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Resumo 

 

Muitos dos efeitos da leptina no sistema imune dependem de sua 

capacidade de modular a expressão de citocinas e a apoptose no timo. 

Surpreendentemente, alguns desses efeitos são dependentes de transdução de 

sinal através do IRS1/PI3-quinase, mas independentes da ativação da JAK2. Uma 

vez que todos os efeitos conhecidos da leptina em diferentes tipos celulares e 

tecidos parecem ser dependentes da ativação da JAK2, nós aventamos a hipótese 

de que, pelo menos para o controle da função tímica, outra quinase, até então 

desconhecida, poderia mediar a transdução do sinal da leptina através do ObR e 

pela cascata de sinalização do IRS1/PI3-quinase. Neste trabalho, mostramos que 

a tirosina quinase Fyn está constitutivamente associada ao ObR em células 

tímicas. Após um estímulo agudo por leptina, a Fyn é rapidamente fosforilada em 

tirosina, ativando-se e associando-se ao IRS1 de forma transiente. Todos estes 

efeitos são independentes da ativação da JAK2, e com a inibição da Fyn a 

transdução de sinal através do IRS1/PI3-quinase é abolida. Além disso, a inibição 

da Fyn modifica significativamente os efeitos da leptina sobra a expressão de 

citocinas no timo. Sendo assim, no timo, a Fyn atua como uma tirosina quinase 

que transduz o sinal da leptina independentemente da ativação da JAK2, e medeia 

alguns dos efeitos imunomodulatórios da leptina neste tecido.  
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Abstract 

 

Several effects of leptin in the immune system rely on its capacity to 

modulate cytokine expression and apoptosis in the thymus. Surprisingly, some of 

these effects are dependent on signal transduction through the IRS1/PI3-kinase, 

but not on the activation of JAK2. Since all the well known effects of leptin in 

different cell types and tissues seem to be dependent on JAK2 activation, we 

hypothesized that, at least for the control of thymic function, another, unknown 

kinase could mediate the transduction of the leptin signal from the ObR towards 

the IRS1/PI3-kinase signaling cascade. Here, we show that the tyrosine kinase Fyn 

is constitutively associated with the ObR in thymic cells. Following a leptin 

stimulus, Fyn undergoes an activating tyrosine phosphorylation and a transient 

association with IRS1. All these effects are independent on JAK2 activation and 

upon Fyn inhibition the signal transduction towards IRS1/PI3-kinase is abolished. 

In addition, the inhibition of Fyn significantly modifies the effects of leptin on thymic 

cytokine expression. Therefore, in the thymus, Fyn acts as a tyrosine kinase that 

transduces the leptin signal independently of JAK2 activation, and mediates some 

of the immunomodulatory effects of leptin in this tissue. 
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Introdução 

 

Biologia da leptina  

A leptina é uma proteína não glicosilada de 16-kDA, codificada pelo 

gene ob, o qual está localizado no cromossomo 7 humano, no cromossomo 6 de 

camundongos [1], e no cromossomo 4 em ratos. Contém 167 aminoácidos, possui 

similaridade estrutural com a família das citocinas e é predominantemente 

produzida pelos adipócitos do tecido adiposo branco [2]. Alguns estudos, 

revelaram ainda sua expressão em outros tecidos, incluindo placenta, ovários, 

músculo esquelético, estômago, pituitária e fígado [3]. Estruturalmente a leptina é 

uma proteína de cadeia longa contendo 4 -hélices, semelhante ao hormônio de 

crescimento, prolactina, eritropoietina, interleucina (IL)-3, IL-11, IL-12, oncostatina 

M, e fator estimulante de colonização de granulócitos (G-CSF) [4,5]. A leptina 

humana possui 67% de sua seqüência homóloga à diversas outras espécies, 

como gorilas, chimpanzés, orangotangos, macacos rhesus, cachorros, bovinos, 

porcos, ratos e camundongos [4]. Esta proteína é produzida pelo tecido adiposo 

branco em relação proporcional direta à massa corporal deste tecido [6]. 

Classicamente a leptina é considerada um hormônio, pois regula o balanço entre a 

ingestão alimentar e o gasto energético, sinalizando para o cérebro as alterações 

da energia armazenada. Seus níveis séricos estão diretamente relacionados aos 

estoques de gordura de um organismo, aumentando com o acúmulo de gordura e 

diminuindo durante jejum [1].  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?uid=55396 
 

 
Figura 1 - Estrutura tridimensional da leptina humana. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?uid=55396
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Figura 2 - Estrutura secundária da leptina humana. Aminoácidos altamente conservados (presentes 

em humanos, gorilas, chimpanzés, orangotangos, macacos rhesus, cachorros, vagas, porcos, ratos 

e camundongos) são demonstrados em roxo. 

 

Função da leptina 

A leptina é um dos principais hormônios implicados na regulação da 

ingestão alimentar e do gasto energético [7]. Após atravessar a barreira 

hematoencefálica, a leptina age em neurônios localizados em núcleos 

hipotalâmicos responsáveis pela regulação do apetite e do gasto de energia, 

sinalizando a presença de uma reserva excessiva de energia, o que leva a uma 

diminuição da ingestão alimentar e a um aumento do dispêndio energético [8-9]. 

Por outro lado, durante a restrição alimentar ocorre diminuição na produção desta 

e assim, ativa-se a sinalização que favorece a busca por um maior aporte 

nutricional [10].  

Além do controle do peso, os animais homeotérmicos mantêm a 

temperatura corporal relativamente estável, a despeito da variação da temperatura 

externa. Tal fenômeno é dependente da atividade de neurônios específicos 

localizados em núcleos hipotalâmicos de regulação da temperatura corpórea, 

fenômeno esse que dependente da participação da leptina. O alimento ingerido é 

utilizado como substrato para a produção de energia necessária tanto para o 

metabolismo como para a produção de calor [11].  

