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Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
AVALIACAO DOS EFEITOS DA AD}V[INISTRACAO CRONICA DE LEPTINA SOBRE
A MIGRACAO E ATIVACAO DE CELULAS DO SISTEMA IMUNE
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Jéssica Aparecida da Silva Pereira

Leptina ¢ uma adipocina secretada majoritariamente pelo tecido adiposo como produto do gene
ob e envolvida na regulacio do gasto energético e saciedade. A leptina desempenha um
importante papel na ativagdo de diferentes tipos celulares. Sua sinaliza¢do ocorre a partir de sua
ligacdo a receptores Ob-R, sendo sua associagdo a isoforma de cadeia longa do receptor (Ob-Rb)
sugerida como a principal responsavel por seus efeitos anorexigénicos no sistema nervoso central
e sua participacao na regulacao de respostas imunes periféricas. Como a massa de tecido adiposo
esta aumentada na obesidade, ocorre uma maior produgdo de leptina pelos adipdcitos maduros e
isto acarreta niveis elevados de leptina circulante. No entanto, em condigdes de obesidade ¢
observado o desenvolvimento de um quadro de resisténcia central a leptina. O impacto da
hiperleptinemia sobre a ativacdo das respostas imunes ainda ¢ um assunto pouco explorado ¢ nao
se sabe se ocorre uma resisténcia periférica. Com o presente trabalho buscamos compreender os
efeitos promovidos pela hiperleptinemia induzida pela administragao cronica de leptina sobre a
migragdo e ativacdo de leucodcitos em camundongos da linhagem C57BL/6 na auséncia de
obesidade. NoOs observamos que, apesar da realizacdo de administragdes recorrentes de leptina, os
animais estimulados cronicamente continuam respondendo a algumas agdes desencadeadas pela
adipocina, apresentando sutil redu¢do de peso a cada nova administracdo. Observamos que o
estimulo cronico com leptina a 2 mg/kg ¢ capaz de gerar uma redugdo significativa da glicemia
dos animais, o que ndo foi observado com a administracdo de leptina a 1 mg/kg. A avaliacdo de
seus efeitos sobre o sistema imune revelou que o estimulo crénico promoveu o aumento na
migracdo de células mononucleares e eosindfilos para cavidade peritoneal, de forma
independente da concentragdo de leptina administrada. Também foi verificada uma maior
ativacdo de células mononucleares em animais estimulados com leptina, evidenciada pelo
aumento de CLs nesta populagdo celular. No entanto, ndo houve alteracdo na secrecao de
mediadores inflamatorios como TNF-a e IL-1p. Foi verificado também que o estimulo recorrente
com leptina utilizando 1 mg/kg promoveu o aumento nos niveis de eotaxina tanto no sangue
quanto na cavidade peritoneal, o que ndo ocorreu quando o dobro da dose foi administrado. Isto
sugere que a liberagcdo de fatores quimioatrativos para eosindfilos pode ser modulada por leptina
de forma dose dependente. Nossos dados sugerem a participacdo de leptina sobre a migragdo e
ativacdo de células imunes na cavidade peritoneal mesmo quando administragdes recorrentes sao
realizadas. Desta forma, este trabalho contribui para o melhor entendimento das acdes periféricas
da leptina sobre a populacdo de leucécitos na auséncia de obesidade.
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EVALUATION OF THE EFFECTS OF CHRONIC LEPTIN ADMINISTRATION ON
MIGRATION AND ACTIVATION OF IMMUNE CELLS

ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Jéssica Aparecida da Silva Pereira

Leptin is an adipokine secreted mostly by adipose tissue as a product of the ob gene and involved
in the regulation of energy expenditure and satiety. Leptin plays an important role in the
activation of different cell types. Its signaling occurs from its binding to Ob-R receptors, and its
association with the long chain isoform of the receptor (Ob-Rb) is suggested as the main
responsible for its anorexigenic effects on the central nervous system and its participation in the
regulation of immune responses peripheral regions. As the mass of adipose tissue is increased in
obesity, there is a greater production of leptin by mature adipocytes and this leads to elevated
levels of circulating leptin. However, under conditions of obesity the development of a central
resistance to leptin is observed. The impact of hyperleptinemia on the activation of immune
responses is still an unexplored subject and it is not known whether peripheral resistance occurs.
The present work aimed to understand the effects of hyperleptinemia induced by chronic leptin
administration on the migration and activation of leukocytes in mice of the C57BL/6 lineage in
the absence of obesity. We observed that, despite the occurrence of recurrent leptin
administrations, chronically stimulated animals continue to respond to some actions triggered by
adipokine, presenting subtle weight reduction at each new administration. We observed that the
chronic stimulus with leptin at 2 mg/kg is able to generate a significant reduction of the glycemia
of the animals, which was not observed with the administration of leptin at 1 mg/kg. The
evaluation of its effects on the immune system revealed that the chronic stimulus promoted an
increase in the migration of mononuclear cells and eosinophils to the peritoneal cavity
independently of the leptin concentration administered. It was also verified a greater activation of
mononuclear cells in animals stimulated with leptin, evidenced by the increase of CLs in this
cellular population. However, there was no change in the secretion of inflammatory mediators
such as TNF-a and IL-1B. It was also found that recurrent leptin stimulation using 1 mg/kg
promoted increased eotaxin levels in both the blood and peritoneal cavity, which did not occur
when twice the dose was given. This suggests that the release of chemoattractant factors to
eosinophils can be modulated by leptin in a dose-dependent manner. Our data suggest the
participation of leptin on the migration and activation of immune cells in the peritoneal cavity
even when recurrent administrations are performed. Thus, this work contributes to a better
understanding of peripheral leptin actions on the leukocyte population in the absence of obesity.
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1. INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma doencga cronica de origem multifatorial caracterizada pelo acumulo
excessivo de lipideos no tecido adiposo branco (WAT), decorrente do desequilibrio entre a
ingestao calorica e o gasto energético (Fairbridge ef al., 2015). Fatores como a ma alimentacao e
sedentarismo estao frequentemente associados ao desenvolvimento da doenga. Contudo, algumas
disfungdes genéticas, e outras patologias como hipotireoidismo, podem contribuir para o ganho
excessivo de peso e, como consequéncia, levar ao quadro de obesidade (Weaver, 2008; Who,
2016).

Dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) indicam um aumento no nimero de
individuos com sobrepeso nos ultimos anos, sendo registrados mais de 1,9 bilhdes de individuos
adultos nessa condigio, apresentando indices de massa corporal (IMC) superiores a 25 kg/m’,
dentre os quais 600 milhdes sdo obesos, apresentando IMC superior a 30 kg/m’ (Figura 1.1)

(Who, 2016; Eckel et al., 2011).

Obesidade Global

-

% de adultos obesos *
B o-5%
P s-10%
0 10-15%

15-20%
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I 20-35% .4
B - 35% .
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Fonte: Organiza¢do Mundial da Satide (OMS), 2012

* Individuos obesos correspondem a pessoas com IMC > 30

Figura 1.1. Dados globais do percentual de individuos obesos (IMC > 30) segundo a Organiza¢do Mundial da Satde
- OMS (2012). Figura adaptada de Lovell Johns, 2012.



Além do crescente numero de individuos acometidos pela obesidade, um dos fatores que a
caracterizam como uma das principais preocupacgdes para a saude global ¢ o desenvolvimento de
comorbidades, promovendo, desta forma, uma reducdo na qualidade e expectativa de vida do
individuo (Who, 2016). Neste sentido, diversos trabalhos tém demonstrado um forte
envolvimento da obesidade na génese de doencas como diabetes mellitus tipo II, resisténcia a
insulina, problemas cardiovasculares e alguns tipos de cancer, sendo considerado um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento de sindrome metabolica (Lafontan e Berlan,
2003; Antuna-Puente et al., 2008; Rosenbaum et al., 2008).

O WAT ¢ um 6rgao amplamente distribuido pelo corpo humano, constituido por diversos
tipos celulares, tais como adip6citos e pré-adipocitos, fibroblastos, macrofagos e linfocitos T. O
tecido adiposo branco desempenha um papel fundamental na manutengdo da homeostase
energética devido a sua capacidade em promover o armazenamento de nutrientes na forma de
triacilglicerois, e proporcionar a disponibilidade de substratos energéticos (Vazquez-Vela et al.,
2008; Nascimento et al., 2009; Galic et al., 2010; Kalupahana et al., 2012).

E importante destacar que a distribuicio do WAT tem sido considerada um importante
contribuinte para o desenvolvimento das desordens associadas a obesidade, sendo observada uma
forte correlacdo entre acimulo de lipideos no tecido de adiposo visceral e o aumento da
predisposicao para diabetes tipo II e doengas cardiovasculares, indicando que alteracdes em
diferentes regides de tecido adiposo podem promover alteragdes metabolicas distintas (Lafontan e
Berlan, 2003; Vazquez-Vela et al., 2008; Maury e Brichard, 2010; Eckel et. al, 2011; Hassan et
al., 2012). Em adi¢do, a obesidade conduz a um aumento do tecido adiposo subcutaneo, além de
um quadro inflamatério cronico, decorrente de alteracdes na populacao de macrofagos residentes
do tecido adiposo (ATMs) (Figura 1.2) (McNelis e Olefsky, 2014).

Esta maior predisposicdo ao desenvolvimento de desordens metabolicas nao esta
associada somente ao aumento do quadro inflamatdério, mas apresenta relacdo direta com o
desbalango imune caracterizado pela abundancia de citocinas pro-inflamatorias e a reducao de
citocinas anti-inflamatorias provenientes das alteracdes na polarizacdo dos macrofagos residentes

desta regido (McNelis e Olefsky, 2014).



Subcute{neo

Figura 1.2. Distribui¢do de tecido adiposo branco subcutaneo e visceral no corpo humano e alteragdes no perfil de
células do sistema imune em individuos obesos e saudaveis. A - Representagdo da expansdo saudavel do WAT, no
qual o tecido encontra-se em um estagio anti-inflamatorio, sendo adipécitos saudaveis representados por células
amarelas e células NK representadas por células laranjas. Este tecido € caracterizado pela presenca de macrofagos
M2 (células azuis) e células T regulatorias -Treg (células verdes). B - Aumento e acumulo de tecido adiposo branco
subcutdneo e visceral em condi¢cdes de obesidade, onde o tecido encontra-se em estagio de hipertrofia e estresse
celular, sendo adipdcitos ndo saudaveis representados por células cinzas. Este tecido ¢ caracterizado pela presenca de
macrofagos M1 (células vermelhas) e aumento de células NK (células laranjas), acompanhado da reducdo na
populac@o de macrofagos M2 (células azuis). Figuras adaptadas de Kusminski ez. al., 2016 e Giordano et al., 2016.

O reconhecido papel do WAT como 6rgao endocrino pode ser atribuido a sua capacidade
em secretar uma série de hormonios/citocinas, denominadas de adipocinas, que contribuem de
modo importante para a maturacdo de adipoOcitos, comunicacdo do status nutricional e na
regulagdo do metabolismo de diversos outros tipos celulares. A secrecdo de adipocinas pode
ainda apresentar um perfil diferenciado de acordo com a regido em que o tecido adiposo se
encontra (Antuna-Puente er al., 2008; Nascimento et al., 2009; Harwood Jr., 2012). Essas
proteinas tém recebido grande atengdo por participarem no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e resisténcia a insulina associada a obesidade, além de participarem ativamente
da regulagdo das respostas imunes (Antuna-Puente er al., 2008; Nascimento et al., 2009;
Kalapuhana et al., 2012). Dentre as adipocinas capazes de promover o elo entre o metabolismo e

o sistema imune, destaca-se a leptina (Maury e Brichard, 2010).



1.1. Leptina

No ano de 1950, Ingalls e colaboradores relataram pela primeira vez a ocorréncia de
alteragdes génicas recessivas em animais da linhagem C57BL/6 que conduziam a um quadro de
elevacdo de cerca de 3 vezes do peso em relacdo aos camundongos normais da mesma linhagem,
mantidos sob as mesmas condi¢des alimentares e ambientais (Figura 1.3), o qual foi visto ser
acompanhado de um quadro de infertilidade (Ingalls ef al., 1950). Dado o fendtipo de obesidade
morbida observado nos camundongos que apresentavam a mutacdo, foi empregado ao gene
responsavel por tal alteracdo o nome obese (ob) e ao camundongo cuja mutagdo ¢ encontrada,
ob/ob (Ingalls et al., 1950). Essa descoberta foi um passo fundamental para o desenvolvimento de
diversos novos estudos visando compreender os mecanismos envolvidos na regulacdo do

metabolismo e a patogénese da obesidade.

A

Figura 1.3. Camundongos normais ¢ camundongos apresentando mutacdo no gene ob mantidos sobre as mesmas
dietas e condi¢des ambientais. A - Animal selvagem (esquerda) pesando 12 gramas e animal mutado (ob/ob) (direita)
pesando 16 gramas, ambos com 21 dias de idade. B - Animal selvagem (esquerda) pesando 29 gramas e animal
mutado (ob/ob) (direita) pesando 90 gramas, ambos com 10 meses de idade (Ingalls er al., 1950).

Assim como a muta¢do do gene ob, o qual estd localizado no cromossomo 6, outra
mutagdo espontanea em um gene situado no cromossomo 4, denominado diabetes (db), revelou
ser responsavel pelo desencadeamento de uma sindrome similar a observada em camundongos

ob/ob, caracterizada por hiperfagia, obesidade, hiperglicemia e hiperinsulinemia (Coleman, 1973;
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Halaas e Friedman, 1997). Essa distinta mutacdo genética associada a similaridade fenotipica
despertou o interesse da comunidade cientifica para a necessidade de maiores estudos envolvendo
animais ob/ob e db/db, sendo um marco importante os estudos de parabiose desenvolvidos por
Coleman (1973), no qual uma conexao parcial do sistema circulatorio de animais distintos foi
promovida cirurgicamente (Tartaglia, 1997). Tais estudos forneceram grandes indicios de que um
determinado fator pudesse estar ausente em animais ob/ob e que a incapacidade de resposta a este
mesmo fator poderia ser responsavel pela sindrome observada em animais db/db (Friedman e
Halaas, 1998).

