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Sobrepeso e obesidade sdo caracterizados por um aumento de tecido adiposo corporeo, que
resulta da interagdo entre muitos fatores, incluindo genéticos, metabdlicos, comportamentais e
ambientais. A obesidade esta relacionada ao desenvolvimento de diabetes mellitus do tipo 2
(DM2). O principal mecanismo envolvido na associagao entre obesidade e DM2 ¢ a indugéo de
uma resposta inflamatoria subclinica capaz de gerar resisténcia a insulina. Este fendmeno é
caracterizado pela capacidade reduzida deste horménio em promover a homeostase glicémica.
O musculo esquelético (SM) é considerado um dos principais tecidos para a homeostase da
glicose, ja que ele responde por cerca de 80 % da captagéo total de glicose estimulada pela
insulina no corpo. Sendo assim, a resisténcia a insulina em musculo esquelético € o maior
determinante da hiperglicemia e DM2. Por outro lado, a leptina apresenta fungdo crucial na
homeostase glicémica por agir no cérebro e sua agao neste 6rgao requer a atividade da PI3K
para modular a homeostase da glicose e o metabolismo periférico. Contudo, 0 mecanismo
envolvido neste fendmeno ndo € completamente entendido. Neste estudo nds aventamos a
hipotese que a atividade hipotalamica da PI3K é importante para a modulagao da via da quinase
dependente de AMP (AMPK)/acetil-CoA carboxilase (ACC), PGC1a e AKT em musculo
esquelético. Para investigar esta questao, injetamos leptina no ventriculo lateral do hipotalamo
de ratos. A leptina (ICV) aumentou a fosforilagao da JAK2 (80 %) e AKT (350 %) hipotalamica,
quando comparado ao grupo controle. A administragdo prévia de LY294002 (inibidor quimico da
PI3K) reduziu a fosforilagdo da AKT hipotaldmica, induzida por leptina ICV. Adicionalmente, a
leptina (ICV) melhorou a tolerancia a glicose no GTT (50 %), mas a administragdo prévia de
propranolol (10 mg/kg IP) ou LY294002 (1nmol-ICV) reduziu este efeito. Em musculo soleus a
fosforilagdo da AKT, estimulada pela insulina, foi maior no grupo leptina (200 %) do que no grupo
controle, contudo a administragéo prévia de propranolol (IP) reduziu (50 %) este efeito. Como o
propranolol a administragdo prévia de LY294002 (ICV) reduziu (45 %) o efeito da leptina (ICV)
sobre a fosforilagdo da AKT em musculo esquelético. A fosforilagdo da JAK2, em musculo
esquelético, foi maior no grupo leptina (ICV) do que no grupo controle, mas a administragéo
prévia de LY294002 (ICV) bloqueou este efeito. Adicionalmente, a agédo central da leptina
aumentou a expresséo de PGC1a e a fosforilagdo da AMPK e ACC em musculo soleus. A
administragao prévia de LY294002 bloqueou estes efeitos. Concluimos que a ativagao da via da
PI3K hipotalamica, induzida pela leptina, é importante para a fosforilagdo da AKT, bem como
para a ativagao de vias catabdlicas através da AMPK e PGC1a em musculo esquelético. Assim,
um defeito na via de sinalizacdo da PI3K no hipotadlamo pode contribuir para a resisténcia
periférica a insulina associada a obesidade induzida por dieta.
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Overweight and obesity are characterized by an increased body fat and result from the interaction
of many factors, which include genetic, metabolic, behavioral, and environmental ones. Obesity is
a clinical condition highly associated with type 2 diabetes mellitus (DM2). The major reason for
the link between obesity and DM2 is the induction of a subclinical inflammatory response which
leads to insulin resistance. This phenomenon is characterized by the reduced ability of the
pancreatic hormone insulin to promote glucose homeostasis. Skeletal muscle (SM) is considered
as one of the most important tissues in glucose homeostasis, because it accounts for 80 % of
whole body insulin-stimulated glucose uptake. Therefore, skeletal muscle insulin resistance is a
major determinant of hyperglycemia and DM2. In addition, leptin plays a central role in glucose
homeostasis acting in the brain and its action in this organ requires PI3K activity to modulate
glucose homeostasis and peripheral metabolism. However, the mechanism behind this
phenomenon is not clearly understood. We hypothesize that hypothalamic PI3K activity is
important for the modulation of AMP-activated protein kinase (AMPK)/acetil-CoA carboxylase
(ACC) pathway, PGC1a, and AKT in skeletal muscle. To address this issue, we injected leptin
into the lateral ventricle of rats. ICV leptin increased the phosphorylation of hypothalamic JAK2
(80 %) and AKT (350 %) when compared to the control group. Previous ICV LY294002 (chemical
inhibitior of PI3K) administration reduced hypothalamic AKT phosphorylation, induced by ICV
leptin. In addition, ICV leptin improved the clearance of glucose in GTT (50%), but the previous
administration of propranolol (10 mg/kg bw-IP) or ICV LY294002 (1nmol-ICV) reduced this effect.
In the soleus muscle, the AKT phosphorylation, stimulated by insulin, was higher in leptin group
(200 %) than the control group, but the previous administration of propranalol (IP) reduced (50 %)
this effect. Like propranalol the previous administration of LY294002 (ICV) reduced (45 %) the
effect of ICV leptin on AKT phosphorylation in the skeletal muscle. JAK2 phosphorylation, in
skeletal muscle, was higher in leptin (ICV) group than the control group, but the previous ICV
administration of LY294002 blocked this effect. Additionally, the central action of leptin increased
PGC1a expression, AMPK and ACC phosphorylation in the soleus muscle. Previous ICV
administration of LY294002 blocked these effects. We conclude that the activation of
hypothalamic PI3K pathway is important for leptin-induced AKT phosphorylarion, as well as for an
active catabolic pathway through AMPK and PGC1a in skeletal muscle. Thus, a defective leptin
signaling PI3K pathway in the hypothalamus may contribute to peripheral resistance to insulin
associated to diet-induced obesity.
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Obesidade: Um breve histérico

A obesidade ndo é uma exclusividade deste século. Existem registros artisticos,
evidenciando que o excesso de peso em seres humanos data de 30.000 — 20.000 anos antes da era
Cristd. Trés das mais antigas esculturas que comprovam que a obesidade ja se fazia presente na
pré-histéria, mais especificamente no periodo Paleolitico ou Idade da Pedra Lascada, séo: Vénus de
Willendorf (30.000 — 20.000 aC - Austria), Lespugue (34.000 — 29.000 aC - Franca) e Vénus de
Laussel (25.000 — 20.000 aC - Franga) (Figura 1). Segundo alguns tedricos, para o homem
paleolitico, seios e cintura pélvica grandes simbolizavam sucesso reprodutivo (Spivey, 2005), para
eles a forma feminina do corpo remetia e/ou mesmo enfatizava suas fungdes bioldgicas (Clark,
1964). Ainda no periodo pré-historico Neolitico, ou Idade da Pedra Polida, que compreende o
intervalo entre 8.000 e 5.500 aC, houve a produgao de muitas esculturas retratando a obesidade e
possivelmente o exemplo mais famoso delas seja “Mother Goddess” (6.000 - 5.500 aC) encontrada

na antiga Anatdlia, atualmente Turquia.

No antigo Egito, as artes presentes em algumas tumbas como a do rei Ankh-ma-Hor (Sexta
Dinastia, 2340-2180 aC) e do nobre egipcio Mereruka (2350 aC) revelam que a obesidade era
comum entre a realeza egipcia. Estudos de reconstrugdo de peles de mumias reais sugerem que
algumas delas eram obesas, incluindo as das rainhas Ahmose Inhapy (XVII Dinastia), Hatshepsut
(XVIIl Dinastia, 1473-1458 aC) e a do rei Ramsés Ill (XX Dinastia, 1194-1163 aC) (Reeves,1992).
Sendo assim, através da arte podemos constatar que a obesidade esteve presente desde ha muito
tempo nas diversas culturas e principalmente entre as classes sociais mais abastadas, o0 que na

época representava riqueza, poder e também fertilidade.

18



Figura 1 - Vénus de Willendorf (30.000 — 20.000 aC - Austria) (A); Lespugue (34.000 - 29.000 aC - Franga) (B); Vénus de Laussel
(25.000 - 20.000 aC - Franga) (C).

A arte € um reflexo sociologico de uma determinada cultura, num determinado tempo e
através dela podemos inferir acerca dos habitos, costumes e valores de um povo. Assim como a
literatura, a pintura e a escultura séo capazes de nos revelar determinados aspectos da vida do
homem em sociedade em uma dada época. Por meio da arte € possivel supor que na Idade Média
(Séc. V-XV) o pensamento coletivo era de que a obesidade estava relacionada a prosperidade, ja a
magreza remetia a tuberculose e a doengas cronicas (Klein, 1996). Ainda por meio da arte ¢
possivel saber que no Periodo Renascentista (XIII-XVII) o excesso de peso ou mesmo a obesidade
era o padrao de beleza vigente e dentre as obras que retratam o que seria o ideal de beleza dessa
época destacam-se: Mona Lisa (1503, Leonardo da Vinci), Concerto Campestre (1510, Giorgio
Barbarelli), O Rapto das Filhas de Leucipo (1617, Rubens) (Figura 2), O Triunfo de Sileno (1618,

Van Dick), Bathsheba at her Bath (1654, Rembrandt) e As trés Gragas (1763, Carle Van Loo).
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Figura 2 - O rapto das filhas de Leucipo (Rubens, 1671).

Como descrito nos exemplos anteriores, por milhares de anos o acimulo de peso esteve
associado a riqueza, saude e poder. Porém Hipdcrates (460 — 377 aC), considerado o Pai da
Medicina Moderna, foi o primeiro a observar que a morte subita era mais comum entre as pessoas
obesas do que magras (Littré, 1839). Além disso, alguns médicos gregos também concluiram,
através da pratica clinica, que a obesidade era a causa de irregularidades menstruais e infertilidade
entre as mulheres. Ainda que nessa época a obesidade néo fosse por si considerada como uma
enfermidade, j& no século XVII um tratado médico tibetano intitulado “The Blue Beryl” reconhecia
que a obesidade era uma condicdo que devia ser tratada através da perda de peso. No século
seguinte (XVIII) foi publicada a primeira monografia, na lingua inglesa, que tinha como objeto de
estudo a obesidade. “A Discourse Concerning the Causes and Effects of Corpulency Together with

the Method for Its Prevention and Cure”, escrita por Short em 1727, ja considerava a importancia da
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pratica de exercicios fisicos e a adesdo a uma dieta moderada e purgativa para prevenir tal

condicao.

Ainda que Hipocrates tenha sido o primeiro a vislumbrar a obesidade como uma doencga
(Klein, 1996), somente no século XX, ou seja, mais de 2000 anos depois dessa observagéo é que a
Organizagao Mundial de Saude (OMS) reconheceu a obesidade como uma enfermidade. De acordo
com a OMS a obesidade € um acumulo excessivo e anormal de gordura capaz de representar riscos
a saude do individuo (WHO, 2011). Sabe-se hoje que esta enfermidade é fruto de complexas
interagdes entre fatores ambientais e genéticos e uma série de publicagdes tem sugerido que ha um
conjunto de genes que favorecem o estoque de gordura. Tais genes se tornaram mal adaptados nas
sociedades contemporaneas, especialmente as ocidentais que, em decorréncia do avango
tecnoldgico, minimizaram a atividade fisica e favoreceram a ingestao de alimentos ricos em energia
(Chung & Leibel, 2008) e o acimulo de gordura. Atualmente existem diversos métodos para se
quantificar o excesso de peso e dessa maneira contribuir para o diagnéstico da obesidade. Dentre
estes métodos o do calculo do indice de Massa Corpérea (IMC) é o mais simples e 0 menos invasivo
para o paciente. Tal método foi desenvolvido pelo estatistico belga Adolphe Quételet (1796-1874) e
se constitui numa férmula matematica capaz de mensurar a obesidade. Quételet sugeriu que a razéo
entre a massa (Kg) do individuo dividida pelo quadrado da sua altura (m) (IMC = m/ h2) poderia ser

utilizada como uma medida de adiposidade (Bray, 2009).

Aspectos Epidemioldgicos da Obesidade

Embora desenvolvida no século XIX a formula de Quételet é atual e frequentemente é
aplicada pelos profissionais da area da salde para mensurar a adiposidade dos pacientes. Baseada
nesta formula, em 1995, um comité de especialistas da Organizagcdo Mundial de Saude propds

pontos de corte para classificar o estado nutricional de homens e mulheres adultos (Tabela I). Nesta
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classificagao estabeleceu-se que um IMC = 25 Kg/m? indica sobrepeso e IMC = 30 Kg/im? denota
obesidade. Segundo levantamento mundial feito pela OMS, em 2008 cerca de 1.5 bilhdo de adultos
(> 20 anos) estava acima do peso, enquanto 500 milhdes eram obesos (Finucane et al., 2011). As
projecdes esperadas para a prevaléncia de sobrepeso e obesidade para o ano de 2015 séo de 2.3

bilhdes de adultos acima do peso e 700 milhdes de obesos em todo o mundo (Farag & Gaballa,

2011).
IMC Kg / m?
Classificagao Pontos de Corte Pontos de Corte
Principais Adicionais
Abaixo do Peso <18.50 <18.50
Magreza Severa <16.00 <16.00
Magreza Moderada 16.00 - 16.99 16.00 - 16.99
Magreza Leve 17.00 - 18.49 17.00 - 18.49
Faixa Normal 18.50 - 24.99 18.50 - 22.99
23.00 - 24.99
Sobrepeso =25.00 > 25.00
Pré-Obesidade 25.00 - 29.99 25.00 - 27.49
27.50 - 29.99
Obesidade = 30.00 >30.00
Obesidade Classe | 30.00 - 34.99 30.00 - 32.49
32.50 - 34.99
Obesidade Classe Il 35.00 - 39.99 35.00 - 37.49
37.50 - 39.99
Obesidade Classe llI =40.00 =40.00

Tabela | - Classificagao internacional da subnutricao, sobrepeso e obesidade em adultos, de acordo com o Indice de Massa Corpéreo
(IMC). Adaptado de WHO, 1995.