Além dos efeitos neuroendócrinos da leptina, a ação deste hormônio já 

foi observada em outros órgãos e tecidos como os pulmões, intestino, rins, fígado, 
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pele, estômago, coração, baço e outros órgãos [12], sugerindo assim uma ação 

pleiotrópica. Isto inclui, por exemplo, a ação direta da leptina na regulação de 

células imunes, células beta pancreáticas [1], adipócitos [13], células musculares e 

sanguíneas [14,15]. Desta maneira, a leptina parece agir como um fator endócrino 

e parácrino na regulação da puberdade e reprodução, afetando as funções 

maternas, e fetais; na modificação da sensibilidade à insulina no músculo e no 

fígado; na prevenção da deposição ectópica de lipídeos; e, na associação dos 

sistemas endócrino e imune no contexto da reparação da pele [2]. Ainda, a leptina 

funciona como um marcador de dimorfismo sexual, sendo mais elevada em 

mulheres do que em homens com massas de gordura corporal similares [16]. 

 

Regulação da leptina 

A expressão gênica da leptina é regulada dentro do contexto do estado 

hormonal e nutricional. Os níveis de mRNA do gene ob no tecido adiposo branco e 

os níveis de leptina circulante são intimamente associados com a quantidade de 

massa de gordura, o que já foi demonstrado em humanos e roedores [17,18]. Os 

valores de leptina sérica são significativamente maiores em fêmeas do que em 

machos após correção para a gordura corporal total [19], e exibe um padrão 

circadiano com pico noturno [20]. Os níveis de leptina plasmática são 

notavelmente diminuídos pelo jejum ou restrição alimentar, e são rapidamente 

restabelecidos durante a re-alimentação [17,18]. A expressão da leptina pode 

ainda ser elevada pelas ações da insulina, glicose, estrogênios, glicocorticóides, 

TNF-α e IL-1, e em condições de função renal deficitária e processos inflamatórios 

agudos. Um decréscimo na quantidade de leptina é observado ainda em resposta 

a agonistas de receptores beta-adrenérgicos, andrógenos, exposição ao frio, 

tiazolidinodionas e ao fumo [21].  

 

O receptor da leptina                                  

A sinalização da leptina depende de sua ligação a um receptor 

monomérico trans-membrana da família dos receptores de citocina da classe I 

[22], a qual ainda agrupa receptores para IL-2, IL-6, IL-12, entre outros [23-25]. 
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Seis diferentes formas protéicas deste receptor foram descritas, sendo chamadas 

de ObRa-ObRf  [26,13]. As seis formas são codificadas por um único gene 

presente no lócus 1p31 (cromossomo 1 humano; Gene ID 

3953/www.ncbi.nlm.nih.gov) sendo resultantes de diferentes “splicings” [12,13]. 

Em camundongos, o gene se localiza no cromossomo 4 e em ratos no 

cromossomo 5 [27]. Todas as isoformas apresentam domínio de ligação 

extracelular idêntico [12], no entanto apenas o ObRb, conhecido por forma longa, 

contém vários sítios intracelulares necessários para a transdução de sinal. As 

demais isoformas carecem de alguns ou todos estes sítios [1].  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

www.nature.com/.../n10/thumbs/0803025f2th.jpg 

 

Figura 3 – Isoformas do receptor de leptina. Representação das seis isoformas conhecidas para o 

receptor de leptina, denominadas de ObRa à ObRf. 

  

Em todas as espécies, as isoformas do ObR podem ser divididas em 

três classes: isoformas longa, curta e solúvel [28]. A função da isoforma curta 

(ObRa) do receptor de leptina é pouco conhecida. O ObRa tem capacidade de 

sinalização demonstrada em células COS transfectadas, mas somente através da 

ativação da JAK2 e do substrato I  do receptor de insulina (IRS-1) dependente de 

leptina [29]. A expressão desta isoforma é constitutiva nos tecidos humanos, e sua 

função proposta inclui o transporte de leptina através da barreira 

hematoencefálica. O ObRe é truncado antes do domínio transmembrana e circula 

como um receptor solúvel (sObR), o que representa a principal atividade ligante à 

leptina no sangue humano [30]. Complexos de leptina com sObR ocorrem numa 
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proporção molecular de 1:1 [31]. A isoforma sObR funcional modula os níveis de 

leptina por associação à leptina livre presente na circulação, prevenindo que este 

hormônio seja degradado ou submetido ao clearance [32,33]. No entanto, altos 

níveis de sObR no sangue, como determinados em humanos magros ou 

anoréxicos, devem servir como um reservatório potencial de leptina bioativa 

[34,35]. Ainda, foi demonstrado por alguns grupos que, níveis de sObR 

aumentados em duas vezes ou mais podem suprimir a ação da leptina em células 

[36,37], e portanto o seu excesso poderia desempenhar uma função no 

desenvolvimento ou na progressão da resistência à leptina em tecidos periféricos 

[2]. Nenhum dos membros da família de receptores da classe I de citocinas possui 

atividade catalítica intrínseca, sendo constitutivamente ligados a uma proteína 

citosólica com atividade quinase, pertencente à família Janus [29], sendo que o 

ObR associa-se à JAK2. A isoforma longa (ObRb) é considerada a principal 

isoforma pelo fato de ser a única capaz de transmitir o sinal da leptina através da 

via completa da JAK/STAT (janus quinase 2 e transdutores-de-sinal-e-ativadores-

de-transcrição 3, 5 e 6) [28]. O ObRb é expresso em todo o corpo, tendo sido 

localizado no hipotálamo, monócitos, linfócitos, células beta pancreáticas, 

enterócitos, células endoteliais de músculo liso, entre outros tipos celulares [38]. 

 

A associação da leptina ao seu receptor 

A ligação da leptina ao seu receptor promove o recrutamento de outra 

unidade de receptor, formando assim uma estrutura transitoriamente dimérica [39]. 