Em seus experimentos de parabiose, Coleman (1973) observou que a ligacdo de
camundongos magros (+/+) com camundongos db/db, conduzia o animal magros (+/+) a severa
perda de peso seguida de morte, ndo sendo observadas alteracdes no camundongo db/db. No
entanto, a associagdo de camundongos db/db com camundongos ob/ob revelou uma acentuada
perda de peso e hipoglicemia seguida de morte nos animais ob/ob, ao passo que a uniao
fisiologica e anatomica entre ob/ob e camundongos magros (+/+) induziu o emagrecimento do
camundongo ob/ob enquanto ligado ao camundongo magro, o qual ndo perdurava apos esta

ligacao ser desfeita (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Modelo do experimento de parabiose desenvolvido por Coleman em 1973. Sdo representadas quatro
combinagdes parabidticas e os diferentes fenotipos observados em cada combinagdo realizada. A - Camundongos
db/db ligados a camundongos magros (+/+); B - Camundongos db/db ligados a camundongos ob/ob; C -
Camundongos ob/ob ligados a camundongos magros (+/+); D-Parabiose de dois camundongos magros (+/+). Figura
adaptada de Coleman, 2010.



Alguns anos mais tarde, Bray e York (1979) mostraram que danos no hipotalamo induzem
a geracdo de alteragdes no peso e ingestdo alimentar levando a um quadro de obesidade. Estes
estudos tiveram papel fundamental na geragao de indicios de que o fator solivel secretado como
produto do gene ob pudesse atuar sobre o hipotdlamo e desta forma exercer um mecanismo de
sinalizagdo para promover a sensacdo de saciedade (Zhang et al, 1994; Campfield er al., 1995;
Maffei et al., 1995a). Esses dados forneceram base para a hipétese de que camundongos db/db
apresentam mutacdes no “sensor de saciedade”, sendo incapazes de responder ao fator circulante
responsavel por sinalizar a saciedade, enquanto que em camundongos ob/ob este fator estd
ausente, o que explica a observagdo de alteragdes metabolicas similares em ambos animais
(Coleman, 1973; Bray e York, 1979; Zhang et al, 1994). Desde entdo, diversos trabalhos foram
conduzidos com intuito de identificar este fator, seu mecanismo de secrecdo e elucidar seu
envolvimento no processo de regulagdo do metabolismo (Zhang et al, 1994; Barinaga, 1995;
Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995a; Maffei et al., 1995a; Pelleymounter et al., 1995).

No ano de 1994, Zhang e colaboradores clonaram o gene ob e reportaram a presenga de
um produto de 167 aminodcidos altamente conservado em humanos e camundongos,
possivelmente secretado de maneira proporcional a massa de tecido adiposo, o qual foi visto estar
ausente em camundongos ob/ob sugerindo que este poderia ser um dos fatores responsaveis por
regular o peso corporal e o acimulo de gordura (Figura 1.5) (Zhang et al, 1994; Barinaga, 1995;
Friedman e Halaas, 1998).
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Figura 1.5. Niveis da proteina OB em camundongos com obesidade induzida por dieta (DIO) e animais ob/ob. O
aumento nos niveis da proteina refletem em maior gasto energético e saciedade, enquanto que sua auséncia leva ao
aumento da ingestdo alimentar e diminui¢do do gasto energético conduzindo a um quadro de obesidade morbida.
Adaptado de Barinaga, 1995.

Corroborando os dados demonstrados por Zhang e colaboradores (1994), no ano de 1995,
Halaas e colaboradores demonstraram que a proteina OB estd presente no plasma de
camundongos ¢ humanos, estando ausente no plasma de animais ob/ob enquanto que animais
db/db apresentam niveis plasmaticos elevados dessa proteina (Halaas et al., 1995).

A clonagem do gene ob permitiu a obtencdo da proteina recombinante proveniente da
expressdo deste gene, facilitando investigacdes sobre os efeitos de sua administracdo e
contribuindo para o melhor entendimento de suas agcdes nos mais variados modelos experimentais
(Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995). Em experimentos
realizados com a proteina OB recombinante, Campfield e colaboradores (1995) demonstraram
sua capacidade em promover a reducdo da ingestdo alimentar e reducdo do ganho de peso em
animais ob/ob e animais do modelo de obesidade induzida por dieta (DIO), ndo sendo observado
efeitos similares ao realizar a administragdo em camundongos db/db, reforgando as observagdes

anteriormente descritas por Coleman (Campfield et al., 1995).



Resultados similares foram apresentados por Pelleymounter e colaboradores (1995), nos
quais a administracdo intraperitoneal da proteina recombinante nas concentragdes de 0,1 a 10
mg/kg em animais da linhagem C57BL/6 demonstrou que camundongos ob/ob sdo mais sensiveis
as acdes da proteina, sendo observada uma redugdo acentuada do peso corporal, assim como a
reducdo dos niveis de glicemia e insulina com o emprego de doses elevadas da proteina, enquanto
que animais magros (+/+) ndo manifestam alteragdes de peso em resposta a administragdo da
proteina, independente da dose utilizada (Pelleymounter et al., 1995). Visto a necessidade do
emprego de doses elevadas da proteina OB recombinante para que se pudesse verificar a esperada
redu¢do de quadro de obesidade, Cohen e colaboradores (1996) testaram a hipdtese de que
alteragdes estruturais fossem as responsaveis por esse efeito, entretanto ndo foram encontradas
alteragcdes que pudessem sustentar tal hipotese (Cohen et al., 1996).

Juntos, estes dados sugerem que camundongos db/db podem ser resistentes a proteina OB
uma vez que fendtipo similar ao de animais ob/ob ¢é observado, e suportam a idéia de que o
receptor da proteina OB seja produto da expressdo do gene db (Zhang et al., 1994; Halaas et al.,
1995). Além disso, verificou-se que além da homologia demonstrada por Zhang e colaboradores
(1994), a administragao de proteinas recombinantes de humanos e camundongos exercem efeitos
similares sobre a regulacao do peso, ingestdao alimentar e acumulo de lipideos.

Visto esta capacidade da proteina OB em promover a reducdo do peso corporal foi
proposto que esta proteina com peso molecular de 16 kDa recebesse o nome de leptin, derivada

do grego leptds, que significa magro, o qual até hoje vem sendo empregado (Halaas et al., 1995).

1.1.1. Estrutura

A substitui¢do de glutamato (Glu) por triptofano (7rp) na posicao 100 permitiu a obtengdo
de uma proteina biologicamente ativa com melhor solubilidade, denominada leptina-E100, a qual
permitiu a determinag¢do da estrutura cristalina da leptina, obtida por Zhang e colaboradores
(1997).

Os dados de cristalografia indicam que a leptina ¢ uma proteina ndo glicosilada,
encontrada como mondomero, constituida de quatro a-hélices antiparalelas, conectadas por duas
longas ligacdes cruzadas e um loop curto, com feixe helicoidal torcido do lado esquerdo (Figura

1.6A), apresentando alta similaridade estrutural com outras citocinas como IL-6 (Figura 1.6B),



IL-12, fator inibitdrio de leucemia (LIF), fator estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF)

(Figura 1.6C), dentre outros (Zhang et al., 1997; La Cava e Matarese, 2004).

Figura 1.6. Homologia entre a estrutura cristalografica de citocinas. A - Leptina, B - Interleucina-6 (IL-6), C - Fator
estimulador de colonias de granuldcitos (G-CSF). Todas apresentam as quatro a-hélices, o carbono terminal da
extensdo helicoidal, o segmento helicoidal curto e os loops conectores. Adaptado de Zhang et al., 1997; Somers et
al., 1997.

A obtengdo da estrutura cristalografica de leptina permitiu a identificacdio de sua
similaridade estrutural a diversas citocinas e sua caracterizagdo como um membro da
superfamilia de citocinas, atuando como um elo importante entre as respostas imunes € o sistema

neuroendocrino (Friedman, 1998; La Cava e Matarese, 2004; Bernotiene et al., 2006).

1.2.Receptores de Leptina

A descricdo do receptor de leptina, denominado Ob-R, ocorreu em 1995 por Tartaglia e
colaboradores, apods clonagem e identificacdo de um receptor de classe I pertencente a
superfamilia gp130 de receptores de citocinas. Estes receptores estdo amplamente distribuidos
pelos mais variados Orgdos e sistemas, sendo responsdveis pelas agdes centrais e periféricas
desempenhadas pela leptina, visto a alta afinidade desta adipocina por receptores Ob-R (Tartaglia
et al., 1995; Frithbeck e Salvador, 2000; Li et al., 2013; Folch et al., 2015).

Até o momento sdo descritos na literatura 6 isoformas do receptor Ob-R, codificadas pelo
gene lepr em humanos, correspondente aos genes db em camundongos ou fa em ratos, situado no
cromossomo 4. Estas isoformas sdo discriminadas pelas letras de a-f (Figura 1.7) (Paracchini, et

al., 2005; Peelman et al., 2014). As isoformas do receptor de leptina sdo classificadas em



isoformas curtas (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Rf), isoforma longa (Ob-Rb) e isoforma secretada
(Ob-Re). De um modo geral, os receptores Ob-R apresentam um dominio extracelular invariavel,
com cerca de 816 aminoacidos e um dominio intracelular variante, com excessdo ao Ob-Re que
ndo apresenta porcdo transmembranar e intracelular, atuando como uma forma solivel do
receptor (Lee et al., 1996; Tartaglia, 1997; Ahima e Osei, 2004).

Todos os receptores Ob-R, que possuem um dominio intracelular apresentam uma regido
conservada (box 1), constituido de 6 a 17 aminoacidos que possui um papel chave para a ligacao
e ativagdo de JAK2. Um outro dominio intracelular, denominado Box 2, constituido de 49 a 60
aminoacidos estd presente em algumas isoformas e ¢ requerido para uma maior interagdo e
maxima ativacdo de JAK2 (Ahima e Osei, 2004; Ceddia, 2005). Dentre todas estas isoformas, a
isoforma longa do receptor, denominada Ob-Rb, ¢ a mais bem caracterizada, apresentando trés
tirosinas conservadas em seu dominio citoplasmatico, correspondendo as posicdes Y985, Y1077
e Y1138, que atuam como sitios de ligacdo de moléculas intracelulares favorecendo a ativagdo de
diferentes vias de sinalizagao (Ahima e Osei, 2004; Ceddia, 2005; Paz-filho et al., 2012).

Ob-Rb ¢ a tnica isoforma que contém uma regido citoplasmatica alongada contendo
sequéncias requeridas para a transducdo de sinal, sendo proposta como a Unica capaz de
promover a ativagao da via de sinalizacao celular JAK-STAT (Schaab e Kratzsch, 2015), estando
amplamente distribuida pelos mais variados tipos celulares, tais como macréfagos, células p-
pancreaticas, células endoteliais, entre outros (La Cava e Matarese, 2004; Zhang et al., 2005),
sendo majoritariamente encontrada no hipotdlamo (Lee et al., 1996), em zonas de controle do

apetite e peso corporal (La Cava e Matarese, 2004; Li et al., 2013).

Ob-Ra Ob-Rb Ob-Rc Ob-Rd Ob-Re Ob-Rf

D Extracelular
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Figura 1.7. Representacdo esquematica das seis isoformas do receptor de leptina (Ob-Ra - Ob-Rf), mostrando o peso
molecular abaixo das respectivas isoformas, o dominio extracelular comum e regido intracelular variante ou ausente
(Ob-Re). A isoforma longa ObRb apresentando as sequéncias box1 e box2, necessaria para ativagdo da via JAK-
STAT, além de trés tirosinas conservadas na regido intracelular do receptor representadas pela letra Y seguidas das
posi¢des que estas se encontram.
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A ampla distingdo entre as multiplas isoformas do receptor de leptina, sdo geradas em
decorréncia de splicing alternativo, resultando em dominios intracelulares com diferentes
sequéncias e comprimentos (Figura 1.8) (Lam e Lu, 2007; Paz-Filho et al., 2012; Dam e Jockers,
2013; Thon et al., 2016), apresentando entre 34 aminoacidos (isoforma curta) a 303 aminoacidos

em sua isoforma longa (Tartaglia, 1997).

1 2 14 15(15e) 16 17 18 (18¢) 19a 19d1 1942 19b
ATG ™ \ '
Intron 10.1 24K 6.5K 1.4K 1.1K 1.93K 40bp 77bp 627bp
------ — MW s -
Exon (bp) 532 60 217 183 S 3] 106 76 18+3'UTR 1 8+3'UTR |822+3'UTR
(21343'UTR) (8843'UTR) 2320 ? 907
?
ObRe ObR ObRHY
\/

Figura 1.8. Diagrama ilustrando o locus gendmico do receptor de leptina e 5 possibilidades de splicing alternativo
para formagdo de diferentes isoformas do receptor. Os éxons sdo representados pelas caixas, tendo seus respectivos
tamanhos apresentados abaixo em pb. O tamanho dos introns (linha horizontal) estd apresentados Kb, acima de cada
intron (Li et al., 2013).

Embora as isoformas curtas do receptor sejam expressas por diversas células e apresentem
grande envolvimento no transporte e degradagdo da leptina, poucos estudos discutem seu papel
isoladamente, tanto a nivel central quanto periférico (La Cava e Matarese, 2004). Dados da
literatura revelam que dentre as diferentes isoformas do receptor Ob-R, em grande parte dos
tecidos a maior expressao de receptores de leptina pode ser atribuida a isoforma Ob-Ra. Contudo,
poucos trabalhos levantam questionamentos sobre sua participacdo na regulacao das atividades
desempenhadas pela leptina (Li et al., 2013).

Estudos sugerem uma possivel participacdo de isoformas curtas do receptor de leptina na
oxidacao lipidica mediada pela ativagdo da via de sinalizagdo p38 MAPK, o que ¢ suportado
pelos efeitos observados sobre a administracdo de leptina em camundongos db/db (Akasaka et
al., 2010; Schaab e Kratzsch, 2015).

Além disso, o emprego do silenciamento especifico da isoforma Ob-Ra revelou que
embora sutil, animais deficientes deste receptor apresentam alteragio no peso corporal,
atribuindo-se a esta isoforma um papel no transporte de leptina para o SNC, uma vez que seu

curto dominio intracelular impossibilita a ativacao da via de sinaliza¢do celular JAK2-STAT3 (Li
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et al., 2013). Este mesmo estudo revelou que a deplecao do seletiva do éxon Ob-Ra leva a um
efeito compensatorio em sitios onde hd elevada expressdo desta isoforma, induzindo uma
elevagdo nos niveis de Ob-Rc sugerindo um possivel papel redundante para ambas isoformas (Li
et al., 2013; Dan e Jockers, 2013).