Segundo resultados de um estudo realizado entre os anos de 1999-2008 — acerca da
prevaléncia e tendéncias da obesidade entre os adultos norte-americanos — constatou-se que
somente nos Estados Unidos, 68 % da populacdo estavam acima do peso, enquanto
aproximadamente 30 % eram obesos (Flegal et al., 2010). Em estudo recente Wang e colaboradores
(2008) mostraram que, possivelmente, em 2030 86.3 % da populagdo norte americana apresentara

excesso de peso, enquanto 51% serdo obesos. No Brasil a Pesquisa de Orgamentos Familiares
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(POF, 2010) realizada, entre os anos de 2008-2009, pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) em parceria com o Ministério da Saude, revelou que 49% da populagao estavam
acima do peso, enquanto 14.80% eram obesos. Por meio de quatro inquéritos, realizados em
territorio nacional - ENDEF 1974-1975, PNSN 1989, POF 2002/2003 e POF 2008/2009 - foi possivel
verificar que no Brasil, as prevaléncias de excesso de peso e obesidade aumentaram
continuamente, em ambos 0s sexos, ao longo de aproximadamente 34 anos. Nessas trés décadas a
prevaléncia do excesso de peso em adultos aumentou em quase trés vezes no sexo masculino (de
18.5 % para 50.1 %) e em quase duas vezes no sexo feminino (de 28.7 % para 48 %). No mesmo
periodo, a prevaléncia da obesidade aumentou em mais de quatro vezes para homens (de 2.8 %

para 12.4 %) e em mais de duas vezes para mulheres (de 8.0 % para 16.9 %) (POF, 2010).

Como podemos notar, com base nos estudos mencionados anteriormente, o excesso de
peso vem aumentando continuamente, em adultos, desde meados da década de 1970 e, atualmente
0 sobrepeso atinge aproximadamente a metade dos brasileiros. Se compararmos os resultados da
POF 2008/2009 aos da POF 2002/2003, verificamos que nestes seis anos a freqiiéncia de pessoas
com excesso de peso aumentou em mais de um ponto percentual ao ano. Com esta progresséo em
cerca de dez anos 0 excesso de peso podera alcangar dois ter¢os da populagéo adulta do Brasil (67

%) (POF, 2010), magnitude semelhante a encontrada atualmente na populagéo norte-americana.

Doencas Associadas a Obesidade

Estima-se que somente nos Estados Unidos a obesidade seja a causa de mais de 300.000
mortes anuais (Allison et al., 1999) e que, apenas no ano de 2008, o custo econdmico total desta
enfermidade tenha sido de U$ 147 bilhdes (Finkelstein et al., 2009). Dados internacionais indicam
que a “epidemia” da obesidade ndo se restringe apenas aos Estados Unidos, mas que tem se
tornado um problema de salde global (Popkin 1998; IARC 2002) e, longe de ser um problema

23



meramente estético sabe-se hoje que 0 excesso de peso aumenta o risco de multiplas condigdes,
incluindo doencas cardiovasculares, morte subita, cancer e diabetes mellitus do tipo 2 (USDHHS,
2001) causando aproximadamente 3 milhdes de mortes por ano em todo 0 mundo (Ezzati et al.,

2002; Ni Mhurchu et al., 2004; PSC 2009; WHO 2009).

Uma série de estudos tem relacionado obesidade a um aumento no risco de doengas
cardiacas e estima-se que entre 20-30 % da mortalidade em decorréncia de doencas
cardiovasculares (CVD) sejam devido ao excesso de peso (Seidell et al., 1996). Homens e mulheres
com excesso de peso ou obesos apresentam um risco de 2 a 3 vezes maior de desenvolver CVD
quando comparados a individuos magros (Harris et al., 1993; Rimm et al., 1995). Corroborando
estes resultados, o estudo de Framingham revelou que individuos obesos apresentam uma taxa 40
vezes mais alta de ter morte subita (parada cardiaca ndo explicada) quando comparados com a
populacdo ndo obesa (Rabkin et al., 1977; Kannel et al., 1988). Estes dados s&o especialmente
importantes uma vez que somente nos Estados Unidos as doengas do coragdo matam mais de

700.000 pessoas ao ano, sendo a maior causa de morte neste pais (Anderson & Smith, 2003).

Adicionalmente, muitas evidéncias sugerem que adultos com excesso de peso ou obesos
apresentam risco aumentado para o desenvolvimento de diversos tipos de neoplasias (Wolin et al.,
2010). A maior revisdo literaria nesse sentido - realizada em 2002 pela International Agency for
Research on Cancer (IARC) - considerando peso, atividade fisica e incidéncia de cancer, concluiu
que a obesidade era a causa de 11 % dos casos de cancer de célon, 9 % dos casos de cancer de
mama pds-menopausa, 39 % dos casos de cancer de endométrio, 25 % dos casos de cancer de rins
e 37 % dos casos de céncer de esbfago (IARC, 2002). Além disso, dados da American Cancer
Society sugerem que sobrepeso e obesidade estdo diretamente relacionados com a mortalidade em
casos de cancer de figado, pancreas, linfoma ndo Hodgkin e mieloma (Calle et al., 2003).
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Obesidade e Diabetes Mellitus Tipo 2

Diabetes mellitus do tipo 2 (DM2), ou diabetes mellitus n&o insulino dependente (NIDDM),
doenga pertencente a um grupo de desordens metabdlicas caracterizadas pela hiperglicemia crénica
(WHO, 2006), é a doenca mais comumente associada a obesidade. Dentro deste grupo o DM2 é
descrito como o tipo de diabetes que se inicia na vida adulta e tem como principais caracteristicas a
resisténcia a insulina, além de uma deficiéncia relativa na produgdo deste horménio, quando
comparado ao DM1, sendo este dltimo caracterizado pela absoluta deficiéncia na producdo da
insulina (WHO, 2006). Em 2010 a prevaléncia global do diabetes foi de 284 milhdes de pessoas, o
que equivale a 6.4 % da populagdo mundial. Uma projegéo feita para o ano de 2030 prevé que a
prevaléncia global dessa doenga pode atingir cerca de 439 milhdes de pessoas ou 7.7 % da

popula¢do mundial (King et al., 1998; Rathmann & Giani, 2004; Shaw et al., 2010).

As prevaléncias de obesidade e diabetes tém aumentado em todo o planeta, em particular
no ultimo século, em virtude da adogdo de um estilo de vida sedentario e da disseminagao de uma
dieta ocidentalizada (Zimmet et al., 2001) que se somam a predisposicdo genética de alguns
individuos (Saxena et al., 2007; Scott et al., 2007; Sladek et al., 2007; Zeggini et al., 2007/2008; Ling
& Groop, 2009). Em 2010 o impacto econdémico mundial do DM2 foi de U$ 376 bilhdes e estima-se
que em 2030 seja de U$ 490 bilhdes (Farag & Gaballa, 2011). Esta enfermidade é de substancial
importancia para a Saude Publica, néo somente pelo impacto econémico, mas também devido a alta
freqiéncia de morbi-mortalidades associadas a ela (Amos, 1997). Segundo a Organiza¢do Mundial
de Saude o DM2 esta entre as quatro principais causas de morte, por doenga, no mundo (WHO,
2006), além de reduzir a qualidade de vida dos individuos que sofrem dessa doenga devido a
complicagdes como: retinopatia, nefropatia, doencas cardiovasculares, doencas vasculares

periféricas, derrames e doengas periodontais (ECDCDM, 1997).
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Alguns estudos tém demonstrado que nos ultimos 25 anos a prevaléncia do diabetes dobrou
nos Estados Unidos e multiplicou de 3 a 5 vezes em paises como india, Indonésia, China, Coréia e
Tailandia (Yoon et al., 2006). Acredita-se que um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de DM2 seja 0 excesso de peso e que 90 % dos casos dessa enfermidade sejam
atribuidos ao sobrepeso (Hossain et al., 2007). Chan (1994), Colditz (1995) e seus colaboradores,
ha mais de uma década, afirmaram haver uma relagéo linear entre o IMC e o risco de desenvolver
DM2, mostrando através de estudos que individuos obesos apresentam um risco dez vezes maior

de desenvolver este tipo de diabetes quando comparado com individuos ndo obesos.

Recentemente e, em consonancia com os resultados descritos anteriormente, um estudo
realizado na China entre os anos de 2007-2008 com 46 239 individuos mostrou que a incidéncia do
DM2 aumentou em proporgao direta a idade e ao IMC (Yang et al., 2010). Outro exemplo que nos
mostra a interagdo entre excesso de peso e o0 desenvolvimento de diabetes mellitus do tipo 2 é o de
um estudo desenvolvido, no inicio da década de 90, entre os indios Pima. Esse estudo verificou que
os indios Pima que viviam no Estado do Arizona e faziam uma dieta rica em calorias e pouca
atividade fisica eram muito obesos, com alta prevaléncia de DM2 (45.5 %). Ja os indios Pima que
viviam nas montanhas da regi@o nordeste do México e que além de uma dieta com poucas calorias
praticavam atividade fisica intensa, possuiam IMC préximo do ideal € uma prevaléncia de diabetes

do tipo 2 semelhante a populagéo geral do México (8.4 %) (Ravussin et al., 1994).

Obesidade, Diabetes Mellitus Tipo 2 e Resisténcia a Insulina

O conhecimento acerca da associagdo entre obesidade e diabetes data de algumas
décadas e a base principal para esta conexa@o é a capacidade que a obesidade tem de gerar um
fendbmeno conhecido como “resisténcia & insulina” (Kahn e Flier, 2000; Stumvoll et al., 2008). O

termo resisténcia a insulina diz respeito a uma diminuigdo da sensibilidade a insulina por parte dos
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principais tecidos alvos da agdo desse horménio. Tal fenémeno € medido pela perda da capacidade
da insulina em estimular a captagdo, metabolismo e estoque da glicose pelos tecidos periféricos
(figado, musculo e tecido adiposo) e assim diminuir a concentragdo desse carboidrato na corrente
sanguinea (Ma & Chan, 2009). Diversos estudos tém demonstrado que em obesidade e DM2 a
resisténcia a insulina é caracterizada pela diminuicdo no transporte e metabolismo da glicose,
estimulados pela insulina, e também pelo prejuizo da supressdo hepatica de glicose (Reaven, 1995;
Ma & Chan, 2009). Alguns estudos longitudinais descrevem o acompanhamento da glicemia e
insulinemia em pessoas obesas que progrediram da normoglicemia & intolerancia a glicose (IGT) e
finalmente para o diabetes mellitus do tipo 2 (DeFronzo, 1992; Mitrakou et al., 1992). Tais estudos
verificaram que ainda que normoglicémicos grande parte dos individuos obesos apresentava
resisténcia a insulina e que esta resisténcia se tornou pior em situagéo de IGT. Dessa maneira foi
possivel concluir que a resisténcia a insulina precede em muitos anos a falha das células 8 e

consequentemente 0 DM2 (De Fronzo, 1992).

Como ja mencionado anteriormente a resisténcia a insulina esta presente e precede o
desenvolvimento do DM2 na maioria dos pacientes (Stern, 1997). Tal condicdo pode estar
relacionada estritamente a anormalidades genéticas em alguns poucos individuos, mas em geral a
resisténcia a insulina esta associada a obesidade, em particular a obesidade central ou visceral
(Lemiuez et al., 1996). Na verdade nem todos os obesos, resistentes & insulina, desenvolvem
hiperglicemia, pois as células p pancreaticas aumentam a secregdo de insulina para sobrepor a
eficiéncia reduzida da agao deste horménio sobre os tecidos alvos, mantendo assim a toleréncia
normal a glicose (Perley & Kipniz, 1966; Polonski et al., 1988; Kahn et al., 1993). Porém algumas
publicacdes tém considerado a obesidade visceral como um poderoso preditor do desenvolvimento

de DM2 em ambos os sexos (Carey et al., 1997; Unwin et al., 1997; Boyko et al., 2000; Wat et al.,
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2001; Wang et al., 2005), uma vez que para sobrepor a resisténcia a insulina, caracteristica deste
tipo de obesidade, € necessario maior sintese e secrecdo deste horménio. O aumento exagerado na
demanda secretéria de insulina em individuos obesos, para compensar tal resisténcia, pode levar a
faléncia das células 3 e, consequente insuficiéncia na producéo e secregédo deste horménio levando

ao desenvolvimento do DM2 (Kahn, 2001).

A obesidade como caracteristica predisponente para o surgimento da resisténcia a insulina é
o principal fator de risco para o desenvolvimento de DM2. Isso se da porque o excesso de tecido
adiposo, principalmente o visceral, modula o metabolismo corporeo por liberar em excesso e, na
corrente sangliinea, acidos graxos nao esterificados (NEFAs), glicerol, horménios (leptina,
adiponectina) e citocinas proé-inflamatérias (Wellen & Hotamisligil, 2005; Scherer, 2006; Shoelson et
al., 2006), muitos dos quais agindo sobre tecidos alvos da agdo da insulina podem desencadear
mecanismos moleculares capazes de gerar resisténcia central e periférica a agdo desse horménio e

em grande parte dos casos levar ao desenvolvimento do DM2.