A modificação conformacional induzida pela ligação da leptina e pela dimerização 

de receptores induz a atividade catalítica da enzima JAK2 associada, a qual se 

autofosforila em vários resíduos tirosina, tornando-se assim ativa para que a 

seguir fosforile e ative a outra molécula de JAK2 ligada ao segundo receptor [40]. 

Subseqüentemente as JAK2 ativas catalisam a fosforilação dos receptores ObRb 

nas tirosinas 985 e 1138 [41]. Desta forma criam-se três sítios ativos que darão 

continuidade ao sinal da leptina. O primeiro sítio encontra-se na molécula de JAK2 

fosforilada. Este sítio promove o recrutamento e a fosforilação das proteínas da 

família dos substratos do receptor de insulina (IRSs) [42]. Os IRSs (principalmente 
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Figura 4 – Vias de sinalização da leptina: JAK-2/STAT3 e IRS-1/PI-3K/Akt. 

 

Várias evidências têm demonstrado que a via de sinalização JAK/STAT 

de citocinas está sob controle de retroalimentação negativa por proteínas SOCS 

(supressores da sinalização de citocinas) [48,49]. Membros da família SOCS, que 

contém um domínio SH2, são induzíveis por uma variedade de citocinas, atuando 

como um regulador negativo destas vias de sinalização. Já foi demonstrado que a 

leptina é capaz de induzir a expressão de SOCS3 [40,48,50]. O recrutamento de 

STAT-3 pelo sítio Tyr1138 do receptor de leptina e sua subsequente fosforilação 

pela JAK2, leva a dimerização destes transdutores-de-sinal-e-ativadores-de-

transcrição que então se translocam para o núcleo, onde induzem a expressão de 

SOCS3 e POMC (pró-opiomelanocortina – precursor de neurotransmissor 

anorexigênico), enquanto que inibem a expressão de AgRP (agouti-related peptide 

– neurotransmissor orexigênico). As proteínas SOCS inibem a sinalização da 

leptina através de sua ligação com a JAK2, indisponibilizando-a, promovendo 

assim um mecanismo de retroalimentação negativa no sistema de sinalização da 

leptina. As proteínas SOCS podem ainda interagir diretamente com ERKs, os 

quais, quando fosforilados, levam à expressão de genes alvo, como o c-fos e o 

egr-1, que participam da proliferação e diferenciação celular [51].   

  

A leptina e o sistema imune 

O sistema imune requer suprimento energético balanceado e adequado 

para otimização de suas funções [52]. O estado nutricional atua como fator 

determinante na resposta imune e tal efeito é, pelo menos parcialmente, modulado 

pela leptina [53]. Revela-se assim a função imunológica da leptina que atua como 

uma citocina. As citocinas são proteínas secretadas por células do sistema imune 

inato e adaptativo, e também por muitas outras células do organismo em situações 

nas quais há interação ou regulação da resposta imune. Dentre suas múltiplas 

funções destaca-se sua propriedade de interligar as células do sistema imune para 

favorecer uma resposta imune integrada [25]. A leptina parece atuar como elo 

entre o estado nutricional e o controle da atividade do sistema imune [46]. Este 
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hormônio apresenta um efeito imuno-modulatório nos sistemas imunes inato e 

adaptativo [54], regulando diferentes facetas da resposta imune, como, por 

exemplo, promovendo maior atividade e proliferação das células T periféricas 

[55,56], ativando a resposta de monócitos [57,58], regulando a produção de 

citocinas [59] e modulando a resposta imune na auto-imunidade [60]. No sistema 

imune inato a leptina modula a atividade de neutrófilos, aumenta a fagocitose por 

monócitos/macrófagos e melhora a secreção de mediadores inflamatórios na 

resposta de fase aguda [23,54]. No sistema imune adaptativo, a leptina pode 

induzir a linfopoiese em camundongos [55] e ainda prover um sinal de 

sobrevivência para os timócitos duplo positivos CD4+/CD8+ e monopositivos 

CD4+/CD8- durante a maturação de linfócitos-T [56].  

Ambos os extremos da disfunção nutricional, como a desnutrição e a 

obesidade, são conhecidos por predispor o sistema imune a diversas formas de 

disfunção, incluindo a imunodeficiência, a predisposição aumentada para doenças 

inflamatórias e autoimunes e até mesmo o desenvolvimento de certos tipos de 

câncer [61-64]. Um dos aspectos mais marcantes da desnutrição é a atrofia do 

timo e o desenvolvimento de imunossupressão [57,58]. O timo é um órgão 

formado por dois lobos, situado no mediastino anterior. Cada lobo é dividido em 

múltiplos lóbulos por septos fibrosos e cada lóbulo consiste em um córtex externo 

e uma medula interna. O córtex contém uma densa coleção de linfócitos T, 

enquanto a medula possui uma população mais esparsa de linfócitos. Este tipo 

celular é o principal controlador da imunidade adaptativa, e tem sua origem a partir 

de células-tronco derivadas da medula óssea (MO) que colonizam o timo. A MO e 

o timo são órgãos linfóides primários, sendo que na MO há a produção e 

maturação dos linfócitos B e no timo há a maturação dos linfócitos T. O timo tem 

um suprimento vascular abundante e vasos linfáticos eferentes que drenam para 

os linfonodos do mediastino. Os linfócitos no timo, também chamados de 

timócitos, são linfócitos T em vários estágios de desenvolvimento. Em geral, as 

células mais imaturas da linhagem de células T entram no córtex da glândula 

através dos vasos sanguíneos. O desenvolvimento começa no córtex e, conforme 

os timócitos vão se desenvolvendo, migram para a medula, de forma que esta 
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contém principalmente células T em estágios mais avançados de 

desenvolvimento. Somente as células T desenvolvidas deixam o timo e entram no 

sangue e nos tecidos linfóides periféricos [25]. 

