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RESUMO

A leptina é um polipeptideo derivado do tecido adiposo e tem como principal funcao
informar o estado nutricional do individuo a centros hipotalamicos, que por sua vez
regulam a ingestao e o gasto energético. Tais acdes sao orquestradas pela fosforilacao
do receptor ObRb em tyr 985 e 1138, sendo esta ultima relacionada ao metabolismo e
a via da Stat3. Recentemente foi demonstrado que os altos niveis séricos de leptina,
presentes na obesidade induzida por dieta hiperlipidica (DH), correlacionam-se
fortemente com hipertensao arterial. Por outro lado, individuos obesos possuem
resisténcia as acdes metabdlicas da leptina (saciedade e termogénese). Para investigar
as vias moleculares hipotalamicas que caracterizam a atividade seletiva da leptina
sobre o efeito de aumento da pressao arterial, ratos Sprague Dawley adultos foram
alimentados com racéao padréo (RP) ou DH por trés meses e submetidos a injecao
crénica intracerebroventricular de leptina (2ug/dia) ou salina (2ul) por 10 dias. Presséo
Arterial Sistémica (PAS) , ingestdo e gasto energético foram avaliados antes e depois
do tratamento. O grupo RP+leptina teve reducao de ingestdo de 109,48+8,48 para
57,317,04 kcal/dia, aumento do gasto energético de 85,6+1,87 para 94,4+0,58
kcal/dia/kg"0,75 e consequente reducado de peso de 15,25+3,54 g (P<0,0001 todos os
dados), o que nao ocorreu no grupo DH+leptina. Porém, tanto no grupo RP como em
DH, a leptina causou aumento da PAS de 10,44+0,12% e 14,22+1,9%,
respectivamente. Como esperado, animais obesos apresentaram valores aumentados

de leptina sérica, quando comparados ao grupo RP (RP: 2,24+0,38 ng/dl e DH:
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9,88+1,82 ng/dl, p<0,05). Adicionalmente, foram avaliadas as principais vias de
sinalizacao ativadas por leptina no hipotalamo. No grupo RP+leptina houve aumento
significativo da atividade das proteinas Stat3, Akt e expressao de MAPK 1 e 2 (MAPK).
No entanto, no grupo DH+leptina, foi observado apenas aumento da expressao da via
da MAPK. Ambos os grupos DH e RP tratados com leptina apresentaram maior
fosforilacao de ObRb tyr985 de maneira semelhante, o que nao foi observado em
relacdo a ObRb tyr1138 E possivel notar que a via dependente de ObRb tyr985
encontra-se responsiva a leptina em DH e RP e que ObRb tyr1138 bem como a
proteina relacionada Stat3 e Akt estdo reduzidas em animais obesos. Desta forma,
pode-se sugerir que na obesidade induzida por DH, a via hipotalamica ObRb tyr985 /
MAPK, diferentemente das outras vias, néo fica resistente e pode estar relacionada as

acdes cardiovasculares da leptina.

Palavras-chave: hipertenséo, obesidade, leptina



ABSTRACT

Leptin is an adipose tissue-derivated polypeptide and its main function is to inform the
individual's nutritional status to hypothalamic centers, which in turn regulate food intake
and energy expenditure. Such actions are orchestrated by phosphorylation of ObRb
receptor on tyrosine 985 and 1138, the latter is related to metabolism and Stat3
pathway. Recently it was demonstrated that high serum levels of leptin, which is seen in
diet-induced-obesity, correlates strongly with hypertension. On the other hand, obese
individuals have resistance to metabolic actions of leptin (satiety and thermogenesis).
To investigate the molecular hypothalamic pathways that characterize the selective
activity of leptin on the effect of blood pressure increase, adults Sprague Dawley rats
were fed with standard diet (SD) ou high fat diet (HFD) for three months and were
submitted to chronic intracerebroventricular injection of leptin (2ug/dia) or saline (2pl) for
10 days. Blood pressure (BP), food intake and energy expenditure were assessed
before and after treatment. SD + leptin group had reduced food intake from 109,48+8,48
to 57,317,004 kcal / day, increased energy expenditure from 85,6+1,87 to 94,4+0,58
kcal/day/kg"0,75 and consequently weight reduction of 15,25+£3,54 g (P <0.0001 all)
which did not occur in HFD + leptin. However, both SD and HFD group, leptin increased
BP of 10.44 £ 0.12 % and 14.22 + 1.9%, respectively. As expected, obese animals had
elevated levels of serum leptin when compared to SD group (SD: 2,24+0,38 ng/dl and
HFD: 9,88+1,82 ng/dl, p<0,05). Additionally, we evaluate the main activated signal

pathways by leptin in hypothalamus. SD + leptin group showed a significant increase in
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activity of Stat3, Akt and in MAPK expression. However, DH + leptin manifested an
increase only on the expression of MAPK pathway. Both SD and HFD leptin-treated
groups had higher ObRb tyr985 phosphorylation, which was not observed with the
ObRb tyr1138. It was possible to see that ObRb tyr985 dependent pathway is
responsive to leptin in SD and HFD, and ObRb tyr1138 as well as the related protein
Stat3 and Akt are reduced in obese animals. Therefore, it may be suggested that in
HFD-induced obesity, hypothalamic pathway ObRb tyr985 / MAPK, unlike the other

pathways, is not resistent and can be related to cardiovascular actions of leptin.

Keywords: hypertension, obesity, leptin



1.INTRODUGAO

1.1 Obesidade e Hipertensao

A obesidade € um dos problemas mais importantes que a Saude Publica
enfrenta atualmente em diversos paises do mundo. A prevaléncia desta doenca
cresceu aproximadamente 100% desde a década de 80 e atinge todos os segmentos
da sociedade, sendo mais acentuada nos centros urbanos (1). Pesquisa realizada no
Brasil, em 2012, aponta que cerca de 51% da populagcado esta acima do peso e outros
17% sao obesos (2).

Esta morbidade é caracterizada pelo acumulo de gordura corporal, causado por
um desequilibrio energético crénico, reflexo das mudancas nos padrdes de ingestao
alimentar e de atividade fisica. O individuo adulto € considerado obeso quando seu
indice de massa corporea (IMC) € maior ou igual a 30. Para a definicdo do estado
nutricional de criancas e adolescentes existem padrdes especificos baseados no sexo
e idade (51).

A obesidade possui uma intima ligacdgo com a sindrome metabdlica,
caracterizada pela alteracdo de fatores metabdlicos, tais como dislipidemia,
hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e cardiovasculares, como Hipertensao Arterial
Sistémica (HAS) (1, 3).

A partir da década de 30, alguns trabalhos comegaram a relacionar o excesso de
peso corporal ao aumento da Pressao Arterial Sistémica (PAS). Por meio de um estudo

retrospectivo com registros de 5.031 soldados, Reed e Love (1933) observaram que
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aqueles que apresentavam peso corporal acima da média eram diagnosticados com
HAS 20 a 30 anos mais tarde (4). Recentemente, estudos de coorte mostram que a
PAS é diretamente proporcional ao ganho de peso, tanto em individuos obesos, como
em individuos com sobrepeso (5). Além disso, outros trabalhos indicam que cerca de
60% das pessoas diagnosticadas com HAS possuem IMC elevado, sugerindo que a
maioria dos casos de HAS estejam associados ao excesso de peso (6).