Estudos recentes tém demonstrado que os adipécitos produzem TNFa, IL1B, IL6, IL8, PAI-I,
MCP1 e outras proteinas que estimulam as vias da JNK, NFkB e também o recrutamento de
macroéfagos para o tecido adiposo, resultando numa regulagao positiva de mediadores inflamatérios
0s quais contribuem para a resisténcia a insulina (Fain et al., 2004; Kahn et al., 2005; Wellen &
Hotamisligil, 2005; Ma & Chan, 2009). Outro fator critico capaz de modular a sensibilidade a insulina
é a liberagdo de NEFAs pelo tecido adiposo. Durante o jejum o tecido adiposo branco é a principal
fonte de NEFAs, os quais servem de substrato energético para musculo e figado. Porém a lipolise
exagerada, durante o estado absortivo, induz a lipotoxicidade — deposigéo de triglicérides em tecidos
que néo no tecido adiposo branco — e a uma inflamagéo subclinica, que é comumente associada a

obesidade e ao diabetes (Boden, 2006). Altas concentragdes desses acidos graxos, em individuos
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com obesidade e/ou DM2, s&o associadas com a resisténcia & insulina encontrada em ambas as
enfermidades (Reaven et al., 1988; Boden, 1997). Uma concentragao intracelular elevada de NEFAS
pode competir com a glicose pela oxidagéo e assim o faz pela inibigédo da atividade de algumas
enzimas (piruvato desidrogenase, fosfofrutoquinase e hexoquinase Il) diretamente relacionadas com
a oxidagao deste carboidrato (Randle et al., 1963). Além disso, 0 excesso de NEFAs intracelular
pode aumentar a concentragdo de metabdlitos de acidos graxos como: diacilglicerol (DAG), Acil-
coenzima A (FACoA) e ceramidas, que por sua vez ativam uma cascata de serina-treonina quinases
que podem levar a fosforilagdo em serina dos substratos do receptor de insulina 1 e 2 (IRS1/2),
reduzindo dessa maneira a capacidade destas moléculas em ativar a PI3K (Shulman, 2000) o que

em ultima analise implica na redugéo da sinaliza¢do da insulina.

Resisténcia a Insulina no Tecido Muscular Esquelético

Um dos principais tecidos que controlam a homeostase da glicose € o musculo estriado
esquelético. Em nosso organismo este tecido é responsavel por cerca de 80 % da captagéo total de
glicose estimulada pela insulina (DeFronzo et al., 1981; Shulman et al., 1990), de maneira que a
resisténcia a insulina em musculo esquelético € substancial para que ocorra a hiperglicemia e
consequentemente o desenvolvimento de DM2 (Furler et al., 2001). Ha muitas evidéncias mostrando
que a deposicdo ectopica de triglicérides em tecidos periféricos, especialmente em musculo
esquelético, contribui para o desenvolvimento da resisténcia a insulina (Unger, 2003). Ainda nesse
sentido Goodpaster e colaboradores (1997) sugeriram que a concentragéo de lipidios intramuscular
€ melhor preditor da resisténcia a insulina do que a adiposidade em si. Estudos realizados com
roedores mostraram que a resisténcia a insulina se desenvolve apds poucas semanas de ingestao

de uma dieta rica em gordura e que tal fendmeno se associa diretamente ao acimulo de
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triacilglicerol intramuscular (Kraegen et al., 1991; Storlien et al., 1991; Kim et al., 1996; Oakes et al.,

1997; Dobbins et al., 2001).

Sistema Nervoso Central e Homeostase da Glicose

A descoberta da insulina, em 1921, e a subsequente caracterizacdo de sua importancia
fisiologica sobre tecidos como: figado, musculo e tecido adiposo, fizeram com que muitos estudiosos
trabalhassem sobre a hipdtese de que a regulagdo anormal do metabolismo da glicose, em
obesidade e DM2, ocorresse primariamente por causa de uma falha da agéo da insulina sobre os
tecidos periféricos anteriormente mencionados. Sendo assim muitos esforgos focaram na descoberta
de medicamentos que pudessem melhorar a sensibilidade a insulina nestes tecidos (Sandoval et al.,
2009). Ainda que seja inegavel a participacdo dos tecidos periféricos sobre a homeostase da glicose
atualmente estd claro que o sistema nervoso central (SNC) também apresenta uma fungéo
importante em orquestrar de maneira apropriada o0 metabolismo da glicose e, um desequilibrio neste

sistema poderia levar a falhas nos mecanismos glicoregulatorios.

H& muitas evidéncias mostrando que ha sobreposi¢des entre os circuitos no SNC
responsaveis pela homeostase energética e glicémica, sugerindo que um desequilibrio entre eles
pode associar obesidade e diabetes (Sandoval, 2009). Ja na metade do século XIX o fisiologista
Claude Bernard sugeriu que o SNC era responsavel por regular a homeostase da glicose através de
um balango entre nervos antagonistas que estimulavam a produgdo ou a captacdo de glicose
(Bernard, 1854). H& mais de um século, o renomado fisiologista francés observou que o diabetes
poderia ser induzido em animais pela leséo do quarto ventriculo cerebral (Bernard, 1854). Ja nesta
época Bernard previu que um completo entendimento da patogénese do DM2 deveria considerar o

SNC como um regulador central do metabolismo (Schwartz & Porte Jr., 2005).
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Desde a descoberta de Claude Bernard, em 1854, muitos outros estudos surgiram
mostrando que o SNC pode modular direta e indiretamente os trés principais reguladores da
homeostase da glicose: pancreas, figado e musculo esquelético. Sabe-se que a denervagao
especifica de nervos eferentes viscerais bloqueiam a capacidade do SNC em regular a produgao
hepatica da glicose (HGP) em resposta a nutrientes e horménios (Obici et al., 2002; Lam et al., 2005;
Pocai et al., 2005), sugerindo assim uma importante fungéo para estes nervos no controle hepatico
da produgéo de glicose. Além disso, a les@o de neurbnios motores e vasculares, que inervam o
musculo estriado esquelético, é capaz de modular a concentragéo de glicogénio neste tecido (Knauf
et al., 2005). O pancreas é outro érgéo que recebe inervagdes neurais, principalmente do sistema
nervoso auténomo (SNSA), que regulam a secre¢cdo de insulina e glucagon pancreaticos

(Cherrington, 1999) e dessa maneira a homeostase da glicose.

No SNC o hipotalamo é considerado um 6rgéo integrador, ou seja, capaz de perceber 0s
sinais do ambiente dado por hormonios e nutrientes e elaborar respostas para manter a homeostase
energética do organismo. Anos depois dos trabalhos de Claude Bernard alguns pesquisadores
mostraram que lesdes na area hipotaldmica lateral (HL) conduziam a hipofagia e a magreza (Anand
& Brobeck, 1951) enquanto que lesdes no hipotalamo ventromedial (VMN ou VMH) de ratos levava a
hiperfagia, ganho de peso e hiperinsulinemia (Hetherington & Ranson, 1940; Inoue et al., 1978;
Berthoud & Jeanrenaud, 1979; Fukushima et al., 1987), sugerindo assim que a homeostase da
glicose é controlada por nucleos hipotaldamicos. Ainda na década de 50 Kennedy sugeriu que
possivelmente a adiposidade corpdrea era controlada por “fatores circulantes” que, liberados em
proporcdo a massa adiposa, agiriam no cérebro controlando assim a homeostase energética
(Kennedy, 1953). Dentre os “fatores circulantes” mencionados anteriormente os mais amplamente

estudados atualmente s&o: insulina e leptina. Ambos 0s horménios em questdo circulam em
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concentragdes proporcionais a massa adiposa (Bagdade et al., 1967; Considine et al., 1996) e
interagem com seus respectivos receptores, no hipotalamo, para modular a ingestao calérica e o
gasto energético (Baskin et al., 1988, 1999). Evidéncias recentes sugerem que, além de modular a
homeostase energética estes hormodnios também tenham fungéo crucial no controle hipotalamico do

metabolismo da glicose (Morton, 2007).

Acoes Periféricas e Centrais da Insulina sobre a Homeostase da Glicose

A insulina € o mais potente horménio anabdlico que se conhece (Saltiel e Pessin, 2002).
Produzido pelas células B pancreaticas este horménio € secretado, em resposta as refeigcdes, e em
proporgdo a concentracdo circulante de glicose e aminoacidos. Ela age sobre receptores celulares
especificos e & fundamental para a homeostase da glicose, crescimento e diferenciagdo celular.
Como ja descrito, extensivamente pela literatura, a insulina age sobre érgéos periféricos e modula o
metabolismo da glicose por reduzir a producdo hepatica de glicose (inibe a gliconeogénese € a
glicogenolise) e aumentar a captagao desse carboidrato, principalmente pelo musculo esquelético e
tecido adiposo branco. Ainda, a insulina estimula a lipogénese no figado e nos adipdcitos e reduz a

lipdlise, bem como aumenta a sintese e inibe a degradagéo de proteinas (Carvalheira et al. 2002).

Além dos efeitos desencadeados em tecidos periféricos a insulina atua sobre areas
cerebrais — envolvidas no controle da homeostase energética e metabolismo da glicose - e as
informa acerca da disponibilidade dos estoques energéticos do corpo (Obici & Rossetti, 2003; Flier,
2004; Schwartz & Porte Jr., 2005). Agindo através de receptores especificos — presentes em areas
hipotaldmicas como o nucleo arqueado (ARC) (Schwartz et al., 1992) — a insulina inibe a fome,
promovendo assim um balango energético negativo (Woods et al., 1979) e reduz a glicemia, por
inibir a produgéo hepatica de glicose (Obici et al., 2002). Além do ARC, o nucleo hipotalamico
ventromedial (VMN ou VMH) também é responsavel pelo controle fisioldgico do balango energético e
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metabolismo da glicose (Morton, 2007). J& na década de 1980 Szabo e colaboradores mostraram
que a micro-injecao de insulina no VMH reduzia a concentragdo sérica de glicose por um mecanismo
autonémico envolvendo o nervo vago (lguchi et al. 1981). A importancia da fung&o fisiologica da
acao hipotaldmica da insulina provém da constatacdo de que camundongos knockout para
receptores de insulina em determinados neurdnios (Bruning et al., 2000) sdo obesos e resistentes a
insulina, caracteristicas estas acompanhadas pela hiperfagia e aumento na produgéo hepatica da

glicose (Obici et al., 2002).

Pocai e colaboradores (2005) mostraram em estudos recentes que a capacidade que a
insulina tem de reduzir a HGP em ratos normais requer a atuagdo deste horménio sobre o
hipotalamo mediobasal. Isto torna este dérgdo um sitio extra-hepatico da acdo da insulina
fundamental para a regulagdo da HGP. Outros pesquisadores demonstraram que a supresséo da
HGP e também a melhora da sensibilidade a insulina por tecidos periféricos dependem da ativagéo
hipotalamica, estimulada pela insulina, da via de sinalizagdo IRS/PI3K/AKT (Fig. 03A) (Obici et al.,
2002; Gelling et al., 2006; Plum et al., 2006), uma vez que a inibi¢do da PI3K no hipotalamo reduziu
em 38 % a resposta glicémica em animais diabéticos que receberam tratamento diario com insulina
(Gelling et al., 2006). Acredita-se que a ativacdo desta via no hipotdlamo seja determinante no
controle glicémico de animais com diabetes ndo controlado pelo tratamento com insulina sistémica,
de maneira que estratégias que tenham como alvo a via de transdugéo de sinal da insulina no

hipotalamo, podem revelar muitos beneficios no controle do diabetes em humanos (Gelling, 2006).
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Fig. 03 - Sinalizagao da Insulina (A) - A insulina se associa ao seu receptor (IR), que se auto-fosforila em residuos de tirosina, os
quais quando fosforilados se constituem sitios de ligagdo para proteinas como os substratos do receptor de insulina (IRSs). Estes
substratos sdo entéo fosforilados, se associam e ativam proteinas que contém dominios SH2 como a fosfatidilinositol 3 quinase
(PI3K). Tais eventos resultam na fosforilagdo, ativagéo ou inativagéo de proteinas envolvidas no transporte de glicose, sintese de
glicogénio, lipidios e proteinas; Sinalizagdo da Leptina (B) — A leptina se associa ao receptor ObRb e induz sua dimerizagédo
estimulando a ativagéo da proteina Janus quinase, JAK2, a qual fosforila o receptor, além de fosforilar e ativar o transdutor de sinal e
ativador de transcrigdo 3 (STAT3), que fosforilado se dimeriza e transloca-se para o ntcleo para modular a transcrigdo de genes,
dentre eles os da Proteina Supressora da Sinalizagdo das Citocinas 3 (SOCS3), do Neuropeptideo Y (NPY) e do Pro-
opiomelanocortina (POMC); Cross-talk entre as vias da insulina e leptina (AB) - A leptina é capaz de ativar também a PI3K,
componente importante na transdugéo do sinal da insulina, pela interagéo da JAK2 com os substratos do receptor de insulina (IRSs).

A Biologia da Leptina

Além da insulina, a leptina desempenha um papel muito importante na regulagéo central do
metabolismo da glicose. Através da técnica de clonagem posicional Zhang e colaboradores
descobriram, no inicio da década de 1990, um gene do camundongo ob/ob, que apresentava uma
mutagao tal que conferia a estes animais um fenétipo de completa deficiéncia do produto do gene ob
(Zhang et al., 1994). O produto deste gene foi denominado leptina, de raiz grega leptos significa
magro (Halaas et al., 1995). A leptina € uma adipocina prototipica de 167 aminoacidos, formada por
quatro hélices caracteristicas das citocinas (Zhang et al., 1997; Brennan & Mantzoros, 2006). Este
horménio de 16 kDa (Zhang et al., 1994) € produzido primariamente pelo tecido adiposo branco, mas
pode ser expresso também por tecidos como a placenta, ovarios, epitélio mamario, medula 6ssea

34



(Margetic et al., 2002) e tecidos linféides (Matarese et al., 2005). No ser humano as concentragdes
de leptina sérica variam de forma pulsatil e seguem um ritmo circadiano, atingindo maiores
concentragdes entre a meia noite e o inicio da manha e as menores concentragdes entre o inicio da
manha@ e o meio dia (Sinha et al., 1996; Bluher & Mantzoros, 2009; Licinio et al., 2009). A
concentracao de leptina circulante é diretamente proporcional a quantidade de tecido adiposo branco
do individuo (Considine et al., 1996), sendo que a gordura subcutanea expressa mais leptina do que
a omental, o que explica parcialmente a maior concentragdo desse horménio em mulheres, quando

comparado aos homens (Montague et al., 1997; Saad et al., 1997).