A deficiência nutricional causa um desarranjo da arquitetura normal do 

timo e reduz o número de timócitos corticais através do aumento da taxa de 

apoptose [56]. Além disto, a desnutrição crônica promove uma queda nos níveis 

de leptina [59], e este fenômeno tem sido apontado como possível participante da 

indução da anormalidade da morfologia e da função do timo observadas durante 

estados de privação nutricional [56]. Como dito anteriormente, nos últimos anos 

tem sido demonstrada a participação da leptina na modulação de várias funções 

imunológicas [50]. Os mecanismos envolvidos na regulação da função imune 

dependente de leptina incluem a capacidade deste hormônio/citocina em inibir a 

apoptose tímica e em modular a expressão de citocinas no timo [50,56,59,65-67]. 

A apoptose é um processo de morte celular programada caracterizado 

por clivagem de DNA, condensação e fragmentação nuclear, vesiculação da 

membrana plasmática, mudança na distribuição lipídica da membrana e 

destacamento da célula da matriz extracelular. Isso resulta na fagocitose da 

célula. O que diferencia a apoptose da necrose é que nesta última há uma ruptura 

da membrana celular liberando o seu conteúdo, e resultando num processo 

inflamatório, enquanto que na apoptose não há evidência de inflamação [68]. A 

indução da apoptose em timócitos pode ocorrer de duas formas. A primeira é por 

negligência, ocorrendo por perda ou ausência de estímulos de sobrevivência. No 

timo, essa forma de apoptose ocorre quando os timócitos não são salvos da morte 

durante o processo de seleção positiva. A segunda forma de apoptose de 

timócitos é induzida ativamente através da sinalização via receptores de 

membrana indutores de morte que são expressos após a ativação dos timócitos. 

Essa forma de apoptose é desencadeada quando os timócitos auto-reativos são 

confrontados com auto-antígenos, durante a seleção negativa [25]. 

A função da leptina na inflamação permanece incompletamente 

compreendida. Modelos animais deficientes em leptina são protegidos dos efeitos 

tóxicos da inflamação mediada pelo sistema imune inato [69-72]. O mecanismo 
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envolvido neste presumido efeito antiinflamatório em organismos deficientes em 

leptina é desconhecido, mas um desequilíbrio entre citocinas pró-inflamatórias 

(não alteradas) e anti-inflamatórias (redução de IL-10 e antagonista de IL-1R) tem 

sido observado [69], aumentando a possibilidade de que a leptina possa modificar 

a produção de citocinas anti-inflamatórias pelos monócitos/macrófagos através da 

ativação da STAT-3 [73].  

Sabe-se que as citocinas da família IL-6, incluindo o fator inibitório de 

leucemia, a oncostatina M e a própria IL-6 são mediadores críticos da involução 

tímica associada à idade e ao choque-séptico, e que o tecido adiposo do timo 

pode produzir tais citocinas [74,75]. Muitas citocinas exercem efeitos na indução 

de leptina, e de forma reversa, sabe-se que a leptina apresenta vários efeitos no 

controle da expressão de diversas citocinas [76].  

O TNF-α, fator de necrose tumoral, é o principal mediador da resposta 

inflamatória aguda a bactérias Gram-negativas e outros microrganismos 

infecciosos, sendo responsável por muitas das complicações sistêmicas 

observadas em infecções graves. A principal fonte celular de TNF-α é constituída 

por fagócitos mononucleares ativados, embora células T estimuladas por 

antígeno, células NK e mastócitos também possam secretar tal proteína. A família 

TNF de proteínas inclui citocinas secretadas e proteínas de membrana que 

compartilham homologias na sequência e se enovelam em complexos 

homotriméricos triangulares/piramidais, os quais se ligam a receptores de 

superfície estruturalmente semelhantes. A principal função biológica do TNF-α é 

estimular o recrutamento de neutrófilos e monócitos para locais de infecção e 

ativar essas células para erradicar microrganismos. Em infecções graves, o TNF-α 

é produzido em grandes quantidades e causa distúrbios sistêmicos, podendo até 

mesmo atuar como um hormônio modulando a atividade endócrina em vários 

órgãos [25].  

A interleucina-1 (IL-1) apresenta função semelhante à do TNF, atuando 

como mediadora da resposta inflamatória do hospedeiro a infecções e outros 

estímulos inflamatórios. Ela age juntamente com o TNF na imunidade inata e na 

inflamação. Sua principal fonte celular, assim como a de TNF, são fagócitos 
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mononucleares ativados, porém, diferentemente deste, também é produzida por 

muitos tipos celulares que não macrófagos, tais como neutrófilos, células epiteliais 

(p. ex., queratinócitos) e células endoteliais. Existem duas formas de IL-1, 

chamadas de IL-1α e IL-1β, que são menos de 30% homólogas uma à outra, mas 

se ligam a receptores de superfície celular e medeiam atividades biológicas 

semelhantes. A maior parte da IL-1 encontrada na circulação é IL-1β. Os efeitos 

biológicos da IL-1 são semelhantes aos do TNF e dependem da quantidade de 

citocina produzida. Em baixas quantidades, a IL-1 atua como um mediador da 

inflamação local. Quando em maiores quantidades, entra na corrente sanguínea e 

exerce efeitos endócrinos, induzindo febre, síntese de proteínas plasmáticas de 

fase aguda pelo fígado e desgaste metabólico (caquexia), assim como o faz 

também o TNF [25].  

A IL-1 e o TNF-α são capazes de, independentemente, induzir um 

aumento nos níveis de leptina endógena [77]. Especificamente, a IL-1β tem sido 

considerada como um mediador da indução de leptina, uma vez que a estimulação 

de leptina por LPS (lipopolissacaride) e outras citocinas é inibida em 

camundongos “knockout” para a IL-1β [77]. Além disso, muitas citocinas pró-

inflamatórias são reguladas pela leptina, incluindo-se IL-12, IL-6, TNF-α [78,79], e 

INF-γ [70,78].  Portanto, o fato da produção da leptina ser aumentada em resposta 

à LPS sugere ainda um importante papel regulatório para este hormônio na 

inflamação e no choque induzido por LPS [69,80]. 