A fisiopatologia da hipertensao induzida por obesidade € complexa e pode ter
multiplos mecanismos de desenvolvimento, tais como a estimulacdo do Sistema
Nervoso Simpatico (SNS), ativacao do sistema renina-angiotensina-aldosterona e
alteracbes nos niveis circulantes de adipocinas, dentre as quais a leptina. (7) Além
disso, foi comprovado que os niveis cronicamente elevados de leptina sérica,
observados em individuos obesos, possuem um papel de extrema relevancia no

desenvolvimento da HAS (8).

1.2 Leptina

Desde a descoberta da leptina, em 1994, mudou-se substancialmente a visédo
que se tinha do tecido adiposo, que passou de apenas um 6rgao de estoque de energia
para um o6rgao ativo, capaz de secretar diversos peptideos bioativos (adipocinas) e
inflamatérios (9, 10). A leptina € uma adipocina com um papel crucial na regulacao de
inumeras fungcdes endécrinas, na homeostase energética, na reproducao e no estimulo

ao SNS (8, 9).



Esta proteina de 16 kDa, composta por 167 aminoacidos, € expressa e
secretada de maneira proporcional ao tamanho e numero de adipdcitos. Sendo assim,
a leptina circula no plasma em uma concentracao altamente correlacionada a massa de
gordura corporal (42). A secrecao de leptina diminui com o jejum prolongado e estimulo
B-adrenérgico, enquanto aumenta em resposta a administracdo de insulina e
glicocorticéides e ocorre de forma pulsatil e inversamente relacionada a atividade do
eixo ACTH-Cortisol. Portanto, € diminuida ao amanhecer e aumentada no final da tarde
(11).

A leptina - do grego leptos = magro - atua no controle do balanco energético e
peso corporal, levando informagées do estado nutricional aos centros hipotalamicos
que, por sua vez, regulam o balanco energético por meio da supressédo do apetite e
aumento da termogénese (12).

Sabe-se que deficiéncia de leptina resulta em obesidade mérbida em modelos
animais e humanos (15). No entanto, a deficiéncia deste horménio por mutacéo
genética é rara na espéecie humana. A maioria das pessoas obesas apresenta niveis
elevados de leptina, sugerindo que individuos obesos apresentam resisténcia aos seus
efeitos anorexigénicos e termogénicos (14).

Além da atuacao no controle do apetite e metabolismo, a leptina possui uma
importante funcao na modulacdo do SNS, promovendo o aumento da atividade
simpatica de diversos 6rgaos e sistemas, como musculo esquelético, tecido adiposo
marrom (TAM) e nervo simpatico renal (NSR). Por meio da ativacdo do NSR, ocorre
aumento da reabsorcado tubular de sédio, acarretando na elevacao da PAS. Desta

forma, a leptina modula o sistema cardiorrenal e pode contribuir para o
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desenvolvimento de HAS em individuos obesos, ou seja, individuos que em geral
apresentam altos niveis séricos de leptina. Corroborando com esta informacéao, Aizawa-
Abe e cols (2000) inferiram que camundongos trangénicos que superexpressam leptina
apresentam PAS significativamente maior do que seus controles selvagens, apesar da
reducao do peso corporal (28). Em contraste, individuos que possuem a rara condi¢cao
de deficiéncia genética de leptina apresentam PAS normal ou baixa, apesar do excesso

de peso (14).

1.3 Sitios de atuacao da leptina no Sistema Nervoso Central (SNC) - Sistema

Melanocortinérgico

A leptina atua no Sistema Nervoso Central (SNC) dando origem a respostas
neuronais integradas necessarias para modular a ingestéo ingestao alimentar, e, por
meio da ativagcdao do SNS, o gasto energético e a atividade do NSR. Seus efeitos
metabolicos se dao por meio da interacdo do hormdnio com seus receptores,
amplamente expressos em neurbnios produtores de neuropeptideos e
neurotransmissores. Particularmente, a leptina age de modo distinto em quatro
peptideos produzidos em neurdnios hipotalamicos: o neuropeptideo Y (NPY), o
peptideo relacionado a cepa agouti (AGRP), o fator de transcricao cocaina-anfetamina
dependente (CART) e a proé-opiomelanocorticotropina (POMC). Postula-se que a
leptina suprima a atividade dos neurénios que produzem NPY/AGRP (efeito orexigeno)
e que ela estimule a atividade de neurdnios produtores de CART ou POMC (efeito

anorexigeno) (44) (figura 1).
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Figura 1. Sitios de atuagéao da leptina

- i bt

MNeurdnios

Neurdnios
POMC /
CART NPY / AGRP
1 NPY AGRF + a-MSH

NPY - R \(MCB—RJ’ML’MR

\-ﬁ‘ | Ingestao \

+ SNS

Adaptado de Rahmouni K, Haynes WG (2002}

Estudos nos quais a leptina foi injetada em regides especificas do cérebro, como
no Nucleo Arqueado e Nucleo do Trato Solitario, sugerem que nessas regides ha
regulacao diferencial do apetite, do consumo alimentar e da ativacao do SNS. Nessas
areas estao localizados neurdnios que expressam proopiomelanocortinas (POMC) (21).
Muitas funcdes essenciais da leptina no SNC estao relacionadas a esses neurdnios.

A proteina precursora POMC produz muitos peptideos ativos, tais como
corticotrofina (ACTH), B-endorfina e hormdnios estimulantes de melanécitos (a e B-
MSH). O a-MSH se liga aos receptores de melanocortina (MCRs), os quais existem 5
subtipos. Dentre eles, o MC3-R e MC4-R apresentam larga expressao no SNC (21, 22)

(figura 2).
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Figura 2. Sistema de melanocortina
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}
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Adaptado de Hall, JE (2010)

Kuo e cols. (2003) comprovaram que a ativacao farmacoldgica dos receptores
MC3/4R do SNC de ratos aumenta a PAS enquanto diminui o apetite e causa reducao
de peso. Além disso, o bloqueio destes mesmos receptores em roedores induz
alimentacao voraz e ganho de peso, enquanto reduz a PAS (23). Aléem disso, a delegéo
de ObRb em neurénios POMC também preveniu o aumento da PAS induzido por
leptina (16). Portanto, além de ser uma via fundamental na regulacédo do balango
energético, a ativacado do sistema POMC-MC3/4R no SNC é necessaria para os efeitos

crénicos da leptina no desenvolvimento de HAS em individuos obesos.
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Assim, o mecanismo molecular pelo qual a leptina estimula os neurénios POMC e
desencadeia a ativacdo do sistema de melanocortinas € um importante alvo de

investigacao para melhor entendimento da fisiopatologia da obesidade.