A leptina desencadeia seus efeitos através de ligagdo a receptores especificos do tipo
ObRs, os quais pertencem a familia dos receptores de citocina de classe | (Tartaglia et al., 1995).
Tais receptores se encontram espalhados pelo sistema nervoso central e tecidos periféricos como
musculo, figado e tecido adiposo (Fei et al., 1997). Até o momento foram identificados 6 isoformas
do receptor de leptina (ObRa, ObRb, ObRc, ObRd, ObRe, ObRf) (Lee et al., 1996), sendo que todas
estas isoformas apresentam dominio extracelular idéntico, porém dominio intracelular distinto, que
varia no comprimento e na sequéncia de aminoacidos devido ao splicing alternativo do RNAm (Lee
et al., 1996; Tartaglia, 1997). A isoforma longa do receptor de leptina (ObRb) é a isoforma
considerada funcional, pois € ela a responsavel pela sinalizagédo desse horménio (Lee et al., 1996;

Tartaglia, 1997; Bjgrbaek et al., 1998).

Principal Via de Sinalizacao da Leptina - JAK/ISTAT

A ativagdo do ObRb pela leptina desencadeia uma cascata formada por diversas vias de
transducéo de sinal, das quais a melhor estudada é a via JAK2/STAT3 (Fig. 03B) (Gao et al., 2008).
O ObRb bem como os demais membros da familia de receptores de citocina da classe | nao
apresentam atividade catalitica intrinseca, dessa maneira tais receptores sdo constitutivamente
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ligados a uma proteina citosolica com atividade tirosina quinase, a Janus quinase — 2 (JAK2)
(Bjerbaek et al., 1997). A acdo da leptina sobre uma das subunidades do receptor de leptina
estimula a dimerizagédo transitoria deste receptor (Zabeau et al., 2003), o qual pela mudanga
conformacional estimula a atividade catalitica da enzima JAK2. Uma vez ativa a JAK2 se
autofosforila, em residuos de tirosina, e fosforila a JAK2 adjacente a segunda subunidade do
receptor de leptina (Tartaglia, 1997). Estas enzimas fosforiladas e ativas fosforilam o receptor de
leptina nos seguintes residuos de tirosina: Tyr985, Tyr1077 e Tyr1138, os quais fosforilados servem
de sitios de ligagdo para moléculas sinalizadoras (Li & Friedman, 1999; Banks et al., 2000;
Hekerman et al., 2005). Em especial a tirosina 1138 quando fosforilada se torna um sitio de
ancoragem para moléculas da familia dos transdutores de sinal e ativadores de transcrigdo (STATS),
particularmente a STAT3 (Bjgrbaek & Kahn, 2004) hipotaldmica (Vaisse et al., 1996; McCowen et al.,
1998) nas regides do ARC, LH, VMN e DMN (Hubschle et al., 2001). A STAT3 fosforilada se
dimeriza e transloca-se para o nucleo onde é capaz de regular a expressdo de muitos genes alvos,
dentre eles a transcri¢éo de genes de neurotransmissores responsivos ao sinal hormonal (Bjerbaek

& Kahn, 2004).

Muitos estudos tém demonstrado que a leptina tem efeitos pleiotropicos que compreendem:
regulacdo do metabolismo energético (Halaas et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995), homeostase
da glicose (Schwartz et al., 1996; Barzilai et al., 1997; Liu et al., 1998; Chinookoswong et al., 1999;
Coppari et al., 2005; Morton et al., 2005), metabolismo de lipidios (Frederich et al., 1995; Mantzoros
et al.,, 1998; Unger et al., 1999), funcdo reprodutiva ( Chehab et al., 1996) e fungéo imune (Lord et
al., 1998; Brennan & Mantzoros, 2006; Mansour et al., 2006; Papathanassoglou et al., 2006; Girasol
et al., 2009), porém acredita-se que uma das fungbes mais importantes desse horménio seja a de

modular a homeostase energética do organismo a partir de sua a¢éo no hipotalamo.
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Acao da Leptina sobre a Homeostase Energética

A leptina mantém a homeostase energética por ajustar a ingestdo caldrica ao gasto
energético e assim o faz por agir, sobretudo em vias neuronais dentro e fora do hipotalamo (Dardeno
et al., 2010). Sabe-se que o nucleo arqueado (ARC) hipotalamico é uma regiéo critica de agdo da
leptina. O ARC se localiza adjacente ao 3° ventriculo e imediatamente acima da eminéncia média,
regido onde a barreira hematoencefalica é especialmente modificada para permitir a passagem de
peptideos periféricos (ex.: leptina, insulina) para que dessa maneira tais peptideos tenham acesso
aos seus receptores (Arora & Anubhuti, 2006). A leptina, por meio do receptor de forma longa ObRb,
age sobre duas populagdes neuronais presentes no ARC hipotalamico: POMC/CART e NPY/AgRP
(Cowley et al., 2001; Morrison, 2009), os chamados neurdnios de primeira ordem (Fig. 04). Agindo
sobre 0s neurénios POMC a leptina estimula a produgdo de a-MSH e CART, neuropeptideos
anorexigénicos que diminuem a ingestao alimentar (Cowley et al., 2001; Myers et al., 2008; Rogge et
al., 2008). Recentemente alguns pesquisadores demonstraram que a dele¢do especifica de
receptores de leptina (ObRb) em neurénios POMC levam a hiperfagia moderada e obesidade, em
camundongos (Balthasar et al., 2004; Myers et al., 2008). Paralelamente a ativagdo dos neurbnios
POMC, a leptina é capaz de inibir a atividade dos neurdnios NPY/AgRP, os quais coexpressam
neuropeptideos orexigénicos, capazes de aumentar a ingestdo alimentar (Cowley et al., 2001) e

reduzir o gasto energético (Stanley & Leibowitz 1984; Gao & Horvath, 2008).
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Fig. 04 — Acdo da Leptina sobre o hipotalamo — Tanto a insulina quanto a leptina sdo secretadas, na corrente sanguinea, em
concentragbes proporcionais ao tecido adiposo branco e sdo capazes de interagir, através de seus receptores, com neurbnios do
Ncleo Arqueado (ARC) e Hipotadlamo Ventromedial (VMH). No ARC, a Insulina e a leptina ativam os neurdnios pro-opiomelanocortina
(POMC) estimulando a liberagado do horménio estimulador a-melanocitico (a-MSH), o qual ativa os neurénios de segunda ordem no
Ncleo Paraventricular (PVN) e inibe os neurbnios do Hipotalamo Lateral (HL) resultando na redugdo da ingestéo alimentar e no
aumento do gasto energético. Agindo sobre o VMH a leptina estimula a produgéo do fator esteroidogénico-1 (SF-1) e do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) os quais reduzem a ingestéo alimentar. Por outro lado os neurénios orexigénicos que co-
expressam neuropeptideo Y (NPY) e a proteina relacionada ao Agouti (AgRP), séo inibidos por insulina e leptina o que contribui para
a redugdo da ingestéo alimentar.

Acredita-se que a via JAK2/STAT3 desempenhe importante fungé@o nos efeitos decorrentes
da ag&o central da leptina sobre a homeostase energética. Alguns estudos tém demonstrado que a
ativagdo da STAT3, por este hormoénio, induz a transcricdo de POMC no ARC hipotalamico
(Caldefie-Chezet et al., 2003). Bates e colaboradores (2003) demonstraram que animais
homozigotos para uma mutagao na Tyr1138 do ObRDb (s/s) — mutacao esta que impede a ligagao da
STAT3 ao ObRb e consequentemente a transdugao do sinal da leptina — séo hiperfagicos e obesos
como os camundongos db/db (Bates et al., 2003), porém diferente destes os animais s/s nédo
apresentam hiperglicemia (Bates et al., 2005). Corroborando estes estudos Gao et al. (2004)

mostraram que a delecdo do gene de STAT3 em neurbnios de camundongos promoveu uma
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diminuigdo na expressdo de POMC no ARC gerando hiperfagia, obesidade e diabetes nestes
animais (Gao et al., 2004). Além de ativar os neurdnios POMC, a via JAK2/STAT3 suprime, em
menor magnitude, os neurdnios NPY/AgRP em neur6nios do ARC, os quais s&o responsaveis pela
producdo de neuropeptideos orexigénicos (Bates et al., 2003; Gong et al., 2008). Segundo Gong e
colaboradores (2008) a delegao de STAT3 em neurdnios NPY/AgRP de camundongos resultou em
hiperleptinemia, hiperfagia, hiperinsulinemia induzida pela dieta rica em gordura e um ganho de peso
moderado. Estes camundongos apresentaram ainda um aumento na expressdo de NPY, embora o
mesmo efeito ndo tenha acontecido para AgRP (Bates et al., 2003; Gong et al., 2008). E provavel
que outras vias contribuam para acdo da leptina, em neurdnios NPY/AgRP, ja que estes foram
apropriadamente suprimidos pela a¢do da leptina em camundongos homozigotos para a mutagédo

em Tyr1138 (s/s) (Minzberg et al., 2007).

O ARC ndo ¢ a unica regido hipotaldmica envolvida no controle da homeostase energética
pela leptina. Outra regido que contém receptores ObRb para a agdo deste horménio € mesmo
projecdes excitatdrias vindas de neurénios POMC € o hipotalamo ventromedial (VMH) (Sternenson
et al., 2005). Acredita-se que este seja um local chave para a agdo direta e/ou indireta desse
hormdnio, pois a leptina é capaz de estimular a secrecdo de dois neuropeptideos anorexigénicos
nesta regido: o SF-1 e o BDNF (Dhillon et al., 2006; Gao & Horvath, 2008). Dhilon e colaboradores
demonstraram que a auséncia de receptores ObRb em neurbnios SF-1 sdo marcadamente
hiperfagicos e obesos (Dhillon et al., 2006) e que a delecdo do gene de BDNF resulta em

camundongos obesos e hiperleptinémicos (Rios et al., 2001).

Outros nucleos hipotaldmicos, influenciados direta e/ou indiretamente pela agao da leptina, e
envolvidos na homeostase energética séo: nicleo paraventricular (PVN) e area hipotaldmica lateral
(LHA). Estas areas recebem proje¢des do ARC que contribuem para a regulagdo da ingestdo
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alimentar e peso corpéreo (Arora & Anubhuti, 2006; Smith & Ferguson, 2008; Tung et al., 2008). No
PVN a leptina, via projecdes dos neurdnios do ARC, estimula a expressdo de TRH (pré-termogénico)
(Légradi et al., 1997; Flier, 2004) e CRH (anorexigénico) (Costa et al., 1997; Schwartz et al., 2000)
ao passo que no LHA, a leptina, via projecdes dos neurénios do ARC, inibe a expressédo de MCH
(anti-termogénico) e orexina (orexigénico) (Fig. 04) (Schwartz et al., 2000; Pereira-da-Silva et al.,
2003; Flier, 2004), diminuindo assim a ingestdo caldrica e aumentando o gasto energético.
Adicionalmente a regulagdo da homeostase energética pelo controle da ingestdo alimentar, a leptina
regula o gasto energético pela ativagdo do sistema adrenérgico (Mantzoros et al., 1996) e da
melanocortina (Pierroz et al., 2002). Em roedores, a leptina aumenta o tnus adrenérgico do sistema
nervoso simpatico (SNS) para o tecido adiposo marrom, o que contribui para um aumento na taxa
metabdlica e na temperatura (Collins et al., 1996). Além disso, a leptina aumenta o consumo de
oxigénio e a expressdo de UCP1, fundamentais para a termogénese que ocorre neste tecido

(Scarpace et al., 1997).

Acéo Periférica da Leptina sobre a Homeostase da Glicose

Outra fungéo bastante importante da leptina € a de controlar a homeostase da glicose
prevenindo a lipotoxicidade e conseqlentemente protegendo o organismo contra a resisténcia a
sinalizagdo da insulina. Alguns estudos tém demonstrado que agindo diretamente sobre 0 musculo
estriado esquelético a leptina aumenta a captagdo e a taxa de oxidagéo de glicose — estimulados
pela insulina (Ceddia et al., 1999) — além de aumentar a atividade do complexo enzimatico piruvato
desidrogenase (PDH) e do ciclo de Krebs (Ceddia et al., 1999). Sabe-se que a leptina estimula ainda
o desacoplamento mitocondrial € aumenta o consumo de O, e isto cursa com uma diminuigdo na
razdo ATP/ADP que, acredita-se seja um dos motivos responsaveis pela ativagado da enzima PDH e

também de algumas enzimas do ciclo de Krebs (Curi et al., 1988).
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Os mecanismos pelos quais a leptina afeta diretamente o metabolismo da glicose e de
lipidios em musculo esquelético ndo estdo completamente esclarecidos, mas parece que o cross-talk
entre as vias de sinalizagao da insulina e da leptina na altura dos substratos do receptor de insulina
(IRSs) e da enzima PI3K ¢ substancial (Kellerer et al., 1997; Bjgrbaek & Kahn, 2004). De acordo
com alguns estudos a leptina é capaz de ativar a enzima quinase JAK2, que por sua vez fosforila e
ativa 0 IRS2, que se associa e ativa a PI3K e isto € acompanhado por um aumento na captagéo de

glicose em células musculares C.C12 (Fig. 03AB) (Berti et al., 1997; Kellerer et al., 1997).