 

A leptina e a família de tirosina quinases Src 

Em um estudo anterior realizado por membros do nosso grupo [66] 

observou-se que a leptina exerce um efeito anti-apoptótico no timo de ratos 

jovens, e que este efeito é mediado pela cascata de sinalização da IRS-1/PI3-

kinase/Akt, mas independente da ativação pela JAK. Uma vez que o receptor de 

leptina ObRb não possui atividade tirosina quinase intrínseca, suspeitou-se que 

deveria haver outra quinase, que não fosse da mesma família da JAK, e que 

estaria atuando como intermediário entre o receptor de leptina e o recrutamento 

da proteína IRS-1. Um estudo recente [81] revelou que, em um sistema celular 
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isolado, proteínas da família Src podem ser ativadas em resposta à leptina de uma 

maneira independente da JAK2.  

Para explorar a possibilidade de que o sinal da leptina pudesse ser 

transduzido por membros da família Src, realizou-se um experimento piloto no 

qual ratos foram agudamente tratados com leptina e a fosforilação em tirosina de 

membros da família Src (Lck, Fyn e Src) foi avaliada por imunoblot. Tal piloto 

revelou que, apesar de todas as três quinases serem fosforiladas em resposta à 

leptina, a Fyn foi a que respondeu em menor tempo e com maior intensidade. 

 

A família Src de proteínas e a tirosina quinase Fyn 

A Fyn é uma tirosina quinase citoplasmática pertencente à família Src 

[82,83]. Sua expressão já foi observada no fígado, pulmão, rim, epitélio de 

glândula mamária, intestino e pâncreas, incluindo as ilhotas pancreáticas [84,85]. 

A família Src de proteínas tirosina quinases é um grupo composto por nove 

enzimas, Src, Fyn, Yes, Lck, Hck, Fgr, Lyn, Blk, e Yrk, que são ancoradas à face 

citoplasmática de membranas através da região amino-terminal de seus ácidos 

graxos [86], compondo o principal grupo de transdutores de sinais celulares 

[87,88]. Estas tirosina quinases podem ser ativadas por vários sinais 

extracelulares, através de receptores tirosina quinases, integrinas, receptores 

acoplados à proteína G, receptores Fc e de antígenos, e receptores citocinas. 

Podem modular uma grande variedade de funções intracelulares tanto em células 

imunes quanto em células não-hematopoiéticas, incluindo proliferação, 

diferenciação, sobrevivência, adesão, alterações morfológicas e migração celular 

[88]. Já foi demonstrada a participação de quinases da família Src na sinalização 

do sistema imune inato, na resposta a citocinas, a fatores de crescimento, a 

reguladores de apoptose, a reguladores da sinalização de antígenos, a 

estimulação de células por complexos imunológicos, na fagocitose, na resposta à 

estimulação de adesão (sinalização de integrinas), a controladores de canais de 

K/Cl, e a proteínas das vias de sinalização acopladas à proteínas G [89-96]. Além 

disso, revelou-se que há necessidade da atividade das quinases da família Src 

para o correto desenvolvimento de linfócitos T e B [97,98].  
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Estruturalmente a família Src de tirosina quinases contém um ou mais 

sítios de acilação amino-terminal, necessários para a localização na membrana, 

um domínio específico, o qual define membros individuais, um domínio homólogo 

Src 3 (SH3), que reconhece ligantes ricos em prolina, um domínio SH2, que 

reconhece ligantes ricos em fosfo-tirosina, um domínio catalítico e uma seqüência 

regulatória carboxi-terminal [86,99].  

 

  

 

 

 

www.hxms.neu.edu/research/chime/Fig5.JPG 

 

Figura 5 – Domínios conservados das proteínas da família Src. 

 

Muitas das proteínas desta família são expressas como duas proteínas 

devido à padrões de “splicing” alternativos ou pelo uso de códons iniciadores 

alternativos. Exemplos incluem a Src [100], Fyn, Lyn [101] e Hck [102]. A Fyn sofre 

“splicing” alternativo e passa a conter um sétimo éxon único, codificando a região 

unificadora entre os domínios SH2 e o que confere atividade quinase, a qual é 

diferente entre células T e neurônios [103]. A função diferencial destas isoformas 

não está bem estabelecida, embora já tenha sido sugerido diferenças na utilização 

de substrato ou na localização sub-celular [100,104]. A cristalografia destas 

tirosina quinases revelou que a atividade quinase é regulada pela formação e 

rompimento de interações intramoleculares envolvendo os domínios SH2 e SH3 

[105,106]. O domínio quinase propriamente dito contém dois resíduos críticos: um 

sítio de auto-fosforilação que é necessário para a ativação da quinase, e um 

resíduo de tirosina C-terminal que regula negativamente a atividade da enzima por 

ligar-se ao domínio SH2 e posicionar a quinase em uma conformação fechada e 

inativa. Este resíduo C-terminal é um ponto crítico para a regulação da atividade 

de quinases da família Src. Esta fosforilação é proporcionada principalmente pela 

quinase Csk, e a desfosforilação do resíduo é obtida, pelo menos em células 

imunes, pela ação principal da fosfatase CD45. A Csk é um importante e potente 

http://www.hxms.neu.edu/research/chime/Fig5.JPG
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regulador negativo das quinases da família Src em todas as células. Esta enzima 

é recrutada para a membrana pela proteína adaptadora Cbp/PAG, através de 

interação entre fosfo-tirosina e SH2, na qual a própria Cbp/PAG é fosforilada por 

quinases da família Src. Isso configura um mecanismo pelo qual a própria quinase 

da família Src pode modular negativamente sua própria atividade quinase pelo 

recrutamento de um regulador negativo [107]. É ainda importante mencionar que a 

Cbp/PAG está localizada em regiões estratégicas da membrana onde a Csk pode 

atuar diretamente sobre as quinases da família Src [108].  