1.4 Vias de Sinalizagao da Leptina

Existem pelo menos seis isoformas do receptor de leptina, denominados ObRa-f.
Camundongos apresentam apenas 5 isoformas. A forma curta do receptor, ObRa, é
expressa em varios tecidos, ndo tem sua funcao bem definida, mas parece influir no
transporte da leptina através da barreira hematoencefalica e talvez contribua para a
depuracéao da leptina atuando como uma fonte de receptor soluvel (38). A forma longa,
ObRb, apresenta dominios intracelulares longos e é largamente expressa no
hipotalamo (nucleos paraventricular, arqueado, ventromedial e dorsomedial), onde ha
grande expressao de neurénios POMC (13).

O receptor ObRb ¢é ligado a proteina citosolica Janus kinase — 2 (JAK-2).
Tipicamente, as proteinas JAK estao constitutivamente associadas com sequéncias de
aminoacidos dos receptores, e adquirem sua atividade tirosina quinase apos a ligacao
do horménio em seu receptor. Uma vez ativada, ocorre o recrutamento de outra
unidade de receptor que se encontra nas adjacéncias, formando assim uma estrutura
transitoriamente dimérica. Ocorre entdo uma modificagdo conformacional que induz a
atividade catalitica da enzima JAK-2 associada, a qual se autofosforila em varios

residuos tirosina, tornando-se assim ativa para que, a seguir, fosforile e ative a outra
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molécula de JAK-2 ligada ao segundo receptor. Em seguida, as JAK-2 ativas catalisam
a fosforilagao dos receptores ObRb nas tirosinas 985 e 1138 (12).
No SNC, a JAK-2 associada ao ObRb e ativada pode estimular trés vias de
sinalizacao, sendo elas (figura 3):
® Fosforilacdo do Subtrato do Receptor de Insulina 2 (IRS2 - Insulin Receptor
Substrate 2), que ativa a Fosfatidil-inositol 3 Quinase (PI3K - Phatidylinositol 3-
Kinase) e, consequentemente, promove a fosforilacdo de Akt (Proteina kinase B)
(23),
® Fosforilacao de ObRb em tirosina 1138, que recruta os transdutores de sinais e
ativadores de transcricao 3 (Stat3 - Signal Transducers and Activators of
Transcription 3) para o complexo ObRb-JAK-2, resultando em fosforilacao e
translocacao do Stat3 para o nucleo, onde ocorre a transcricéo e,
® Fosforilacao de ObRb em tirosina 985, a qual recruta a tirosina fosfatase SHP2,

que entao ativa a via da MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase);
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Figura 3: Sinalizagé&o do Receptor de Leptina

Sinalizagao do Receptor de Leptina
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Tyr 1138( P ) STAT3 +—»
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Adaptado de Hall, JE (2010)

A sinalizacao da leptina sofre influéncia de duas proteinas inibitérias: proteina
SOCS3 (Suppressor of Cytokine Signaling 3) e PTP1B (Protein-Tyrosine Phosphatase
1B).

A atividade da SOCS3 resulta de sua ligacéo tanto a proteina Jak2, como ao
receptor ObRb, causando a inibicdo da ativacdo de STAT3. Kievit e cols. (2006),
utilizaram camundongos haploinsuficiéntes para SOCS3 em células neuronais que
expressam POMC para avaliar sua importancia no controle central da ingestéao
alimentar. A deficiéncia critica de SOCS3 nesta populacdo especifica de neurbnios
aumentou a sensibilidade a leptina, promovendo reduc&o na ingestao alimentar e peso

corporal apos a infusao intracerebroventricular (ICV) de leptina. Além disso, o estudo
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demonstrou que a delecao da SOCS3 aumentou o gasto energético nesses animais
(45).

A enzima PTP1B tem ligacédo direta com os receptores de leptina e atua como
regulador negativo da via de sinalizacdo Jak / Stat (45). Bence e cols. (2006)
mostraram que camundongos que nao expressam a PTP1B especificamente no
hipotalamo possuem hipersensibilidade a leptina e ndo desenvolvem obesidade mesmo
sendo alimentados com dieta rica em gordura, evidenciando a importancia da
participacao desta proteina em células neuronais para o controle do apetite e do peso
corporal em roedores.

Evidéncias experimentais indicam que ambas (SOCS3 e PTP1B) tem sua
expressao hipotalamica aumentada na obesidade induzida por Dieta Hiperlipidica (DH)
(37, 41). Consequentemente, essas proteinas estdo envolvidas com a resisténcia a

leptina, observada em individuos obesos.

1.5 Resisténcia Seletiva a Leptina

Além da regulacao do balango energetico, a leptina exerce fungcao em diversos
sistemas neuroenddcrinos e fisioldgicos, incluindo a ativacédo do SNS (16). Entretanto,
diversos modelos de obesidade exibem resisténcia aos seus efeitos anorexigénicos e
de reducéao de peso, com preservacao de suas agdes simpatoexcitatorias (9, 13).

Em 2002, Correia e cols. realizaram um trabalho utilizando o camundongo

agouti yellow, modelo experimental de obesidade. A HAS neste animal é atribuida a
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hiperleptinemia devido a hipertatividade do SNS. Porém, ele é resistente as acdes
metabdlicas da leptina. Essas observacdes levaram os pesquisadores a testar uma
nova hipotese de que este camundongo possui uma Resisténcia Seletiva a Leptina
(RSL), com preservacao das acdes sobre a pressao arterial apesar da resisténcia as

acdes de reducao de peso (17) (figura 4).

Figura 4. Press&o arterial em animais transgénicos Ob/Ob e com Superexpresséo de
Leptina

Deficiente em Transgénico que
Leptina Superexpressa Leptina
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Adaptado de Mark e cols, 2013. Esquerda: dados para MPA em animais selvagem vs Ob/Ob.
Direita: Presséo arterial sistdlica de animal selvagem vs skinny, camundongo transgénico que
superexpressa leptina. Camundongo deficiente em leptina teve menor PASdo que o controle
selvagem, enquanto o skinny teve maior presséo arterial sistdlica do que o controle selvagem.
Tg=Transgénico. *P 0,05
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Algum tempo depois, outros trabalhos sugeriram o desenvolvimento do
fendmeno da RSL em diversos modelos animais. Do Carmo e cols. (2011) realizaram a
delecao do receptor ObRb em hipotalamo de camundongos e observaram uma
reducao da PAS, apesar do surgimento de obesidade e hiperfagia (18). Em humanos
obesos, a leptina também esta relacionada ao aumento da atividade do SNS e da PAS
(19).

Alguns mecanismos sao conhecidos por contribuir para o desenvolvimento da
resisténcia a leptina, como a reducgao do transporte desse horménio através da barreira
hematoencefalica, impedindo sua chegada ao fluido intersticial cerebral (19). Niveis
elevados de triglicérides inibem o transporte de leptina pela barreira hemato-encefalica,
e podem parcialmente explicar a reducdo da eficiéncia do transporte de leptina na
obesidade. No entanto, os mecanismos envolvidos ainda sao incertos e nao se aplicam
a resisténcia seletiva ao horménio (47).

