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RESUMO

O Fator Neurotréfico Ciliar (CNTF) € uma neurocitocina com multiplas atividades bioldgicas,
sendo notédvel sua habilidade de proteger motoneurdnios. Entretanto, a administracdo de CNTF leva
a reducdo de peso corporal. Por outro lado, a administracdo do CNTF fusionado a um Dominio de
Transducdo de Proteinas (PTD), denominado TAT-CNTF, € capaz de proteger motoneur6nios da
medula espinhal axotomizados sem causar este efeito. O presente trabalho investigou se a
administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) de TAT-CNTF produz os conhecidos efeitos
catabdlicos do CNTF. Para isso, ratos Wistar machos, com uma canula cronicamente implantada no
ventriculo lateral, foram distribuidos em quatro grupos: TAT-CNTF (2,5ug/8ul), CNTF
(2,51g/8l), Leptina (LEP) (Spg/8ul) e PBS, que receberam uma infusdo i.c.v. a cada 12h por 4
dias. O grupo tratado com TAT-CNTF apresentou menor perda de peso quando comparado aos
grupos CNTF e LEP. As infusdes i.c.v. de TAT-CNTF ndo reduziram o peso das gorduras
retroperitonial (RP), epididimal (EP) e marrom interescapular (GM). O grupo CNTF apresentou
reducdo do peso destas gorduras. Os grupos CNTF e LEP apresentaram aumento da fragmentacdo
do DNA nas gorduras RP e EP. Por outro lado, o grupo TAT-CNTF ndo apresentou aumento da
fragmentacdo do DNA nas amostras de RP, EP e GM. Um padrdao de degradacio
internucleossomal do DNA e a presenca de células TUNEL positivas foram detectados apenas nas
gorduras dos animais dos grupos CNTF e LEP. Estes grupos também apresentaram aumento da
expressao da UCP1 na GM, ao passo que o grupo TAT-CNTF ndo apresentou tal resultado. A
andlise da fosforilacdo da STAT3 no hipotdlamo apds uma tnica infusdo i.c.v. de TAT-CNTF
demonstrou, ap6s 20 minutos, um efeito menor que o observado apds infusao de CNTF. Em
conclusdo, nossos dados sugerem que o TAT-CNTF possui acao diferente do CNTF nas areas

hipotalamicas envolvidas no controle da ingesta € do metabolismo.
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ABSTRACT

The Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) is a neurocitokine with multiple biological activities,
being notable its ability to protect lesioned motoneurons. However, administration of CNTF leads
to reduction of body mass, while administration of CNTF fusioned with a Protein Transduction
Domain (PTD), named TAT-CNTF, protects lesioned spinal motoneurons with no effects on body
weight. In the present work, we investigated whether intracerebroventricular (i.c.v.) administration
of TAT-CNTF would produce CNTF known catabolic effects. Male Wistar rats with a canula
chronically implanted in the lateral ventricle were randomly assigned to four treatment groups:
TAT-CNTF (2,5ug/8ul), CNTF (2,5ug/8ul), Leptin (LEP) (Spg/8ul) and PBS, that received an
1.c.v. infusion every 12h for 4 days. TAT-CNTF treated group had a reduced weight loss when
compared with CNTF and LEP groups. TAT-CNTF i.c.v. infusions did not reduce the weights of
retroperitoneal (RP) and epididimal (EP) white adipose tissue, as well as interescapular brown
adipose tissue (BAT) while CNTF i.c.v. administration reduced the weight of all these tissues.
CNTF and LEP groups showed an increase of DNA fragmentation in RP and EP. On the other
hand, TAT-CNTF group had no increase in DNA fragmentation in RP, EP and GM. A DNA ladder
pattern and TUNEL positive cells could only be detected in adipose tissues from CNTF and LEP
groups. CNTF and LEP treated groups had an increase in the expression of UCP1 in BAT, while
TAT-CNTF treatment had no effects on UCP1 expression. An acute i.c.v. administration
demonstrated that after 20 minutes TAT-CNTF induced less intense STAT3 phosphorilation in the
hypothalamus when compared with CNTF acute infusions. In conclusion these data suggest that
TAT-CNTF has a different action on hypothalamic areas involved in the control of food intake and

energy metabolism.
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ABREVIATURAS

Bax — Bcl2-associated X Protein (Proteina X associada a Bcl2)

Bcl2 — B-Cell Leukemia/Lymphoma 2 (Célula-B Leucemia/Linfoma 2)

bp — Base Pair (Par de Bases)

BSA — Bovine Serum Albumin (Albumina de Soro Bovino)

CNTF - Ciliary Neurotrophic Factor (Fator Neurotréfico Ciliar)

CNTFRo - Ciliary Neurotrophic Factor Receptor Alfa (Receptor Alfa do Fator
Neurotréfico Ciliar)

DNA - Deoxyribonucleic Acid (Acido desoxirribonucleico)

EDTA - Ethylenediamine Tetraacetic Acid (Acido etilenodiamino tetra-acético)
GDNF - Glial Derived Neurotrophic Factor (Fator Neurotréfico Derivado da Glia)
GFAP - Glial Fibrillary Acidic Protein (Proteina Acida de Fibrilar Glial)

gp130 — Glycoprotein 130 (Glicoproteina 130)

HIV — Human Immunodeficience Virus (Virus da Imunodeficiéncia Humana)
i.c.v. — Intracerebroventricular

i.p. — Intraperitonial

IL-6 — Interleucine 6 (Interleucina 6)

IL-6R - Interleucine 6 Receptor (Receptor da Interleucina 6)

JAK - Janus Kinase (Janus Quinase)

LIF — Leukemia Inhibitory Factor (Fator Inibidor de Leucemia)

LIFRB - Leukemia Inhibitory Factor Receptor Beta (Receptor Beta do Fator Inibidor de
Leucemia)

ODbR - Leptin Receptor (Receptor de Leptina)
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PB — Phosphate Buffer (Tampao Fosfato)

PBS - Phosphate Buffered Saline (Tampao Fosfato Salino)

POMC - Pro-opiomelanocortina

PTD - Protein Transduction Domain (Dominio de Transducao de Proteina)

RNA - Ribonucleic Acid (Acido Ribonucléico)

s.c. — Subcutineo

SDS — Sodium dodecyl sulfate (Dodecil Sulfato de S6dio)

SNC - Sistema Nervoso Central

SNP — Sistema Nervoso Periférico

STAT - Signal Transducer and Activator of Transcription (Transdutora de Sinal e
Ativadora de Transcri¢do)

STAT3 - Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (Transdutora de Sinal e
Ativadora de Transcri¢do 3)

Tat — Transactivator of Transcription (Transativador de Transcri¢do)

TBS — Tris Buffered Saline (Tampao Tris Salino)

TdT - Terminal deoxynucleotidyl transferase (Desoxinucleotidil transferase terminal)
TUNEL - Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling (Marcacio
com dUTP de pontas terminais através da desoxinucleotidil transferase)

UCP1 - Uncoupling Protein 1 (Proteina Desacopladora 1)



1- INTRODUCAO

Durante o desenvolvimento embriondrio os neurdnios do ganglio ciliar de pintainhos
dependem de interagdes com seus alvos para sobreviver (Alder e cols. 1979). Alder e
colaboradores em 1979 observaram que, em embrides de pintainho, a maior parte da
atividade tréfica que extratos protéicos destes embrides exercem sobre os neurdnios do
ganglio ciliar provém de tecidos intraoculares inervados por tais células. Desta forma, havia
evidéncias de que algum fator produzido pelas células alvo destes neurdnios ganglionares
possuiria atividade neurotréfica, sendo esta possivel molécula nomeada como Fator
Neurotréfico Ciliar (CNTF — do inglés Ciliary Neurotrophic Factor) (Manthorpe e cols.
1980). Com sua posterior purificagdo e caracterizagio parcial, evidenciou-se que o CNTF
extraido de tecidos intraoculares de embrides de pintainhos é uma macromolécula de
natureza protéica, possuindo aproximadamente 20 Kd (Barbin e col. 1984).

Um importante avanco em relagdo ao estudo do CNTF ocorreu em 1989 quando Lin e
colaboradores e Stockli e colaboradores clonaram, independentemente, o gene que codifica
o CNTF. Desta forma, ap6s a anélise da seqiiéncia de nucleotideos deste gene, foi possivel
determinar que o CNTF ndo fazia parte das familias de fatores neurotréficos até entdo
caracterizadas. Posteriormente, por homologia, o CNTF foi incluido na familia das
citocinas estruturalmente e funcionalmente relacionadas que inclui a interleucina-6 (IL-6), a
oncostatina M, o fator inibidor de leucemia (LIF), a interleucina-11 (IL-11) (Bazan, 1991;
McDonald e Hendrickson, 1993). A clonagem do CNTF também permitiu caracterizar sua
distribuicdo como sendo pds-natal e circunscrita as células de Schwann no sistema nervoso
periférico (SNP), as células da glia do sistema nervoso central (SNC) e a alguns neurdnios

centrais (Stockli e cols. 1991; Friedman e cols., 1992; Rende e cols., 1992; Henderson e



cols., 1994a; Kirsch e Hofmann, 1994). Outra observagdo derivada da anélise da seqiiéncia
que codifica o CNTF foi a constatacdo da auséncia de qualquer sinalizacdo conhecida para
sua secre¢do celular, evidenciando-se assim a natureza citoplasmatica deste peptideo (Lin e
cols., 1989; Stockli e cols. 1989; Negro e cols., 1991). Estes dados sugeriram que, ao
contrério das suposi¢des iniciais, 0 CNTF nao € um fator neurotréfico derivado do alvo.