A auséncia de um dominio transmembranar na isoforma Ob-Re, permitiu que esta fosse
sugerida como uma forma solivel do receptor de leptina (Li et al., 1998), responsavel pelo
transporte da proteina circulante (Lammert et al., 2001), sendo a principal proteina associada a
leptina no sangue humano, exercendo grande influéncia sobre sua biodisponibilidade (Schaab e
Kratzsch, 2015). O receptor Ob-Re desempenha papel crucial no que se refere a associacdo de
leptina a receptores Ob-Rb hipotaldmicos (Ahima, 2008), estando presente no hipotalamo, tecido
adiposo, testiculos e coragdo (Lee et al., 1996; Tartaglia, 1997; La Cava e Matarese, 2004),
encontrando-se reduzida em condi¢des de obesidade o que ¢ decorrente do aumento nos niveis de
leptina livre (Lam e Lu, 2007).

Estudos realizados por Wang e colaboradores (1996) revelaram a existéncia de uma sexta
isoforma do receptor de leptina em ratos, denominada Ob-Rf que, ao contrario do observado para
os receptores Ob-Ra e Ob-Rb, apresenta niveis elevados no bago em relagdo aos demais tecidos,
sendo também encontrada no timo, porém em menores quantidades. Essas diferengas no padrao
de expressdo sugerem uma possivel fungdo diferenciada para essa isoforma (Wang et al., 1996).
Além disso, tém sido proposto papel similar ao desempenhado pelo receptor Ob-Ra para as
isoformas Ob-Rf e Ob-Rd, as quais poderiam ainda participar de algum modo no controle do
clearence renal da leptina (Zabeau et al., 2015).

Assim como a leptina, proteina sintetizada como produto do gene ob, os receptores Ob-R
apresentam alta homologia entre humanos e roedores, sendo observada cerca de 78% de
similaridade entre a sequéncia de aminodcidos que constituem os dominios extracelulares e 71%
para os dominios intracelulares da forma longa do receptor (Tartaglia et al., 1995; Chen et al.,
1996; Tartaglia, 1997). A expressdo desses receptores ¢ detectada em um grande numero de
tecidos como musculo esquelético, glandulas supra-renais, rins, células imunes, figado e células
beta pancreaticas, sugerindo que a leptina possa exercer em amplo espectro uma forte influencia

sobre fungdes periféricas (Zhang et al., 2005).
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1.3.Vias de Sinalizacao

Diversos trabalhos tém demonstrado que assim como muitas outras citocinas, uma das
principais formas de atuacdo da leptina ocorre por meio da ativagdo da via JAK2-STAT3, a qual
tem sido apontada como uma das responsaveis por regular grande parte de suas a¢des no que diz
respeito ao controle do gasto energético e saciedade (Frithbeck e Salvador, 2000; Bernotiene et
al., 2006; Ahima, 2008; Li, 2011; Folch et al., 2015).

Quando associada a isoforma longa de seu receptor (Ob-Rb), a leptina promove a
dimerizagao e alteracdo conformacional do mesmo, esta alteragcdo induz a atividade catalitica da
proteina tirosina quinase Janus kinase 2 (JAK2), resultando na fosforilacdo de trés residuos de
tirosina situados no receptor Ob-Rb que irdo promover a ativagdo de proteinas sinalizadoras

distintas (Morton e Schwartz, 2011; Sahu, 2011; Scotece e Mobasheri, 2015).
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£

WS :
Ob-Rb Leptina ‘ ‘ o ‘ ' e

~ SFK
5 o PTPase
- ' <= [yr985 P\ £ o_’ Pe/| &£
SHP2 socss\& \
P
. . LEPRB
- «Tyr1077 S 4_?“5 P ©) — °P|i'.isc
P ~/
- - Tyr1138 | Pa &sw;l Po -+
1166

Vias de sinalizacdo e Processos Celulares

Proteinas: Genes: Funcio Celular:
=*PI3K-AKT =Pomc =Transcri¢ao
*GRB2-ERK  =Socs3 =Tradugdo

*"FOXO, =Agrp =Atividade Neuronal
=p90S6K =Npy

=p70S6K e =Fos

proteina S6 =*Cpe

Figura 1.9. Isoforma longa do receptor de leptina em seu estado livre (sem a ligacdo de leptina), sua forma ativa e
sua forma inativada. A - Receptor em seu estado de repouso, na forma de homodimero, as proteinas SFK e tirosina
quinase Janus kinase 2 (JAK2) encontram-se associadas ao receptor proximo a membrana citoplasmatica. B -
Dimerizacao e alteragdo conformacional do receptor em resposta a ligacdo da leptina, promovendo a fosforilagdo e
ativagdo de JAK2 e SFK responsaveis por fosforilar residuos de tirosina situados no receptor, que irdo promover a
ativacdo de vias, proteinas sinalizadoras e processos celulares distintos. C - Receptor inativado pela atuagdo das
proteinas fosfotirosina fosfatase 1B (PTP1B), através da desfosforilacdo de JAK2, ou pelo supressor da sinaliza¢ao
de citocinas 3 (SOCS3), atuando da mesma forma que PTPIB, inibindo a atividade JAK2, ou diretamente sobre as
tirosinas do receptor (Coppari e Bjorbak, 2012).
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A fosforilagdo de Tyrji3s promove a ativacdo do transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 3 (STAT3), o qual apos ser fosforilado pela JAK2 se dimeriza e ¢ entdo translocado
para o nucleo celular, onde ird induzir a expressdo de peptideos anorexigénicos como a
proopiomelanocortina (POMC), e a supressao de peptideos orexigénicos como o neuropeptideo Y
(NPY) e a proteina agouti (AgRP), além de regular a expressdo do supressor da sinalizacdo de
citocinas 3 (SOCS3), o qual é responsavel por inibir a sinalizagdo de STAT3, e, portanto,
interromper as agodes induzidas por leptina (Schwartz et al., 2000; Bernotiene et al., 2006; Morton
et al., 2006; Ahima, 2008; Morton e Schwartz, 2011; Sahu, 2011; Crujeiras et al., 2015; Folch et
al.,2015).

Outras vias de sinalizagdo independentes de STAT3 sdo reguladas pela acdo da leptina em
diferentes tipos celulares (Bernotiene et al., 2006; Maya-Monteiro ¢ Bozza, 2008; Maya-
Monteiro et al., 2008; Sahu, 2011; Naylor e Petri Jr., 2016). Trabalhos de diferentes grupos tém
reportado a indugdo de vias como ERK, PI3K/Akt/mTOR, p38 MAPK e AMPK/SIRTI em
resposta a ligacdo de leptina a receptores Ob-Rb (Minokoshi et al., 2002; La Cava e Matarese,
2004; Bernotiene et al., 2006; Maya-Monteiro et al., 2008; Folch et al., 2015). Dados da
literatura relatam que a ativagdo de JAK2 ¢ capaz de promover a fosforilagdo do substrato do
receptor de insulina (IRS) o qual induz a ativacdo de PI3K e consequentemente de Akt,
promovendo desta forma a modulacdo dos niveis de peptideos anorexigénicos/orexigénicos
(Amitani et al., 2013). Também sao observados mecanismos independentes de STAT3 no que se
refere ao controle da ativagao de JAK2 e término da sinalizacao de leptina, na qual a fosfotirosina
fosfatase 1B (PTPIB), uma proteina presente na superficie do reticulo endoplasmatico, ¢
responsavel por promover a desfosforilacio de JAK apos a internalizagao do receptor Ob-Rb

(Zabolotny et al., 2002; La Cava e Matarese, 2004, Matarese et al., 2010a).
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Figura 1.10. Vias de sinalizagdo ativadas pela ligacdo de leptina a receptores Ob-Rb. Apds a associagdo de leptina
ao seu receptor JAK?2 se torna ativa por um mecanismo de autofosforilagdo e promove a fosforilagdo de residuos de
tirosina presentes no dominio intracelular do receptor Ob-Rb. Estes residuos de tirosina fosforilados atuam como
adaptadores para a ligagdo de STATS, dentre estes a STAT3, a qual se dimeriza e transloca para o nucleo, onde induz
a expressdo de diversos genes, dentre eles o gene de SOCS3. A ligagdo de SOCS3 a JAK2 promove a inibi¢do da
sinalizacdo desencadeada por leptina. SHP-2 ¢ recrutado para Tyrogs € Tyre74 promovendo a ativagdo de ERK1/2 e
p38 MAPK, culminando na expressdo de FOS e JUN. A proteina PTP-1B promove a desfosforilagdo de JAK2 apos
internalizagdo do complexo Ob-Rb. JAK2 também pode induzir a ativacdo de PI3K através da fosforilagdo de IRS1 e
2 (Matarese et al., 2010a).
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1.4.Leptina e Sistema neuroendécrino

De acordo com Maffei e colaboradores (1995b), os niveis circulantes de leptina em
camundongos wild-type sob condigdes normais sdo de aproximadamente 12,5 ng/mL, sendo
alterados proporcionalmente a massa adiposa, justificando seus elevados niveis encontrados em
animais DIO. Estudos demonstraram que embora seja observado aumento nos niveis de leptina
plasmatica nesses animais, estes ainda possuem a capacidade de responder a administracdo da
proteina recombinante (Campfield et al., 1995).

Atualmente ¢ sabido que, ao contrario do que se acreditava, em humanos o
desenvolvimento de obesidade tem origem multifatorial, ndo sendo reportados casos onde a
obesidade seja decorrente de defeitos na expressao do gene ob (Tartaglia, 1997). Embora a
descoberta da leptina tenha surgido como uma promessa de um novo farmaco anti-obesidade
(Ahima, 2008), diversos estudos demonstraram a presenga de hiperleptinemia em individuos
obesos, 0s quais sdo positivamente correlacionados com IMC e massa tecidual adiposa (Figura
1.11), sendo encontrados niveis sé€ricos que variam de 31,3 a 55,4 ng/mL em individuos obesos,
0s quais sdo muito superiores aos niveis encontrados em individuos ndo obesos, 0s quais variam
entre 7,5 a 16,8 ng/mL (Considine et al., 1996; Klein et al., 1996; Cammisotto e Bukowiecki,
2002; Rosen e Spiegelman, 2014).
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Nicleo

<

— — —
Gota lipidica AN
Leptina

Figura 1.11. Representacdo esquematica do processo de adipogénese mostrando o aumento da secrecdo de leptina de
modo proporcional & maturacdo do adipocito.

Além disso, niveis distintos de leptina plasmatica sdo encontrados entre homens e

mulheres com mesmo IMC, ndo sendo, no entanto, observadas diferencas nos niveis de leptina
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quando correlacionados com percentual de massa adiposa de ambos os sexos (Maffei er al.,
1995b).

E bem descrito o fato de que a leptina ¢ secretada como produto do gene ob por diversos
tecidos, como estdmago, placenta e musculo esquelético em baixas quantidades, sendo
majoritariamente secretada por adipocitos diferenciados do tecido adiposo branco (Friedman e
Halaas, 1998; Sobhani et al., 2000; Faggioni et al., 2001; Antuna-Puente et al., 2008). Diferengas
na sua expressao sao também observadas entre sitios distintos de tecido adiposo (Margetic et al.,
2002), sendo estimado que cerca de 80% da producdo total de leptina em humanos seja
proveniente do deposito subcutaneo (Antuna-Puente et. al, 2008; Maury e Brichard, 2010).

Além da expansio do WAT, outros fatores como os niveis de hormdnios sexuais,
desnutricdo, temperatura, glicocorticdides e algumas condi¢des inflamatorias, podem contribuir
para que ocorram alteracdes nos niveis plasmaticos de leptina (Margetic et al., 2002). Diversos
trabalhos demonstram uma correlagdo positiva entre o status nutricional € os niveis séricos desta
adipocina, reforcando sua fundamental participag¢dao na regulacdo da ingestdo alimentar e do gasto
energético, o qual tem sido proposto ocorrer por meio de um mecanismo de feedback negativo
através de sua ligagdo a receptores hipotalamicos especificos (Figura 1.12), denominados Ob-R
ou Lepr (Ahima et al., 1996; Tartaglia, 1997; La Cava e Matarese, 2004; Maya-Monteiro e
Bozza, 2008; Friedman, 2010; Maury e Brichard, 2010).
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Figura 1.12. Correlagio entre leptina e regulacdo do balanco energético. A leptina induz um mecanismo de feedback
negativo através de sua ligacdo e sinalizacdo a receptores hipotalamicos e cerebrais, promovendo a regulacdo da
ingestdo alimentar e do gasto energético. Esse sistema mantém a homeostase do tecido adiposo, visto que a
concentracdo plasmatica de leptina ¢ inversamente proporcional ao estimulo do apetite. Adaptado de Friedman,
2010.
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Conforme descrito anteriormente, grande parte dos individuos obesos apresentam altos
niveis de leptina circulantes. Além disso, estudos demonstram que na maioria das vezes
individuos obesos ndo respondem efetivamente a administracdo de leptina exdgena, indicando
uma possivel resisténcia dos receptores, o que, portanto, diminuiu a possibilidade de seu emprego
como um farmaco anti-obesidade (Hukshorn et al., 2002; Coppari e Bjorbak, 2012). No entanto,
a terapia com leptina pode ser efetiva nos casos em que a obesidade € caracterizada por
hipoleptinemia ou ainda ser empregada como um adjuvante no tratamento da obesidade induzida
por dieta (Zhang et al., 2005), fazendo-se necessaria uma compreensao mais profunda para
terapéutica dessa adipocina no que se refere a manutencdo do peso corporal assim como no
tratamento de outras sindromes metabolicas como as lipodistrofias (Coppari e Bjerbek, 2012).

Lipodistrofias correspondem a um grupo de desordens raras originadas por causas
distintas, caracterizadas pela distribui¢do inadequada de tecido adiposo (Garg, 2000; Savage e
O’Rahilly, 2002; Hussain e Garg, 2016), acompanhada da diminui¢do nos niveis de leptina e
outras adipocinas (Haque er al., 2002; Garg e Agarwal, 2009), que podem conduzir ao
desenvolvimento de complicacdes metabdlicas como resisténcia a insulina, diabetes mellitus,
hipertrigliceridemia e esteatose hepatica (Zhang et al., 2005; Hussain e Garg, 2016).

Dados na literatura revelaram que a administracao subcutanea cronica de leptina humana
recombinante, metreleptin, em pacientes com lipodistrofia severa promove melhora significativa
no quadro de resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia e esteatose hepatica, ampliando a
perspectiva sobre o uso (Oral et al., 2002; Petersen et al., 2002; Coppari e Bjerbak, 2012;
Rodriguez et al., 2015). Esses dados demonstram os beneficios clinicos e ampliam a perspectiva
sobre o uso da leptina, além de promover a possibilidade de sua utilizagdo em situagdes clinicas

adicionais, sendo necessario o estabelecimento de melhores formas e intervalos de administragao

para o tratamento de disturbios relacionados (Chan et al, 2011).