Foram publicados diversos trabalhos mostrando que a leptina também € capaz de ativar a
enzima quinase ativada por 5’-AMP (AMPK) (Minokoshi et al., 2002; Minokoshi & Kahn, 2003). Esta
enzima funciona de maneira a regular o metabolismo celular em resposta a mudancgas no estado
energético das células (Winder, 2001). A AMPK é ativada em situagdes nas quais ocorre uma
diminuicdo na razédo ATP/AMP e atua inibindo vias anabdlicas e estimulando vias catabdlicas
através da fosforilagdo de enzimas chaves pertencentes ao metabolismo intermediario (Winder,
2001). Estudos tém sugerido que possivelmente a AMPK seja uma das principais responsaveis pelo
aumento da captacdo de glicose, em musculo esquelético, induzida pela contragdo ou mesmo pela
hipdxia. Dessa maneira, as observagdes de que a leptina aumenta a captagé@o e o metabolismo da
glicose in vitro (Berti et al., 1997; Harris, 1998; Ceddia et al., 1999; Bates et al., 2002) e in vivo
(Kamohara et al., 1997; Ceddia et al., 1999) em musculo esquelético podem ser, pelo menos

parcialmente, explicadas pela ativagdo da AMPK por esse horménio.

Por outro lado a leptina contribui para uma melhora na sensibilidade a insulina na medida
em que ao estimular a ativagdo da AMPK em musculo esquelético, esta enzima fosforila e inativa a
enzima acetil CoA carboxilase (ACC). Nesta condicdo a sintese de malonil-CoA é inibida e a
oxidagéo de acidos graxos € favorecida (Winder, 2001; Munday, 2002; Carling et al., 2003; Winder et
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al., 2003; Unger, 2003), desde que o malonil-CoA é um inibidor da enzima mitocondrial carnitina
palmitoil-CoA transferase (CPT-1) (Fig. 05) (McGarry, 2002; Boden, 2003). Tais eventos sdo
fundamentais para a melhora na sensibilidade & insulina j& que o excesso de é&cidos graxos
intracelular causa um aumento nas razdes intramitocondriais de Acetil-CoA/CoA e NADH/NAD+,
com subseqlente inativagdo da piruvato desidrogenase (Randle et al., 1963) e aumento nas
concentragdes de citrato que inibe a fosfofrutoquinase, enzima chave para o controle da glicélise.
Estes eventos levariam a um acumulo de glicose-6-fosfato e a inibi¢do da atividade da hexoquinase-
[, causando um aumento na concentracdo de glicose intracelular e conseqientemente uma
diminuigdo pronunciada da captagao desse carboidrato (Randle et al., 1963). Além disso, 0 excesso
de &cidos graxos pode levar a geracdo de metabolitos como diacilglicerdis os quais podem ativar
serinas-treoninas quinases que fosforilam em serina os IRSs (Griffin et al., 1999; Yu et al., 2002) que
assim fosforilados s&o incapazes de se associar a PI3K resultando numa diminui¢cdo do transporte

da glicose e em Ultima analise a resisténcia a insulina (Kahn & Flier, 2000; Roden, 2004).
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Fig. 05 - Via da AMPK/ACC - Exercicio e adipocinas (leptina e adiponectina) induzem a ativagdo da quinase ativada por 5AMP
(AMPK), que por sua vez fosforila e inibe a atividade da acetil CoA-Carboxilase (ACC). Isto reduz a sintese de malonil-CoA, ativando a
camnitina palmitoil-CoA transferase (CPT1) e aumenta a translocagéo e oxidag&o de acidos graxos de cadeia longa do citoplasma para
o interior da mitocéndria. A leptina ativa a AMPK no musculo através de dois mecanismos distintos: i) Efeito direto da leptina através
do seu receptor (ObRb); ii) Agdo indireta da leptina mediada pelo sistema nervoso simpatico (SNAS) o qual induz a ativagdo de
receptores a-adrenérgicos (Adaptado de Minokoshi et al., 2002).

Acédo Central da Leptina sobre a Homeostase da Glicose

Muitas evidéncias tém sugerido que além de regular a homeostase glicémica, indiretamente,
por controlar o balango energético e assim a adiposidade, a leptina pode regular a homeostase da
glicose agindo diretamente sobre 0 SNC (Bates et al., 2005). Modelos de animais com deficiéncia
genética na produgdo de leptina (camundongos ob/ob ou lipodistroficos) séo caracterizados por
severa resisténcia a insulina e diabetes do tipo 2 (Zhang et al., 1994; Shimomura et al., 1999), e o
tratamento com leptina melhora estas condiges por um mecanismo que envolve o SNC, porém que
nao pode ser explicado simplesmente por mudangas na ingestao alimentar (Schwartz et al., 1996;
Shimomura et al., 1999; Asilmaz et al., 2004) e/ou pela mudanga no peso corpéreo (Pelleymounter

et al., 1995; Schwartz et al., 1996; Farooqi et al., 1999; Yu et al., 2008). Asilmaz e colaboradores
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(2004) mostraram que a administracdo de leptina no 3° ventriculo — em baixas concentragdes e
ineficazes quando administradas perifericamente — reverte o fenotipo caracterizado pela resisténcia

a insulina e diabetes em camundongos lipodistroficos.

Recentemente Morton e colaboradores (2007) publicaram um trabalho mostrando que a
restauracdo da sinalizagdo da leptina no nucleo arqueado (ARC) hipotaldmico de ratos Koletsky
(fak/fak) melhora a sensibilidade a insulina por um mecanismo, ao menos em parte, independente da
ingestao alimentar e do peso corpéreo. Corroborando os estudos anteriores Coppari e colaboradores
(2005) relataram uma melhora surpreendente na homeostase da glicose em camundongos com
completa deficiéncia no receptor de leptina, cuja via de sinalizagao desse horménio foi seletivamente
restaurada no ARC. Entretanto, o0 mesmo efeito ndo foi verificado quando a restauragdo deste
receptor foi feita em LH ou VMH, ainda que com redugao do peso corpdreo. Dessa maneira a via
intacta de sinalizacdo da leptina em neurdnios do nucleo arqueado no hipotdlamo parece ser
bastante importante para a manuteng@o normal da sensibilidade a insulina e homeostase glicémica

(Coppari et al., 2005).

O controle glicémico efetuado pela agao central da leptina parece ocorrer principalmente por
dois motivos: pela inibigdo da producdo hepatica de glicose (HGP) e pelo estimulo da captagéo da
glicose por tecidos periféricos, dentre eles 0 musculo estriado esquelético. Em 2009, German e
colaboradores mostraram que a restauragéo do receptor de leptina no ARC, em ratos Koletsky, foi
capaz de melhorar a sensibilidade hepatica a a¢do da insulina dado pelo aumento na fosforilagéo e
ativacdo do IRS1 e AKT. Além disso, os autores observaram a supresséo da HGP e redugéo da
expressdo da G6Pase e PEPCK, duas enzimas fundamentais para a gliconeogénese no figado.
Porém o efeito da leptina hipotaldmica sobre a expressao génica destas enzimas foi bloqueado em
animais submetidos a cirurgia de vagotomia. Dessa maneira estes resultados sugerem que existe
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um circuito neuronal que interliga a sinalizacdo da leptina no hipotalamo a inervagao autondémica

hepatica e que este tem uma fungao fisioldgica crucial no controle da sensibilidade a insulina.

Nos ultimos anos surgiram alguns estudos mostrando que a agdo central da leptina pode
modular o metabolismo da glicose também por aumentar a captagéo deste carboidrato por tecidos
periféricos, em especial pelo musculo estriado esquelético. No final da década de 1990 Kamohara e
colaboradores (1997) publicaram um trabalho mostrando que a administragdo de leptina, tanto
intraperitoneal (IP) quanto intracerebroventricular (ICV), foi capaz de estimular a captagéo de glicose
em tecido adiposo marrom (BAT) e musculo esquelético (EDL e soleus). Entretanto, o efeito foi
maior quando administrada via ICV, sendo que a denervacédo bloqueou este efeito. Ainda neste
estudo os autores se preocuparam em mostrar que o efeito ICV da leptina sobre a captagéo
periférica da glicose ndo foi fruto de uma alteracdo da insulinemia sérica. Dois anos depois
Minokoshi e colaboradores (1999) endossaram os resultados de Kamohara e seus colaboradores.
Eles mostraram que o nucleo ventromedial (VMH) era um dos principais sitios de agdo da leptina
para que ocorresse um aumento na captacdo de glicose pelo BAT, cora¢do e musculo estriado
esquelético (EDL, gastrocnemius, soleus), em especial pelo soleus. Além disso, estes pesquisadores
mostraram que tal efeito ndo se devia a agao periférica da leptina, uma vez que a administragao
intraperitoneal desse horménio — na mesma concentragdo que a administrada centralmente — néo foi
capaz de gerar tal fendmeno. Mais uma vez estes autores demonstraram que a denervagdo

bloqueou este efeito.

Poucos anos depois Minokoshi e colaboradores (2002) mostraram que a administragao de
leptina era capaz de estimular a ativagdo da enzima AMPK, em musculo estriado esquelético,
possivelmente por duas vias: i) Uma pela agdo direta da leptina sobre o musculo; ii) pelo
envolvimento do hipotdlamo e da via a-adrenérgica. Nesse estudo eles comprovaram que a
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incubagao direta de musculo soleus ex vivo com leptina (10 nM, por 30 min) foi capaz de aumentar
em cerca de trés vezes a ativagdo da AMPK. Além disso, eles verificaram que a administracdo de
fentolamina, um antagonista a-adrenérgico, bem como a denervagao cirurgica, inibiram a ativagao
tardia da AMPK, 6h apés a administragdo da leptina de maneira intravenosa (IV) ou
intrahipotalamica (IHP). A partir destes estudos eles concluiram que o efeito tardio da agéo indireta
da leptina sobre a ativagdo da AMPK em musculo esquelético ocorre através de neurdnios
hipotaldmicos que estimulam a via simpatica a-adrenérgica. Porém os efeitos imediatos da leptina
parecem ser independentes dos nervos simpaticos e motores, uma vez que este hormonio pode agir
diretamente sobre 0 musculo esquelético e induzir a ativacdo desta enzima possivelmente pelo

aumento transitorio nas concentracdes de AMP.

Corroborando os estudos anteriores Toda e colaboradores (2009) publicaram um trabalho
mostrando que a injegéo de leptina no VMH de camundongos aumentou a captagéo de glicose em
musculo esquelético (EDL e por¢do vermelha do gastrocnemius) 6 horas apés o tratamento. O
mesmo efeito foi observado em coracdo e BAT, porém em tempos diferentes — de 3h a 6h apds o
tratamento. Além disso, a leptina agindo nesta regido do hipotalamo aumentou a expresséo de
GLUT4 e UCP1 em BAT, efeito que nao foi observado em musculo esquelético e coragao.
Adicionalmente estes autores comprovaram que a administragao de leptina no ARC hipotalamico foi
capaz de estimular a captacéo de glicose somente em BAT e apenas apds 6 horas de tratamento.
Tais resultados sugerem que o VMH é uma regido chave para a agdo da leptina na regulagao da
captacao de glicose em musculo esquelético, coragao e BAT, enquanto que a agédo desse hormoénio
no ARC parece ser responsavel pelo estimulo da captacdo de glicose apenas em BAT. Estes
autores verificaram ainda que a infusdo de leptina no hipotdlamo dorsomedial (DMH) e

paraventricular (PVH) nédo resultou em efeito sobre a captagéo de glicose nos tecidos periféricos
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analisados. Sendo assim eles concluiram que os nucleos hipotaldmicos VMH e ARC s&o os
principais responsaveis por regular a captagao de glicose em diferentes tecidos periféricos, sob o

estimulo da leptina.

Em continuagao aos estudos descritos no paragrafo anterior os autores constataram que a
aplicagéo de MTII, agonista dos receptores de melanocortina (MC3R e MC4R), no VMH estimulou a
captacdo de glicose em musculo esquelético, coragdo e BAT, porém preferencialmente em BAT.
Sabe-se atualmente que os neurdnios POMC do ARC recebem sinais excitatdrios da regido
dorsomedial do VMH (Sternson et al., 2005) e que a restauragdo da expressdo de ObRb nesta
regido em ratos Koletsky aumentou a expressdo de mRNA de POMC em ARC (Keen-Rhinehart et
al., 2005), dessa maneira os autores propdem que a estimulagéo por leptina dos neurénios do VMH
resulta na ativagdo de um conjunto de neurénios POMC no ARC e conseqiientemente um aumento

na captagao de glicose em musculo esquelético, coragao e BAT (Toda et al.,2009).

Alguns pesquisadores mostraram que a insulina e a leptina ativam vias em comum no SNC
(Spanswick et al., 1997; Niswender et al., 2001/2003; Xu et al., 2005) e que animais que
apresentam a delec¢do do gene para IRS2 em neurdnios hipotalémicos sdo resistentes a insulina,
intolerantes a glicose, obesos e diabéticos (Kubota et al., 2004; Lin et al., 2004). Adicionalmente
Bates e colaboradores (2005) observaram que a regulagdo do metabolismo da glicose pela leptina —
diferente do controle da ingestao alimentar e peso corpéreo — envolve um mecanismo independente
da sinalizacdo da STAT3. Muitas evidéncias sugerem entdo um modelo no qual a transdugao do
sinal no hipotalamo pela via IRS/PI3K desempenha importante fungdo na sensibilidade periférica a
insulina. Faz pelo menos uma década desde a descoberta de que a agédo central da leptina controla
a homeostase da glicose na periferia, contudo pouco se sabe sobre 0os mecanismos moleculares
envolvidos neste fendmeno. Dessa maneira o objetivo desse trabalho foi investigar os mecanismos
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moleculares pelos quais a a¢do hipotaldmica da leptina aumenta a captacdo da glicose e melhora
sua homeostase em musculo esquelético, uma vez que este tecido é fundamental para a

homeostase glicémica em mamiferos.

Objetivo Geral

Investigar os mecanismos moleculares pelos quais a agdo hipotaldmica da leptina aumenta a

captacado da glicose e melhora sua homeostase em musculo esquelético.