Além da acdo neurotréfica sobre os neurdnios do ganglio ciliar, diversos efeitos
bioldgicos do CNTF foram descritos. Observou-se que este fator também € capaz de prover
suporte tréfico a neurdnios do ganglio da raiz dorsal, neur6nios do sistema nervoso
simpdatico e a motoneurénios de embrido (Blottner e cols., 1989; Arakawa e cols., 1990;
Thaler e cols., 1994). Outras notdveis propriedades observadas sdo sua capacidade de
induzir a diferenciacdo de progenitores gliais em astrdcitos tipo 2 e sua capacidade de inibir
a diferenciagdo de progenitores do sistema nervoso simpético (Hughes e cols., 1988; Lillien
e cols., 1988; Ernsberger e cols., 1989).

Préximo a época da clonagem do gene que codifica o CNTF foi evidenciada a
existéncia de diversas células que expressam receptores de membrana capazes de se ligar a
este fator neurotréfico (Squinto e cols., 1990). Subseqiientemente, o gene que codifica este
receptor foi clonado e seqiienciado, sendo também determinada a sua distribui¢cdo regional
(Davis e cols., 1991). Evidenciou-se que o receptor para o CNTF € um complexo trimérico,
sendo este composto por uma subunidade alfa, o CNTFRa, e duas subunidades beta
transdutoras de sinal, o gp130 e o LIFRB (Davis e cols., 1993a).

A seqiiéncia de eventos que culmina com a mudanca da expressdo génica em resposta
ao CNTF tem inicio com a ligacdo deste ao CNTFRa. Esse complexo se liga,
seqiliencialmente, ao gp-130 e ao LIFRB formando um heterodimero (Davis e cols., 1993a).

A formacdo do complexo CNTF/CNTFRa/gp-130/LIFRB aproxima as proteina-tirosina-



quinases da classe das Janus Quinases (JAKSs) que estdo previamente associadas a por¢ao
citoplasmdtica dos componentes B. Esta aproxima¢do desencadeia a autofosforilagdo das
JAKSs além da fosforilagdo de tirosinas das subunidades do complexo receptor (Wilks e
cols., 1991; Stahl e cols., 1994a; Stahl e cols., 1994b). As tirosinas fosforiladas nas
subunidades B servem como sitios de recrutamento de mondmeros das proteinas
transdutoras de sinal e ativadoras de transcricdo (STATs) (Boulton e cols., 1994). Uma vez
associadas ao complexo, as STATs sdo fosforiladas pelas JAKs, desencadeando assim a
dimerizacdo das primeiras e sua subseqiiente translocacdo para o nucleo. As STATSs
dimerizadas atuam entdo como fatores de transcri¢do, regulando a expressdo de diversos
genes.

O CNTFRo ¢é expresso durante todos os periodos de vida do organismo,
predominantemente no sistema nervoso central, também podendo ser encontrado em
quantidades significativas no musculo estriado esquelético (Davis e cols., 1991, Ip e cols.,
1993). Experimentos de hibridizacdo in situ para o RNA mensageiro que codifica o
CNTFRo demonstraram que este receptor pode ser encontrado principalmente em
neur6nios do bulbo olfatério, cértex cerebral, hipotdlamo, além de neurOnios motores
craniais e medulares (Lee e cols., 1997). A subunidade alfa do receptor do CNTF ndo
possui dominio transmembrana, se encontrando ancorada a membrana plasmatica por uma
ponte de glicosilfosfatidilinositol (Davis e cols., 1991, 1993a). As subunidades beta, gp130
e LIFRB possuem ampla distribuicdo no organismo, sendo também componentes de
complexos sinalizadores de outras citocinas da familia do CNTF (Davis e cols., 1993a).
Considerando-se a distribui¢do das subunidades 8 e a possibilidade destas de participarem
de complexos sinalizadores de outras citocinas, € a subunidade alfa a responsavel pelo

reconhecimento especifico do CNTF (IP e cols., 1993). Entretanto, € interessante destacar



que a ligacdo do CNTFRa a membrana pode ser quebrada pela fosfolipase-C, gerando uma
forma soluvel deste receptor, sendo esta detectdavel no liquido cefalorraquidiano e soro
(Davis e cols., 1993b). A forma solivel do CNTFRa € capaz de, mediante ligacdo com o
CNTF, ativar também células inicialmente responsivas apenas ao LIF, pois estas expressam
LIFRB e gp130 (Davis e cols., 1993b, Ozog e cols., 2004). Notadamente a existéncia de
receptores soluveis € comum a outras citocinas da familia do CNTF tais como IL-6R, gp-
130 e o LIFRB (Zhang e cols., 1998).

Em 1990, Sendtner e colaboradores demonstraram que a administragdo de CNTF possui
acdo protetora sobre motoneurdnios em um modelo de sec¢do de nervos periféricos em
ratos neonatos. Posteriormente, tal acdo neuroprotetora in vivo também foi demonstrada em
modelos experimentais de doengas neuroldgicas motoras (Hagg e cols., 1992; Sendtner e
cols., 1992a; Kuzis e Eckenstein., 1996). Paralelamente outros experimentos apontavam
que a funcdo fisiologica do CNTF seria o de agente neuroprotetor agudo, atuando
imediatamente apds a lesdo. Por exemplo, as células de Schwann liberam para o meio
extracelular o CNTF estocado em seu citoplasma apds axotomia (Friedman e cols., 1992;
Sendtner e cols., 1992b; Smith e cols., 1993). No sistema nervoso central também se
observou que lesdes mecanicas levam a um expressivo aumento do CNTF no local afetado
a curto prazo (Asada e cols., 1995; Lee e cols., 2005).

Em conjunto, os dados referentes a neuroprotecio mediada pelo CNTF despertaram
grande interesse para o possivel uso desta molécula em doencas neurodegenerativas
humanas. Desta forma foram realizados testes clinicos para verificar a toxicidade,
tolerabilidade e farmacocinética do CNTF em pacientes com esclerose lateral amiotréfica
(Cedarbaum e cols., 1995). Estes testes revelaram efeitos colaterais importantes associados

as diferentes doses e esquemas de tratamento. Particularmente, a administracdo de doses



acima de 10pg/kg/dia nesses pacientes produziu anorexia, perda de peso, estomatite por
herpes labial, tosse, aumento de secre¢des orais e fadiga. Consequentemente estes
resultados geraram a interrup¢do dos testes clinicos, porém revelaram implicacdes
importantes relacionadas a administragcdo de CNTF (Sendtner e cols., 1994; Miller e cols.,
1996a,b).

Experimentos realizados em modelos animais também demonstraram efeitos
semelhantes aos observados nos testes clinicos em humanos (Shapiro e cols., 1993; Espat e
cols., 1996; Martin e cols., 1996; Henderson e cols., 1996). Especialmente, os efeitos do
CNTF relacionados a perda de peso foram observados em diversos modelos animais.
(Henderson e cols.,1994b; Kwon e cols., 1994; Zhang e cols.,1995). Porém, notavelmente,
o tratamento com CNTF também foi capaz de reduzir o peso corporal de animais ob-/ob-
(Gloaguen e cols., 1997). Estes camundongos sdo obesos devido a uma mutacdo que
impede a produc¢do de leptina, uma citocina derivada do tecido adiposo que tem importante
funcdo fisioldgica na regulacdo do volume das reservas energéticas do organismo
(Pelleymounter e cols., 1995; Halaas e cols., 1995; Campfield e cols., 1995). Para
desempenhar esta fun¢do a leptina liberada pelo tecido adiposo atua principalmente em
neuronios do hipotdlamo através da forma longa de seu receptor (ObR), ativando a via de
sinalizacdo JAK/STAT (Baumann e cols., 1996). Sendo ainda interessante notar que a
forma longa do ObR possui grande homologia com o gp130 (Tartaglia e cols., 1995).

Estes dados iniciais relacionados a perda de peso despertaram o interesse de se utilizar o
CNTF como tratamento para a obesidade. Neste sentido, experimentos subseqiientes
demonstraram outras semelhangas entre a acdo do CNTF e da Leptina, tais como a redugdo
da ingesta, o aumento do gasto energético, a diminui¢cdo da expressdo do neuropeptideo Y

no hipotdlamo, a inducdo de apoptose de adipdcitos € o aumento da expressao da isoforma



um da proteina desacopladora da cadeia respiratéria (UCP1) no tecido adiposo marrom
(BAT) (Xu e cols., 1998; Lambert e cols., 2001; Ott e cols., 2002; Duff e cols., 2004;
Bluher e cols., 2004). Porém, a possibilidade do uso do CNTF no tratamento da obesidade
foi impulsionada apds a constatacdo de que ele é capaz de induzir a redugdo de peso
corporal em condi¢des nas quais a Leptina ndo o faz. Tais observacdes foram realizadas em
camundongos obesos db/db, que ndo possuem a forma longa do ObR, e em camundongos
cuja obesidade € induzida por dieta (Gloaguen e cols., 1997). Além disso, Lambert e
colaboradores (2001) demonstraram que mesmo 3 dias apds o tratamento com CNTF nao
ha reaquisi¢do do peso corporal perdido, ou seja, o CNTF possui efeitos que se estendem
além do periodo de administracio desta molécula.