Através de um mecanismo dependente da associação física, membros 

da família Src podem conferir atividade quinase à receptores que não apresentem 

intrinsecamente esta função, mas ainda podem também se ligar a receptores que 

possuam atividade tirosina quinase [109]. Desta maneira, e devido ao fato da 

tirosina quinase Fyn estar envolvida em várias funções imunológicas [110-113], 

decidimos concentrar nossos esforços em explorar a função desta proteína nas 

ações da leptina no timo. A possibilidade de se encontrar outra tirosina quinase, 

que não fosse da mesma família da JAK, intermediando o sinal gerado pela leptina 

entre o receptor ObR e o recrutamento da proteína IRS-1, poderia abrir novos 

caminhos na compreensão da sinalização e ação da leptina em vários tecidos. 

 



31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 - Objetivos



32 

 

Objetivos 

 

2.1 - Objetivos gerais  

 

 Avaliar a participação da proteína tirosina quinase Fyn na transdução 

de sinal através do receptor de leptina em timo. 

 

2.2 - Objetivos específicos 

 

 Avaliar a capacidade da leptina em ativar a tirosina quinase Fyn no 

timo; 

 

 Avaliar se há associação entre a proteína Fyn e o receptor ObRb; 

 

 Havendo associação, determinar qual a provável região do ObRb 

está envolvida neste evento; 

 

 Avaliar se a Fyn transduz o sinal da leptina através da via do IRS1; 

 

 Promover a inibição da Fyn e avaliar os seus efeitos sobre a 

apoptose dos timócitos; 

 

 Promover a inibição da Fyn e avaliar os seus efeitos sobre o padrão 

de expressão de citocinas do timo frente ao tratamento dos ratos com LPS. 
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Conclusão 

 

 A tirosina quinase Fyn está associada constitutivamente ao ObR em 

células tímicas; 

 

 Após estimulação por leptina, a Fyn sofre ativação por fosforilação 

em tirosina, e se associa mais intensamente ao IRS-1; 

 

 Todos estes efeitos são independentes da ativação da JAK2; 

 

 A inibição da Fyn não modifica o efeito da leptina na redução da 

apoptose no timo, mas modifica sua atividade moduladora da expressão de 

citocinas. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 – Referências Bibliográficas 



45 

 

Referências Bibliográficas 

 

[1] Friedman, J.M. and Halaas, J.L. (1998) Nature 395, 763-70. 

[2] Koerner, A., Kratzsch, J. and Kiess, W. (2005) Best Pract Res Clin 

Endocrinol Metab 19, 525-46. 

[3] Muoio, D.M. and Lynis Dohm, G. (2002) Best Pract Res Clin Endocrinol 

Metab 16, 653-66. 

[4] Zhang, F. et al. (1997) Nature 387, 206-9. 

[5] Cohen, S.L., Halaas, J.L., Friedman, J.M., Chait, B.T., Bennett, L., Chang, 

D., Hecht, R. and Collins, F. (1996) Nature 382, 589. 

[6] Zhang, Y., Proenca, R., Maffei, M., Barone, M., Leopold, L. and Friedman, 

J.M. (1994) Nature 372, 425-32. 

[7]  Friedman, J.M. (2002) Nutr Rev 60, S1-14; discussion S68-84, 85-7. 

[8]  Halaas, J.L., Gajiwala, K.S., Maffei, M., Cohen, S.L., Chait, B.T., 

Rabinowitz, D., Lallone, R.L., Burley, S.K., Friedman, J.M. (1995) Science 

269, 534-46. 

[9] Flier, J.S. (2004) Cell 116, 337-50. 

[10] Boden, G., Chen, X., Mozzoli, M., Ryan, I. (1996) Clin Endocrinol Metab 81, 

3419-23. 

[11] Leibel, R.L., Rosenbaum, M., Hirsh, J. (1995) N Engl J Med 332, 621-8. 

[12] Dal Farra, C., Zsurger, N., Vincent, J.P., et al. (2000) Peptides 21, 577-87. 

[13] Unger, R.H., Zhou, Y.T. and Orci, L. (1999) Proc Natl Acad Sci U S A 96, 

2327-32. 

[14] Bennett, B.D., Solar, G.P., Yuan, J.Q., Mathias, J., Thomas, G.R. and 

Matthews, W. (1996) Curr Biol 6, 1170-80. 

[15] Sierra-Honigmann, M.R. et al. (1998) Science 281, 1683-6. 

[16] Casabiell, X. et al. (1998) J Clin Endocrinol Metab 83, 2149-55. 

[17] Frederich, R.C., Lollmann, B., Hamann, A., et al. (1995) J Clin Invest 96, 

1658-63. 

[18] Considine, R.V., Sinha, M.K., Heiman, M.L., et al. (1996) N Engl J Med 334, 

292-5. 



46 

 

[19] Havel, P.J., Kasim-Karakas, S., Dubuc, G.R., et al. (1996) Nat Med 2, 949-

50. 

[20] Heptulla, R., Smitten, A., Teague, B., et al. (2001) J Clin Endocrinol Metab 

86, 90-6. 

[21] Margetic, S., Gazzola, C., Pegg, G.G., et al. (2002) Int J Obes Relat Metab 

Disord 26, 1407-33. 

[22] Tartaglia, L.A. et al. (1995) Cell 83, 1263-71. 

[23] Haniu, M., Arakawa, T., Bures, E.J., Young, Y., Hui, J.O., Rohde, M.F., 

Welcher, A.A., Horan, T. (1998) J Biol Chem 273, 28691-9. 

[24] Abbas, A.K., Lichtman, A.H., Pober, J.S. (2005) Cellular and molecular 

immunology. Philadelphia: 5th Ed. W.B. Suanders. 

[25] Wang, M.Y., Zhou, Y.T., Newgard, C.B., Unger, R.H. (1996) FEBS Lett 392, 

87-90. 