Obijetivos Especificos

Avaliar;

- Os efeitos da ag&o central da leptina sobre a fosforilagdo das proteinas JAK2 e AKT no hipotalamo
e sobre a homeostase da glicose (concentracdo sérica de glicose e insulina).

- A modulagao da fosforilagdo da JAK2 e AKT em musculo esquelético pela a¢do hipotalémica da
leptina.

- A participacédo da proteina PI3K hipotalamica e da via adrenérgica na modulagéo da fosforilagéo da
AKT em musculo esquelético e na toleréncia a glicose ap6s estimulo central com leptina.

- O efeito central da leptina sobre a fosforilagdo da JAK2, AMPK, ACC e a expressao do PGC1a em

musculo esquelético.
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Abstract

Central leptin action requires PI3K activity to modulate glucose homeostasis and peripheral metabolism.
However, the mechanism behind this phenomenon is not clearly understood. We hypothesize that
hypothalamic PI3K activity is important for the modulation of the AMP-activated protein kinase (AMPK)/acetyl-
CoA carboxylase (ACC) pathway, PGC1a, and AKT in skeletal muscle (SM). To address this issue, we
injected leptin into the lateral ventricle of rats. Hypothalamic JAK2 and AKT were activated by
intracerebroventricular (ICV) injection of leptin in a time-dependent manner. Central leptin improved tolerance
to glucose (GTT), increased PGC1aw expression, and AKT, AMPK, ACC and JAK2 phosphorylation in the
soleus muscle. Previous ICV administration of either LY294002 or propranolol (IP) blocked these effects. We
concluded that the activation of the hypothalamic PI3K pathway is important for leptin-induced AKT
phosphorylation, as well as for active catabolic pathway through AMPK and PGC1a in SM. Thus, a defective
leptin signalling PI3K pathway in the hypothalamus may contribute to peripheral resistance to insulin

associated to diet-induced obesity.

1. Introduction

Leptin and insulin are major hypothalamus signals that regulate energy homoeostasis and body adiposity
(Kamohara, et al. 1997; Obici, et al. 2002; Woods, et al. 1998). They share common intracellular signal
transduction pathways (Carvalheira, et al. 2005; Niswender and Schwartz 2003). It is noteworthy that both
central leptin and insulin resistance can lead to hyperphagia, increased plasma insulin and leptin
concentrations, and changes in energy balance and fat mass (Kahn and Flier 2000; Porte, et al. 2002).

Leptin is an adipocyte hormone that acts to decrease food intake and increase energy expenditure
(Campfield, et al. 1995; Pelleymounter, et al. 1995; Zhang, et al. 1994). The activation of the signal transducer
and activator of transcription 3 (STAT3) and of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) has been shown to play a
critical role in the leptin hypothalamic intracellular signalling pathways (Niswender, et al. 2001; Vaisse, et al.
1996). In this context, leptin seems to control adipose tissue lipogenesis by STAT3-independent mechanisms

in the hypothalamus, but this effect is blocked when hypothalamic PI3K is inhibited or upon sympathetic
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denervation of adipose tissue (Buettner, et al. 2008). On the other hand, to inhibit food intake, leptin activates
hypothalamic acetyl-CoA carboxylase (ACC) (Gao, et al. 2007), an important enzyme responsible for the
biosynthesis of malonyl-CoA. The activity of ACC is regulated by reversible phosphorylation, and AMP-
activated protein kinase (AMPK) directly phosphorylates and inactivates this downstream target (Winder and

Hardie 1996).

Furthermore, the inhibition of hypothalamic AMPK is necessary for the effects of leptin on food intake and
body weight, as constitutively active AMPK blocks these effects (Minokoshi, et al. 2004). On the other hand,
leptin directly stimulates fatty-acid oxidation and reduces fatty-acid esterification in muscle in vitro by activating
AMPK (Minokoshi, et al. 2002; Morton, et al. 2006; Schwartz, et al. 2000). This double effect allows leptin to

control energy expenditure and food intake by acting on skeletal muscles and the hypothalamus.

The hypothalamic action of leptin is also capable of promoting a significant increase in the glucose uptake
without changes in insulin level in heart, skeletal muscle, and brown adipose tissues, but not in white adipose
tissue (Kamohara et al. 1997; Minokoshi, et al. 1999). Koch and colleagues showed that the central action of
insulin can regulate peripheral glucose and fat metabolism in mice (Koch, et al. 2008). The effects of central
leptin appear to be mediated through the tissue sympathetic innervation (Haque, et al. 1999). Recently, a
study performed with chemical sympathectomy revealed an important role of the sympathetic nervous system

in stimulating energy expenditure by increasing the resting metabolic rate (Dobbins, et al. 2003).

Both leptin and insulin activate similar pathways in hypothalamic neurons and several findings have related
hypothalamic PI3K to these pathways. Hypothalamic IRS2 plays an important role in glucose homeostasis
(Kubota, et al. 2004) and the glucose metabolism involves a STAT3 activation-independent mechanism
(Bates, et al. 2005). However, the complete signalling cascade underlying the controls of glucose homeostasis
by leptin is yet unknown. Here we investigated the role of hypothalamic PI3K in the central effects of leptin on

PGC1a expression and AKT and AMPK phosphorylation in skeletal muscle.
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2. Material and Methods
2.1. Experimental animals and surgical procedures

Male Wistar rats (8 wk old, 250-280 g) from the University of Campinas animal breeding centre were used
in all experiments. The rats were maintained at room temperature (25 °C) and in 12:12-h light-dark cycles with
free access to water and chow, unless indicated otherwise. The rats were chronically instrumented with an ICV
cannula and kept under controlled temperature and light-dark conditions (07:00-19:00 h) in individual
metabolic cages. Seven days after the ICV cannula installation, the rats were tested for cannula function and
position and thereafter randomly assigned to one of the experimental groups. The general guidelines
established by the Brazilian College of Animal Experimentation were followed throughout the study. Briefly, the
animals were anesthetized with 50 mg/kg ketamine and 5 mg/kg diazepam (IP) and positioned onto a Stoelting
stereotaxic apparatus after the loss of cornea and foot reflexes. A stainless steel 23 gauge guide cannula with
indwelling 30 gauge obturator was stereotaxically implanted into the lateral cerebral ventricle at pre-
established coordinates, anteroposterior, 0.2 mm from bregma, lateral, 1.5 mm; and vertical, 4.2 mm,
according to a previously reported technique (Michelotto, et al. 2002). Cannulas were considered patent and
correctly positioned by dipsogenic response elicited after injection of angiotensin Il (2 uL of solution 10-5M-20
pmoles) (McKinley, et al. 2001). All procedures were approved by the Ethical Committee for Ethics in Animal

Research (University of Campinas).

2.2. Protocols for leptin, LY, propranolol and insulin treatments

Leptin and LY 294002 (PI3K inhibitor) were administered through ICV injection in all the experiments.
Propranolol (10mg/kg of body weight) was administered into the peritoneal cavity 30 min before leptin injection
(3 pmoles, ICV) (Haque et al. 1999; Minokoshi et al. 1999; Ropelle, et al. 2008). When necessary, the
treatment with leptin was administered 30 min before the insulin (6 pmoles) injection through the cava vein in
fasted rats (food was withdrawn 12 h before the treatment). Ly 294002 was injected (3 pmoles, ICV) 60 min
before the leptin treatment. Leptin, Ly 294002, propranolol and saline solution were buffered with 153 mM

NaCl and 10-" M sodium phosphate buffer, pH 7.4.
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2.3. Intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT)

The intraperitoneal glucose tolerance test was performed after overnight fasting. The rats were anesthetized
as described above. After collection of an unchallenged sample (time 0), 20% glucose (2.0 g/Kg body weight)
was administered into the peritoneal cavity. Tail blood samples were collected at different intervals for the

determination of glucose concentration.

2.4. Tissue extraction and immunoblotting

The rats were anesthetized with 50 mg/kg ketamine and 5 mg/kg diazepam (ip) before soleus muscle
excision. Next, a 3-mm coronal section from the hypothalamus was sliced out and both the hypothalamus and
muscle tissues were snap frozen in liquid nitrogen. From the 3-mm frozen coronal slice from the hypothalamic
region, a +2 mm X 2-mm square from the hypothalamus including all the arcuate, ventromedial, and
periventricular nuclei was then dissected out (Perrin, et al. 2004). The fragments were immediately
homogenized in freshly prepared ice-cold buffer (1% Triton X 100, 100 mM TRIS, pH 7.4, 100 mM sodium
pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium vanadate, 2 mM PMSF, and 0.01 mg
aprotinin/mL). The insoluble material was removed by centrifugation (10,000 g) for 25 min at 4 °C. The
supernatant protein concentration was determined by the Bradford dye-binding method. The supernatant was
resuspended in Laemmli sample buffer and boiled for 5 min before separation in SDS PAGE using a miniature
slab gel apparatus (Bio Rad, Richmond, CA). The gels (8%) were loaded with 100 ug of the total protein.
Electrotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose was performed for 90 min at 120 V (constant). The
nitrocellulose transfers were probed with specific antibodies. The phospho-AKT (p-AKT), phospho-JAK2 (p-
JAK2), PGC1a and GAPDH antibodies were obtained from Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA.
The phospho-AMPK (p-AMPK) and phospho-ACC (p-ACC) antibodies were obtained from Cell Signalling
Technology, Inc., Danvers, MA. Subsequently, the blots were incubated with HRP-conjugate antibodies (KPL,
Gaithersburg, MD- USA). The results were visualized by autoradiography with preflashed Kodak XAR film.

Band intensities were quantified by optical densitometry of developed autoradiographs (Scion Image software,
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ScionCorp) and the intensities of the p-AKT, p-JAK2, p-AMPK, p-ACC, and PGC1a bands were normalized to

those of total protein to correct for protein loading in the case of cellular lysate extracts.

2.5. Biochemical and hormonal measurements
Serum glucose was determined by the glucose oxidase method and plasma insulin was determined using a
commercially available kit following the manufacturer’'s (DSL inc.) directions. All determination blood samples

were collected from the tail vein of fasted rats.

2.6. Data presentation and statistical analysis

All numerical results are expressed as means * SE of the indicated number of experiments. Blot results are
presented as direct band comparisons in autoradiographs and quantified by densitometry using the Scion
Image software (ScionCorp). Student's t-tests of unpaired samples and variance analysis (ANOVA) for
multiple comparisons were used as appropriate. Post hoc test (Tukey) was employed when required. The level

of significance was set at p < 0.05.

3. Results

3.1. Effects of central leptin on hypothalamic JAK2 and AKT

Initially we examined whether ICV leptin treatment actually induced hypothalamic JAK2 and AKT
phosphorylation. Maximum JAK2 phosphorylation (Fig. 1A) was achieved at 15 min after ICV leptin
administration. At 15 and 30 min after ICV leptin hypothalamic AKT phosphorylation increased (p < 0.05)
compared to control (Fig.1B). The AKT phosphorylation at the subsequent time points (60 and 120 min) was
similar to that achieved at 30 min. The previous hypothalamic administration of LY294002, a PI3K inhibitor,
reduced (p<0.05) the hypothalamic AKT phosphorylation stimulated by ICV-administered leptin when
compared to the effect of the leptin group (Fig.1C). Additionally, the previous ICV injection of the JAK2
inhibitor reduced (p < 0.05) the AKT phosphorylation induced by ICV leptin (Fig. 1D). As expected, the
expression of AKT was not modified by the treatment. Thus, the phosphorylation of AKT was normalized

against total AKT.
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3.2. Effects of central leptin on glucose homeostasis

The evaluation of glucose clearance during the glucose tolerance test (GTT) showed that leptin (2 nmol, ICV)
administration to fasted rats 30 min before beginning GTT promoted the reduction of the area under the curve
(50 % in relation to the control). When leptin was administered 360 min before the start of GTT, the effect of
leptin was reduced (p < 0.05) when compared to its administration 30 min before (15 % in relation to the
control) (Fig. 2A). The effect of ICV leptin on the GTT was completely excluded when LY 294002 was
administered 1 h before leptin. A similar resulted was obtained for the previous IP administration of
propranolol (10 mg/kg), a non-selective B-antagonist (Fig. 2B). While the area under the curve (AUC) of GTT
for the leptin group was 10.050 (arbitrary unit), the LY and propranolol groups showed AUC values of 13.337

and 12.637, respectively, which were very similar to that of the control group (AUC: 13.035) (insert Fig.2B).

3.3. Modulation of JAK2 and AKT phosphorylation in skeletal muscle by central leptin

The main protein related to glucose uptake in skeletal muscle is AKT. As expected, concomitant to the
improvement in the GTT, ICV leptin administration also increased (p <0.05) the AKT phosphorylation
stimulated by insulin in skeletal muscle in a time-dependent manner. However, leptin did not promote the
phosphorylation of AKT in skeletal muscle (Fig. 3A) by itself. JAK2 phosphorylation in the skeletal muscle also
increased in a time-dependent manner. After 15 min and 30 min, JAK2 phosphorylation was higher (p < 0.05)

in the leptin-treated rats than in the control group (Fig.3B).

3.4. Effects of the PI3K (LY294002) inhibitor and the p-adrenergic antagonist, propranolol on AKT
phosphorylation in skeletal muscle

To evaluate whether the leptin effect (ICV) was promoted by skeletal muscle sympathetic outflow, we
administered propranolol (10 mg/kg body weight), a B-adrenergic antagonist, via IP 30 min before ICV leptin.
Propranolol reduced (p < 0.05) the ICV leptin-stimulated phosphorylation of AKT (Fig.4). In another set of
experiments, the hypothalamic PI3K pathway was blocked by the administration of LY 294002 (ICV). This

procedure was performed in ICV-cannulated rats 60 min before ICV leptin injection. In this model, the
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administration of LY294002 reduced (p <0.05) the effect of leptin (ICV) on the insulin-induced serine
phosphorylation of AKT in skeletal muscle. The previous administration of either propranolol (IP) or LY294002

(ICV) did not alter the insulin-induced serine phosphorylation of AKT in skeletal muscle (Fig.4).