Recentemente grandes avancos foram realizados no sentido de se determinar o
mecanismo de acdo do CNTF relacionado a perda de peso. Em 2005, Kokoeva e
colaboradores demonstraram que a administracdo de CNTF desencadeia a proliferacao de
neurdnios no hipotdlamo, sendo que esta proliferacdo € determinante da auséncia de re-
aquisicdo de peso corporal apdés o fim do tratamento com este fator neurotréfico. Tal
correlagdo foi demonstrada por estes autores através da administracdo de bloqueadores
mitdticos a animais tratados com CNTF. Com este procedimento, observou-se a nao
proliferacdo de células no hipotdlamo e a correlata reaquisicio normal de peso apds o
tratamento com CNTF. Janoschek e colaboradores (2006) também elucidaram outro
importante mecanismo relacionado a perda de peso gerada pelo tratamento com CNTF.
Estes autores realizaram experimentos envolvendo a geracdo de camundongos que
possuiam a ablacdo do gene que codifica o receptor gp130 especificamente em células que

expressam  pro-opiomelanocortina  (POMC). Posteriormente, outros experimentos

demonstraram que estes animais ndo apresentaram redu¢do do peso corporal e da ingesta 24



horas apds tratamento i.c.v. com CNTF. Pode-se concluir a partir destes dados que a agcdo
do CNTF sobre o peso corporal é dependente de sua atuacdo sobre as células que
expressam POMC.

As células do nucleo arqueado do hipotdlamo que expressam POMC participam do
controle da ingesta e do metabolismo principalmente através de suas projecdes para o
nucleo paraventricular hipotalamico, drea hipotaldmica lateral e para neurdnios do sistema
nervoso simpatico na medula espinhal (Elmquist, 2001). Sabe-se que neurdnios do ntcleo
paraventricular controlam a atividade secretéria da hipofise anterior relacionada ao
metabolismo através da liberacdo do fator liberador da corticotropina (CRH) e do fator
liberador do hormoénio estimulante da tiredide (TRH) (Legradi e cols., 1998). Por sua vez, a
area hipotalamica lateral projeta-se difusamente para regides corticais cerebrais que
participam da complexa regulacdo dos comportamentos de fome e saciedade (Elias e cols.,
1999). Finalmente, os neurdnios do sistema nervoso simpdtico da coluna lateral da medula
espinhal sdo responsaveis, dentre vdarias outras fungdes autonOmicas, pelo controle do
metabolismo energético e termogénese (Elias e cols., 1998).

A dissociagdo dos efeitos do CNTF sobre o metabolismo energético daqueles
relacionados a sua importante acdo neurotréfica € muito desejdvel. Diversas vias
alternativas de administracdo desta citocina ja foram testadas obtendo-se resultados pouco
satisfatorios (Tan e cols., 1996; Aebischer e cols., 1996; Penn e cols., 1997; Haase e cols.,
1999; Bachoud-Levi e cols., 2000). Uma estratégia muito promissora consiste no emprego
de CNTF recombinante modificado pela adi¢do de um dominio de transducdo de proteinas
(PTD) na sua regido N-terminal. Este dominio pode ser formado por uma seqiiéncia de 15
aminodcidos derivados da proteina Tat do HIV-1. Proteinas que possuem esse dominio sdao

capazes de cruzar a membrana celular através de mecanismos independentes de receptores



especificos (Schwarze e cols., 1999; Schwarze e Dowdy, 2000;Becker-Hapak e cols.,
2001).

A transducdo ou translocacdo de proteinas para o interior de células foi descrita,
independentemente, por Green e Loewenstein e por Frankel e Pabo, em 1988, com a
descoberta de que a proteina Tat do virus HIV poderia atravessar membranas celulares e
transativar o genoma viral. Green e Loewenstein (1988) também demonstraram que esta
propriedade da Tat era conferida por um dominio deste peptideo que contém vérios
aminodcidos basicos. Posteriormente demonstrou-se que proteinas heterélogas conjugadas
a uma seqiiéncia de 36 aminodcidos correspondentes a este dominio bésico da Tat, também
denominado PTD da Tat (do ingl€s Protein Transduction Domain), sdo capazes de serem
translocadas para o interior de células (Fawell e cols., 1994). A partir de entdo tal fendmeno
foi observado em relacdo a diversas proteinas conjugadas a um dominio PTD, sendo
aplicada em vdrios tipos celulares em cultura (Nagaharae cols., 1998; Lissy e cols., 1998,
Ho e cols., 2001). Experimentos realizados in vivo demonstraram que a seqiiéncia PTD da
Tat, quando conjugada a proteinas relativamente grandes, permite que estas atravessem a
barreira hematoencefdlica a se transloquem para o interior de células do SNC (Schwarze e
cols., 1999; Schwarze e Dowdy, 2000; Cao e cols., 2002; Kilic e cols., 2003). Em acordo
com estas observacdes Kilic e colaboradores (2003) demonstraram que o GDNF conjugado
ao PTD da Tat é capaz nao s6 de atravessar a barreira hematoencefélica, como também
proteger células do SNC apds indugdo de isquemia.

O CNTF conjugado ao dominio PTD da Tat do HIV1 (TAT-CNTF) foi gerado em um
vetor de expressdo heteréloga de CNTF em E. coli. Para tal, realizou-se na regidao
codificante da por¢dao N-terminal do CNTF, uma fus@o “in frame” de uma seqii€ncia de

nucleotideos que codifica os 15 aminodcidos do PTD da TAT (Langone e cols., 2004).



Demonstrou-se que o TAT-CNTF € capaz de se internalizar rapidamente em células
ovarianas de hamster chinés (CHO) em cultura, além de ser capaz de prover suporte tréfico
a neurdnios de ganglios da raiz dorsal de embrido de pintainho in vitro (Langone e cols.,
2004). Outra propriedade desta molécula € a de promover a sobrevivéncia de 70% dos
motoneurdnios axotomizados apds administracdo subcutanea (s.c.), no modelo de sec¢do do
nervo cidtico em ratos neonatos (Rezende, 2005). Porém de forma surpreendente, neste
modelo experimental, a aplicagdo de TAT-CNTF nao gerou a deplecdo de triglicérides dos
adipdcitos da gordura marrom, além de também ndo gerar o baixo crescimento corporal
observados apds tratamento s.c. com CNTF.

Tais observagdes experimentais levantam importantes questdes sobre as caracteristicas
farmacocinéticas do TAT-CNTF, bem como sobre seu mecanismo de acdo. Primeiramente,
talvez esta molécula ndo modificou o ganho de peso de animais neonatos por ndo ter
alcancado concentra¢cdes minimas nas regides hipotalamicas responsdveis pelo controle do
metabolismo. Ou seja, uma redugdo da disponibilidade do TAT-CNTF no sistema nervoso
central (SNC) pode ter ocorrido pelo fato de 0 mesmo ser capaz de atravessar de maneira
inespecifica a membrana plasmdtica das células que compdem os diferentes
compartimentos corporais, ficando assim retido nestes locais. Além disso, sabe-se que o
ingresso do CNTF no SNC se deve a um mecanismo de transporte especifico e saturdvel
através da barreira hematoencefalica (Pan e cols., 1999). A adi¢do do dominio PTD ao
CNTF poderia ter dificultado/impedido seu reconhecimento por esses transportadores.
Outra hipétese a ser considerada é que, mesmo atingido a regido hipotalamica, a adi¢do do
dominio PTD ao CNTF poderia ter modificado sua capacidade de atuar nas células

hipotalamicas.



Para tentar elucidar algumas destas questdes estudamos no presente trabalho os efeitos
metabdlicos produzidos pela agdo do CNTF e TAT-CNTF no SNC através da

administracio destas moléculas por via intracerebroventricular (i.c.v) em ratos adultos.
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2 - OBJETIVOS

Gerais

Investigar os efeitos da adicdo do PTD da Tat do HIVI ao CNTF sobre suas as

propriedades funcionais.

Especificos

Analisar os efeitos produzidos pela administracdo intracerebroventricular de CNTF ou de

TAT-CNTF sobre a fosforilacdo da STAT3 no hipotadlamo de ratos adultos.

Avaliar os efeitos da administracdo intracerebroventricular de CNTF ou de TAT-CNTF
sobre o peso corporal e das gorduras branca retroperitonial, branca epididimal e marrom

interescapular.

Investigar a ocorréncia de apoptose de adipdcitos das gorduras marrom e branca provocada

pela administracdo intracerebroventricular de CNTF ou de TAT-CNTF.

Investigar a expressio de UCPI na gordura marrom interescapular induzida pela

administracao intracerebroventricular de CNTF ou de TAT-CNTF.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com 3 meses de idade (250-300g), fornecidos
pelo Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB). Os animais foram acomodados em
caixas plésticas em uma estante ventilada (Alesco modelo 9902.001). Estes foram mantidos
sob condi¢des de luz (ciclo de 12 horas de claro/escuro) e de temperatura (21°C)

controladas, tendo livre acesso a 4gua e a racdo (Protocolo CEEA-UNICAMP 878-2).