1.5.Leptina e Sistema Imune

Embora exista certa divergéncia sobre as condigdes inflamatorias em que os niveis leptina

possam estar alterados, trabalhos relatam sua atuagdo como uma citocina pro-inflamatoria,

passivel de ter sua secre¢do induzida por outros mediadores inflamatérios como TNF-a, IL-1 e

IL-6, os quais também estdo passiveis de ter sua secre¢do modulada positivamente pela acdo
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desta adipocina, gerando desta forma um mecanismo inflamatério cronico (Figura 1.13)

(Faggioni et al., 1998; Lord, 2002; La Cava e Matarese, 2004; Paz-Filho et al., 2012).
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Figura 1.13. Leptina e mediadores inflamatorios interagindo de forma co-dependente. 1) Aumento da secregdo de
leptina pelo tecido adiposo. 2) A acfo da leptina leva a ativacdo de células imunes e secrecdo de mediadores
inflamatoérios como IL-1, IL-6 e TNF-a. 3) As citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-a secretadas modulam a
expressdo de mRNA de leptina, sustentando um estado inflamatorio crénico.

As agdes da leptina sobre o sistema imune se estendem tanto as respostas inatas quanto a
imunidade adaptativa. Sua participacdo nas respostas imuno inflamatorias tornam-se ainda mais
evidentes uma vez que dados na literatura demonstram que animais deficientes dessa adipocina
possuem a ativagdo de linfocitos T, bem como a apresentagdo de antigenos e a ativagcdo de
fagdcitos contra patogenos prejudicadas (Kanneganti e Dixit, 2012), além de estarem mais
susceptiveis a mortalidade induzida por LPS e TNF (Faggioni et al., 1999; Takahashi et al., 1999;
Busso et al., 2002). Alguns efeitos da leptina sobre a imunidade inata e adaptativa sdo

apresentados resumidamente na tabela 1.1 e figura 1.14.
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Tabela 1.1. Ag¢des da leptina sobre a resposta imune inata ¢ imunidade adquirida.

IMUNIDADE INATA IMUNIDADE ADAPTATIVA

POPULACAO CELULAR EFEITO POPULACAO CELULAR EFEITO

1 Fagocitose
Mondcitos/Macraofagos 1 Proliferagdo Timacitos
T IL-1,IL-6, TNF

1 Maturagio
| Apoptose

1 Expressdo de marcadores de

.. ativacgao . . 1 Proliferagdo
M, it Células T
onoctios 1 Expressdo de marcadores de etutas - nae | Apoptose
superficie
Macrofagos I?T AEll’Cgi;l;()_lzdes’ LTB,,  NO, Células T de Memoria | Proliferacdo
1 Formagdo e liberagdo de ROS
Neutrifilos T Quimiotaxia Ativacdo celular Thl 11gG2a switch

| Apoptose
1 Expressdo de CD11b

1 INF-a, 1 INF-y

1 Moléculas de adesdo
Eosindfilos 1 Quimiocinese Inibigdo celular Th2 1 1gG1 switch
1 Liberagdo de IL-1p, IL-6, IL-8

1 Liberacdo de IL-1B, IL-6, IL-8,

) .. TNF-a p 1 Anergia
Células dendriti Células T . -
élulas dendriticas + Maturagdo etutas freg 1 Hiporesponsividade
| Apoptose

1 Prolifera¢@o, maturagdo
Linfocitos NK 1 Diferenciag@o, ativagdo, Células B
1 Citotoxicidade

| Apoptose
1 Proliferacdo

Fonte: Adaptado de Paz-Filho ef al., 2012.

A atuagdo da leptina na imunidade inata pode ser vista por sua capacidade em ativar
monocitos/macréfagos e neutrdfilos, assim como induzir a secre¢do de leucotrieno By (LTB4),
ciclooxigenase-2 (COX-2), 6xido nitrico (NO) e algumas citocinas pro-inflamatorias, que podem
estar associadas ao papel quimiotatico desempenhado pela leptina (La Cava e Matarese, 2004;
Lam e Lu, 2007). Um papel controverso em relagcdo a sua atuagdo sobre a ativagao de células NK
tem sido discutido por alguns autores, sendo demonstrada sua capacidade em influenciar na
ativacdo, maturacdo e citotoxicidade destas células, as quais encontram-se com a funcao
prejudicada em animais db/db (La Cava e Matarese, 2004; Matarese et al., 2005; Lam e Lu,
2007; Fernandez-Riejos et al., 2010). De forma diferente, outros trabalhos sugerem que a longo
prazo os niveis elevados de leptina sejam capazes de promover a inibi¢do da ativagdo destas
células (Naylor e Petri Jr., 2016).

Dados na literatura tém demonstrado um importante papel desempenhado pela leptina

sobre a quimiotaxia de eosindfilos, o que pode ser sustentado pela presenca de isoformas longas e
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curtas do receptor de leptina nestas células, sendo ainda demonstrado a capacidade da adipocina
em promover efeitos diretos ou indiretos sobre a migragdo e ativagdo destas células (Wong et al.,
2007; Kato et al., 2011). E importante destacar que embora a leptina possa atuar como um fator
de sobrevivéncia de eosinofilos no sitio inflamatorio, efeitos similares ndo sdo observados sobre
estas células na circulagdo sanguinea (Conus et al., 2005).

Estudos in vitro revelaram que a migragdo de eosinéfilos induzida por leptina ocorre de
modo concentragdo dependente, em resposta a fosforilagdo da proteina quinase ativada por
mitogenos (MAPK) e PI3K, além de ter uma participagdo importante na inibicao de eventos pro-
apoptoticos para mitocondria, resultando no impedimento da liberagdo de citocromo ¢ para o
citoplasma, e portanto, diminuindo a apoptose espontanea destas células (Conus et al., 2005;
Schratl et al., 2006; Takeda et al., 2012).

Em algumas condigdes patologicas de origem inflamatéria, como asma e sindromes
dermatologicas, a presenca marcante de eosin6éfilos € o aumento nos niveis circulantes de leptina
sdo constantemente observados, podendo este aumento nos niveis da adipocina ser um dos fatores
envolvidos na elevagdo desta populacdo de células (Conus et al., 2005). Também tém sido
reportada a capacidade da leptina em contribuir para a atuacdo de moléculas quimioatraentes para
eosindfilos, sendo observada uma maior inducdo da expressdao de citocinas pro-inflamatorias
como IL-1pB e IL-6 e algumas quimiocinas como a CCL11/eotaxina em resposta ao estimulo com
leptina. Esta atuacdo como um potencial ativador de eosinodfilos pode estar diretamente envolvida
em diversas doencas alérgicas, sobretudo em individuos obesos, os quais geralmente apresentam
melhora apo6s redugdo do peso corporal, condi¢do onde uma reducdo nos niveis de leptina €
observada, justificando o fato desses individuos estarem mais propensos ao desenvolvimento de
doencas inflamatorias de cunho alérgico (Wong et al., 2007; Takeda et al., 2012; Davoine e
Lacy, 2014).

A importante participagdo da leptina sobre a migracdo e ativagdo de neutrdfilos foi
reportada por Souza-Almeida e colaboradores (2017), sendo observado que este efeito parece ndo
ocorrer através de uma resposta direta a leptina, uma vez que neutrofilos nao apresentam a
isoforma longa do receptor Ob-R. Sendo reportado tratar-se de uma agdo desencadeada pela
secrecao de TNF e CXCL1/KC por macréfagos ativados pela adipocina. Esses achados sustentam
a importancia da necessidade de uma sinalizagcdo eficiente desencadeada pela leptina em
respostas inflamatorias de origem infecciosa (Souza-Almeida et al., 2017 — dados ndo

publicados).
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Na imunidade adaptativa, a leptina tém sido demonstrada capaz de promover efeito anti-
apoptodtico sobre células T, devido sua capacidade em aumentar a expressdo das proteinas anti-
apoptdticas BCL-2 e BCL-Xy. (Fujita et al., 2002). Outros estudos revelam sua capacidade em
induzir a ativacdo e proliferacdo de células T efetoras murinas com perfil Thl, através do
estimulo da sintese de IL-2, IL-12 e IFN-y, além da inibicdo da producdo de citocinas Th2 como
IL-10 e IL-4 (Lord et al., 1998; Fernandez-Riejos et al., 2010; Uner e Sulu, 2012; Saucillo et al.,

\

2014). Estes efeitos podem ser atribuidos a ativacdo de fatores nucleares como NF-kB e da
proteina quinase ativada por mitogenos (MAPK) (Fernandez-Riejos et al., 2010). Estes dados
podem ser suportados pela visualizacdo de danos na ativagao de linfocitos de camundongos ob/ob

(Fernandez-Riejos et al., 2010).

Imunidade Inata | Imunidade Adaptativa
Ativacio de Neutroéfilos E Homeostase Timica
1 Quimiotaxia i | t Namero de Timocitos
i | 1 células T CD4* CD8*
| |1 células T CD4* CD8
' | L Apoptose
Inducio de citocinas por !
Macréfagos/Monécitos ! Proliferacio
1 Resposta de fase aguda '
1 Anorexia inflamatoria i Células T nazv
1 Febre TNF 2 i
I
!
|
!
|
I
!

- [L-2
TNF IL-1 IL-6
Inducéo de células Th,
1DTH
1 1gG, switch
Ativacaode APCs > 1 células T CD8*
oléculas tivagao de macrofagos
Moléculas MHC "____,._.—-"' Ativagao d ofag
1 Mols. de Adesdo
1 Fagocitose | TNF <— @ — Leptina
O _» Leucotrieno B4 ! /
! IFN-
T Ciclooxigenase2 ] 4
Macrofago i
i
|
\ Efeitos anti-apoptoticos sobre células / \
Citotoxicidade| i T e precursores hematopoiéticos 1L-10 IL-4
1 Perforina i TBCL-2 Inibicio de céls. Th
— IL-2 : 1 BCL- X, nibicdo de céls. Th,
] 1 1gG, switch
i
1
i

% 5@ &
Figura 1.14. Modulacdo da atividade e funcao de diferentes tipos celulares do sistema imune pela leptina através de
mecanismo direto ou indireto. Na imunidade inata a leptina exerce efeito sobre neutrdfilos, células apresentadoras de
antigenos (APCs), induz a fagocitose e secrecao de mediadores pro-inflamatorios por macréfagos e aumenta a
secrecdo de perforinas e interleucina 2 (IL-2) pelas células NK. Na imunidade adaptativa a leptina atua sobre

linfécitos T, reduzindo apoptose e estimulando a proliferagdo e secrecdo de IL-2 e induzindo a polarizacdo de
linfécitos Th1 aumentando a secre¢do de TNF e INF-y. Adaptado de La Cava e Matarese, 2004.

22



1.6. Leptina e Corpusculos Lipidicos

Corpusculos lipidicos (CLs), do inglés lipid droplet ou lipid body, sio organelas
citoplasmaticas esféricas, que variam de 0,1 uM a 50 uM de didmetro, constituidas por uma
monocamada de fosfolipideos, apresentando em seu interior grande quantidade de lipideos
neutros € composi¢ao proteica variada (Murphy e Vance, 1999; Bozza et al., 2007; Melo et al.,
2011). Essas organelas sdo encontradas na maioria das células eucarioticas, sendo as principais
responsaveis pela compartimentalizagdo e pelo transporte de lipideos neutros, como
triacilglicerois (TAG) e ésteres de colesterol (EC), além de apresentarem grande envolvimento
em diversos processos metabdlicos, na sinalizacdo celular e inflamag¢ao (Bozza et al., 2007; Fei et
al.,2011; Melo et al., 2011; Thiam, et al., 2013; Rabhi et al., 2016). Juntamente aos fosfolipideos
que compdem sua membrana, os CLs apresentam proteinas estruturais membros da familia PAT,
os quais correspondem a perilipina (Plinl), adipose differentiation related protein (ADRP/Plin2)
e tail-interacting protein de 47 kDa (TIP47/Plin3), que participam de modo importante no
processo de formagao dos corpusculos lipidicos e na lipolise (Martin e Parton, 2006; Bozza et al.,
2009; Kimmel et al., 2010).

Embora a biogénese de CLs ndo esteja completamente elucidada, alguns modelos tém
sido propostos para explicar sua formagao, sendo sugerido, de um modo geral, que sua origem
ocorra no reticulo endoplasmatico (RE), em resposta a presenga niveis elevados de acidos graxos
no meio intracelular (Martin e Parton, 2006; Fei et al., 2011), podendo aumentar seu volume seja
pelo aumento da sintese lipidica ou ainda pela fusdo de CLs (Kuerschner et al., 2008; Olofsson et
al., 2009). Um dos primeiros modelos descritos propde que os corpusculos lipidicos se originam
através de um mecanismo de “brotamento” do RE, o qual ocorre em resposta ao acimulo de
enzimas envolvidas no metabolismo lipidico e sintese de lipideos neutros entre os folhetos
membranares do RE, formando ao final do processo uma organela citoplasmatica independente
envolvida por uma membrana derivada dos folhetos do RE, apresentando nucleo hidrofobico
enriquecido em lipideos neutros e proteinas como GTPAses, caveolinas e fosfolipases (Figura

1.15) (Murphy, 2001; Martin e Parton, 2006; Bozza et al., 2009).
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Figura 1.15. Modelo de brotamento proposto para biogé€nese dos corpusculos lipidios (CLs). Lipideos neutros sdo
sintetizados na membrana do reticulo endoplasmatico, onde os CLs sofrem maturagio, aumentando seu conteudo
lipidico e formando uma organela independente envolta por uma monocamada de fosfolipideos que associam-se a
proteinas da familia PAT (ADRP, perilipina e TIP47-related protein) (Martin e Parton, 2006).

Outro modelo proposto por Robenek e colaboradores (2006), denominado modelo de
“copo de ovo”, sugere que a formagdo de CLs ocorra em uma espécie de “copo” situado ao lado
do RE, enriquecido de ADRP, onde esta proteina seria a responsavel por transferir os lipideos
neutros do RE para o interior dos CLs (Robenek et al., 2006; Bozza et al., 2009).