[26] Tartaglia, L.A. (1997) J Biol Chem 272, 6093-6. 

[27] Chung, W.K., Power-Kehoe, L., Chua, M., Leibel, R.L. (1996) Genome Res 

6, 431-8. 

[28] Ghilardi, N., Ziegler, S., Wiestner, A. (1996) Proc Natl Acad Sci U S A 93: 

6231-5. 

[29] Bjorbaek, C., Uotani, S., da Silva, B. and Flier, J.S. (1997) J Biol Chem 272, 

32686-95. 

[30] Lammert, A., Kiess, W., Bottner, A., et al. (2001) Biochem Biophys Res 

Commun 283, 982-8. 

[31] Devos, R., Guisez, Y. et al., Van der H.J. (1997) J Biol Chem 272, 18304-

10. 

[32] Liu, C., Liu, X.J., Barry, G., et al. (1997) Endocrinology 138, 3548-54. 

[33] Huang, L., Wang, Z., Li, C. (2001) Biol Chem 276, 6343-9. 

[34] Sinha, M.K., Opentanova, I., Ohannesian, J.P., et al. (1996) J Clin Invest 98, 

1277-82. 

[35] Kratzsch, J., Lammert, A., Bottner, A., et al. (2002) J Clin Endocrinol Metab 

87, 4587-94. 

[36] Yang, G., Ge, H., Boucher, A., et al. (2004) Mol Endocrinol 18, 1354-62. 



47 

 

[37] Zastrow, O., Seidel, B., Kiess, W., et al. (2003) Int J Obes Relat Metab 

Disord 27, 1472-8. 

[38] Fruhbeck, G. (2001) Proc Nutr Soc 60, 301-18. 

[39] Zabeau, L., Lavens, D., Peelman, F., Eyckerman, S., Vandekerckhove, J. 

and Tavernier, J. (2003) FEBS Lett 546, 45-50. 

[40] Bjorbaek, C., Lavery, H.J., Bates, S.H., Olson, R.K., Davis, S.M., Flier, J.S. 

and Myers, M.G., Jr. (2000) J Biol Chem 275, 40649-57. 

[41] Munzberg, H. and Myers, M.G., Jr. (2005) Nat Neurosci 8, 566-70. 

[42] Kellerer, M., Koch, M., Metzinger, E., Mushack, J., Capp, E. and Haring, 

H.U. (1997) Diabetologia 40, 1358-62. 

[43] Xu, A.W., Kaelin, C.B., Takeda, K., Akira, S., Schwartz, M.W. and Barsh, 

G.S. (2005) J Clin Invest 115, 951-8. 

[44] Bjorbaek, C. et al. (2001) J Biol Chem 276, 4747-55. 

[45] Matarese, G., La Cava, A. (2004) Trends Immunol 25, 193-200. 

[46] La Cava, A. and Matarese, G. (2004) Nat Rev Immunol 4, 371-9. 

[47] Bjorbaek, C. and Kahn, B.B. (2004) Recent Prog Horm Res 59, 305-31. 

[48] Sahu, A. (2003) Front Neuroendocrinol 24, 225-53. 

[49] Muller, P., Kuttenkeuler, D., Gesellchen, V., Zeidler, M.P. and Boutros, M. 

(2005) Nature 436, 871-5. 

[50] Eyckerman, S., Broekaert, D., Verhee, A., Vandekerckhove, J. and 

Tavernier, J. (2000) FEBS Lett 486, 33-7. 

[51] Fruhbeck, G. (2006) Biochem J 393, 7-20. 

[52] Buttgereit, F., Burmester, G.R. and Brand, M.D. (2000) Immunol Today 21, 

192-9. 

[53] Fazeli, M. et al. (2006) J Immunol Methods 312, 190-200. 

[54] La Cava, A., Matarese, G., Ebling, F.M. and Hahn, B.H. (2003) Curr Opin 

Investig Drugs 4, 1327-32. 

[55] Lord, G.M., Matarese, G., Howard, J.K., Baker, R.J., Bloom, S.R. and 

Lechler, R.I. (1998) Nature 394, 897-901. 

[56] Martin-Romero, C., Santos-Alvarez, J., Goberna, R. and Sanchez-Margalet, 

V. (2000) Cell Immunol 199, 15-24. 



48 

 

[57] Zarkesh-Esfahani, H., Pockley, A.G., Wu, Z., Hellewell, P.G., Weetman, 

A.P. and Ross, R.J. (2004) J Immunol 172, 1809-14. 

[58] Zarkesh-Esfahani, H. et al. (2001) J Immunol 167, 4593-9. 

[59] Farooqi, I.S. et al. (2002) J Clin Invest 110, 1093-103. 

[60] Matarese, G., Sanna, V., Lechler, R.I., Sarvetnick, N., Fontana, S., 

Zappacosta, S. and La Cava, A. (2002) Diabetes 51, 1356-61. 

[61] Fernandes, G. (2008) Immunol Res 40, 244-61. 

[62] Ahluwalia, N. (2004) J Nutr Health Aging 8, 2-6. 

[63] Lesourd, B. M., L. Mazari, and M. Ferry. (1998) Nutr Rev 56, S113-25. 

[64] Valdes-Ramos, R., and A. D. Benitez-Arciniega. (2007) Br J Nutr 98 Suppl 

1, S127-32. 

[65] Matarese, G., S. Moschos, and C. S. Mantzoros. (2005) J Immunol 174, 

3137-42. 

[66] Mansour, E., F. G. Pereira, E. P. Araujo, M. E. Amaral, J. Morari, N. R. 

Ferraroni, D. S. Ferreira, I. Lorand-Metze, and L. A. Velloso. (2006) 

Endocrinology 147, 5470-9. 

[67] Velloso, L. A., W. Savino, and E. Mansour. (2009) Ann N Y Acad Sci 1153, 

29-34. 

[68] Bredensen, D.E., Rammohan, V.R., Mehlen, P. (2006) Nature 443, 796-802. 

