RER), ingestdo hidrica e atividade ambulatéria (Figuras 34 A-

D) e (Figura 35 A-D) respectivamente.
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Figura 34: Analise do balango energético de animais Machos. (A) Consumo de oxigénio (VO).
(B) Coeficiente respiratorio (RER). (C) Ingestdo hidrica. (D) Atividade ambulatéria, (n=7 para controles e
n=9 para nocautes), Machos. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. Dados
produzidos pela aluna Fernanda Machado Chaves.
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Figura 35: Analise do balango energético de animais Fémeas. (A) Consumo de oxigénio (VO2).
(B) Coeficiente respiratorio (RER). (C) Ingestdo hidrica. (D) Atividade ambulatéria, (n=8 para controles e
n=8 para nocautes), Fémeas. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. Dados

produzidos pela aluna Fernanda Machado Chaves.

15.1.4 Comprimento naso-anal e peso dos 6rgaos

Com relagédo crescimento corporal e tecidual, ndo foram observadas diferencas
significativas entre 0s animais controle e 0os nocautess no comprimento naso-anal e no
peso do encéfalo, figado, musculo gastrocnémio, coracdo, rim (machos e fémeas) e

gbnada (somente nos machos) (Figuras 36 A-G e 37 A-F).



>

100+

Medida naso-anal (mm)

0.20+

Coragdo (g)

0.05+

0.00-

80+
60+
40+
20+

0.15+

0.10+

91

B C D
0.5 2.0 0.20-
s 1.5 2 0.151
5 0.3 = £
£ = 1.0 £ 0.104
8 0.24 ) 8
s Y el =]
& 2
0.1 0.51 & 0.054
0.0- 0.0- 0.00-
G
Em GHR
0.20- 040, '@ GHRSSTKO

y

Rim (g)
Ona

G

0.15 .. 2081

on

= 0.06
0.10 e

£ 0.04
0.05 -~
0.00-

Figura 36: Comprimento naso-anal e peso dos érgdos Machos. (A) Medida naso-anal. (B)
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* erro padrdo da média. Dados produzidos pela Doutora Paula G.F. Quaresma.
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Figura 37: Comprimento naso-anal e peso dos 6rgdos Fémeas. (A) Medida naso-anal. (B)
Peso do encéfalo. (C) Peso do figado. (D) Peso do gastrocnémio. (E) Peso do coracdo. (F) Peso do rim.
N=7 para controles e n=9 para nocautes. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média.

Dados produzidos pela Doutora Paula G.F. Quaresma.

15.1.5 Avaliacéao do eixo somatotrofico

Neste modelo também ndo encontramos diferencas significativas entre os
animais controle e GHR/SST nos machos e fémeas ao avaliar a concentracdo sérica
IGF-1 (Figuras 38 Ae 39 A).
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Figura 38: Secrecdo sérica de IGF-1 de animais Machos. (A) Secre¢do de IGF-1. N=6 para
controles e n=8 para nocautes. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. Dados

produzidos pela aluna Fernanda Machado Chaves.
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Figura 39: Secrecédo sérica de IGF-1 de animais Fémeas. (A) Secre¢do de IGF-1. N=9 para
controles e n=7 para nocautes. Os dados sdo apresentados como média * erro padrdo da média. Dados

produzidos pela aluna Fernanda Machado Chaves.