Um terceiro modelo, proposto por Wan e colaboradores (2007), baseado no estudo de CLs
de diferentes tipos celulares, sugere que a biogénese de corptsculos lipidicos ocorra através de
um mecanismo de “envolvimento”, onde dominios membranosos citoplasmaticos e luminais do
RE sdo incorporados para formacdo de CLs, sendo seguido do acimulo de lipideos neutros entre
as membranas situadas no interior dos corpusculos lipidicos (Figura 1.16) (Wan et al., 2007;
Bozza et al., 2009; Melo et al., 2011). Esta hipotese foi suportada pelo fato de que enzimas
formadoras de eicosandides como as ciclooxigenases (COX), fosfolipase A, (cPLA;) e 5-
lipoxigenases (5-LO), presentes no interior dos CLs permanecem funcionais em células
inflamatorias, reforgando a possivel presenca de uma estrutura membranar no interior destas
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organelas (Bozza e Weller, 2001; Bozza et al., 2009). Além disso, a presenga destas enzimas
reforcam o papel dos CLs como uma organela dinamica, capaz de atuar como uma fonte lipidica
importante, passivel de ser rapidamente mobilizada para a realizacdo de diversos processos

biologicos (Martin e Parton, 2006).

Figura 1.16. Modelo de envolvimento proposto para biogénese dos corpusculos lipidios (CLs). 1. Membrana do RE
em estado de repouso. 2. Incorporagdo de dominios membranosos citoplasmaticos e luminais do RE. 3. Lipideos
neutros sdo sintetizados e se acumulam no espago intermembranar enquanto ocorre a formagdo da vesicula. 4.
Internalizagdo de uma pequena porgdo derivada do RE, podendo esta permanecer no interior dos CLs ou ser
eliminada fusionando-se com a monocamada lipidica. Esse modelo é compativel com o proposto de que proteinas
hidrofilicas podem ser encontradas no interior de CLs (Saka e Valdivia, 2012).

A presenca de enzimas envolvidas no metabolismo de colesterol e na sintese de acidos
graxos corrobora o importante papel dos CLs na manutencao da homeostase celular, indicando
que etapas importantes do processo anabolico e catabodlico do metabolismo lipidico ocorrem no
interior destas organelas. O estoque lipidico armazenado em seu interior pode ser disponibilizado
de acordo com a demanda requerida para o ideal funcionamento da célula (Brasaemle et al.,
2004; Fujimoto et al., 2004).

Alteragdes tanto no tamanho quanto no nimero de CLs podem ser observadas em resposta
a fatores internos e externos, além disso, diferentes tipos de corpusculos sao observados em tipos
celulares distintos. Em adipdcitos brancos, ¢ possivel se observar o armazenamento de uma
grande quantidade de lipidios, o que ¢ altamente compreensivel visto a capacidade de
armazenamento e especializacdo destas células (Fei et al., 2011). A mobilizacao desse estoque de
lipidios € crucial para processos como a -oxidagado e sintese de membrana celular, lipoproteinas,
esteroides e de mediadores lipidicos envolvidos em diversas vias de sinalizagdo e processos
inflamatérios (Fujimoto e Parton, 2011). Ao contrario dos adipdcitos brancos, células imunes
como macrofagos e eosindfilos apresentam uma quantidade relativamente pequena de CLs

quando ndo estdo em seu estado ativado, demonstrando uma forte relagdo entre o grau de
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ativagcdo da célula e o nimero de CLs presentes em seu citoplasma (Bozza et al., 2007; Bozza et
al., 2009).

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos com intuito de compreender os mecanismos
envolvidos na biogénese de corpusculos lipidicos em leucdcitos e outros tipos celulares (Bozza e
Viola, 2010), este € um processo altamente regulado, podendo ocorrer de maneiras distintas nao
somente em resposta a diferentes estimulos, mas também podendo ser variado de acordo com o
tipo celular (Bozza e Bandeira-Melo, 2005; D’avila et al., 2008). Dados na literatura demonstram
que a ativagdo de leucodcitos e consequente formagdo de corpusculos lipidicos pode ser
rapidamente desencadeada por diferentes estimulos inflamatorios como aqueles observados na
obesidade, aterosclerose, sepse, artrite e sindromes respiratorias, bem como nas respostas contra
patogenos intracelulares e processos neopldsicos (Bozza e Viola, 2010; Melo et al., 2011; Saka e
Valdivia, 2012; Rabhi et al., 2016).

Estudos demonstraram que a indugdo na biogénese de CLs ndo ocorre simplesmente em
resposta a incorporacao de acidos graxos exdgenos, uma vez que ao contrario dos acidos graxos
insaturados, o estimulo com acidos graxos saturados ndo ¢ capaz de promover a inducdo da
biogénese de corpusculos lipidicos, refor¢ando a hipdtese de que a biogénese de CLs pode
ocorrer de maneira dependente da ativagdo de vias e receptores distintos (Bozza e Weller, 2001;
Bozza e Viola, 2010). Durante a inflamacao induzida por obesidade, condicdo em que niveis
elevados de algumas adipocinas, como a leptina, sdo encontrados, ¢ possivel se observar um
elevado numero de corpusculos lipidicos em diferentes tipos celulares (Bozza et al., 2009; Naylor
e Petri Jr., 2016). Fazolini e colaboradores (2015) demonstraram que o estimulo com leptina ¢
capaz de induzir a biogénese de CLs em células do epitélio intestinal (Fazolini et al., 2015).
Outros estudos demonstraram ainda que o estimulo tanto in vitro quanto in vivo com leptina
induziu o aumento da biogénese de corpusculos lipidicos em macrofagos peritoneais, através de
um mecanismo dependente da ativacdo de PI3K/mTOR, sendo o pico maximo de inducdo de
corpusculos alcancado 24 horas apds o estimulo com a adipocina (Maya-Monteiro et al., 2008).
Por outro lado, estudos realizados com M. fuberculosis demonstraram que a ativacao da
biogénese de CLs ocorre através da ativacdo de receptores do tipo Toll 2 (TLR2), de um modo
dose e tempo dependente (D’Avila et al. 2006).

Todos estes dados sustentam o fato de que, ao contrario do que se pensava, os CLs ndo
correspondem a inclusdes citoplasmaticas com a fungdo restrita a0 armazenamento de reservas
energéticas, mas que se tratam de organelas passiveis de ter sua biogénese induzida e participam

fundamentalmente tanto de processos metabdlicos quanto de respostas imunes, atuando de modo
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importante como marcadores da ativagdo de leucocitos (Dong e Czaja, 2011; Greenberg e

Colleman, 2011; Quiroga e Lehner, 2011; Wang e Sztalryd, 2011).

1.7 Resisténcia a Leptina

O desenvolvimento de uma condi¢do de resisténcia a leptina desencadeada pela constante
hiperleptinemia vem sendo reportado por diversos trabalhos (Frederich et al., 1995; loffe et al.,
1998; Munzberg et al., 2005; Sainz et al., 2015), uma vez que em condicdoes de
sobrepeso/obesidade uma elevada concentracdo da adipocina circulante ¢ encontrada, visto que
sua secrecao ocorre de modo proporcional a massa de tecido adiposo (Klein et al., 1996). Esta
elevacao na concentracdo de leptina tém sido sugerida ser capaz de induzir uma maior ativacao
de STAT3 e como consequéncia, uma maior atuacdo de proteinas como SOCS e PTPIB,
responsaveis por inibir a sinalizacao de leptina, promovendo desta forma a auséncia de resposta
as agdes do hormonio, conforme demonstrado anteriormente na figura 1.10 (Bjerbzk e Kahn,
2004; McArdle et al., 2013; Roujeau et al., 2014). Tal hipdtese tém sido sustentada pela marcante
expressao génica de PTP1B e SOCS3 associada aos elevados niveis de leptina em camundongos
db/db, nos quais somente a isoforma longa do receptor esta ausente. Este mecanismo pode ser um
dos responsaveis pela incapacidade destes animais em responder aos estimulos realizados com a
administracao de leptina exogena, sendo a ativagdo de receptores do tipo Ob-Rb um passo
fundamental para que esta sinalizacao ocorra (Munzberg et al., 2005; Munzberg ¢ Myers, 2005;
Munzberg e Morrison, 2015).

Juntamente com as alteracdes na expressao de proteinas inibitérias da sinalizacdo de
leptina, uma outra hipotese tem sido sugerida para justificar a redugdo da resposta a leptina em
individuos obesos, nos quais uma reducao no transporte da adipocina seria desencadeada durante
o desenvolvimento de obesidade, contribuindo para que o transporte de leptina através da barreira
hemato-encefélica torne-se prejudicado e a sinalizagdo ocorra de modo ineficiente (Bjerbzk,
2009).

Outros trabalhos reportam ainda uma importante participagdo da inflamagdo hipotalamica.
Neste sentido, a resposta inflamatdria conduziria a mudangas estruturais no hipotalamo além do
aumento de citocinas pro-inflamatorias, e, desta forma, comprometeria a regulagcdo da ingesta
alimentar. Uma quarta hipotese para justificar o quadro de resisténcia desencadeado pela

obesidade, estd associada a uma elevagdo do estresse gerado no RE, conduzindo ao aumento da
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sintese de proteinas ndo enoveladas e, assim, promoveria a ativa¢do de vias de sinaliza¢do que
culminariam em uma menor resposta as acdes da leptina (Balland e Cowley, 2015).

O quadro de resisténcia hipotaldmica a leptina ¢ caracterizado por hiperfagia e constante
reducdo do gasto energético, tornando o quadro de obesidade ainda mais acentuado, além de
contribuir para o funcionamento inadequado de diversas vias metabdlicas (Denroche et al., 2012).

E importante destacar que embora uma grande concentragio de receptores Ob-Rb seja
encontrada no SNC (Silva et al., 1998), sua presenca também pode ser observada em diversos
tipos celulares como células epiteliais e células imunes como macrofagos, células NK e linfocitos
T demonstrando assim uma importante atuacdo de leptina no que se refere a regulacdo das
respostas periféricas (Munzberg et al., 2005; Schulz e Widmaier, 2007).

Dados na literatura tém reportado que sob condi¢des de resisténcia a leptina, a oxidacao
lipidica torna-se prejudicada, podendo em alguns casos conduzir a um quadro de lesdo celular
(Ren, 2004). Outros trabalhos mostram ainda sua participa¢do no desenvolvimento de alteragdes
no metabolismo de carboidratos, resisténcia a insulina e alteragdes na absor¢do de nutrientes pelo
epitélio intestinal (Ceddia, 2005; Sainz et al., 2015). Além disso, visto o frequente quadro
inflamatodrio associado a obesidade (Tilg e Moschen, 2006), trabalhos que visem compreender o
impacto da hiperleptinemia decorrente de DIO sobre células imunes responsaveis pela
manutencdo da homeostase tecidual tém se tornado cada vez mais relevantes (Ando e Catalano,
2012).

Em estudo publicado por Rosa e colaboradores (2007) foi demonstrado que o aumento
nos niveis de leptina promovidos pela obesidade contribuem para o desenvolvimento de uma
redugdo da resposta de células Treg as a¢des mediadas pela adipocina, € uma menor proliferagao
destas c¢lulas (Rosa et al., 2007; Matarese et al., 2010b; Ando e Catalano, 2012). Também tem
sido reportada uma redugdo na citotoxicidade de células NK em animais submetidos a DIO
(Procaccini et al., 2012). Estes dados associados com as observagdes de danos na resposta imune
celular e humoral de camundongos resistentes a leptina sdo importantes indicativos de que a
auséncia de resposta ao hormonio pode trazer um grande impacto sobre a ativacdo, migracao e
proliferagdo de células do sistema imune (Tilg e Moschen, 2006).

Contudo, embora tenha sido sugerido que o aumento nos niveis plasmaticos da adipocina
possam conduzir a um quadro de resisténcia central e periférica a leptina, os efeitos promovidos
pelo seu constante aumento sobre a ativa¢do e migragdo de células do sistema imune ainda ndo
esta bem esclarecido (Frederich er al. 1995; Ren, 2004). Sendo assim, neste trabalho buscamos

determinar os efeitos da administracdo cronica de leptina murina recombinante em diferentes
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intervalos e esquemas de tratamento sobre células do sistema imune e sobre o desenvolvimento

de resisténcia central a leptina.
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2. OBJETIVOS

2.1.Geral

Verificar os efeitos da administragdo recorrente de leptina sobre o sistema imune e sobre o

desenvolvimento de resisténcia central e/ou periférica a leptina em camundongos da linhagem

C57BL/6.

2.2 Especificos

1. Avaliar os efeitos da administragdo periddica de leptina sobre a migragdo leucocitos e

biogénese de corpusculos lipidicos em modelo murino alimentado com dieta padrao.

2. Quantificar a liberacdo de mediadores inflamatorios na circulagdo sanguinea e cavidade

peritoneal dos animais submetidos ao estimulo crénico com leptina.

3. Avaliar o desenvolvimento de resisténcia hipotalamica a leptina através do

acompanhamento de parametros fisiologicos.

4. Avaliar o desenvolvimento de resisténcia periférica de leucocitos em resposta a diferentes

vias de administracdo, intervalos e doses de leptina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Animais

Para realizacdo dos experimentos, foram utilizados animais da linhagem C57BL/6,
machos, adultos pesando entre 15-20 g, com idade aproximada de 3 semanas. Todos os animais
foram fornecidos pelo Centro de Criagdo de Animais de Laboratério da Fundagdo Oswaldo Cruz
(CECAL/FIOCRUZ), sob licenca CEUA L-011/2015.

Antes de iniciar o estimulo com leptina os camundongos foram vermifugados e
distribuidos trés animais por caixa, mantendo-se o tempo necessario para aclimatacdo conforme
requerido para cada experimento. Os animais receberam agua e comida ad libitum, sendo a
ingesta alimentar e peso dos mesmos acompanhados diariamente.

Durante todo o periodo de estimulo os animais foram mantidos no biotério de
experimentacdo animal situado no pavilhdo Helio e Peggy Pereira sob as condigdes de
temperatura entre 20-22 + 2°C e umidade de 75-80%, tendo ciclo de luz/escuro de 12 horas

(Speakman e Keijer, 2013).

3.2.Vermifugacao dos Animais

Antes de dar inicio ao estimulo cronico com leptina, alguns grupos experimentais com
animais de 3 semanas de idade foram submetidos ao tratamento com vermifugo Drontal Puppy®
(Bayer), sendo administrados 100 pL do vermifugo na concentracdo de 10 % através de
gavagem, empregando agua destilada como veiculo.

De modo a ampliar a gama de parasitos passiveis de sofrer agdo do vermifugo, associado
ao tratamento oral realizou-se tratamento topico empregando solugdo de Ivermectina (Ivomec®
solucdo injetavel - Merial) 0,02 % (v/v) em dgua destilada. Esta solu¢do foi borrifada diretamente
sobre os camundongos de modo a cobrir toda a extensdo corporal do animal.