3.2 - Cirurgias

Para a realizacdo das administragdes i.c.v uma canula guia foi implantada em cada
animal de acordo com os seguintes procedimentos: os animais foram anestesiados com uma
solucdo 1:1 (v/v) de cloridrato de ketamina (11,6 mg/ml) e cloridrato xilazina (23 mg/ml),
na dosagem de 1,2 ml/kg de massa corporal (i.p.). Apds tricotomia do dorso da cabeca, os
animais foram colocados em um aparelho estereotaxico. Apds assepsia com dlcool 70%, foi
realizada uma incisdo de aproximadamente 20mm na pele, para a exposicdo da calota
craniana, seguida de remo¢do do peridsteo. A seguir, com auxilio de uma broca
odontoldgica, o cranio foi perfurado nas coordenadas 0,8 mm posterior ao bregma e 1,5
mm lateral a linha média. Uma canula-guia (23 G), com 15 mm de comprimento, foi entdo
implantada através desse orificio, atingindo a profundidade de 3,8 mm ventral ao bregma.
Esta foi mantida em posicdo com auxilio de um parafuso metdlico e resina acrilica

autopolimerizante. Um fio de ndilon de 15mm de comprimento, e espessura igual a
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espessura interna da canula, foi introduzido na canula guia para que a mesma permanecesse
obliterada até o momento da administracdo das substancias. Ao final destes procedimentos
0s animais retornaram para suas gaiolas por um periodo de seis dias de recuperacgao.

Na manha do sexto dia apds o implante das canulas, para verificar-se o correto
posicionamento da canula guia, a comida foi removida das gaiolas e 2ul de angiotensina II
(10 pg/ml em tampao fosfato salino - PBS) foram infundidos através da mesma utilizando-
se uma agulha de infusdo (32G) de 16mm. Apds os animais serem recolocados na gaiola, o
consumo de dgua foi monitorado. Aqueles que consumiram dgua continuamente por mais

de 1 minuto foram utilizados nas demais etapas do experimento (Carvalheira e cols., 2005).

3.3 - Infusao i.c.v. por 4 dias consecutivos

No sétimo dia apds a cirurgia de implante de canulas um lote de 22 animais
selecionados no teste com angiotensina II foi dividido aleatoriamente em quatro grupos. O
primeiro recebeu 8 aplicagdes i.c.v. de 8ul de TAT-CNTF (CRIBI, Universidade de
Padova, Itdlia — 0,3mg/ml; n=7) em intervalos de 12h, sendo realizada a medida do peso
corporal dos animais apds cada aplicacdo. O mesmo protocolo foi utilizado para o segundo,
terceiro e quarto grupos, diferindo apenas no uso de CNTF (CRIBI, Universidade de
Padova, Itdlia — 0,3mg/ml; n=5), Leptina (Calbiochem, La Jola, EUA — 0,625 mg/ml; n=5)
e PBS (n=5), respectivamente.

No intervalo de 24h apds a ultima infusdo das substdncias os animais foram
sacrificados em uma cimara de CO,. Subseqiientemente, foram dissecadas e pesadas a

gordura marrom interescapular e as gorduras branca retroperitoneal e branca epididimal.
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Amostras de aproximadamente 50mg da gordura marrom e 200mg das gorduras brancas
foram armazenadas a -80 °C para posterior andlise da fragmentagcdo do DNA. Outras
amostras de aproximadamente S0mg da gordura marrom foram também armazenada a —80
°C para andlise da expressdo da proteina UCP1. O restante dos tecidos foi fixado em
paraformaldeido (pH 7,4) para posterior analise por TUNEL.

Os valores de peso corporal e peso das gorduras foram comparados utilizando-se teste
estatistico ANOVA e pos-teste Student-Newman-Keuls, sendo considerada diferenca

estatisticamente significativa p<0,05 .

3.4 - Analise da fragmentacio do DNA nas gorduras marrom e branca

Para a extracdo de DNA, as amostras previamente estocadas de gordura branca
retroperitonial, branca epididimal e gordura marrom interescapular, foram picotadas e
homogeneizadas a 4°C em 750 pl de um tampao contendo 50 mM Tris-Cl, pH 8,1; 10 mM
EDTA; 1% Triton X-100, utilizando-se um gerador 20s Politron PTA (Modelo PT 10/35,
Brinkmann Instruments, Westbury, NY) em velocidade minima por 30 segundos. O
material homogeneizado foi mantido por 20 minutos a 4°C e entdo centrifugado a 14.000g
por 15min a 4°C, sendo o sobrenadante coletado. O material precipitado foi ressuspendido
em 500 pl de um tampao contendo 50 mM Tris-Cl, pH 8,1; 10 mM EDTA; 1% SDS e
incubado a 37°C por 30 minutos. O DNA fragmentado contido no sobrenadante, obtido na
primeira centrifugacdo, e o DNA gendmico contido no pellet ressuspendido em tampao
contendo SDS foram extraidos com um volume igual de uma mistura de fenol, cloroférmio
e dlcool isoamilico (na proporcao 25:24:1), seguido de uma nova extragdo utilizando-se um

volume igual de cloroférmio. Apds ser adicionado 1 pg de RNAse A (Sigma), as amostras
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foram incubadas a 37°C por 30 minutos. A concentracdo de DNA da fracdo fragmentada e
da fracdo gendmica foi determinada utilizando-se o kit PicoGreen (Invitrogen). A
porcentagem de fragmentacdo do DNA de cada amostra foi expressa como: quantidade de
DNA fragmentado / (quantidade de DNA fragmentado + quantidade de DNA gendmico) X
100 (Gullicksen e cols., 2004). Ap6s a quantificacdo, em 500 pl de cada amostra foram
adicionados 5 pl de carreador poliacril, 50 pl de acetato de sédio 2M e 550 pl de élcool
1sopropilico. Apds 2 horas a -20°C as amostras foram centrifugadas a 14.000g, 4°C por 20
minutos. O pellet de DNA foi lavado 3 vezes com dalcool 70% e seco a temperatura
ambiente antes de ser ressuspendido em tampao contendo 10 mM Tris-Cl, pH 8,1; 1mM
EDTA. Foi entdo realizada a eletroforese do DNA fragmentado, em gel de agarose 2%,
para andlise do possivel padrao de bandas resultantes de clivagem internucleossomal do
DNA, uma caracteristica apresentada por células em apoptose (Qian e cols., 1998).

Os valores de porcentagem de fragmentacdo de DNA das gorduras foram comparados
utilizando-se teste estatistico ANOVA e pos-teste Student-Newman-Keuls, sendo

considerada diferenca estatisticamente significativa p<0,05.

3.5 - Analise da apoptose por TUNEL

O material previamente fixado em paraformaldeido 4% (PB 0,1M; pH 7.,4), por 48h
passou pelo procedimento histolégico padrdo para inclusdo em parafina. Os blocos
referentes as gorduras marrom e brancas foram cortados em séries de 6 cortes de 6 um de
espessura com intervalos de 60 pm entre cada corte de uma série. As laminas foram
desparafinizadas com xilol e re-hidratadas numa série decrescente de etanol.

Subseqiientemente o material foi processado para deteccio de células apoptdticas
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empregando-se o kit QIA33® (Oncogene®), sendo todos os procedimentos realizados a
temperatura ambiente, com exce¢do da reacdo com nucleotideos e enzima TdT.
Inicialmente, os cortes foram permeabilizados com proteinase K (20mg/ml; 1:100 em
tampao Tris pH 8,0) por 3 minutos. Apds lavagem com TBS, a peroxidase endégena foi
inativada com H;O, (3% em metanol) por 5 minutos. Os cortes foram novamente lavados
com TBS, transferidos para camara umida, cobertos com tampao de equilibrio (cacodilato
de s6dio 1,0M, Tris 0,15M, BSA 1,5mg/ml, CoCl, 3,75mM, pH 6,6) diluido 1:5 em 4gua
destilada, e incubados por 30 minutos. Em seguida, o tampdo de equilibrio foi substituido
pela solucdo de reagdo (nucleotideos biotinilados e enzima TdT; 10ul/corte) e os cortes
foram cobertos com Parafilm® e incubados por 90 minutos a 37°C. Apds esse periodo,
foram lavados com TBS e cobertos com tampao contendo EDTA 0,5M (pH 8,0) por 5
minutos a temperatura ambiente. A seguir, os cortes foram lavados com TBS, cobertos com
tampao de bloqueio (4% BSA, PBS 10 mM, pH 7,4) e incubados por 10 minutos. Para
deteccao da reacdo, o tampdo de bloqueio foi removido e cada corte recebeu 10ul da
solucdo do conjugado estreptoavidina-peroxidase (1:50 em tampao de bloqueio). Os cortes
foram entdo incubados por 30 minutos, lavados com TBS e cobertos com 10ul de solucdo
de diaminobenzidina por 15 minutos. Finalmente, os cortes foram lavados em 4gua
destilada, contra-corados com Verde de Metila e montados em Permount® (Fisher). As

laminas foram analisadas em microscépio de luz em campo claro.
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3.6 - Analise da expressao da UCP1 na gordura marrom interescapular