3.5. Central leptin modulates the phosphorylation of JAK2, AMPK, ACC, and the expression of PGC1«
in skeletal muscle

The central action of leptin exerted an important effect on AMPK/ACC phosphorylation in skeletal muscle.
AMPK and ACC phosphorylation were higher (p < 0.05) in leptin-treated animals than in the control group.
These effects were blocked by previous (60 min before ICV leptin) ICV administration of LY294002, a PI3K
inhibitor (Fig.5). This model also evaluated the proteins that could ensure glucose utilization in skeletal
muscle. Thus, we evaluated JAK2 phosphorylation and PGC1a expression after leptin injection. As can be
observed in Fig. 5, the expression of PGC1a increased (100%) when compared to the control result
(p<0.05), and this effect was blocked by previous (60 min before ICV leptin) ICV administration of
LY294002. The p-JAK2 level in skeletal muscle after ICV leptin increased 3.5-fold when compared to the
control (p <0.05). LY294002 (Fig.5A), as well as propranolol (Fig. 5C), reduced JAK2 phosphorylation to

control-like values. The inhibitors alone exerted no effect on the JAK2 phosphorylation (Fig. 5B and 5C).

3.6. Serum glucose and insulin levels
To discard the possibility of leptin-induced insulin secretion, we next evaluated serum glucose and insulin
levels. As shown in Table 1, both serum insulin and glucose levels were similar in the ICV saline- and leptin-

treated groups.

4. Discussion

The hypothalamus is a specialized brain area that evolved for energy homeostasis (Kamohara et al. 1997;
Obici et al. 2002; Woods et al. 1998). Insulin and leptin are major peripheral signals that control food intake
and peripheral metabolism (Plum, et al. 2006; Woods et al. 1998). There is growing evidence that leptin also

plays an important role in the regulation of glucose homeostasis and insulin action (Liu, et al. 1998; Rossett,
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et al. 1997). Furthermore, the investigation of the direct action of leptin in peripheral tissues and the effect
after its central action in the hypothalamus has produced a large amount of information about the central
control of peripheral metabolism. In the hypothalamus Buttner and colleagues (Buettner, et al. 2000) showed
that moderate hyperleptinemia promotes the correction of skeletal muscle insulin resistance. More recently,
Pocai and colleagues showed that leptin ICV infusion acutely reverses diet-induced hepatic insulin resistance
(Pocai, et al. 2005). They also showed that the effects of central leptin on food intake and hepatic glucose
metabolism require hypothalamic STAT3 activation (Buettner, et al. 2006). However, leptin controls the
adipose tissue lipogenesis via mechanisms independent of the central activation of STAT3 (Buettner et al.
2008). In the liver, acute ICV leptin infusion antagonizes the action of insulin on PEPCK gene expression. This
biochemical action occurs in response to minimal amounts of central leptin and is part of the lipostatic action of
leptin (Liu et al. 1998). Thus, the central action of leptin results in metabolic changes in different tissues and by
different molecular mechanisms.

In our study, central leptin infusion resulted in a marked improvement of glucose tolerance test in rats, as
had been previously demonstrated (Haque et al. 1999; Minokoshi et al. 1999). The central infusion of leptin
also increased insulin-stimulated AKT phosphorylation in skeletal muscle, an important molecular mechanism
to glucose uptake stimulated by insulin. Muscle cell glucose uptake is regulated mainly by transmembrane
transporter GLUT4, which is redirected from its sequestered cytoplasmic location to the cell membrane in
response to AKT-mediated insulin signalling and contractile-induced activation of AMPK, thereby stimulating
glucose entry (Bryant, et al. 2002). The first possible explanation for improved skeletal muscle AKT activation
would be increased insulin secretion in response to leptin injection (ICV). This hypothesis was discarded
because central leptin does not affect insulin secretion. According to the literature, central leptin increases
glucose infusion rates during euglycemic hyperinsulinemic clamp and does not affect glucose-stimulated
insulin secretion (Park, et al. 2008).

Previous intraperitoneal treatment with propranolol, a 3-adrenergic antagonist, blocked the effect of leptin on
the GTT and AKT phosphorylation in skeletal muscle. These results corroborate previous studies that
demonstrated a reduction in glucose uptake by propranolol in the soleus muscle (Haque et al. 1999). Although
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the metabolic effects observed in the skeletal muscle after central action of leptin appears to be mediated
through o adrenergic receptors (Hutchinson and Bengtsson 2006; Kishi, et al. 2000; Minokoshi et al. 2002),
the metabolic effects of B adrenergic receptor in skeletal muscle is known. In fact, the studies performed with
extensor digitorum longus (EDL) muscle and gastrocnemius muscle showed that the AMPK activation and the
increased in the AMP:ATP ratio after incubation with interleukin 6 were blocked by co-incubation with
propranolol (Kelly, et al. 2009). In addition, Lane and colleagues had previously indicated that a B blocker
(propranolol) was capable of preventing the increased expression of UCP3 in skeletal muscle induced by
centrally administered C75, a potent inhibitor of fatty acid synthase (Cha, et al. 2005). Like C75, leptin
increases malonyl-CoA concentration in the hypothalamus (Wolfgang, et al. 2007) and peripheral energy
utilization (Kumar, et al. 2002), indicating that the synthesis of malonyl-CoA could be an important
hypothalamic signal to the activation of adrenergic pathway (Cha, et al. 2006).

It is well known that skeletal muscles are composed of slow-twitch and fast-twitch fibers that are different in
the B-adrenergic receptor distributions. In skeletal muscle B2-adrenergic subtype represent about 80% — 95%
of total B-adrenergic receptors and relatively higher in the slow-twitch fiber-rich soleus muscle than in the fast-
twitch fiber-rich EDL muscle (Jensen, et al. 2002; Jensen, et al. 1995). Therefore, we believe that -
adrenergic receptor, probably B2-adrenergic subtype, might be an additional mechanism of control of the
metabolic pathway to glucose uptake in the soleus muscle.

Nevzorova et al. (2002) suggested that the glucose uptake stimulated by the -adrenergic agonist in cell line
L6 in skeletal muscle requires PI3K activation (Nevzorova et al. 2002). Later, Yamamoto et al. (2007)
demonstrated that in these cells the adrenergic stimulation through [2-adrenoceptors activates a PI3K
pathway that stimulates glycogen synthesis. The functional link between G protein-coupled receptors and
PIBK/AKT pathway in the skeletal muscle may occur through JAK2 protein, as demonstrated by Liu and
colleagues using human embryonic kidney 293 cells (Liu, et al. 2006). This study showed that the stimulation
of Galpha(s) by cholera toxin or 2-adrenergic receptors and the activation of adenylyl cyclase by forskolin or

dibutyryl-cAMP promoted STAT3 phosphorylation. This model suggests that STAT3 phosphorylation may be
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mediated by protein kinase A, ERK, JNK, and c¢-Src/JAK2 activation. Recently, Westphal and colleagues also
proposed a novel regulatory link between B3-adrenergic and JAK/STAT signalling (Westphal, et al. 2008) in
adipocytes that requires the activation of protein kinase A. In our study, leptin (ICV) induced JAK2
phosphorylation in skeletal muscle after hypothalamic leptin administration. This effect was inhibited by both
the previous injection (ICV) of PI3K inhibitor (LY294002) and propranolol (IP). These finding opens the
possibility of hypothalamic cross-talking between JAK2 and the IRS/PI3K protein as being responsible for AKT
activation in skeletal muscle. Furthermore, the JAK2 and AKT activation in skeletal muscles appears to

depend on the hypothalamic PI3K pathway and 3-adrenergic receptor activation.

Hypothalamic action of leptin activates AMPK-catalyzed phosphorylation of ACC and fatty acid oxidation in
skeletal muscle (Minokoshi et al. 2002). It is known that skeletal muscle is the most abundant fatty acid
metabolizing tissue and the AMPK has an important role as a regulator of fatty acid metabolism in this tissue.
The central administration of leptin increased both AMPK and ACC phosphorylation and PGC1a expression in
the skeletal muscle. These findings indicate that the central action of leptin may improve glucose homeostasis
through AMPK and PGC1a activation dependent on the hypothalamic PI3K pathway, as it will be discussed
below. PGC-1a not only facilitates glucose entry, but it also ensures effective glucose utilization by increasing
gene expression related to oxidative phosphorylation (Mootha, et al. 2004). In addition, studies in transgenic
mice suggest that robust levels of PGC-1a may induce muscle fibre-type switching from fast-twitch (type Il) to
slow-twitch (type I) muscle fibres (Lin, et al. 2002). The AMPK activation potently stimulates fatty acid
oxidation in muscle by inhibiting the activity of ACC and preventing the accumulation of lipid nonadipose
tissues (Minokoshi et al. 2002; Winder and Hardie 1996). AMPK activation may also contribute to glucose
entry through an insulin-independent mechanism (Bryant et al. 2002) and appears to be related to increased
PGC1a expression (Irrcher, et al. 2009), mitochondrial biogenesis, and increased glucose and fatty acid
oxidation capacity in skeletal muscle (Gibala, et al. 2008). These effects have an important impact on whole-
body energy expenditure, however the proteins involved in the hypothalamic signal started by leptin are not

completely elucidated.
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Recently, attention has been focused on the potential role of the PI3K pathway in inducing rapid leptin
effects in hypothalamic neurons (Bookout and Mangelsdorf 2003; Xu, et al. 2005). To try to identify these
proteins, two important proteins to leptin signalling in the hypothalamus, JAK2 (AG490) and PI3K (LY294002),
were first inhibited. The results showed that the hypothalamic AKT activation by leptin was not achieved after
the hypothalamic inhibition of PI3K or JAK2. Moreover, the previous administration (ICV) of LY294002
prevented the AMPK/ACC phosphorylation and PGC1lo expression induced by central leptin. The
improvement in the glucose tolerance test and AKT phosphorylation in skeletal muscle induced by ICV leptin
was also blocked by both hypothalamic PI3K inhibition and 3-adrenergic antagonist. These data demonstrate
that hypothalamic PI3K/AKT appear to play an important role in the transduction of leptin-induced changes in
skeletal muscle sympathetic outflow, as it occurs for renal sympathetic nerve activity (Rahmouni, et al. 2003).
Similarly, Morton and colleagues improved insulin sensitivity after ARC-directed microinjection of a
constitutively active AKT mutant in Koletsky rats that had developed obesity and insulin resistance (Morton, et
al. 2005), showing that hypothalamic PI3K/AKT is an important pathway to control energy homeostasis.

The present study investigated the modulation of insulin signalling in skeletal muscle after central
administration of leptin. Insulin signalling in skeletal muscle is obviously important for glucose homeostasis.
We have shown that central leptin stimulates AKT, JAK2, AMPK, and ACC phosphorylation in skeletal muscle
and improves the tolerance to glucose. Additionally, the central administration of leptin increased PGC1a
expression in skeletal muscle. PGC-1a has emerged as a master regulator of mitochondrial biogenesis and
fatty acid oxidation in skeletal muscle (Jager, et al. 2007; Rohas, et al. 2007), along with AMPK. Our results
also showed that the hypothalamic activation of JAK2 and PI3K is important for these effects and suggests
that central leptin modulates the catabolic pathway in skeletal muscle by a hypothalamic PI3K-dependent
mechanism.

Thus, central resistance to leptin may contribute to reduced AMPK and PGC1a activation in skeletal
muscle, leading to low fuel oxidation and contributing to the development of the insulin metabolic resistance

phenotype and type 2 diabetes mellitus. Currently, there is a great interest in PGC-1a because of rapidly
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growing evidence that it is a powerful regulator of energy metabolism under both health and disease conditions

(Finck and Kelly 2006; Liang and Ward 2006).
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Figure legends
Table 1. Glucose and insulin levels in serum from control animals (basal) and animals treated with ICV leptin.
Values are means + SE from five animals. There were no significant differences in glucose and insulin levels

for any of the times tested.

Fig. 1. Hypothalamic JAK2 (A) and AKT (B) phosphorylation in control and leptin-treated rats. Fasted rats
were sacrificed before (control), 5, 15, 30, 60 and 120 min after leptin injection (3 pmoles, ICV). Hypothalamic
AKT phosphorylation in control, leptin-treated rats, and in leptin-treated rats previously treated with LY294002
(3 pmol, ICV) (C), and leptin-treated rats previously treated with AG490 (10 pmol, ICV) (D). Bars show
quantification of p-JAK2 normalized by total GAPDH and p-AKT normalized by total AKT in tissue. Data are
means + SE, n=5. p<0.05 to (A) * leptin 5 vs. saline; “leptin 15 vs. leptin 5 and saline; #leptin 30 vs. saline;
(B) “leptin 15 vs. leptin 5 and saline; *#leptin 30 vs. saline, leptin 5 and leptin 15; #leptin 30, 60 and 120 vs.

saling; (C and D) "Leptin vs. saline and LY + leptin.

Fig. 2. Effect of leptin (6 pmol, ICV) in the glucose tolerance test. (A) GTT was performed in fasted rats
previously treated with leptin (30 min and 360 min before leptin ICV) and (B) GTT performed in fasted rats
previously treated with either leptin (30 min before leptin) and LY294002 (3 pmol, ICV) or propranolol (10
mgl/kg, IP). Graph insert: Area under curve (AUC) obtained from glucose tolerance test (GTT) shown in (B).

Data are means + SE, n = 5. p < 0.05, leptin 30 min vs. control.

Fig. 3. Skeletal muscle JAK2 (A) and AKT (B) phosphorylation in control and leptin-treated rats. Fasted rats

were sacrificed before (control), 5, 15, and 30 min after leptin injection (3 pmol, ICV). Bars show quantification
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of p-JAK2 normalized by total GAPDH and p-AKT normalized by total AKT in tissue. Data are means + SE,

n=>5.p<0.05, ‘leptin 5, “leptin 15, and #leptin 30 min vs. control.