Os animais foram submetidos a um periodo de aclimata¢do durante 30 dias antes dar
inicio ao estimulo cronico com leptina de modo a minimizar os efeitos decorrentes de metabolitos
gerados a partir dos vermifugos ou aqueles decorrentes de estresse por manipulagdo e/ou

transporte.
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3.3. Doses e intervalos de administracio seguidos durante o estimulo com leptina

Todos os ensaios foram realizados com leptina murina recombinante (cat. num. 450-31 -
Peprotech), diluida em agua estéril e apirogénica (Isofarma), e posteriormente armazenada em
aliquotas em freezer -20°C, conforme especificagdes fornecidas pelo fabricante. As aliquotas
foram diluidas em solug¢do de cloreto de sodio 0,9 % (p/v) estéril e apirogénica (Equiplex) para
ajuste do volume e dose no momento do uso.

Para avaliar os efeitos da administragdo cronica de leptina sobre o sistema imune dos
animais foram realizados diferentes esquemas de tratamento, nos quais variou-se o intervalo entre
as injegoes ou a via de administragdo do hormdnio.

De modo a determinar a melhor dosagem a se utilizar para a realizagao dos experimentos,
apos o periodo de aclimatacdo, os animais da linhagem C57BL/6 foram inicialmente distribuidos
em 3 grupos experimentais, sendo eles Controle, o qual corresponde ao grupo de animais que nao
recebeu estimulo cronico, sendo somente manipulado no decorrer do periodo experimental,
Salina, o qual corresponde ao grupo de animais submetidos a injecdes intraperitoneais de solugao
salina isotonica estéril e apirogénica e Leptina o qual corresponde ao grupo de animais
submetidos a injecdes intraperitoneais periddicas de leptina.

Foram empregados nas administragdes intraperitoneais 200 pL da solugdo de leptina.
Como controle, o mesmo volume de solucdo isotdnica estéril e apirogénica de cloreto de sddio
foi injetado nos animais do grupo Salina.

Durante todo “estimulo cronico I” os animais foram mantidos em caixas individuais e
acompanhados diariamente. Nos demais esquemas de tratamento, de modo a minimizar os efeitos
inerentes ao estresse, foram mantidos 3 animais por caixa.

Ao final do periodo de estimulo cronico os animais dos 3 grupos (Controle, Salina e
Leptina), foram mantidos em jejum overnight e redistribuidos de maneira a obter 6 grupos
experimentais, sendo estes submetidos a administragdo intraperitoneal de solug¢ao salina isotonica

estéril e apirogénica ou de leptina nas 24 horas que antecederam a eutanasia dos animais (Figura

3.1).
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Periodo de estimulo cronico

Somente manipulagdo

24 horas antes
da eutanasia

Jejum _ gatina (s)

Administragdo Cronica de Solugdo Salina

Administragao Cronica de Solugado de Leptina

Leptina (L)
1 ejim Salina (SS)

Leptina (SL)
I ejim Salina (LS)

Leptina (LL)

Figura 3.1. Representacdo esquematica da distribuigdo de grupos e esquema geral de estimulo adotado durante o
periodo experimental. As setas vermelhas apontam o periodo em que os animais foram colocados em jejum enquanto
os colchetes pretos correspondem a distribuicdo dos grupos experimentais nas 24 horas que antecederam a eutanasia.
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Os grupos experimentais obtidos durante a redistribui¢do adotada nos estimulos cronicos

1, 2 e 3 apresentam-se descritos detalhadamente abaixo:

Salina (S): Animais submetidos a uma unica inje¢ao intraperitonal de salina estéril 24

horas antes da eutandsia, ndo estimulados cronicamente, sendo apenas manipulados.
Leptina (L): Animais submetidos a uma unica inje¢do intraperitonal de 1 mg/kg de
leptina estéril 24 horas antes da eutandasia, ndo estimulados cronicamente, sendo apenas
manipulados.

Salina + Salina (SS): Animais estimulados cronicamente com salina estéril

intraperitoneal, submetidos a administracao intraperitoneal de solu¢do salina estéril 24

horas antes da eutanasia.

Salina + Leptina (SL): Animais estimulados cronicamente com salina estéril
intraperitoneal, submetidos a administracdao intraperitoneal de 1 mg/kg de leptina
estéril 24 horas antes da eutandsia.

Leptina + Salina (LS): Animais estimulados cronicamente com leptina estéril
intraperitoneal, submetidos a administracao intraperitoneal de solu¢do salina estéril 24
horas antes da eutanasia.

Leptina + Leptina (LL): Animais estimulados cronicamente com leptina estéril
intraperitoneal, submetidos a administracdo de 1 mg/kg de leptina estéril

intraperitoneal 24 horas antes da eutanasia.

Os esquemas de tratamento empregados em cada experimento seguem descritos abaixo, €

encontram-se especificados na legenda da figura correspondente.

»  FEstimulo [

Os animais pertencentes ao grupo experimental LS e LL foram submetidos a 8

administracdes do hormdnio, o qual teve sua dosagem elevada gradativamente, iniciando-se com

a administragdo da dose de 0,1 mg/kg, seguida de 3 administracdes de 0,25 mgkg e 5

administracdes de 0,5 mg/kg, realizando-se intervalos de 72 horas entre cada nova administragao.
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ESTIMULOI

INTRAPERITONEAL
Inicio das Jei
PR ejum
mjecoes , .
je¢ Eutanasia
Intervalo de Administracao | 72h | 72h | 72h | 96h | 72h | 96 h | 72h | 96 h | 48h |
Leptina (mg/kg): 0,1 0,25 0,25 0,25 05 05 05 05 05 1

Figura 3.2. Representacdo esquematica do estimulo I, mostrando as doses e os intervalos de administracdo seguidos
durante o periodo de estimulo cronico. As setas vermelhas apontam o inicio das injegdes e periodo em que os
animais foram colocados em jejum e as setas preta e verde a distribuicdo e redistribuicdo dos grupos experimentais.

= Estimulo /7
Nesse esquema de tratamento os animais pertencentes ao grupo experimental LS e LL
foram submetidos a 12 administracdes de 1 mg/kg de leptina preparada conforme descrito no
item 3.3., realizando-se intervalos de 48 horas a 6 dias entre cada nova administracao, conforme

apresentado na figura 3.3.

ESTIMULOII
INTRAPERITONEAL
Leptina 1 mg/kg

Inicio das

Jejum
injecdes Eutanésia
Intervalo de Administragao | 48h | 6 dias | 48h | 72h | 72h | 96h | 48h | 48h | 72h | 72h | 48h | 48h |
N°de Adms 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 3.3. Representacdo esquematica do estimulo II, mostrando os numeros e os intervalos de administragdo
seguidos durante o estimulo cronico intraperitoneal com leptina. Para este experimento foram administrados 1 mg/kg
de leptina em cada injeg@o.
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= Estimulo 111
Apos o periodo necessdrio para aclimatacdo e eliminacdo de metabdlitos provenientes da
administracdo do vermifugo, os camundongos foram distribuidos, conforme descrito no item 3.3.
Os animais pertencentes ao grupo experimental LS e LL foram submetidos a 12 administracdes de
1 mg/kg de leptina, realizando-se intervalos de 48 horas a 7 dias entre cada nova administracao,

conforme apresentado na figura 3.4.

ESTIMULO I
INTRAPERITONEAL
Leptina 1 mg/kg

Inicio das
injecoes Jejum Eutanasia
Vermifugo l/
Intervalo de Administragao | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 7 dias 7 dias | 7 dias |
N° de Adms 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Acompanhamento Prévio
Peso e Ingestao Alimentar

Figura 3.4. Representacdo do esquema de estimulo III, mostrando os nimeros e os intervalos de administragido
seguidos durante o estimulo cronico. As setas vermelhas apontam o inicio das inje¢des e periodo em que os animais
foram colocados em jejum e as setas preta e verde a distribuigdo e redistribuicdo dos grupos e a barra laranja o
periodo prévio de acompanhamento de peso/ingesta.

= Estimulo IV

Apo6s vermifugados, os animais foram acompanhados diariamente, sendo respeitado o
periodo necessario para aclimatagdo e elimina¢ao de metabolitos provenientes da administragao
do vermifugo, antes de se iniciar o estimulo cronico com leptina ou solugdo salina.

Posteriormente, os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais, sendo eles
SS e SL, o qual corresponde ao grupo de animais submetidos a injecdes intraperitoneais de
solucdo salina isotonica estéril e apirogénica e LS e LL o qual corresponde ao grupo de animais
submetidos a injecdes intraperitoneais periddicas de leptina. Para realizagdo dos experimentos,
foram mantidos 3 animais por caixa.

Os animais pertencentes ao grupo experimental LS e LL foram submetidos a 7
administracdes de 2 mg/kg de leptina preparada conforme descrita anteriormente, realizando-se

intervalos de 72 horas entre cada nova administragcdo, conforme apresentado na figura 3.5.
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ESTIMULO IV

INTRAPERITONEAL
Leptina 2 mg/kg
Inicio das
injecGes Jejum Eutanasia
Vermifugo \L
Intervalo de Administra¢do | 72h | 72h | 72h | 72h | 72h | 72h | 72h |
N° de Adms 1 2 3 4 5 6 7 8

Acompanhamento Prévio
Peso e Ingestao Alimentar

Figura 3.5. Representacdo esquematica do estimulo IV, mostrando osnumeros e os intervalos de administragdo
seguidos durante o estimulo cronico intraperitoneal com leptina 2 mg/kg em cada administragéo.

= EstimuloV

Apds o periodo de ambientacdo, os animais foram distribuidos em trés grupos
experimentais, sendo eles Salina (SS), o qual corresponde ao grupo de animais submetidos a 8
injecdes intraperitoneais de solucao salina isotonica estéril e apirogénica, Leptina 1 (LL1) o qual
corresponde ao grupo de animais submetidos a 8 inje¢des intraperitoneais periddicas de leptina na
dosagem de 1 mg/kg e Leptina 2 (LL2) o qual corresponde ao grupo de animais submetidos a 8
injecdes intraperitoneais periddicas de leptina na dosagem de 2 mg/kg.

Para realizacao dos experimentos, foram mantidos 3 animais por caixa, realizando-se o
intervalo de 72 horas entre cada nova administragdo. Os animais foram submetidos ao jejum nas
12 horas que antecederam a ultima injecdo, € permaneceram em jejum até o momento da

eutanasia, a qual ocorreu 24 horas apds a oitava injecao.

ESTIMULO V

INTRAPERITONEAL
Leptina 1 mg/kg — LL1
Leptina 2 mg/kg — LL2

Inicio das

injecoes Jejum Eutanasia
Vermifugo \L
Intervalo de Administra¢do | 72h | 72h | 72h | 72h | 72h | 72h | 72h |
N°de Adms 1 2 3 4 5 6 7 8

Acompanhamento Prévio

Peso e Ingestao Alimentar
Figura 3.6. Representacdo do esquema de estimulo cronico V, mostrando os numeros e os intervalos de
administragdo seguidos durante o estimulo cronico intraperitoneal com 1 ou 2 mg/kg de leptina em cada
administragao.
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= Estimulo VI

Para avaliacao dos efeitos de diferentes administracdes de leptina sobre a migracdo de
células imunes, os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais, sendo eles Salina
1 e Salina 2, os quais correspondem aos grupos de animais submetidos, respectivamente, a 1 e 2
injegoes intraperitoneais de solucdo salina isotonica estéril e apirogénica e Leptina I e Leptina 2,
os quais correspondem aos grupos de animais submetidos & 1 e 2 inje¢des intraperitoneais
periddicas de leptina 1 mg/kg. Para realizagdo dos experimentos, foram mantidos 4 animais por
caixa, realizando-se intervalos de 72 horas entre cada nova administragdo, conforme apresentado

na figura 3.7.

ESTIMULO VI
INTRAPERITONEAL
Leptina 1 mg/kg
Jejum Injecio
Vermifugo \L —  Eutanasia
iInjegio  AcompanhamentoPrévio __—> — "
Peso e Ingestio Alimentar Intervalo de Administra¢do | 24h
N° de Adms 1
Inicio das .
s o Jejum
injecoes
Vermifugo \L —— Eutanasia
2Injeies  AcompanhamentoPrévio _ —> EEG— V|
Peso e Ingestio Alimentar Intervalo de Administragdo | 72h |24 h
N°de Adms 1 2

Figura 3.7. Representagdo esquematica do estimulo VI, mostrando os niimeros e os intervalos de administragdo
seguidos durante o estimulo cronico intraperitoneal com leptina, 1 mg/kg em cada injecdo.

= Estimulo VII
Para avalia¢do de possiveis efeitos tardios de leptina sobre a migracdo de células imunes,
os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais, sendo eles Salina (24 h) e Salina
(48 h), os quais correspondem aos grupos de animais submetidos a uma administragdo
intraperitoneal de solucdo salina isotdnica estéril e apirogénica e eutanasiados, respectivamente,
24 e 48 horas apds o estimulo e Leptina (24 h) e Leptina (48 h), os quais correspondem aos

grupos de animais submetidos & uma administracdo intraperitoneal de leptina 1 mg/kg e
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eutanasiados apos 24 e 48 horas da administragdo, respectivamente. Para realizagdo dos
experimentos, foram mantidos 4 animais por caixa, os quais ndo foram manipulados previamente

de modo a diminuir o estresse ocasionado aos animais.

ESTIMULO VII

INTRAPERITONEAL
Leptina 1 mg/kg

Jejum Injecao
Vermifugo i/ — Eutanisia

1 Injecdio e Y |

Intervalo de Administragéo | 24h

N°de Adms 1

Jejum Injecdo

Vermifugo l/ — Eutanasia

Intervalo de Administra¢do | 48h

1Injecao

N°de Adms 1

Figura 3.8. Representacdo do esquema de estimulo VII, mostrando os niimeros e os intervalos de administragido
seguidos durante o estimulo cronico intraperitoneal com leptina, 1 mg/kg em cada injecdo.
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= Estimulo VIII - Subcutdneo

Nesse esquema de tratamento os animais foram distribuidos em quatro grupos
experimentais, sendo eles SS e SL, o qual corresponde ao grupo de animais submetidos a 7
injegdes subcutaneas de solugdo salina isotonica estéril e apirogénica, ¢ LS e LL, o qual
corresponde ao grupo de animais submetidos a 7 injeg¢des subcutaneas periddicas de leptina na
dosagem de 2 mg/kg.