As amostras de gordura marrom, previamente estocadas, foram picotadas e
homogeneizadas em 750 pl de um tampao, contendo 50 mM Tris-Cl, pH 8,1; 10 mM
EDTA; 1% coquetel inibidor de protease (Sigma); 1% Triton X-100 a 4°C, utilizando
gerador 20s Politron PTA (Modelo PT 10/35, Brinkmann Instruments, Westbury, NY) em
velocidade méxima por 30 segundos. As proteinas contidas no homogenato foram entao
precipitadas com um volume igual de uma mistura de fenol, cloroférmio e dlcool isoamilico
(na proporcao 25:24:1) e centrifugadas a 16.000g por 15 minutos a temperatura ambiente,
sendo removida a fase aquosa. Para remocao da fase organica um volume igual de metanol
foi adicionado as amostras, sendo estas centrifugadas a 12.000g por 15 minutos. A fase
organica foi descartada, sendo o pellet lavado trés vezes com 1 ml de metanol. As proteinas
contidas no pellet foram, em seqiiéncia, ressuspendidas em tampao contendo 50 mM PB pH
7,4, 5% B-mercaptoetanol, 10 mM EDTA, 1% coquetel inibidor de protease (SIGMA), 1%
SDS. A concentragdo de proteinas foi entdo determinada pelo método de “Bradford”
(Bradford, 1976), sendo estas normalizadas de modo que todas as amostras possuissem
igual concentragdo de proteinas. Esta normalizacdo foi ainda confirmada através da
coloragdo das membranas eletrotransferidas utilizando-se corante Ponceau S. A cada
amostra foi entdo adicionado um igual volume de tampao de amostra Laemmli (Laemmli,
1970). Subseqiientemente, as amostras foram mantidas por 5 min em banho-maria (95 °C).
O equivalente a 3pg de proteinas totais foram submetidas a eletroforese, com SDS, em gel
de 12% de poliacrilamida. As proteinas contidas no gel foram eletrotransferidas por 90 min

a 120V para uma membrana de nitrocelulose (BioRad) (Towbin e cols., 1979). Os sitios de
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ligacOes inespecificas da membrana foram bloqueados com 20ml de solucdo de 5% leite
desnatado em p6, SOmM PB, PH 7.4, 150mM NaCl, 0,05% Tween 20 (PBS-tween+leite).
A membrana foi subseqiientemente incubada com anticorpo anti-UCP1 (sc-6529, Santa
Cruz) diluido 1:500 em 10ml de tampdo PBS-tween contendo 3% BSA, por 12h a 4°C. A
nitrocelulose foi entdo lavada por 15min com solu¢cdo PBS-tween e incubada com anticorpo
secundério conjugado com peroxidase (Zymax — Zymed Laboratories) diluida 1:1000 em
10ml de PBS-tween+3% leite desnatado em pd, por 2h em temperatura ambiente. Em
seguida, foi realizada uma nova lavagem com PBS-tween e as bandas imunorreativas foram
detectadas por autoradiografia em um filme Kodak GBX2 utilizando-se kit de
quimioluminescéncia SuperSignal West Pico (Pierce).

Os valores de densidade 6tica relativa ao controle foram comparados utilizando-se teste
t pareado comparando-se o grupo controle aos demais gurpos. Considerou-se diferenca

estatisticamente significativa p<0,05.

3.7 - Analise da fosforilacio da STAT3 no hipotalamo

No sétimo dia apds a cirurgia de implante de canulas um lote de 28 animais
selecionados no teste com angiotensina II foi dividido aleatoriamente em quatro grupos. O
primeiro recebeu uma aplica¢do i.c.v. de 8ul de TAT-CNTF (CRIBI, Universidade de
Padova, Itdlia — 0,3mg/ml). O mesmo protocolo foi utilizado para o segundo, terceiro e
quarto grupos, diferindo apenas no uso de thCNTF (CRIBI, Universidade de Padova, Itdlia
—0,3mg/ml), Leptina (Calbiochem, La Jola, EUA — 0,625 mg/ml) e PBS, respectivamente.

Nos intervalos de 5 e 20 minutos apds a aplicacdo de TAT-CNTF, CNTF e Leptina e 20

minutos apos aplicagdo de PBS foi realizada a craniotomia e dissecacdo do hipotdlamo dos
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animais. Estas amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
posteriormente armazenadas a —80°C até o uso. Para a extracdo de proteinas totais dos
hipotdlamos armazenados estes foram homogeneizadas em tampao de extragdo (1% Triton
X-100, 50 mM PB pH 7.4, 1 mM pirofosfato de sédio, 1 mM sddio fluorido, 5 mM EDTA,
1 mM Vanadato de sédio, 1% coquetel inibidor de protease P8340 Sigma, 7 M Uréia, 2 M
Tiouréia) na propor¢éo 10% peso/volume a 4°C num gerador 20s Politron PTA (Modelo PT
10/35, Brinkmann Instruments, Westbury, NY) em velocidade méxima por 30 segundos.
As amostras foram subsegiientemente centrifugadas a 12.000g/4°C por 15 min, sendo
retirado o sobrenadante que contém o extrato das proteinas totais do tecido. A concentracio
de proteinas foi determinada pelo método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976). Ao
equivalente a 100pug de proteinas totais de cada amostra foi adicionado um volume igual de
tampao de amostra Laemmli (Laemmli, 1970). Subseqiientemente, as amostras foram
mantidas por 5 minutos em banho-maria a 95 °C. As amostras foram entdo submetidas a
eletroforese, com SDS, em gel de 8% de poliacrilamida. As proteinas contidas no gel foram
eletrotransferidas por 90 minutos a 120V para uma membrana de nitrocelulose (BioRad)
(Towbin e cols., 1979). Os sitios de ligagdes inespecificas da membrana foram bloqueados
com 20ml de solucdo de 5% leite desnatado em pd, SOmM PB PH 7.4, 150mM NaCl,
0,01% Tween 20 (PBS-tween+leite) por 1 hora. A membrana foi subseqiientemente
incubada com anticorpo anti-fosfo-STAT3 (Tyr705, Cell Signaling) diluido 1:1000 em
10ml de tampdo PBS-tween contendo 3% BSA, por 12h a 4°C. A membrana de
nitrocelulose foi entdo lavada por 5 minutos com solu¢cdo PBS-tween e incubada com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase (Zymax — Zymed Laboratories) diluida
1:10000 em 10ml de PBS-tween+3% leite desnatado em pd, por 1h a temperatura ambiente.

Em seguida a membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos com PBS-tween, sendo as bandas
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imunorreativas detectadas por autoradiografia em um filme Kodak GBX?2 utilizando-se kit
de quimioluminescéncia SuperSignal West Pico (Pierce).

Apés a deteccdo das bandas imunorreativas as membranas foram incubadas por 15
minutos em solu¢do 0,2M de glicina-HCL pH 2,7 para a elui¢do dos anticorpos utilizados.
Em seguida as mesmas membranas passaram pelos mesmos procedimentos acima descritos
substituindo-se apenas o anticorpo anti-fosfo-STAT3 por um anticorpo anti-STAT3 (Santa
Cruz).

A densidade 6ptica das bandas imunorreativas foi determinada por densitometria digital
(Scion Image Software).

Os valores de densidade 6tica relativa ao controle foram comparados utilizando-se teste
t pareado comparando-se o grupo controle aos demais gurpos. Considerou-se diferenca

estatisticamente significativa p<0,05.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Peso corporal

O efeito da administracdo i.c.v. de CNTF, Leptina, TAT-CNTF e PBS sobre o peso
corporal dos animais pode ser observado na Figura 1. Lembrando que este tratamento
correspondeu a 8 infusdes i.c.v. em intervalos de 12 horas (4 dias). Note-se que 12 horas
ap6s a primeira infusdo os animais de todos os grupos apresentaram queda de peso
corporal. Contudo, este efeito foi particularmente expressivo nos animais tratados com
CNTF, sendo significativamente maior que nos animais que receberam PBS (p<0,05). Doze
horas apds a segunda infusdo continuou havendo queda do peso corporal em todos os
grupos, embora ndo houvesse diferenca significativa entre eles. Por outro lado, apds a
terceira infusd@o apenas o grupo tratado com CNTF continuou a exibir queda do peso
corporal, enquanto que nos demais nao houve variacdo significativa em relagdo ao periodo
anterior. Interessantemente, este fendOmeno continuou a ocorrer nos tempos subseqiientes.
Ou seja, os grupos tratados com Leptina, TAT-CNTF ou PBS mantiveram seu peso
corporal relativamente estdvel, enquanto que os animais que receberam CNTF continuaram
a perder peso. Note-se ainda que o peso corporal dos animais controle (PBS) foi sempre
superior ao dos tratados com Leptina ou TAT-CNTF. Além disso, os animais destes grupos
exibiram peso corporal semelhante até o ultimo tratamento. Contudo, 24 horas apds a
ultima infusdo os ratos que receberam Leptina apresentaram significativa queda do peso
corporal quando comparados aos animais do grupo TAT-CNTF. Note-se, porém, que a
comparag¢do do peso corporal dos animais 24 horas ap6s a ultima infusio revela que aqueles

que receberam CNTF apresentaram a maior perda de peso em relagdo grupo controle,
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apresentando também uma diferenca significativa em relagdo aqueles tratados com TAT-

CNTF (Tabela 1).

Peso dos animais
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Figura 1. Variagio percentual do peso dos animais em relacdo a primeira infusio i.c.v.. Losango —#—-
grupo tratado com veiculo (n=5). Quadrado —®—- grupo tratado com Leptina (n=5). Circulo —#—- grupo
tratado com CNTF (n=5). Triangulo —&- grupo tratado com TAT-CNTF (n=7). Os valores correspondem a
médiate.p.m.;

Tabela 1. Variagdo percentual do peso dos animais em relagio a primeira infusio i.c.v.. Valores da mesma
linha que ndo contem letra em comum apresentam diferenca estatisticamente significativa (ANOVA p < 0,05).