A identificacdo do receptor de leptina no hipotalamo e a avaliacédo do grau de
fosforilacdo de proteinas chaves na propagacédo do sinal na via de sinalizacdo da
leptina, levaram a uma melhor compreensao de como acontece a sinalizacao celular.
Evidéncias recentes sugerem que a ativacdo de diferentes cascatas de sinalizacao
intracelular por estimulos de leptina em seu receptor pode fornecer uma base para o
fenébmeno da RSL (13).

A via PI3K / Akt foi associada a transducao de sinais que promovem a reducao
do consumo alimentar através da acao da leptina. A infusdo de LY294002, um inibidor
farmacolégico de PI2K no hipotalamo de camundongos promoveu reducao na ingestao

induzida por leptina, porém, nao inibiu as respostas anorexigénicas relacionadas a
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estimulacao dos receptores de melanocortina (16). No entanto, outro estudo recente
demonstrou que animais que apresentavam hiperativacdo da via de sinalizacao PI3K
tinham a atividade do NSR aumentada, e, consequentemente, eram hipertensos (19).

Camundongos com delecao genética de Stat3 sao hiperfagicos, possuem menor
atividade termogénica pelo TAM (baixa atividade de UCP1) e apresentam alto grau de
obesidade, sugerindo que a via de sinalizacdo Stat3 medeia o metabolismo
termogénico induzido por leptina no TAM. Entretanto, a delecao de Stat3 ndo causou
alteragcdes no NSR, isso indica que a via Stat3 nao contribui para o aumento da
atividade do nervo simpatico renal promovida pela leptina no hipotalamo (16). O
contraste entre o papel de Stat3 na ativacdo simpatica no TAM e para a atividade do
NSR sdo um exemplo do controle diferencial do sistema nervoso autbnomo para
diferentes tecidos e 6rgaos.

A ativacao de MAPK (ou ERK 1 / 2 - Extracellular Signal-regulated Kinase) &
mediada através da Proteina Tirosina-Fosfatase 2 (SHP2 - protein tyrosine-
phosphatase) que emana do residuo de tirosina 985 do receptor ObRb e através de
interacao direta com Jak2. Foi demonstrado que a MAPK exerce um importante papel
na regulacao do consumo alimentar, peso corporal e atividade termogénica mediados
pela leptina. Essas funcbes sdo dependentes de Jak2 (50). A administracdao ICV de
antagonistas de MAPK (PD98059 e U0165) bloqueou a diminuicdo da ingestao
alimentar e do peso corporal com a administracao sistémica de leptina. Porém, o papel
da sinalizacdo leptina-MAPK na regulacdo da PAS na obesidade ou durante a

administracao de leptina ainda nao esta claro na literatura (16).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo principal do estudo foi caracterizar os mecanismos moleculares da
Resisténcia Seletiva a Leptina no hipotalamo de ratos obesos, procurando relacionar a
atividade das vias de sinalizagcdo dependentes da ativacdo de ObRb aos efeitos

fisiolégicos deste hormonio.

2.2 Objetivos especificos

® Estudar os efeitos metabdlicos do tratamento crénico ICV no periodo de 10 dias
com leptina por meio da avaliacdo da ingestdo alimentar, consumo de 02,
producao de CO2 e gasto energético em ratos alimentados com racao padrao ou
dieta hiperlipidica;

® Avaliar a PAS antes e depois do tratamento cronico central com leptina em ratos
magros e obesos;

® Quantificar os niveis séricos de leptina em animais alimentados com RP ou DH,
tratados por 10 dias com leptina ICV;

® Avaliar a expressao das proteinas inibidoras SOCS3 e PTP1B em hipotalamo de
animais alimentados com RP ou DH, tratados com leptina ICV por 10 dias, pela
técnica de Western Blot;

® Analisar a ativacdo e expressao de proteinas das vias de sinalizacao
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hipotalamicas de leptina: Jak2, Stat3, Akt e MAPK em ratos obesos tratados com

leptina, pela técnica de Western Blot;
® Avaliar o perfil de ativagcdo do receptor de leptina ObRb, bem como a

fosforilacdo de seus residuos de tirosina 985 e 1138 no hipotalamo desses

mesmos animais, pela técnica de Western Blot; .

22



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Ratos Sprague Dawley machos com 8 semanas de idade, fornecidos pelo
Biotério Central da Unicamp foram acondicionado sem gaiolas plasticas, contendo 3-4
animais/caixa em ambiente mantido a 22+2°C, com ciclos claro-escuro fixos (12/12
horas), recebendo agua potavel e racao padrao (vide tabela 1) por 2 semanas.

Apos este periodo, os animais foram aleatoriamente divididos em 2 grupos:
grupo DH, alimentado com dieta hiperlipidica (consistindo de 55% das calorias oriundas
de gordura saturada (banha de porco), 29% de carboidratos e 16% de proteinas) e
grupo RP, alimentado com ragcao padrao (constituida de 70% de carboidrato, 20% de
proteina e 10% de gordura), por um periodo de 10 semanas.

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de

Etica no Uso de Animais CEUA — Unicamp, numero de protocolo 3071-1.
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Tabela 1. Composi¢éo das Dietas Padrdo e Hiperlipidica

Ingredientes Rag?&l;gga)drao Kcal'lKg (5%} Kcal'lKg
Amido de milho 3975 1590 1155 462
Caseina 200 800 200 800
Acucar 100 400 100 400
Amido dextrinizado 132 528 132 528
Gordura saturada - - 312 2808
Oleo de soja 70 630 40 360
Celulose 50 - 50 -
Mistura de minerais 35 - 35 -
Mistura de vitaminas 10 - 10 -
L-cystina 3 - 3 -
Colina 2.9 - 25 -
Total 1000 3948 1000 5358

3.2 Implante das Canulas por Estereotaxia e Administragcdo das Substancias

Apds o periodo de ganho de peso, para implante da canula, os roedores foram
submetidos a anestesia intraperitoneal com uma solugdo de Quetamina + Xilasina na
dose de 80mg/kg e 20mg/kg, respectivamente. Quando os reflexos corneano e de
retirada da pata a dor foram abolidos, os animais foram posicionados no aparelho
esteriotaxico (/nsight ltda.) para implante de canula no terceiro ventriculo, de acordo
com as coordenadas do Atlas de Paxinos, 1944 (25).

Apés a fixacao da cabeca do animal e assepsia da regiao craniana, foi feita uma
incisdo de aproximadamente 1cm. O periésteo foi aberto expondo a sutura sagital. O
bregma fora usado como ponto de referéncia e um orificio foi perfurado no osso parietal
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na juncdo das coordenadas: anterolateral: 0,0mm; anteroposterior: -1,8mm e
dorsoventral: -5mm.