Fig. 4. AKT phosphorylation in skeletal muscle from overnight fasted rats that received saline (control) or
insulin (3 pmol) through the cava vein. LY 294002 (3 pmol, ICV), propranolol (10 mg/kg, IP), and Leptin (6
pmol, ICV) were administered 60, 30, and 30 min before insulin administration, respectively. Bars show
quantification of p-AKT normalized by total AKT in tissue. Data are means + SE, n=5. p<0.05, B vs.

control, “Cvs. A, B, D, E, Fand G.

Fig. 5. (A) Effects of leptin and LY294002 + leptin on PGC1la expression, JAK2, AMPK, and ACC
phosphorylation in skeletal muscle from overnight fasted rats. (B) Effect of LY294002 on PGC1a. expression,
JAK2, AMPK, and ACC phosphorylation in skeletal muscle from overnight fasted rats. (C) Effect of propranolol
on JAK2 phosphorylation in skeletal muscle from overnight fasted rats. LY 294002 (3 pmol, ICV) was
administered 60 min before leptin (6 pmol, ICV). Propranolol (10 mg/kg, IP) was administered 30 min before
leptin administration. The animals were sacrificed 30 min after leptin injection. Bars show quantification of
PGC1a, p-JAK2, p-AMPK, and p-ACC normalized by total GAPDH (internal control). Data are means + SE,

n=>5. p<0.05, ‘leptin vs. control, LY/leptin, propranolol/leptin and propranolol.

Tab.1
[Serum Glucose] [Serum Insulin]
(mg dL-) (pmol L)
Basal (without leptin) 105+9 92+0.6
30 min after ICV leptin 98 £10 98+15
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Fig.2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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O sistema nervoso central (SNC), em especial o hipotalamo, tem sido considerado
fundamental para a manuten¢do da homeostase energética do organismo, na medida em que esta
regiao é capaz de integrar as informagdes provenientes da periferia — dadas por sinais mecéanicos,
enddcrinos, neurais e metabdlicos — e direcionar mudancgas na ingesté@o alimentar e gasto energético
(Sandoval et al., 2008). Embora a insulina e a leptina sejam os principais sinais periféricos que
controlam a ingestao alimentar e o metabolismo periférico (Woods et al., 1998; Plum et al., 2006),
nos Ultimos anos alguns trabalhos tém demonstrado que além de agir sobre a homeostase
energética a leptina controla também a homeostase glicémica (German et al., 2011) e a
sensibilidade a insulina (Liu et al., 1998; Pocai et al., 2005; German et al., 2009). Estudos
demonstraram que a administragdo de leptina diretamente no cérebro foi capaz de normalizar as
concentragdes de glicose sanguinea em ratos com diabetes ndo-controlada (Hidaka et al., 2002; Lin
et al., 2002; da Silva et al., 2006; Wang et al., 2008; Kojima et al., 2009). Além disso, a sinalizagéo
aumentada da leptina no hipotalamo mostrou-se capaz de melhorar o metabolismo da glicose
independente da secre¢do de insulina, por orquestrar de maneira coordenada a expressao de alguns
genes envolvidos na captacdo e utilizacdo de glicose pelo figado, musculo esquelético e tecido

adiposo marrom (Hidaka et al., 2002; Lin et al., 2002; Kojima et al., 2009).

Como demonstrado por Haque et al., 1997 e Minokoshi et al., 1999, nossos estudos
demonstraram que a infus@o central de leptina resultou em uma melhora na tolerancia a glicose,
efeito que ocorreu concomitante a um aumento na fosforilagdo da AKT em musculo esquelético. A
fosforilacdo desta proteina € um importante mecanismo molecular para a captagdo de glicose neste
tecido, estimulada pela insulina, uma vez que ela é responsavel pela indugéo da translocagéo do
transportador trasmembrana GLUT4, de vesiculas presentes no citoplasma, para a membrana

plasmética (Bryant et al., 2002). Contudo nossos resultados demonstraram que o aumento na
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fosforilagdo da AKT, em musculo esquelético, néo foi decorrente de uma alteragdo da insulinemia,
uma vez que a administragdo hipotalamica de leptina ndo é suficiente para induzir um aumento na

secregao de insulina, como previamente demonstrado por Park e colaboradores (2008).

Por outro lado a administragao de propranolol, um antagonista B-adrenérgico, inibiu o efeito
da leptina sobre a tolerancia a glicose e a fosforilagdo da AKT em musculo esquelético. Estes efeitos
corroboram os resultados obtidos por Haque et al., 1999, nos quais 0 uso do propranolol inibiu a
captacdo de glicose em musculo soleus. Nesse contexto a agdo hipotalémica da leptina
desencadeando efeitos sobre o musculo esquelético parece ser mediada por receptores B-
adrenérgicos, estimulados pelo sistema nervoso auténomo simpatico (Haque et al.1999), ja que a
denervagéo simpatica do tecido adiposo marrom BAT, suprimiu o efeito central da leptina sobre a
captacdo de glicose neste tecido (Minokoshi et al., 1999). Nesse sentido, alguns estudiosos
demonstraram que a administragao hipotalamica de C75, um inibidor da enzima acido graxo sintase
(FAS), com consequente aumento nas concentragdes de malonil-CoA, foi capaz de aumentar a
expressao de UCP3 em musculo esquelético e a utilizagao periférica de energia, porém estes efeitos
foram bloqueados com a administragao prévia de propranolol (Cha et al., 2005). Ainda que através
de mecanismo molecular diferente do C75, a leptina induz um aumento nas concentragbes de
malonil-CoA, uma vez que a agao central desse hormonio inibe a fosforilagéo da quinase ativada por
5’AMP (AMPK) hipotalédmica com consequente diminui¢do da fosforilagdo e aumento da ativagéo da
acetil-CoA carboxilase (ACC), enzima responsavel pela conversdo do acetil-CoA em malonil-CoA
(Andersson et al., 2004; Minokoshi et al., 2004; Wolfgang et al., 2007), o qual parece ser um

importante sinal hipotaldmico para a ativagéo de vias adrenérgicas (Cha et al., 2006).

Estudos anteriores demonstraram que a administra¢do de leptina no VMH hipotalédmico de

ratos estimulou um aumento na captacdo de glicose majoritariamente em musculo esquelético
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composto por fibras de contracdo lenta como o musculo soleus. Isto poderia ser explicado, em parte,
devido a necessidade da manutencdo da postura do animal que exige uma contragdo constante das
fibras musculares e oxidativas de contragdo lenta (Minokoshi et al., 1999). Sabe-se que este tipo de
fibra € rico em receptores adrenérgicos, em especial do subtipo B2 que representa cerca de 80-95 %
do total dos receptores B-adrenérgicos (Jensen et al., 1995; 2002). Dessa maneira acreditamos que
a ativacdo destes receptores, particularmente o subtipo Bo-adrenérgico, seja um mecanismo

adicional no controle das vias metabdlicas para a captagéo de glicose em musculo soleus.

Até pouco tempo atras, acreditava-se que o musculo esquelético fosse destituido de
inervagdes diretas, provenientes do sistema nervoso simpatico, atualmente sabe-se que esta porgéo
do sistema nervoso inerva este tecido em dois niveis: i) vasos sanguineos; ii) fioras musculares
(Barker & Saito, 1981) e a estimulagdo deste sistema induz a um aumento na captacédo de glicose
em musculo esquelético, por um mecanismo independente de insulina, que como mencionado
anteriormente parece ser mediado por receptores B-adrenérgicos (Vallerand et al., 1987; Liu &
Stock, 1995; Tanishita et al., 1997). Alguns estudiosos demonstraram que a captagéo de glicose
estimulada por receptores -adrenérgicos requer a ativagao da PI3K (Nevzorova et al., 2002) e que
a ligacéo entre os receptores acoplados a proteina G e a via PI3K/AKT, em musculo esquelético,
ocorre possivelmente através da proteina JAK2 (Liu et al, 2006). Adicionalmente, Liu e
colaboradores (2006) demonstraram que a fosforilagdo da STAT3, mediada pela proteina Gq requer
a ativagao das proteinas quinase A (PKA), quinase c-Jun N-Terminal (JNK) e fosfatidilinositol 3
quinase (PI3K). Recentemente Westphal et al., 2008 propds um modelo no qual a ativagéo da via
JAK2/STAT pelo receptor Bs-adrenérgico seria dependente da ativagdo da PKA. Em nossos estudos
constatamos que a administragdo hipotalémica de leptina aumentou a fosforilagdo da JAK2 em

musculo esquelético, porém a administragdo prévia do inibidor de PI3K (LY294002) ou propranolol
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inibiu este efeito. Dessa maneira nossos resultados apontam o possivel cross-talking entre as vias
hipotalamicas JAK2 e PI3K/AKT, induzido pela agéo da leptina, como responsavel pela ativagao da
AKT em musculo esquelético. Além disso, a ativagdo da JAK2 e AKT neste tecido parece ser
dependente ndo apenas da ativagdo da via da PI3K hipotaldmica como também da ativagéo de

receptores -adrenérgicos.

Este estudo nos permitiu constatar que a agéo central da leptina foi capaz de induzir um
aumento na fosforilagdo da AMPK, ACC e expressdo de PGC1a, em musculo esquelético, de
maneira dependente da ativagdo da PI3K hipotaldmica. Tais eventos podem ser cruciais para uma
melhora na homeostase glicémica, ja que a AMPK estimula a captagao de glicose, independente de
insulina, por incentivar a translocacdo (Kurth-Kraczek et al., 1999) e o aumento da expresséo de
GLUT4 (Holmes et al., 1999). Além disso, esta enzima fosforila e inibe a ACC diminuindo as
concentragdes citoplasmaticas de malonil-CoA o que permite a translocagdo de acidos graxos, via
carnitina palmitoil-CoA transferase (CPT1), para o interior da mitocdndria e subsequente oxidagao
(Merrill et al., 1997) previnindo assim o acumulo de lipidios em tecidos ndo adiposos (Winder &
Hardie, 1996; Minokoshi et al., 2002). Outro aspecto importante da AMPK é a capacidade que esta
enzima tem de aumentar a biogénese mitocondrial (Winder et al., 2000), aumentando dessa maneira
a capacidade dos tecidos para a producédo aerébica de ATP (Hardie et al., 2006). Tal capacidade
parece estar atrelada ao fato de a AMPK estimular a expresséo (Irrcher et al., 2009) e a fosforilagao
do PGC1a (Jager et al., 2007). Este coativador de transcri¢cdo por sua vez facilita a captacéo e a
utilizacdo da glicose por aumentar a expressdo de genes relacionados a fosforilagdo oxidativa
(Mootha et al., 2004). Adicionalmente, Lin e colaboradores (2002) demonstraram que a alta
expressao de PGC1a em camundongos transgénicos foi capaz de induzir a substituicdo das fibras

glicoliticas de contragao réapida para as fibras oxidativas de contragéo lenta.
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Embora o fendmeno fisiologico, de agdo hipotalémica da leptina sobre o metabolismo
glicémico em musculo esquelético, tenha sido descrito ha algum tempo 0s mecanismos moleculares
que permitem esta ligagdo néo foram completamente elucidados. Com o objetivo de identificar as
proteinas relacionadas a esse evento noés inibimos, no hipotadlamo, duas importantes proteinas que
compdem a via de sinaliza¢do da leptina: a JAK2 (AG490) e a PI3K (LY294002). Utilizando-se dessa
estratégia constatamos que a administracdo desses bloqueadores inibiu a fosforilagdo da AKT
hipotaldmica, quando administrados antes da leptina. Além disso, estas drogas impediram a agéo
hipotaldmica da leptina sobre a ativagdo da via AMPK/ACC e a elevagédo da expressao de PGC1a
em musculo esquelético. Ainda, a administragdo intracerebroventricular do bloqueador da PI3K
(LY294002) ou mesmo a infusdo intraperitoneal do inibidor de receptores [-adrenérgicos
bloquearam a fosforilagdo da AKT em musculo esquelético além de diminuir a toleréncia a glicose.
Evidenciando mais uma vez que a via de sinalizagao PI3K/AKT no hipotalamo é fundamental para a
transducdo das mudancas do tdnus simpatico — que inerva o musculo esquelético — desencadeadas
pela acdo central da leptina, a semelhanca do que ocorre com a atividade simpatica renal

(Rahmouni et al., 2003).

O presente estudo demonstrou que a agdo hipotalamica da leptina é capaz de estimular a
fosforilacdo e modular a ativagdo das proteinas JAK2, AKT, AMPK e ACC, além de aumentar o
contetido protéico de PGC1a em musculo esquelético e induzir uma melhora na toleréncia a glicose
de maneira dependente da PI3K hipotalamica. Estes resultados nos possibilitam concluir que a
resisténcia central a sinalizagao da leptina pode contribuir para uma reduzida ativagao da AMPK e
PGC1a em musculo esquelético, levando a uma diminuicdo no metabolismo oxidativo o que
contribui para o desenvolvimento de resisténcia a insulina e em Ultima anélise do diabetes mellitus

do tipo 2.
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4- CONCLUSAO GERAL

79

i}



Os resultados obtidos neste estudo nos levam as seguintes conclusdes:

i)

A fosforilagao e ativagdo da JAK2 e AKT na musculatura esquelética, a partir da
acdo central da leptina, desempenham importante papel na modulacdo da

homeostase glicémica por este horménio.

A acéo central da leptina é capaz de aumentar o conteudo protéico de PGC1aq,
promover a ativagao da AMPK e a inibigdo da ACC em musculo esquelético. Esta
condigdo favorece o metabolismo oxidativo de acidos graxos e pode reduzir o

efeito “lipotdxico” nos musculos.

A leptina exerce seu efeito no hipotalamo atuando sobre a sinalizagdo na
musculatura esquelética atravées de um mecanismo dependente da PI3K

hipotaldmica.
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