Tratamento
PBS LEPTINA CNTF TAT-CNTF
Tempo (horas)

12 96,59% + 0,89 a 94,34% + 0,56 ac 93,17% *+ 0,41 be 95,45% + 0,39 a
24 94,77% + 1,71 a 92,14% + 1,20 a 91,02% = 0,57 a 93,1% £ 0,23 a
36 95,15% + 1,62 a 92,39% + 1,38 ab 88,85% + 0,63 b 92,13% + 0,68 ab
48 94,62% + 1,29 a 91,46% = 1,09 b 87,41% + 0,83 ¢ 91,29% + 0,57 b
60 95,58% *+ 1,56 a 92,23% *+ 0,88 a 86,51% + 1,16 b 91,97% 0,64 a
72 94,51% + 1,17 a 91,29% + 1,07 a 85,63% +1,37b 91,45% + 0,58 a
84 95,55% + 0,82 a 90,95% + 1,38 b 85,39% + 1,49 ¢ 91,44% 0,79 b
108 95,04% + 0,64 a 88,51% + 1,06 b 83,76% + 1,25 ¢ 91,91% £ 1,04 d
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4.2 - Peso das gorduras marrom e brancas

A andlise do peso das gorduras marrom, branca retroperitonial e branca epididimal
permitiu observar que o grupo tratado com TAT-CNTF nao apresentou qualquer reducao de
peso das gorduras marrom e branca quando comparado ao grupo PBS. Ao passo que o
tratamento com CNTF levou a uma redugdo do peso das gorduras marrom e branca quando
comparado ao dos animais controle (PBS). Por sua vez, os animais tratados com Leptina
apresentaram redugdo do peso da gordura marrom similar ao observado no grupo CNTF. O
peso das gorduras brancas retroperitonial e epididimal no grupo Leptina se mostrou
semelhante ao do grupo controle (PBS). Contudo, houve uma tendéncia a reducdo

considerando-se que esses valores se aproximaram dos registrados no grupo CNTF.

Peso das gorduras marrom e branca

1.4 -
1,2
1 i
2 08
2
o 0.6 -
o
a a
0.4 T
0.2 -
0 |
Gordura Marrom Gordura Retroperitonial Gordura Epididimal
OPBS ELEPTINA B CNTF TAT-CNTF ‘

Figura 2. Peso das gorduras marrom (GM), branca retroperitonial (GR) e branca epididimal (GE) apés 4
dias de tratamento i.c.v. Os valores correspondem a médiate.p.m. Auséncia de letra comum entre as barras
indica diferenga estatisticamente significativa (ANOVA p<0,05). PBS, n=5; Leptina, n=5; CNTF, n=5; TAT-
CNTF, n=7.
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4.3 - Analise da fragmentacio do DNA nas gorduras marrom e branca

A andlise do percentual de fragmentacdo do DNA extraido da gordura branca
retroperitonial e epididimal permitiu observar um aumento da relacio DNA
fragmentado/DNA total nos animais tratados i.c.v. com CNTF ou Leptina (Figura 3). Por
sua vez, os animais tratados com TAT-CNTF ndo apresentaram aumento do percentual de
DNA fragmentado. A mesma andlise realizada nas amostras de gordura marrom nao
evidenciou qualquer diferenca no percentual de fragmentacdo de DNA entre os grupos.

A separacdo do DNA fragmentado extraido das gorduras retroperitonial e epididimal,
em gel de agarose, permitiu observar um padrdo de degradacdo internucleossomal
composto por fragmentos multiplos de aproximadamente 180bp nos animais tratados com
CNTF (Figuras 4 e 5). Padrao semelhante, embora menos evidente, foi observado nos
animais tratados com Leptina. Notadamente, tal padrdo ndao foi observado nos animais
controle e nos animais tratados como TAT-CNTF. O DNA extraido da gordura marrom,
quando separado em gel de agarose, ndo evidenciou qualquer padrao de fragmentagdao
internuclessomal do DNA (Figura 6).

A deteccdo de fragmentacdo de DNA em laminas histoldgicas através da reacdo de
TUNEL evidenciou a presenca de nuicleos apoptéticos nas gorduras brancas epididimal e
retroperitonial de ratos tratados via i.c.v. com CNTF ou Leptina (Figuras 7 e 8). As
caracteristicas morfolégicas de niicleo deslocado para a periferia, citoplasma escasso e
grande vactuolo central, sugerem que tais células marcadas sdo adipdcitos. Nao foram
detectadas células TUNEL positivas na gordura marrom de qualquer um dos grupos

analisados (Figura 9).

24



Fragmentacao do DNA nas gorduras marrom e branca
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Figura 3. Porcentagem de fragmentagio do DNA na gordura marrom e gorduras brancas retroperitonial e
epididimal apds 4 dias de tratamento i.c.v.. Os valores correspondem a média+e.p.m. Auséncia de letra comum
entre as barras indica diferenga significativa (ANOVA p<0,05). PBS (n=4), TAT-CNTF (n=4), CNTF (n=4),
Leptina (n=4)
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Figura 4. Gel de agarose (2%) do DNA fragmentado extraido da gordura retroperitonial demonstrando
degradacdo internucleossomal do DNA no grupo tratado i.c.v. com CNTF. Gel corado com SybrGreen. Setas
indicam bandas de DNA fragmentado multiplo de 180bp.
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Figura 5. Gel de agarose (2%) do DNA fragmentado extraido da gordura epididimal demonstrando
degradacdo internucleossomal do DNA nos grupos tratado i.c.v. com CNTF e Leptina. Gel corado com
SybrGreen. Setas indicam bandas de DNA fragmentado miiltiplo de 180bp.
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Figura 6 Gel de agarose (2%) do DNA fragmentado extraido da gordura marrom. Ndo se evidencia
degradacdo internucleossomal do DNA. Gel corado com SybrGreen.
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TAT-CNTF CNTF

PBS LEPTINA

Figura 7. Cortes histolégicos de gordura retroperitonial de ratos tratados com TAT-CNTF, CNTF, PBS ou
Leptina (i.c.v.) por 4 dias. Os cortes foram processados pela técnica de TUNEL e contra-corados com verde de
metila. Setas indicam células TUNEL positivas nos grupos Leptina e CNTF. Em maior aumento niicleo marcado
indicado pela seta. Objetiva 40X: Barra = 20um. Objetiva 100X: Barra = 7um.
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Figura 8. Cortes histolégicos de gordura epididimal de ratos tratados com TAT-CNTF, CNTF, PBS ou
Leptina (i.c.v.) por 4 dias. Os cortes foram processados pela técnica de TUNEL e contra-corados com verde
de metila. Setas indicam células TUNEL positivas nos grupos Leptina e CNTF. Em maior aumento - niicleo
marcado indicado pela seta. Objetiva 40X: Barra = 20um. Objetiva 100X: Barra = 7um.
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Figura 9. Cortes histolégicos de gordura marrom de ratos tratados com TAT-CNTF, CNTF, PBS ou Leptina
(i.c.v.) por 4 dias. Os cortes foram processados pela técnica de TUNEL e contra-corados com verde de metila.
Auséncia de células TUNEL positivas em todos os tratamentos. Objetiva 40X: Barra = 20um.
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4.4 - Expressao da UCP1 no tecido adiposo marrom

A andlise da expressdo da UCPI1 na gordura marrom evidenciou um aumento de até
50% desta proteina nos grupos tratados com CNTF ou Leptina, quando comparados ao
grupo controle (PBS). Notadamente, o grupo de animais tratados com TAT-CNTF nio

apresentou alteracdes na expressdo da UCP1 com relacdo ao controle.
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Figura. 10. Expressido da UCPI apés 4 dias de tratamento i.c.v. com PBS, Leptina, CNTF ou TAT-CNTF.
Os valores correspondem a densidade 6ptica dividida pela densidade 6ptica do grupo PBS (médiate.p.m).
Asterisco indica diferenga significativa (Teste T pareado, P<0,05 contra PBS). Aumento da expressdo da
UCP1 nos grupos CNTF e Leptina. Notar que o grupo TAT-CNTF ndo apresenta aumento da UCP1. Abaixo
do grafico sdo apresentadas as bandas representativas para cada grupo (n=4).
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4.5 - Fosforilacao da STAT3 no hipotialamo

A inducdo da fosforilacdo da STAT3 no hipotdlamo apés administracao i.c.v. de
CNTF, Leptina, TAT-CNTF ou PBS ¢é observada na figura 11. Apenas os ratos que
receberam CNTF apresentaram um significativo aumento da fosforilacdo da STAT3 apds
cinco minutos. Este efeito foi fortemente intensificado apds vinte minutos. Os animais que
receberam TAT-CNTF ou Leptina mantiveram niveis de STAT3 fosforilada semelhante ao
controle apds 5 minutos. Por outro lado, apds vinte minutos estes grupos exibiram niveis de
STAT?3 fosforilada maiores que o grupo controle, porém semelhante ao apresentado pelo

grupo CNTF apés cinco minutos.
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Figura. 11. Fosforilagio da STAT3 induzida 5 e 20 minutos apés administragdo i.c.v. de PBS, Leptina,
CNTF ou TAT-CNTF. Os valores correspondem a densidade 6ptica dividida pela densidade 6ptica do grupo
PBS (médiat+e.p.m). Asterisco indica diferenca significativa (Teste T pareado, P<0,05 contra PBS). Notar
expressiva fosforilacio de STAT3 no grupo CNTF. Grupos TAT-CNTF e Leptina também apresentam
significativa fosforilagdo da STAT3 20 minutos apés administracio i.c.v., porém menor do que a observada
no grupo CNTF. Abaixo do gréifico sdo apresentadas as bandas representativas para cada grupo (n=4).
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5 -DISCUSSAO

Nossas observacdes referentes a administracao i.c.v. de TAT-CNTF sugerem que a
adicdo de um dominio de translocacdo de proteina ao CNTF modificou a agdo desta
molécula nos centros hipotalamicos relacionados ao controle da ingesta e do metabolismo.