A canula era posicionada no orificio central e rebaixada cuidadosamente até que
a coordenada dorsoventral era alcancada e a mesma era fixada no cranio por meio de
uma resina polimerizante. Ap6s a secagem da resina o animal era retirado do aparelho
e permanecia de 6-7 dias se recuperando do procedimento cirurgico. Foi administrado
analgésico Dipirona Sédica infantil na agua dos animais 1ml/100ml por um periodo de
trés dias a partir do dia da cirurgia. Apds 7 dias da canulagado, para confirmacao da
posicao das canulas, foi feita uma injecdo ICV de angiotensina Il, que induz efeito
dipsinogénico (26).

Apos a recuperacao e teste de angiotensina |I, ambos os grupos (RP e DH)
foram divididos novamente, formando no total 4 grupos: RP+salina, RP+leptina,
DH+salina, DH+leptina. Os animais foram submetidos a um tratamento crénico ICV
onde foram injetados leptina (Alexis Biochemicals, CA) (2ug/dia) ou solugcao de controle
salina (2ul/dia) por um periodo de 10 dias, sempre no mesmo horario, 18-19h. Para a

injecao da solucao foi utilizado um catéter acoplado a seringa Hammilton em escala de

VIR

3.3 Peso Corporal, Avaliagao da Ingestao, Gasto Energético e Pressao Arterial

Os animais foram pesados antes e ap6s o tratamento crénico. Para a avaliagao
da ingestao, os roedores foram acondicionados em gaiolas metabdlicas individuais. A

ingestao foi medida diariamente durante o tratamento com leptina por um periodo de 5
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dias.

O consumo de oxigénio e producao de dioxido de carbono foram medidos no
quarto e quinto dias de tratamento por meio de um calorimetro de circuito aberto para
calcular o gasto energético total. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais por
um periodo de 24h com um tempo adicional de 3 horas para a aclimatacao. O consumo
de O, e procucao de CO, eram medidos em intervalos de 3 minutos durante 24h.

A PAS e frequéncia cardiaca foram avaliadas no dia anterior ao inicio do
tratamento ICV e ao final dos 10 dias de tratamento. Foi utilizado um método nao
invasivo do tipo fail-cuff (BP-2000 Blood Pressure Analysis System) em ratos
acordados. O animal era acondicionado em um contensor, que limitava seus
movimentos e o mantinha em temperatura de 36°, para a inducdo da vasodilatacao,
que se faz necessaria na verificagdo da PAS. Uma bainha inflavel era colocada na
cauda do animal, que ficava fora do contensor. A pressao na bainha pneumatica, a qual
€ conectada ao equipamento, era aumentada acima da pressao sistolica e, entao,
lentamente liberada. Os resultados da pressao sistdlica, diastélica e frequéncia
cardiaca eram registrados pelo software do equipamento. A PAS foi registrada pelo
menos dez vezes em ciclos consecutivos (inflacao/deflagdo) para cara rato. Os valores
das afericbes eram aceitaveis quando a diferenca entre os valores ndo passavam de
10mmHg. Antes da realizacdo das afericdes, os animais passaram por trés dias de

adaptacao ao equipamento, ficando aproximadamente 10 minutos no aparelho.
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3.4 Extragcao de Hipotalamo e Western Blotting

No décimo primeiro dia, apds a realizacdo do tratamento crénico, os animais
foram anestesiados e sacrificados por decapitacdo. Logo depois, o hipotalamo inteiro
dos animais foi extraido e homogeneizado em tampao de extracdo composto por
Triton-X 100 1%, TRIS (pH 7,4) 100mM, pirofosfato de s6dio 100mM, fluoreto de sddio
100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de sédio 10mM, PMSF 2mM e aprotinina
0,1mg/ml, a 4°C.

Os extratos foram centrifugados a 15.000 rpm a 4°C por 45 minutos para a
remocao do material insoluvel. Este material foi utilizado para a realizacdo de
immunoblotting, para a avaliacdo da expressao de proteinas da via de sinalizacéo de
leptina (ObRb, ObRb fosforilado em tirosina 985 e 1138, JAK2, JAK2 fosforilada,
STAT3, STATS3 fosforilada, Akt, Akt fosforilada, MAPK, SOCS3 e PPTP1B).

O immunoblotting foi desenvolvido segundo o0 médodo descrito em 1970 (19). Os
reagentes e os aparelhos para o gel de sédio dodecil sulfato de poliacrilamida (SDS-
PAGE) foram da Bio-Rad (Richmond, CA). As amostras foram tratadas com tampao de
Laemmli contendo DTT 100mM e aquecidas em agua fervente por 4 minutos. A seguir
foram aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 6%) no aparelho para minigel
(Mini-Protean). Tiveram como padrdo um marcador de peso molecular com valores
estabelecidos em miosina (205-195 kDa), R-galactosidase (116 kDa), albumina de soro
bovino (80 kDa) e ovalbumina (49,5 kDa).

A partir do extrato total de proteinas, 60 ul de proteinas por amostra foram

submetidas a eletroforese em SDS-PAGE. Em todos os casos, o gel de poliacrilamida
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foi balizado por marcador de peso molecular conhecido (BioRad). Eletroforese foi
realizada em cuba de minigel da BioRad, com tampao de corrida. O SDS-PAGE foi
submetido a 30 volts por 30 minutos e depois a 120 volts por mais 2 horas.

A seguir, as proteinas separadas no SDS-PAGE foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de eletrotransferéncia do
minigel da Bio Rad, com tampao de transferéncia, mantido em voltagem constante de
120 volts por 2 horas. Apés a transferéncia as membranas foram incubadas em solugao
bloqueadora por 1 hora em temperatura ambiente e lavadas com solucéo basal por trés
sessbes de dez minutos. Em seguida, foram incubadas com anticorpo primario
especifico para cada proteina estudada (ObRb, ObRb fosforilado em tirosina 985 e
1138, JAK2, JAK2 fosforilada, STAT3, STAT3 fosforilada, Akt, Akt fosforilada, MAPK 1 e
2, SOCS3 e PPTP1B). Os anticorpos foram importados da Santa Cruz Technology
(Santa Cruz, CA).

Apds a incubacdo com o anticorpo, as membranas foram lavadas novamente
com solucao basal e entdo incubadas com anticorpo secundario para serem reveladas
através de West Pico em fotodocumentadora.

Apdés a revelacdo e visualizacdo das bandas, estas foram submetidas a
densitometria Optica, utilizando o equipamento Un-Scan-lt. Com estes dados foi

realizada analise estatistica comparando as bandas obtidas entre os diferentes grupos.

3.5 Solugdes utilizadas:

® Tampao de extracdo para extrato total, para extracdo de proteinas ou
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imunoprecipitacao de tecidos. Contém: trisma base a 100 mM, EDTA a 10 mM,
pirofosfato de sédio a 10 mM, fluoreto de sédio a 100mM, ortovanadato de sodio
a 10 mM, PMSF a 2 mM (diluido em alcool etilico), triton X 100 a 1% e 0,1
mg/mL de aprotinina. Esta solucao sera mantida 40C. O ortovanadato, PMSF e a
aprotinina foram acrescidos no momento do uso.