[69] Faggioni, R., Fantuzzi, G., Gabay, C., Moser, A., Dinarello, C.A., Feingold, 

K.R., Grunfeld, C. (1999) Am J Pathol 276, R136-42. 

[70] Faggioni, R., Moser, A., Feingold, K.R., Grunfeld, C. (2000) Am J Pathol 

156, 1781-7. 

[71] Takahashi, N., Waelput, W., Guisez, Y. (1999) J Exp Med 189, 207. 

[72] Bernotiene, E., Palmer, G., Talabot-Ayer, D., et al. (2004) Arthritis Res Ther 

6, R256. 

[73] Williams, L., Bradley, L., Smith, A., et al. (2004) J Immunol 172, 567. 

[74] Sempowski, G.D., Hale, L.P., Sundy, J.S., et al. (2000) J Immunol 164, 

2180-7. 

[75] Sempowski, G.D., Rhein, M.E., Scearce, R.M., et al. (2002) Eur J Immunol 

32, 3066-70. 



49 

 

[76] Wang, W., Poole, B., Mitra, A., et al (2004) J Am Soc Nephrol 15, 645-9. 

[77] Sarraf, P., Frederich, R.C., Turner, E.M., et al. (1997) J Exp Med 185, 171-

5. 

[78] Juge-Aubry, C.E., Meier, C.A. (2002) Mol Cell Endocrinol 194, 1-7. 

[79] Loffreda, S., Yang, S.Q., Lin, H.Z., et al. (1998) FASEB J 12, 57-65. 

[80] Grunfeld, C., Zhao, C., Fuller, J., et al. (1996) J Clin Invest 97, 2152-7. 

[81] Jiang, L., Z. Li, and L. Rui. (2008) J Biol Chem 283, 28066-73. 

[82] Cance, W.G., Craven, R.J., Bergman, M., Xu, L., Alitalo, K. and Liu, E.T. 

(1994) Cell Growth Differ 5, 1347-55. 

[83] Lee, J., Wang, Z., Luoh, S.M., Wood, W.I. and Scadden, D.T. (1994) Gene 

138, 247-51. 

[84] Oberg-Welsh, C. and Welsh, M. (1995) Gene 152, 239-42. 

[85] Thuveson, M., Albrecht, D., Zurcher, G., Andres, A.C. and Ziemiecki, A. 

(1995) Biochem Biophys Res Commun 209, 582-9. 

[86] Courtneidge, S.A. (1994) Semin Cancer Biol 5, 239-46. 

[87] Hunter, T. and Cooper, J.A. (1985) Annu Rev Biochem 54, 897-930. 

[88] Thomas, S.M. and Brugge, J.S. (1997) Annu Rev Cell Dev Biol 13, 513-609. 

[89] Chan, V.W., Mecklenbrauker, I., Su, I., et al. (1998) J Exp Med 188, 93-101. 

[90] De Franceschi, L., Fumagalli, L., Olivieri, O., at al. (1997) J Clin Ivest 99, 

220-7. 

[91] Fitzer-Attas, C.J., Lowry, M., Crowley, M.T., et al. (2000) J Exp Med 191, 

669-82. 

[92] Gardai, S., Whitlock, B.B., Helgason, C., et al. (2002) J Biol Chem 277, 

5236-46. 

[93] Lowell, C.A., Berton, G. (1999) J Leukoc Biol 65, 313-20. 

[94] Lowell, C.A., Fumagalli, L., Berton, G. (1996) J Cell Biol 133, 895-910. 

[95] Nijhuis, E., Lammers, J.W., Koenderman, L., et al. (2002) J Leukoc Biol 71, 

115-24. 

[96] Rane, S.G., Reddy, E.P. (2002) Oncogene 21, 3334-58.  

[97] Saijo, K., Schmedt, C., Su, I.H., et al. (2003) Nat. Immunol 4, 274-9. 

[98] van Oers, N.S., Lowin-Kropf, B., Finlay, D., et al. (1996) Immunity 5, 429-36. 



50 

 

[99] Cooper, J.A. (1994) Semin Cell Biol 5, 377-87. 

[100] Modafferi, E.F., Black, D.L. (1999) RNA 5, 687-706. 

[101] Yi, T.L., Bolen, J.B., Ihle, J.N., et al. (1991) Mol Cell Biol 11, 2391-8. 

[102] Lock, P., Ralph, S., Stanley, E., et al. (1991) Mol Cell Biol 11, 4363-70. 

[103] Picard, C., Gilles, A., Pontarotti, P., et al. (2002) J Immunol 168, 2595-8. 

[104] Robbins, S.M., Quintrell, N.A., Bishop, J.M. (1995) Mol Cell Biol 15, 3507-

15. 

[105] Xu, W., Harrison, S.C. and Eck, M.J. (1997) Nature 385, 595-602. 

[106] Sicheri, F., Moarefi, I. and Kuriyan, J. (1997) Nature 385, 602-9. 

[107] Lindquist, J.A., Simeoni, L., Schraven, B. (2003) Immunol Ver 191, 165-82. 

[108] Davidson, D., Bakinowski, M., Thomas, M.L., et al. (2003) Mol Cell Biol 23, 

2017-28. 

[109] Erpel, T. and Courtneidge, S.A. (1995) Curr Opin Cell Biol 7, 176-82. 

[110] Stein, P. L., H. M. Lee, S. Rich, and P. Soriano. (1992) Cell 70, 741-750. 

[111] Olszowy, M. W., P. L. Leuchtmann, A. Veillette, and A. S. Shaw. (1995) J 

Immunol 155, 4236-40. 

[112] Utting, O., S. J. Teh, and H. S. Teh. (1998) J Immunol 160, 5410-9. 

[113] Salmond, R. J., A. Filby, I. Qureshi, S. Caserta, and R. Zamoyska. (2009) 

Immunol Rev 228, 9-22. 

 

 

 

 

  

   

 

 

 

 

 

 