Para realiza¢do dos experimentos, foram mantidos 3 animais por caixa, realizando-se o
intervalo de 72 horas entre cada nova administragdo. Apos a realizacdo de jejum overnight (12
horas), os animais receberam a ultima administracdo de leptina ou solucdo salina, a qual foi
realizada via intraperitoneal de modo a proporcionar uma melhor visualizagao dos efeitos do
aumento cronico de leptina sobre a migracao de células imunes para a cavidade peritoneal. A

eutanasia dos animais foi realizada em camara de CO, 24 horas apo6s a ultima injegao.

ESTIMULO VIII
SUBCUTANEO
Leptina 2 mg/kg
Inicio das
injecoes Jejum Eutanasia
Vermifugo \L

Intervalo de Administragdo | 72h | 72h | 72h | 72h | 72h | 72h | 72h |
N°de Adms 1 2 3 4 5 6 7 8

Acompanhamento Prévio
Peso e Ingestao Alimentar

Figura 3.9. Representagdo esquematica do estimulo VIII, mostrando os nimeros e os intervalos de administragdo
seguidos durante o estimulo cronico subcutaneo com leptina 2 mg/kg em cada administragdo.

3.4.Dosagem de Glicemia

Para averiguagdo dos efeitos da administracdo de leptina sobre os indices glicémicos, foi
realizada a afericdo de glicemia dos animais em jejum submetidos aos diferentes esquemas de
tratamento através da aplicagdo do sangue coletado da cauda do animal em fita reativa e leitura
no aparelho One Call Plus (Medlevensohn), cerca de duas horas antes da eutanasia. Os dados
obtidos estdo expressos em mg/dL.
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3.5.Contagem Total e Diferencial Sangue

Foi realizada pungdo caudal nos animais para recolhimento de amostras de sangue,
empregadas na realizacdo da contagem de leucécitos totais, e posteriormente na contagem
diferencial de leucocitos.

A contagem de leucocitos totais foi efetuada através do emprego de 5 L. de sangue total
em 95 pL de liquido de Tiirk, de modo a promover a lise de hemacias e melhor visualizagdo dos
leucdcitos. Esta solugcdo foi homogeneizada e aplicada em camara de Neubauer e a contagem
realizada em microscopio optico em aumento de 40x. O niimero de leucocitos totais esta expresso
em milhdes de células/mL, o qual foi determinado seguindo a seguinte formula:

céls contadas x fd x 10000
4

onde fd = fator de diluicao

Posterior a obtengdo do niimero de leucocitos presentes no sangue dos animais, foi
realizada a contagem diferencial destas cé€lulas, para isso, uma aliquota de 5 pul. de sangue total
obtida da cauda dos animais foi aplicada diretamente em ladmina de vidro e realizada a extensao
do sangue periférico (esfregaco).

O esfregaco sanguineo foi submetido a coloracdo de May-Griinwald (item 3.15.3) através
da submersao das laminas durante 45 minutos, seguido de lavagem e imersdao no corante Giensa a
20 % (p/v) (cat. num. 1.09204.0500 — Merck Millipore) por cerca de duas horas. Apods este
periodo as laminas foram retiradas do corante, lavadas em agua corrente € mantidas a temperatura
ambiente durante o processo de secagem para posterior contagem diferencial em microscopio
optico (Olympus BX41) em objetiva de imersao (100x), sendo contadas um total de 100 células,
as quais correspondem a 100 % da populagdo celular presente na amostra.

Os dados obtidos a partir da contagem diferencial foram normalizados pelo nimero de
leucdcitos totais (obtido conforme descrito acima), de modo a obter-se o numero absoluto de cada
tipo leucocitario presente na amostra, sendo empregada a seguinte formula:

% tipo leucocitario x 100

n° leucocitos totais/mL

Os valores obtidos para cada tipo leucocitério estdo expressos em milhdes de células/mL

(tipo leucocitario x10°/mL).
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3.6 .Puncao cardiaca

ApoOs eutanasia dos animais em camara de CO,, foi realizada pungdo cardiaca
empregando agulha de 0,45 x 13 mm (26G x 1/2”) (BD PrecisionGlide™) e seringa de 1 mL (BD
Plastipak'™). Nos casos em que se fez necessaria a obtengdo de plasma, utilizou-se 100 pL de
solucdo anticoagulante de citrato de sédio no momento da obtengdo do sangue.

O material obtido ap6s a pungdo cardiaca foi mantido em temperatura ambiente (20-25°C)
por cerca de 25 minutos, de modo a facilitar a ativagdo de fatores de coagulacdo para obtencao do
soro, ¢ posteriormente levado a centrifugacdo a 1600 rpm, 4°C por 20 minutos. Apos este
periodo, soro ou plasma foram coletados, aliquotados e mantidos em freezer a -80°C para

posterior realizacdo de ensaios imuno-enzimaticos.

3.7.Lavado Peritoneal

Para obtencdo de células presentes na cavidade peritoneal, realizou-se o lavado desta
regido através da administracdo de 3 mL de solucdo estéril de cloreto de soédio 0,9 % (p/v),
mantida sob a temperatura de 4°C de modo a favorecer o maior recolhimento de células.

O conteudo injetado no peritoneo dos animais (3 mL) foi recolhido e empregado na
contagem de leucocitos totais € na confeccdo de laminas utilizando citocentrifuga Cytospin® 3
(Thermo Shandon) e posteriormente levado a centrifugacdo a 1800 rpm, durantel5 minutos, a
4°C. O sobrenadante obtido foi coletado, aliquotado e mantido em freezer a -80°C para posterior
avaliacao de citocinas presentes nesta regiao.

A contagem de leucdcitos totais foi realizada em camara de Neubauer empregando 10 uL
da solugdo constituida por 50 pL do lavado peritoneal e 450 pL de liquido de Tiirk. Os valores
obtidos da contagem estdo expressos em nimero de células x10°, seguindo formula descrita no
item 3.5. Para obtencdo do numero total de células presentes na cavidade peritoneal os dados
obtidos foram multiplicados pelo volume de solucao salina utilizada para realiza¢ao do lavado.

A confeccdo de laminas para contagem diferencial da populacdo de leucocitos e avaliagao
de corpusculos lipidicos foi realizada utilizando 100 pL do lavado peritoneal em citocentrifuga, a

500 rpm durante 5 minutos, seguindo o protocolo de colorag@o e contagem descritos no item 3.5.
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3.8. Marcacao de corpusculos lipidicos por Oil Red O (ORO)

Apds a confecgdo das laminas empregando o conteido do lavado peritoneal em
citocentrifuga Cytospin 3 (Thermo Shandon), as amostras foram fixadas por imersdo overnight
em solucdo de formalina 3,7 % (v/v) em PBS, pH 7,4. Posterior ao periodo de fixagdo, as laminas
foram submersas em solucdo salina tamponada utilizando PBS pH 7,4, preparada conforme
descrito no item 3.15.1., até o momento da coloragao.

As laminas foram coradas em solu¢do de Oil Red O a 60 % (v/v) preparada a partir da
solugcdo descrita no item 3.15.2., diluida em agua destilada, submetida a dupla filtragem e
adicionada em cuba vertical para coloragdo de laminas.

As laminas contendo os citocentrifugados previamente mantidas em PBS foram lavadas
em agua corrente € entdo submersas nesta solu¢do durante 5 minutos. Posterior a este periodo as
laminas foram lavadas com agua corrente e imersas por 30 segundos em isopropanol 30 % (v/v),
seguida de uma nova etapa de lavagem e imersdo em PBS por 5 minutos. Apds este periodo as
laminas foram novamente lavadas em agua corrente e imersas em hematoxilina de Myers (cat.
num. 1.09249.0500 - Merck Millipore) durante 1 minuto para marcagdo de nucleos, seguida de
lavagem em agua corrente e secagem a temperatura ambiente.

A observagdao de corpusculos lipidicos foi realizada em microscopio Optico de campo
claro (Olympus BX60), utilizando objetiva de imersao (100x), respeitando o periodo maximo de
duas semanas ap0s a coloracdo para realizar a observagdao de CLs, de modo a evitar a formacao
de cristais de ORO e artefatos. A contagem de CLs foi realizada manualmente pela observagao de
inclusdes citoplasmaticas presentes em células mononucleares coradas em vermelho e
normalizada pela relagdo entre o nimero de células mononucleares com morfologia caracteristica

de macrofagos presentes no mesmo campo.

3.9.Quantificacido de citocinas

Possiveis alteragdes no perfil de citocinas secretadas foram verificadas através da técnica
de ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay), utilizando amostras de plasma ou soro e

sobrenadante obtido a partir de centrifugacdo do lavado peritoneal realizado em centrifuga

Beckman Coulter - Allegra'™ 6R.
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As dosagens foram realizadas utilizando os kits para quantificacdo de Leptina (cat. num.

900 K76 - Peprotech), TNF-a (cat. num. 555268 - BD OptEIA™), Eotaxina (cat. num. DY420 -

DuoSet® R&D Systems), IL-1 (cat. num. DY401 - DuoSet® R&D Systems), e MCP-1 (cat.
num. DY479 - DuoSet® R&D Systems), segundo instrugdes do fabricante, aplicando-se 50 uL. de
amostras diluidas duas vezes para a dosagem de eotaxina plasmatica/sérica e amostras nao
diluidas para as demais reacdes, em placa de 96 pogos com metade da area. A leitura das
absorbancias foi realizada em espectrofotometro Molecular Devices SPECTRA max 190 em

comprimento de onda de 450 nm.

3.10. Lise Celular

Para avaliar diferengcas no perfil de expressdo de proteinas associadas a corptsculos
lipidicos foi realizada a técnica de western blot, para isso adicionou-se ao pellet celular obtido
apos centrifugacdo do lavado peritoneal 50 pL de tampao de lise (preparado conforme descrito no
item 3.15.4.) para cada 1 x 10° células. A suspensdo obtida foi submetida & sonica¢io durante 10
minutos a 30°C. Apoés este periodo as amostras foram centrifugadas a 13200 rpm durante 10
minutos a 25°C em centrifuga Eppendorf 5415 R, e o sobrenadante gerado foi recolhido para

posterior quantificacdao de proteinas.

3.11. Quantificacdo de Proteinas

A concentragdo de proteinas totais presente em cada amostra foi determinada através do
método proposto por Lowry e colaboradores (1951), empregando como padrdo solucdo de
albumina bovina - BSA a 1 mg/mL (cat. num. A4503 - Sigma Aldrich), para realizagdo da curva
padrao. A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotometro Molecular Devices

SPECTRA max 190 em comprimento de onda de 550 nm.
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3.12. Western Blotting

Apos a lise celular e quantificacdo de proteinas conforme descrito anteriormente, as
amostras foram preparadas de modo a obter 20 pug de proteinas totais. Foram adicionadas as
amostras 5 pL de tampao de amostra proposto por Laemmli (1970), 5 vezes concentrado ¢ o
volume final ajustado para 25 pL. As amostras foram aquecidas a 95°C durante 5 minutos e
aplicadas em gel de poliacrilamida a 7,5 % contendo SDS, conforme demonstrado na tabela

abaixo:

Tabela 3.1 — Volumes de reagentes empregados para obtencao de 2 mini géis a 7,5%. Nesta porcentagem a malha do
gel retém proteinas com peso molecular entre 24 e 205 kDa.

Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) 7,5 %

Gel de Separacdo Gel de Empilhamento

Agua Destilada 10 mL 6,10 mL
Bis/Acrilamida 30% (p/v) SmL 1,33 mL
Tampao Tris HC11,5 M pH 8,6 SmsL e

Tampdo Tris HC10,5MpH 6,8 e 2,5mL
SDS 10 % (p/v) 200 pL 100 uL
APS 10 % (p/v) 400 uL 100 pL
TEMED 16 uL 16 uL

Ap6s o preparo do gel, a cuba de eletroforese foi completada com 800 mL de tampao de
corrida gelado descrito no item 3.15.5., seguida da aplicagdo de 25 uLL de amostra por pogo, tendo
como padrdo o marcador de peso molecular Amersham ECL Full- Range rainbow (cat num
RPNS8OOE - GE Healthcare Life Sciences). A corrida foi realizada sob resfriamento, iniciando-se
com 100V até que as amostras saissem do gel de empilhamento e alcangassem o gel de separacao
sendo a voltagem elevada para 120V até o termino da corrida.

Ap0s a separagdo das proteinas, os géis foram submetidos a transferéncia em membrana
de nitrocelulose Amersham Protran 0,45 NC (cat. num. 10600003 - GE Healthcare), conforme
protocolo estabelecido por Towbin e colaboradores (1979).

A transferéncia das amostras foi realizada sob refrigeracao utilizando 800 mL de tampao

de transferéncia descrito no item 3.15.6, a 200 mA durante 2 horas. A confirmagdo da
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transferéncia foi realizada pela visualizagdo de bandas presentes na membrana coradas pela
solucdo de vermelho de Ponceau, descrita no item 3.15.9.

Apds transferéncia as membranas foram lavadas com tampao TBS-T (item 3.15.8) e
incubadas por duas horas com solu¢do de bloqueio descrita no item 3.15.10. Posterior a este
periodo, o tampao de bloqueio foi descartado e adicionou-se a membrana anticorpo primario para
anti-ADRP H-80 rabbit (cat. num. 32888- Santa Cruz) na propor¢ao 1:1000 em tampao de
bloqueio, e seguiu-se sob incubacao overnight a 4°C.

Posteriormente, a membrana foi submetida a 5 ciclos de lavagem com duragdo de 2
minutos em tampao TBS-T e adicionou-se anticorpo secundario IRDye® 800CW produzido em
goat anti-mouse (cat. num. 926-32210 — LI-COR Bioscience) na propor¢ao 1:10000 em tampao
de bloqueio, seguindo incubacdo a temperatura ambiente durante uma hora. Apds este periodo as
membranas foram lavadas novamente e reveladas no sistema de imagem Odyssey ® CLx (LI-
COR Biosciences).

A membrana foi submetida a 5 ciclos de lavagem com durag¢do de 2 minutos em tampao
TBS-T e 2 ciclos de lavagem de 2 minutos em tampao TBS, seguido do bloqueio pelo periodo de
uma hora e marcagdo da proteina constitutiva, realizada incubando-se a membrana com anticorpo
primario anti-B-actina murina (cat. num. A-1978 - Sigma) produzido em camundongo, na
propor¢ao 1:10000, pelo periodo de uma hora. A revelagdo da membrana seguiu conforme
descrito anteriormente.

A analise do nivel de expressao de ADRP foi realizada através do programa Image J, a
partir da densitometria das bandas apresentadas para esta proteina e normalizadas pela expressao
de B-actina da amostra correspondente, sendo os valores expressos através da razao ADRP/j-

actina.