Tampéao de Laemmli (5X), utilizado para estocar o material extraido e para sua
posterior aplicacdo no gel de poliacrilamida para eletroforese de sddio dodecil-
sulfato (SDS-PAGE) a 6%. Contém: azul de bromofenol a 0,1%, fosfato de sédio
a 1M pH 7,0, glicerol a 50%, SDS a 10%.

Tampao de corrida (utilizado na eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS-
PAGE): contém: trisma base a 200 mM, glicina a 1,52 M, EDTA a 7,18 mM, SDS
a 0,4%. Solucéao estoque que diluida a 1:4 para uso.

Tampao para transferéncia: utilizado para transferéncia das proteinas separadas
no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose. Contém: trisma base a 25
mM, glicina a 192 mM, metanol a 20% e SDS a 0,02% para facilitar a eluicéo de
proteinas de alto peso molecular.

Solucdo basal: solugdo basica utilizada para o manuseio da membrana de
nitrocelulose apés transferéncia das proteinas. Contém: cloreto de sdédio 150
mM, trisma base 10 mM, Tween 20 a 0,02%.

Solucao bloqueadora: utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose logo
apo6s a transferéncia. Contém 5% de leite em p6 desnatado (Molico) e azida
sédica a 0,02%, dissolvidos em solugéo basal.

Solucao para anticorpos: solucao na qual se diluem os anticorpos especificos.
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Contém 0,3% de leite em p6 desnatado e azida sddica a 0,02%, diluidos em

solucao basal.

3.6 Modo de Analise dos Resultados

Valores foram expressos como médiaztSEM (erro padrdao) da diferenca.
Realizou-se Analise de Variancia (ANOVA) com pés-teste de Tukey ou Teste {-Student,
de acordo com o experimento. Valores estatisticos significantes foram considerados

quanto p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Obesidade induzida por dieta hiperlipidica leva a resisténcia as ac¢odes

metabdlicas da leptina

Para obtermos os efeitos da leptina na modulacdo do massa corporal, foram
avaliados os dois parametros pelos quais a leptina exerce influéncia na reducéao do
peso: a modulacao do apetite e da termogénese. A leptina promoveu a reducao do
peso corporal de maneira diferente entre os animais obesos e 0s magros,
apresentando uma menor atuacao naqueles animais alimentados com DH. Antes do
inicio do tratamento, a média do peso corporal dos animais RP e DH era de
413,2+43,6 g e 495,51£57,8 g, respectivamente. Depois do tratamento cronico ICV com
leptina, os ratos alimentados com RP perderam 52,9+8,6 g e os animais em dieta
hiperlipidica ndo apresentaram perda substancial de massa corporal: 18,14+12,2 g

(P<0.05 e P=0.6, respectivamente) (fig.5-a).

Desta forma, houve uma reducdo do peso corporal de 12,8+2,3% no grupo
RP+leptina e 3,3%2,3% no grupo DH+leptina (P<0.01 e P=0.385, respectivamente,
comparado com seu controle salina) (fig.5-b). Conforme estes dados, a razdo do peso
do tecido adiposo epididimal sobre o peso corporal total foi também significativamente
menor no grupo RP+leptina do que nos outros grupos, sendo RP+leptina: 0,27+0,1,
RP+salina: 0,62+0,4, DH+leptina: 1,17+0,15, DH+salina: 1,27+0,14 (P<0,01 para

RP+leptina vs RP+salina) (fig.5-c).
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A perda de massa dos animais possivelmente ocorreu devido a atuacdo da
leptina no aumento da saciedade e do gasto energético. Com relacdo a modulagcao do
apetite, a infusao crénica de leptina reduziu acentuadamente o consumo alimentar dos
animais RP de 109,5£8,5 para 57,3t7,0 kcal/dia (P<0.0001), mas o mesmo n&o
ocorreu de maneira eficiente com o grupo DH+leptina: 104,1+6,7 para 94,8+17,5
kcal/dia (fig.5-d).

Para avaliar os efeitos da leptina na termogénese, o consumo de oxigénio (Vo2),
a producao de didéxido de carbono (VCOZ2) e o gasto energético foram analisados.
Tanto o0 VO2, como o VCO2 e o gasto energético de animais RP tratados com leptina,
foram elevados com relagdo ao seu controle RP+Salina. Seguem os valores: VOZ2:
RP+leptina: 14,46+0,1 ml/min/kg”0,75, RP+salina: 11,56+£0,15 ml/min/kg”0,75; VCO2:
RP+leptina: 11,89+0,08 ml/min/kg”?0,75, RP+salina: 9,86+0,12 ml/min/kg”*0,75; Gasto
Energético: RP+leptina: 94,44+0,58 kcal/dia’kg”0,75, RP+salina: 85,62+1,87
kcal/dia/kg”"0,75 (todos P<0.0001 para RP+leptina vs RP+salina). O grupo tratado com
DH mostrou uma discreta diferenca nesses parametros apds o tratamento com leptina
(fig.5-e, fe g).

A dieta hiperlipidica foi capaz de alterar alguns parametros termogénicos. O
VO2, VCO2 e o gasto energético dos animais controles tratados com DH foram
maiores do que os animais RP+salina. VO2 DH+salina: 13,07+£0,11 ml/min/kg”*0,75
VCO2 DH+salina: 11,08+0,09 ml/min/kg”0,75 (ambos p<0.0001 para RP+salina vs
DH+salina) e Gasto Energético DH+salina 91,27+0,93 kcal/dia/kg"0,75 (p<0.005 para

RP+salina vs DH+salina).
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Figura 5. Efeitos metabdlicos da leptina
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Figura 5. Peso corporal antes e depois do tratamento (g) (A), Variagdo de peso corporal (g) (B),
Peso do tecido adiposo epididimal (g) / peso corporal total (g) (C), Ingestdo alimentar (kcal) (D),
Consumo de oxigénio (E), Producado de dioxido de carbono (F), Gasto energético (G) de ratos
RP+leptina (n=7) ou salina (n=8) e DH+leptina (n=7) ou salina (n=7). Consumo de oxigénio,
producao de didéxido de carbono e gasto energético foram medidos em 6 animais de cada grupo.
Barra de erro séo EP indicando variancia entre animais. *P<0.05 para cada animal antes vs depois
do tratamento crénico. **P<0,05 RP+leptina vs DH+leptina. #P<0,01 e ##P<0,0001 para RP+leptina
vs RP+salina. §P<0,001 e §§P<0,05 para RP+salina vs DH+salina.

4.2 Leptina promove alteragdes cardiovasculares tanto em animais magros como

em obesos.

A infusao crdénica ICV de leptina aumentou a média da presséao arterial (PAM)
em ambos os grupos - RP e DH - de maneira similar, indicando que nao houve
intereféncia na acédo do hormdnio neste paradmetro. Em ratos RP, a MPA variou de
105.0+1.4 mmHg para 114.2+0.85 mmHg e em DH foi de 118.3£1.1 mmHg para

132.2+1.5 mmHg (ambos P<0,01) (fig.6-a).