A perda de peso corporal gerado pela administracio de CNTF ou Leptina se da
principalmente através da acdo destas moléculas em neurdnios do nicleo arqueado do
hipotdlamo (Elmquist e cols., 1999; Schwartz e cols., 2000; Lambert e cols., 2001;
Anderson e cols., 2003) Destacando-se nesta regido as células que expressam
proopiomelanocortina (POMC) como fundamentais mediadoras destes efeitos (Elmquist,
2001; Janoschek e cols., 2006). Considerando o papel destas células, nossos resultados
sugerem que a menor reducdo do peso corporal observada no grupo TAT-CNTF, quando
comparada ao grupo CNTF, seja devido a uma diferente atuacdo destas moléculas sobre os
neur6nios do nuicleo arqueado que expressam POMC.

Nossos dados relativos a perda de peso corporal apds administragdes i.c.v. de CNTF ou
Leptina sdo semelhantes aqueles da literatura. Outros autores também observaram uma
perda de aproximadamente 16% e 11% do peso corporal apds quatro dias de administracdes
diarias de Spg de CNTF ou 10ug de Leptina via i.c.v. respectivamente (Qian e cols., 1998;
Pu e cols., 2000; Duff e cols., 2004). A maior reducdo do peso nos primeiros dias de
tratamento com CNTF ou Leptina observada em nossos experimentos € semelhante a dados
reportados previamente por Pu e colaboradores (2000) e Duff e colaboradores (2004).

A reducdo do peso das gorduras marrom e branca, observada em resposta as

administracdes i.c.v. de CNTF ou Leptina, também ¢é semelhante a dados j4 reportados por
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outros autores (Qian e cols., 1998; Gullicksen e cols., 2003; Duff e cols., 2004). Entretanto,
esses autores demonstraram uma redu¢do da gordura retroperitonial maior do que a
observada em nossos experimentos. Tal diferenca poderia ser atribuida as caracteristicas
das linhagens empregadas. Em nossos experimentos utilizamos ratos Wistar ao passo que
os dados da literatura se baseiam em experimentos realizados em ratos da linhagem
Sprague-Dawley.

De qualquer forma, a auséncia de diferencas de peso das gorduras entre o grupo
controle (PBS) e o grupo tratado com TAT-CNTF parece indicar que neste tltimo, apesar
da reduc@o do peso corporal, ndo houve significativa mobiliza¢do de triglicérides estocados
nos tecidos adiposos. Neste sentido, nossos dados referentes a expressdo de UCPI na
gordura marrom indicam que os grupos tratados com CNTF ou Leptina apresentaram um
aumento do gasto energético, ao passo que os animais que receberam TAT-CNTF nao
apresentaram tal mudanca.

Bluher e colaboradores (2004) demonstraram que o aumento da expressdo da UCPI1,
quando acompanhado da inibi¢do da ingesta, € um importante elemento responsdvel pela
perda de peso ocasionada pela acdo do CNTF. Estes autores realizaram experimentos
envolvendo a administragdo de CNTF via i.p. em camundongos com obesidade induzida
por dieta ou com obesidade gerada pela ndo expressao da UCP1 (UCPI1-toxina da difteria A
- UCP1-DTA). Como controle do efeito metabdlico dos tratamentos, estes autores
utilizaram grupos "pair-fed", ou seja, animais que recebiam a mesma quantidade de comida
consumida pelos animais tratados com CNTF. Assim, verificou-se que camundongos com
obesidade induzida por dieta tratados com CNTF apresentavam perda de peso corporal
superior a animais de um grupo "pair-fed". Por outro lado, os animais UCP1-DTA tratados

com CNTF apresentaram perda de peso igual aquela observada no grupo "pair fed".
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Considerando-se estes fatos, nossos dados referentes a auséncia de aumento da expressao
de UCPI1 no grupo tratado com TAT-CNTF sugerem que o eventual aumento do gasto
energético nestes animais teve reduzida importancia na perda de peso.

A capacidade do CNTF de aumentar a expressdao da UCP1 no tecido adiposo marrom e
sua relacdo direta com a termogénese ja foi demonstrada em outros modelos experimentais
(Ott e cols., 2002; Bluher e cols., 2004). Entretanto, nossos dados sdo os primeiros a
mostrar que o aumento da expressdo da UCP1 na gordura marrom pode ser induzido pela
administracdo i.c.v. de CNTF. Embora ndao possamos excluir a possivel atuacdo direta do
CNTF sobre a gordura marrom, tal constatacao sugere que o CNTF atue diretamente sobre
neuronios hipotalamicos relacionados com a inervagdo simpatica da gordura marrom.

Neste mesmo sentido, Scarpace e Matheny (1998) mostraram que o aumento da UCP1
na gordura marrom induzido pela administracdo sistémica de Leptina é dependente da
inervagdo simpatica deste tecido. Considerando que as regides hipotalamicas ativadas pelo
CNTF e pela Leptina sdo semelhantes, € que estas possuem conexdes com as vias
simpdticas centrais, pode-se propor que o aumento da expressdo da UCPI1 na gordura
marrom ocorra pela ativacdo de vias neurais e mecanismos andlogos. De fato, sabe-se que
as células que expressam POMC no nicleo arqueado projetam-se diretamente para
neurdnios do sistema nervoso simpdtico na coluna lateral da medula (Elias e cols., 1998).
Por outro lado, a auséncia de efeito da administragdao i.c.v. de TAT-CNTF sobre a
expressdo da UCP1 permite supor que a adi¢do do PTD tenha modificado o modo de
atuacao desta molécula sobre os neurdnios que expressam POMC.

O consumo das reservas energéticas armazenadas nos adipdcitos em condi¢des de
inibicdo da ingesta, em contraposi¢do ao que ocorre durante a simples restricdo de acesso

ao alimento, leva a apoptose destas células (Qian e cols., 1998; Gullicksen e cols, 2003;
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Duff e cols., 2004). Neste sentido, observamos nos grupos tratados com CNTF ou Leptina
um aumento da quantidade de DNA fragmentado nas gorduras brancas retroperitonial e
epididimal. Além disso, também detectamos a presenca de um padrdao de degradacdo do
DNA caracteristico de atividade de endonucleases. Estas observacdes indicam a ocorréncia
de apoptose nestes tecidos, sendo estes dados semelhantes aqueles observados por outros
autores (Gullicksen e cols, 2003; Duff e cols., 2004). Embora qualitativos, nossos dados
referentes a localizacdo in situ de células apoptéticas através da técnica de TUNEL
confirmam a ocorréncia de morte celular nas gorduras brancas de animais dos grupos
CNTF e Leptina. Semelhante ao observado por Qian e colaboradores (1998), nossas
observacdes sugerem que sdo adipdcitos as células em apoptose nestes tecidos. Entretanto,
o mecanismo responsivel pela morte de adipdcitos provocada pelo consumo de suas
reservas lipidicas ainda ndo € conhecido. Além disso, este efeito ndo foi demonstrado em
outras situacdes em que ocorre aumento de consumo energético que ndo as desencadeadas
pela administragdo exogena de Leptina ou CNTF. De qualquer forma, em virtude da
auséncia de perda de peso das gorduras nos grupos tratados com PBS ou TAT-CNTF, era
esperada a ndo detec¢do de morte dos adipdcitos destes grupos.

Assim como em outros experimentos envolvendo administracdes i.c.v. de CNTF ou
Leptina, ndo detectamos morte celular na gordura marrom (Qian e cols., 1998; Gullicksen e
cols, 2003; Duff e cols.,, 2004). O aumento da atividade simpdtica neste tecido
desencadeada pelos tratamentos com CNTF ou Leptina poderia explicar a auséncia de
apoptose. Neste sentido, varios autores demonstraram que apds um aumento da atividade
simpdtica ocorre elevacdo da relacdo Bcl2/Bax e reducdo da morte dos adipdcitos da
gordura marrom por apoptose (Briscini e cols., 1998; Lindquist e Rehnmark, 1998). Além

disso, sabe-se que tais efeitos podem ser observados também apds a adicdo de
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noradrenalina a adipdcitos em cultura. (Briscini e cols., 1998; Lindquist e Rehnmark,
1998). Neste contexto, € interessante notar que a gordura marrom ndo € um mero
reservatorio de triglicérides, mas, devido a expressao da UCP1 por seus adipdcitos, ela tem
como principal fun¢do a termogénese independente de tremor muscular (Nedergaard e
cols., 2001). Além disso, vale ressaltar também a funcdo crucial deste 6rgao no controle da
temperatura corporal de pequenos mamiferos e animais neonatos. Assim, é plausivel supor
que, mesmo apds a exaustdo de seus vacuolos lipidicos, estas células ndo entram em
apoptose pelo fato de ainda desempenharem sua funcdo consumindo triglicérides
mobilizados de outros tecidos.

Nossos dados referentes a fosforilagdio de STAT3 no hipotidlamo em resposta a
administracdo i.c.v. de CNTF ou Leptina sdo semelhantes ao observado por outros autores
(Carvalheira e cols., 2005, Steinberg e cols., 2006). Como apenas os tempos de 5 e 20
minutos apds a infusdo foram avaliados, ndo € possivel afirmar que o méiximo de
fosforilagdo de STAT3 tenha sido alcancado em 20 minutos. Ainda assim, o padrdao
temporal observado em nossos dados é compativel com a cinética da acdo do complexo
receptor ativado pela ligacao com o CNTF (Kaur e cols., 2002).