Assim, houve uma variacao de 10,44+0,12% em animais RP e 14,221+1,9% em
animais DH, ambos tratados com leptina (P<0,01 e P<0,05 respectivamente). O
tratamento com salina ndo causou tais alteracbes cardiovasculares (fig.6-b). No
entanto, a dieta hiperlipidica foi capaz de promover um aumento na MPA para

118,25+1,06 mmHg (P<0,01).

Acompanhando as alteragcdes ocorridas na pressao arterial, a Frequéncia
Cardiaca (FC) apresentou um aumento significativo nos grupos RP e DH tratados com

leptina (todos P<0.0001) (fig.6-c). A diferenca na frequéncia cardiaca dos grupos
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controles RP e DH também foi significativa (P<0,0001), indicando que a dieta rica em

gorduras também promove aumento na frequéncia cardiaca.

Figura 6. Efeitos cardiovasculares da leptina

N
=]
]

140 =
— # —~~
iy X #
E \/15_ —
®©
E s o E R
(_é 1204 * W0 g 10
= — O ®
— ]
g 5.9
—_ 5=
%100 = % -
st |;|
=) S o
@ 3
g
o 5
RP+sal RP+lep DH+sal DH+lep RP+sal RP+lep DH+sal DH+lep
460 =
#HH
—~~~ o —
IS
£ 4404 §§
N—" —
© J *%
1 —_—
S 420
B
[0} <
o
@ 400 —
o
C -
@D
8— 380 =4
o |
L|_ “

RP+sal RP+lep DH+sal DH+lep

Figura 6. MPA ap6s tratamento (A), Variagcdo da PAS (B), Frequéncia cardiaca (C). RP+leptina
(n=7), RP+salina (n=8), DH+leptina (n=7) e DH+salina (n=7). Barras de erro sdo EP indicando
variancia entre animais. *P<0.01, **P<0.001 para RP+salina vs DH+leptina. #P<0,01, ##P<0,05,
###P<0,0001 para DH+leptina vs DH+salina. §P<0,01 e §§P<0,0001 para RP+salina vs DH+salina.
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4.3 A via de sinalizagao hipotalamica de leptina é ativada de maneira diferente em

animais magros e obesos.

Com o objetivo de confirmar que ndo houve extravasamento através da barreira
hemato-encefalica da leptina injetada ICV para a circulacao periférica, os niveis de
séricos de leptina foram medidos e nao foi detectado nenhum aumento nos niveis
plasmaticos de leptina nos animais tratados via ICV (fig. 7-a). Indicando que o

horménio permaneceu no fluido intersticial cerebral dos animais.

Para avaliar e comparar os efeitos crénicos centrais da leptina em animais
magros e obesos, algumas proteinas relacionadas as vias hipotalamicas foram
analizadas. Foi detectado um aumento significante na expressdao das proteinas
inibitérias SOCS3 e PTP1B no grupo DH. Esse aumento foi mais acentuado no grupo
DH tratado com leptina (fig.7-b,c).

A fosforilacdo de Jak2 € necessaria para a ativacao das trés vias de sinalizacao
da leptina, pois o receptor ObRb é dependente desta proteina. No grupo DH+leptina a
Jak2 foi diminuida quando comparada com RP+leptina (fig.7-d). De maneira
semelhante, houve reducao da fosforilagdo das proteinas Akt e Stat3 nos grupos DH
(fig 7-e,f).

Apo6s o estimulo com leptina, o receptor ObRb pode ser fosforilado em dois sitios
de tirosinas, as quais levam a ativacao de diferentes vias que acarretam diferentes
efeitos fisiolégicos. A fosforilagdo de ObRb em tirosina 1138 foi reduzida em animais
DH+leptina em comparacdo com RP+leptina (fig.7-g). Entretanto, a fosforilacdo de
ObRb em tirosina 985 foi similar nos grupos DH e RP tratados com leptina (fig.7-h).

ObRb quando fosforilado em tirosina 985 promove a ativacdo da proteina MAPK e
36



demais proteinas relacionadas a esta via. Observamos que a expressao de MAPK,
assim como de ObRb em tirosina 985 estao aumentadas tanto em ratos obesos como

em magros, ambos tratados com leptina (fig. 7-i)

Figura 7. Sinalizag&o hipotalémica de leptina.
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Figura 7 (continuagéo). Sinalizagdo hipotalamica de leptina.
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5. DISCUSSAO

Os altos niveis séricos de leptina, observados na obesidade, sao
frequentemente associados a resisténcia aos efeitos anorexigénicos e termogénicos
deste horménio. No entanto, 0 mecanismo de manutencdo da homeostase energética
ainda nao esta claro e sao necessarias mais pesquisas para seu melhor entendimento.

Os resultados obtidos neste trabalho se mostram relevantes neste sentido. O
fato de animais obesos apresentarem uma discreta redugdo na massa corporal em
relacdo aos magros, confirma as informacées amplamente encontradas na literatura
(28, 30), que mostram que individuos obesos sao resistentes as acdes metabdlicas da
leptina (27).

Os ratos magros foram mais afetados pelo tratamento crénico com leptina e
tiveram uma significante redugcdo no consumo alimentar. Além disso, o tratamento
promoveu o aumento do gasto energético apenas nos animais magros. Dessa maneira,
foi possivel observar nesse modelo experimental a existéncia da resisténcia as acdes
metabodlicas da leptina. Esse fendbmeno foi primeiramente observado por Frederich e
cols. (1995) um ano apds a descoberta da leptina. Eles mostraram que uma dieta rica
em gorduras limitava os seus efeitos na reducao de peso (27).

Em 2000, Aizaia-Abe ampliou esse paradoxo e levou os pesquisadores a
introduzirem o novo conceito de Resisténcia Seletiva a Leptina (28). A questao seria:
como a hiperleptinemia contribui para o aumento da PAS, se o animal em obesidade

induzida por DH é resistente a leptina? E possivel se fazer uma analogia com a
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resisténcia a insulina, que também ocorre de maneira seletiva e nao-uniforme (29).
Com base nessa a analogia, é possivel se chegar a um consenso de que, em algumas
formas de obesidade, pode haver resisténcia as acdes metabdlicas da leptina com
preservacdo de sua capacidade de modulacdo do SNS e outros sistemas que
contribuem para o desenvolvimento da hipertensao.

No presente estudo, a afericdo da pressao arterial foi feita de maneira nao
invasiva em animais acordados por um equipamento gentilmente cedido pela
professora Fernanda Klein (FOP - Unicamp). A PAS dos animais foi aferida antes e
apos o tratamento crénico, dessa maneira foi possivel obter a variagcao da pressdo em
cada animal.