As observagoes relativas aos ratos tratados com TAT-CNTF demonstram uma menor
fosforilagdo da STAT3 neste grupo quando comparado aquele tratado com CNTF. Esses
dados podem ser explicados por uma menor quantidade de neurdnios ativados pelo TAT-
CNTF ou por uma menor resposta destas células. Uma possivel explicagdo para esta
diferenca seria a ampla difusdo do TAT-CNTF pelo tecido nervoso, com sua conseqiiente
internalizacdo em diversas células. Assim, a concentracio do TAT-CNTF no hipotdlamo
ndo alcancaria niveis semelhantes ao do CNTF. Neste sentido, Cashman e colaboradores

(2003) demonstraram que, uma vez internalizadas, proteinas conjugadas a dominios PTD se
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deslocam para o nucleo e dificilmente difundem novamente para fora da célula. Outra
possibilidade é sugerida pelas observacdes de Hakansson e colaboradores (2001) ao
mostrarem que peptideos conjugados a dominios PTD possuem alta afinidade por
moléculas de heparan-sulfato da porcdo externa da membrana celular. Desta forma,
podemos supor que o TAT-CNTF permaneceria aderido a estas moléculas, ndo alcancando
neuronios hipotalamicos responsivos ao CNTF. Por outro lado, os dados de Rezende (2005)
demonstraram que o TAT-CNTF administrado s.c. por cinco dias em ratos neonatos €
capaz de proteger motoneurdnios axotomizados sem determinar alteracdo de peso corporal,
observada apds o tratamento CNTF. Neste caso, € plausivel supor que concentragdes
efetivas de TAT-CNTF conseguiram alcancar os motoneurdnios lesiados protegendo-os da
morte por apoptose.

A capacidade do TAT-CNTF de conferir protecdo a motoneurdnios sem gerar perda de
peso corporal observada por Rezende (2005) fornece indicios de que os mecanismos pelos
quais o CNTF gera estas duas acdes sejam distintos. Uma possibilidade seria a de que a
protecdo de motoneurdnios mediada pelo CNTF se daria pela ativacio do CNTFRa
ancorado 4 membrana, ao passo que a atuacao nos neurénios POMC do nicleo arqueado se
daria principalmente através de ativacdo do CNTFRa solivel. O CNTF necessita de um
complexo receptor trimérico na membrana para atuar em uma célula. Assim, uma célula
que ndo expresse o0 CNTFRa, por exemplo, ndo seria responsiva ao CNTF. Entretanto o
CNTFRa possui uma forma solivel que mediante ligacdo com o CNTF atua em células que
expressam apenas as subunidades B do complexo receptor (Davis e cols.,, 1993).
Considerando-se que moléculas conjugadas a um PTD rapidamente sdo internalizadas, ou
ficam aderidas a proteoglicanos da membrana celular, é possivel supor que poucas

moléculas de TAT-CNTF se liguem a forma solivel do CNTFRa. (Chauhan e cols., 2006).
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Apesar de Lee e colaboradores (1997) terem demonstrado a existéncia de células que
expressam CNTFRa no hipotdlamo, ndo ha dados especificos sobre a expressdo deste
receptor nas células POMC do nicleo arqueado. Assim, caso estas células ndo sejam
CNTFRa positivas, o TAT-CNTF teria reduzida capacidade de atuagdo nas mesmas. Por
sua vez, IP e colaboradores (1993) demonstraram que motoneurdnios expressam CNTFRa,
sendo, portanto, mais responsivos a0 TAT-CNTF que as células POMC hipotalamicas.

Reforcando esta hipdtese, Rezende (2005) também verificou que a administracdo de
CNTF em ratos neonatos que tiveram o nervo cidtico seccionado gera um difuso aumento
da expressio de GFAP na medula espinhal. Porém, os animais tratados com TAT-CNTF
apresentaram padrio de expressio de GFAP semelhante ao dos animais controle. E
importante ressaltar que nao ha dados sobre a expressdo de CNTFRa em astrécitos ndo
reativos (Squinto et al., 1990; MacLennan et al.,1996; Kordower et al., 1997; Kahn e cols.,
1997). Desta forma, a acdo neuroprotetora do TAT-CNTF sobre motoneurdnios e a
eventual auséncia de CNTFRa nos astrdcitos nao reativos permite supor que sua atuagao
sobre os primeiros se fez através de CNTFRa ancorado na membrana e que o CNTF atuou
sobre os astrdcitos via CNTFRa soluvel.

A possivel diferenca entre a atividade biologica do CNTF mediada por seu receptor
solivel e aquela mediada por seu receptor ancorado a membrana ja foi demonstrada para
um outro membro desta familia de citocinas, a Interleucina-6 (IL6). Jostock e colaboradores
(2001) demonstraram que a forma solivel do receptor gpl30 (sgpl30) bloqueia
especificamente respostas mediadas pela forma solivel do IL-6R (sIL-6R), ao passo que
ndo interfere naquelas mediadas pelo IL-6R ancorado a membrana. Posteriormente, outros
estudos verificaram que a administracdo de sgp130 bloqueia algumas acdes da IL-6, tais

como a protecao de linfécitos T contra apoptose em colites experimentais € 0 recrutamento
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de leucdcitos em um modelo de artrite auto-imune experimental (Atreya e cols., 2000;
Nowell e cols., 2003). Em relacio a acdo do CNTF, nenhum trabalho explorou a
possibilidade de que a forma soldvel do gpl30 tenha alguma fun¢cdo na modulacdo da
atividade desta molécula tanto in vivo quanto in vitro.

Por sua vez, Di Marco e colaboradores (1997) verificaram que o complexo receptor
para o CNTF ancorado na membrana € capaz de mediar a a¢do de variantes do CNTF com
menor afinidade pelo componente alfa, ao passo que tal mediacdao € menos eficaz quando o
complexo € formado a partir da interacdo com o CNTFRa solivel. Assim, é possivel que a
adi¢do de um PTD ao CNTF tenha reduzido a afinidade desta molécula pelo CNTFRa
soluvel, o que poderia explicar a menor capacidade do TAT-CNTF de atuar em células que
nao expressam CNTFRa.

Monville e colaboradores (2001) demonstraram que o CNTF € capaz de atuar sobre
astrocitos em cultura que nao expressam CNTFRa. Em particular, estes autores verificaram
que astrocitos maduros respondem a concentracdes de CNTF superiores a 250 ng/ml e que
a coadministracdo de um bloqueador parcial do LIFRB reduziu sua agdo nestas células.
Evidenciou-se assim que a acdo do CNTF se daria através de uma ligacdo direta com o
LIFRB. E possivel que em nosso modelo experimental a atuagio do CNTF nas células
POMC no hipotdlamo esteja ocorrendo também através de sua ligacdo direta ao LIFRB. A
adicio de um dominio PTD pode ter reduzido a capacidade do CNTF para atuar
diretamente sobre o LIFRB, explicando assim os menores efeitos produzidos pelo TAT-
CNTF.

A possibilidade de o CNTF atuar in vivo através do CNTFRa solivel, ou através de
ligacdo direta ao LIFRB, também pode ser alicercada nas observacdes de Anderson e

colaboradores (2003). Estes autores mostraram a inducdo da fosforilagdo de STAT3 em

39



astrocitos de camundongos normais 90 minutos ap6s a administracdo s.c. de CNTF. Vale
lembrar que ndo hé evidéncias da expressao de CNTFRa em astrécitos ndo reativos. Assim,
tais observacdes nos permitem supor que a atuagdo do CNTF no hipotdlamo possa ocorrer
via receptor soluvel ou através sua ligacdo direta ao LIFRB.

Em conjunto, nossos dados mostram, pela primeira vez, que a adi¢cdo de um PTD pode
modular a acdo de uma molécula que atua via receptor de membrana. Desta forma, abrem-
se novas perspectivas para possiveis empregos do dominio TAT do HIV-1, além da sua
conhecida capacidade de transducdo de grandes moléculas através de membranas celulares.
O presente trabalho também apresenta indicios de que existem mecanismos de acdo do
CNTF sobre os neurdnios hipotalamicos envolvidos no controle do metabolismo distintos
daqueles relacionados a seus efeitos neurotréficos/neuroprotetores. Avancos neste sentido
permitirdio um uso mais eficiente do CNTF tanto para o tratamento de doencas

neurodegenerativas, quanto para o tratamento da obesidade.
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6 - CONCLUSOES

A associagdo de um PTD ao CNTF modificou as propriedades funcionais desta molécula a

sua atuacao no hipotalamo.

A menor ativagdo da via de sinalizacio JAK/STAT induzida pelo TAT-CNTF no
hipotdlamo comparativamente a induzida pelo CNTF correlaciona-se com a menor perda de

peso corporal por ele gerada.

A atuagdo do TAT-CNTF no hipotdlamo ndo induziu alteraces funcionais e morfoldgicas

no tecido adiposo branco e marrom, contrariamente ao produzido pelo CNTF.

Tais observacdes suportam a hipétese da existéncia de mecanismos de acdo do CNTF sobre
os neurdnios hipotalamicos envolvidos no controle do metabolismo possivelmente distintos

daqueles relacionados a seus efeitos neurotroficos/neuroprotetores.
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