Ja na primeira afericao, péde-se observar que os animais obesos tiveram a PAS
aumentada em relacao aos magros. Esse resultado reforca que ha uma relacao linear
entre IMC e PAS (13). Na afericao final, tanto os animais magros como os obesos
tratados com leptina, tiveram aumento significativo na pressao arterial, indicando que
0s animais obesos também foram afetados pela leptina em seu efeito na modulacao da
PAS, este fato mostra que, neste caso, ndao houve resisténcia as suas acgdes.

Varios estudos demonstram que leptina promove um aumento na atividade do
NSR em obesos (5, 6, 14, 16, 15, 23). O estudo de Rahmouni (2005) (30), que também
utilizou ratos Sprague Dawley, mostrou que a ativagao simpatica direcionada ao TAM
foi diminuida em animais obesos. Sendo assim, é possivel afirmar que a leptina possui
acdes distintas no SNC, sendo que o estimulo do SNS para a promocao da
termogénse faz parte da resposta metabdlica da leptina, ja o estimulo do NSR faz parte

da sua resposta cardiovascular. Esses dois efeitos (metabdlico e cardiovascular)
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podem ser modulados por diferentes mecanismos. A questao seria: de que maneira
ocorre a diferenciacao da acao da leptina no SNS?

Apesar de muitos estudos mencionarem a RSL, ainda nao esta claro quais sao
0S mecanismos responsaveis pelas alteracbes metabdlicas e cardiovasculares
promovidas pela leptina na condicdo de obesidade.

A resisténcia a leptina na obesidade €, em partes, atribuida a saturacao parcial
da barreira hemato-encefalica (31). Entretanto, neste trabalho o horménio foi injetado
no terceiro ventriculo, onde entrou em contato direto com o hipotalamo através do
liquido intersticial, eliminando o viés da reducédo do transporte através da barreira
hemato-encefalica. Além disso, por meio da quantificacao dos niveis séricos de leptina,
foi comprovado que a substancia administrada via ICV nao extravasou para a corrente
sanguinea e permaneceu no SNC, eliminando, assim, a possibilidade de seus efeitos
serem atribuidos a sua acéao periférica. Portanto, todos os efeitos fisiolégicos da leptina
estdo relacionados a sua atuacao no SNC. Dadas estas informacdes, as vias de
sinalizacao hipotalamicas mostram-se relevantes para desenvolvimento da RSL.

Existem evidéncias de que a resposta do SNS €& mediada pelo receptor ObRb
hipotalamico. Em ratos Zucker e em camundongos db/db, com perda de funcao do
ODbRDb, a resposta do SNS foi ausente (32, 33). Metlakunta e cols. (2008) demonstraram
que a proteina inibidora SOCS3 modula as vias PI3K e Stat3. Eles observaram que a
via PI3K é prejudicada em obesidade induzida por DH (34, 35). Esses resultados foram
reproduzidos no presente trabalho: além da SOCSS3, a proteina inibidora PTP1B
também foi aumentada na condi¢cdo de obesidade. Semelhantemente, as fosforilacao

de Akt (estimulada pela via PI3K), e de Stat3 foram reduzidas nos animais obesos.
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Quando a leptina se liga ao receptor ObRb, o mesmo ¢é fosforilado em dois
diferentes residuos de tirosina: a tirosina 985 e a 1138. A fosforilacdo de ObRb em
tirosina 1138, precursora da Stat3, foi diminuida nos animais alimentados com DH.

Entretanto, a fosforilacao de ObRb em tirosina 985 e a consequente ativacdo da
via da MAPK, nao sofreu alteracdo no grupo DH, indicando que essa via pode exercer
alguma influéncia no aumento da PAS.

Diversos estudos levam em consideragao a agao sitio-especifica da leptina (10,
11). Em contraste com os resultados obtidos neste trabalho, Keung e cols. apontam
que, em obesos, a reducao da sinalizacdo da leptina ocorre apenas no Nucleo
Arqueado, e os demais nucleos hipotalamicos permanecem sensiveis (25). Com
apenas 6 dias em DH, o Nucleo Arqueado se mostrou resistente a leptina, o mesmo
nao foi observado nos demais nucleos hipotalamicos (32). A analise individual de cada
nucleo hipotaldmico poderia fornecer uma visdo mais detalhada sobre atuacao da
leptina e sua sinalizagdo no Sistema Nervoso Central. Porém, com os resultados aqui
apresentados, € possivel inferir que as alteracdes fisiolégicas observadas na obesidade
possuem origem molecular. Mais especificamente, ha uma reducao da ativacdo das
vias hipotalamicas ObRby,113s / Stat3 e Jak2 / PI3K / Akt, com preservacao da atividade
da via ObRbyss / MAPK.

A relacao entre hiperleptinemia e o desenvolvimento e progressao de alteraces
morfolégicas nos rins em pacientes obesos devem ser discutidos. Para os préximos
passos deste estudo, sera analizada a influéncia da leptina sobre o NSR e os rins,
associando esses dados com a atividade molecular dos nucleos hipotalamicos.

Um importante alvo de pesquisa que necessita ser melhor esclarecido, € a
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relacao entre o consumo de dietas ricas em gorduras (principalmente as saturadas) e a
inflamacao crénica subclinica que os individuos obesos apresentam. Alguns estudos
demonstram que esses fatores sdo de crucial importancia para o desenvolvimento da
resisténcia a leptina, bem como de outros horménios como a insulina.

Estudos demonstram que o consumo de dietas ricas em gorduras pode ativar
respostas inflamatérias no hipotalamo, levando a disturbios nos sinais anorexigénicos e
termogénicos gerados pela leptina, prejudicando o controle do peso corporal (48). Por
outro lado, o estudo de Prior e cols. (2011) mostrou que a dieta hiperlipidica acentuou o
aumento da atividade do NSR promovido pela leptina ICV, ja os efeitos metabdlicos da
leptina foram diminuidos nesses animais (49). Esses dados reforcam que a dieta
hiperlipidica pode ser um dos elementos que participam da génese da RSL em

humanos.
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6.CONCLUSAO

A acao central da leptina leva a diferentes alteracées fisiol6gicas periféricas, tais
como a modulagcdo da termogénese e regulacao da pressao arterial. Os mecanismos
moleculares pelos quais este horménio atua ainda nao sao totalmente claros.
Entretanto, péde-se observar que na obesidade existe uma alteracédo nas vias de
sinalizacao hipotalamicas da leptina, mediadas pela ativacéo do seu receptor ObRb. De
acordo com os resultados obtidos neste estudo, pode-se inferir que a via hipotalamica
mediada pela fosforilacdo de ObRb em tirosina 985 possui uma associagdo com o
aumento da PAS.

Os efeitos da infusdo ICV de leptina sobre nervo simpatico renal e os rins serao
alvo de investigacdo nos proximos estudos. Bem como a analise do papel da DH e da
inflamacao no desenvolvimento da RSL.

Além disso, os mecanismos moleculares hipotaldmicos pelos quais ocorre
diferenciacao na sinalizacao de leptina na obesidade ainda nao estao claros e serao e

necessitam ser melhor esclarecidos.
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