3.13. Citometria de Fluxo

A avaliacdo da distingdo de macrdofagos presentes na cavidade peritoneal dos animais foi
realizada através da marcagdo com anti-CD11b conjugado a aloficocianina (APC) e anti-F4/80
conjugado a ficoeritrina (PE) (BD Pharmingen'™) e pelo tamanho e granulosidade, caracteristicos
desse tipo celular. A marcagdo de corpusculos lipidicos foi realizada pela adigdo de 5 pL de
Bodipy® 493/503 (cat. num. D3922 - ThermoFisher Scientific) no momento da aquisicdo dos

eventos. [sotipos foram usados como controle da ligagdo inespecifica dos anticorpos.
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Foram adquiridos 10.000 eventos por regido em citdmetro de fluxo FACScalibur (BD
Bioscience) ap6s compensagdo apropriada das cores. Todas as aquisigdes foram analisadas

através do software FlowJo®.

3.14. Analises estatisticas

As andlises estatisticas de todos os dados obtidos foram realizadas com o programa
GraphPad Prism® versdo 5.01, empregando oneway ANOVA para analise de varidncia e posthoc
de Bonferroni para verificagdo da diferenca em uma variavel entre dois grupos experimentais. O

mesmo programa foi utilizado para construcao dos gréficos.

3.15. Preparo de Solucoes

3.15.1. PBS
Fosfato de Potdssio Monobasico ...................coiiiiiiiinii, 0,024 %
NaC Lo 0,08 %
Fosfato de S6dio Dibasico .............ccoooiiiiiiiiiiiii 0,0144 %
KO 0,02 %

Os analitos foram pesados e dissolvidos em dgua destilada, a solu¢ao foi aquecida a 37°C

para dissolu¢ao completa dos sais, sendo o pH ajustado para 7,4.

3.15.2. Oil Red O solucgao estoque 3 %
A solucdo estoque de Oil Red O (cat. num. 00625 - Sigma) foi preparada a 3% (p/v) em
Isopropanol (Sigma). Esta solugdo foi mantida em repouso por 24 horas e posteriormente

submetida a dupla filtragem e empregada na coloragdao de laminas, conforme descrito no item 3.8.
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3.15.3. May-Griinwald 0,25 %

Para o preparo do corante, 2,5 g de May-Griinwald foram pesados em balanga analitica e
dissolvidos em metanol q.s.p. 1 L de solugdo. A solugdo foi mantida sob aquecimento a 60°C em
capela quimica durante uma hora, e posteriormente mantida em repouso durante 24 horas. Apds
este periodo a solugdo foi duplamente filtrada e empregada na coloragdo diferencial de

leucdcitos.

3.15 4. Rippa Buffer - Tampao de Lise

Tris-HCL pH 8.0. ..o 50 mM
L 150 mM
Triton X-100......coiiiiiii e 0.1 % (v/v)
Deoxicolato de SOdi0........ccevvvviiiiiiiiii, 0.5 % (p/v)
S S 0.1 % (p/v)

Inibidor de Protease cOmplete, EDTa free (cat. num. 11 873 580 001 - Roche)

3.15.5. Tampdo de Corrida

5 T 25 mM
GLCINA. ., 190 mM
S S e 0,1 % (p/v)

1 & T 25 mM
GLHCINA. . 190 mM
Metanol........oouiiiii 20 % (v/v)
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3.15.8. Solucdo Salina Tamponada com Tris acrescida de Tween (TBS-T)

Tris, PH 7,5 oo 20 mM
NaCl .o 150 mM
TWEen 20, ... 0.1% (v/v)

3.15.9. Coloragdo de Ponceau S
Ponceau S ... 0.2% (p/v)

Acido acético glacial................ccooeiiiiiiii 5% (VIV)

3.15.10. Tampao de Bloqueio para WB
Leite Desnatado .........cccoviiiiiiiiiiii e S5¢g
B ST e g.s.p. 100 mL
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4. RESULTADOS

4.1. Padronizacao da Metodologia Empregada nos Ensaios

De modo a determinar a dose ideal a ser administrada nos animais, inicialmente realizou-
se injecdo intraperitoneal de leptina em concentragdes que variaram de 0,1 a 1 mg/kg conforme
apresentado na figura 4.1.

O aumento gradual da dose também foi planejado de modo a evitar um emagrecimento
excessivo em decorréncia da administracdo de uma dose inicial muito elevada, sendo o peso e
ingesta alimentar dos animais acompanhados durante o periodo de estimulo, a fim de verificar a
existéncia de uma possivel correlacdo entre a dose administrada e os efeitos sobre a massa
corporal e saciedade dos camundongos.

Tal monitoramento nos permitiu observar uma sutil redu¢ao no peso dos animais apos a
administracao de leptina quando comparado aos controles, no entanto resultados similares nao
foram observados sobre a ingesta alimentar, sugerindo que a reducao de peso observada se deve a
uma maior inducao do gasto energético e ndo a alteragdes significativas no mecanismo de

saciedade.
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Figura 4.1. Acompanhamento de peso e ingesta alimentar de camundongos C57BL/6 estimulados com
doses graduais de leptina. Foram empregados 10 animais por grupo, mantendo 1 animal por caixa, os
animais receberam injegOes intraperitoniais de leptina (#) ou solu¢do salina estéril (¢), além da
manutencdo de grupo ndo estimulado (¢). Linhas verticais pontilhadas indicam o dia da injecdo, sendo
administradas as seguintes concentracdes de leptina. Dia 0: 0,1 mg/kg; Dias 3, 6 ¢ 9: 0,25 mg/kg; Dias 13,
16, 20, 23 e 27: 0,5 mg/kg. Todos os animais foram acompanhados ao longo de 30 dias. Dados
apresentados no grafico representam a mediana + SEM 10 animais.
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Apds estabelecida a melhor condigdo para a manutengdo dos animais durante realizacao
dos experimentos, os camundongos foram submetidos a diferentes esquemas de tratamento,
sendo empregadas doses de 1 e 2 mg/kg de leptina, os quais forma administrados em diferentes
intervalos e vias de administracdo. Com intuito de verificar se tais modificacdes poderiam de
algum modo induzir um quadro de hiporresponsividade hipotalamica, peso e ingestdo alimentar
dos animais foram acompanhados ao longo de cada experimento, sendo observada uma tendéncia
ao emagrecimento nos animais estimulados com leptina, o que parece ocorrer de modo
dependente do intervalo de administracao seguido.

De modo a proporcionar uma melhor visualizagdo dos efeitos de leptina sobre a ingestao
alimentar dos animais foram considerados o percentual de alimento ingerido em relagao ao dia
anterior da inje¢ao, conforme pode ser observado nas figuras 4.2 a 4.6.

A fim de verificar se diferentes intervalos entre as administragcdes poderiam promover
uma resposta diferenciada sobre parametros fisioldogicos (peso e ingesta alimentar), foram
realizadas variacdes nos intervalos de injecdo de forma a dar maior intervalo no inicio (Figura
4.2) ou no final do estimulo (Figura 4.3). Fizemos ainda duplicata experimental com intervalos
regulares utilizando o estimulo com o dobro da dosagem de leptina (2 mg/kg) (Figuras 4.4-4.5),
em que podemos observar de forma consistente que nao houveram alteragdes significativas sobre
0 peso e ingesta alimentar do animais. Este resultado ¢ surpreendente, uma vez que o esperado

com base em dados da literatura, era de que houvesse uma redugdo importante destes parametros.
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Figura 4.2.
leptina. Fora

Dias

Acompanhamento de peso e ingesta alimentar dos animais estimulados com 1 mg/kg de
m empregados 12 animais por grupo, mantendo 3 animais por caixa, os animais pertencentes

ao grupo ndo estimulado cronicamente estdo representados por ¢. O grupo de animais que recebeu
injecdes de leptina intraperitoneal esta representado por ¢, como controle administrou-se solugdo salina
estéril (#). As linhas verticais pontilhadas representam o dia da administragdo de leptina ou salina no

grupo corres
nos graficos

verticais nas

pondente. Todos os animais foram acompanhados ao longo de 35 dias. Dados apresentados
correspondem a mediana + SEM de 12 animais, sendo os desvios representados pelas barras
corres referentes a cada grupo.
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Figura 4.3. Acompanhamento de peso e ingesta alimentar dos animais estimulados cronicamente com 1
mg/kg de leptina. Foram empregados 12 animais no grupo controle e 14 animais nos grupos salina e
leptina, mantendo 3 animais por caixa, os animais pertencentes ao grupo ndo estimulado cronicamente
estdo representados por 4. O grupo de animais que recebeu inje¢des de leptina intraperitoneal estd
representado por ¢, como controle administrou-se solucao salina estéril (#). As linhas verticais pontilhadas
representam o dia da administracao de leptina ou salina no grupo correspondente. Todos os animais foram
acompanhados ao longo de 39 dias. Dados representados no grafico referem-se a mediana dos animais
empregados em cada grupo avaliado no estudo £ SEM.
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Figura 4.4. Acompanhamento de peso e ingesta alimentar dos animais de animais estimulados com 2
mg/kg de leptina. Foram empregados 16 animais no grupo salina e 17 animais no grupo leptina, mantendo
3 animais por caixa. O grupo de animais que recebeu injecdes de leptina intraperitoneal esta representado
por ¢, como controle administrou-se solucao salina estéril (#). As linhas verticais pontilhadas representam
o dia da administracio de leptina ou salina no grupo correspondente. Todos os animais foram
acompanhados ao longo de 20 dias. Dados representados no grafico referem-se a mediana dos animais
empregados em cada grupo avaliado no estudo £ SEM.
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Figura 4.5. Acompanhamento de peso e ingesta alimentar de animais estimulados com 1 e 2 mg/kg de
leptina. Foram empregados 5 animais no grupo salina, 7 animais no grupo leptina 1 mg/kg e 8 animais no
grupo leptina 2 mg/kg, mantendo 3-2 animais por caixa. O grupo de animais que recebeu inje¢des de
leptina intraperitoneal 2 mg/kg esta representado por 4, o grupo de animais estimulados com 1 mg/kg de
leptina esta representado por ¢, como controle administrou-se solugdo salina estéril (#). As linhas verticais
pontilhadas representam o dia da administracdo de leptina ou salina no grupo correspondente. Todos os
animais foram acompanhados ao longo de 20 dias. Dados representados no grafico referem-se a mediana
dos animais empregados em cada grupo avaliado no estudo £ SEM.
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Figura 4.6. Acompanhamento de peso e ingesta alimentar dos animais estimulados com 2 mg/kg de
leptina subcuténea. Foram empregados 20 animais por grupo, mantendo 2-3 animais por caixa. O grupo de
animais que recebeu injegoes de leptina pela via subcutinea estd representado por ¢, como controle
administrou-se solu¢do salina estéril (#). As linhas verticais pontilhadas representam o dia da
administracdo de leptina ou salina no grupo correspondente. Todos os animais foram acompanhados ao
longo de 20 dias. Dados apresentados no grafico referem-se a mediana de 20 animais empregados em cada
grupo avaliado no estudo £ SEM.
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4.2. Influéncia do estimulo crénico com leptina sobre glicemia

Com intuito de avaliar se o estimulo cronico com leptina poderia induzir alteracdes no
metabolismo de glicose, ap6s a ultima administragdo intraperitoneal da adipocina, os animais
foram previamente mantidos em jejum e posteriormente submetidos a dosagem de glicemia. Nao
foram observadas alteragdes neste parametro quando administrou-se leptina na concentracao de 1
mg/kg, independente do numero de administracdes realizadas ou do esquema de tratamento
empregado (Figura 4.7).

Ao contrario dos dados encontrados quando leptina foi administrada na concentracao de 1
mg/kg, uma reducao de aproximadamente 30 % nos indices plasmaticos de glicose foi observada
ao realizarmos a administragdo da adipocina na concentragdo de 2 mg/kg. Estes resultados
sugerem uma participacao de leptina sobre a modulagdo da via de insulina de maneira dose-
dependente (Figura 4.7C). Além disso, a modulacdo dos indices glicémicos promovida pela
leptina parece ocorrer independente da via de administragdo utilizada, uma vez que também
observou-se reducao nos indices glicémicos de animais estimulados cronicamente com leptina a 2

mg/kg administrada pela via subcutanea (Figura 4.7D).
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Figura 4.7. Dosagem de glicemia ap6s 30 horas de jejum. O grupo de animais estimulados com leptina
estd representado por ¢ ou ¢, o grupo de animais submetidos a administra¢ao de solugdo salina estéril esta
representado por 4. A: Animais submetidos ao esquema de estimulo cronico II. B: Animais submetidos ao
esquema de estimulo cronico III. C: Administrac@o intraperitoneal cronica de leptina 1 mg/kg (¢/0) e 2
mg/kg (¢/0). Como controle administrou-se solu¢do salina estéril e apirogénica (#/0), os dados contidos no
grafico referem-se a dois experimentos independentes. D: Efeitos da administracdo subcutanea recorrente
de leptina a 2 mg/kg. Dados apresentados no grafico referem-se a mediana de 5-10 animais empregados

em cada grupo avaliado no estudo = SEM. A marcagdo * corresponde ao grupo de animais com valores
significativamente diferentes, sendo p < 0,05.
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4.3. Efeitos da administracao cronica de leptina sobre a migraciao de leucécitos

para cavidade peritoneal

As andlises de microscopia realizadas para verificagdo da populagdo de leucocitos
presentes na cavidade peritoneal nos permitiu observar que a administracdo cronica de leptina
pela via intraperitoneal, na concentracdo de 1 mg/kg, foi capaz de induzir um aumento na
populagdo leucocitaria independente do intervalo realizado entre as inje¢cdes ou do reestimulo
empregado nas 24 horas que antecederam a eutandsia dos animais, conforme pode ser observado
nas figuras 4.8A-B.

Os efeitos promovidos pela leptina sobre estas células parecem ocorrer de maneira
independente da concentracdo administrada. A figura 4.8C revela que tanto a administracao de 1
ou 2 mg/kg de leptina induzem um aumento na migracao de leucocitos para cavidade peritoneal
em relacdo a animais ndo estimulados com a adipocina, sem, entretanto, ser observado um efeito
mais pronunciado sobre este parametro quando o dobro da dosagem foi administrada.

No entanto, quando a administracdo cronica de leptina foi realizada através da via
subcutanea, torna-se evidente a necessidade do reestimulo com leptina para que o aumento de
leucdcitos seja observado (Figura 4.8D), este dado ¢ suportado pelo fato de que somente a tltima
administracao do hormonio foi realizada pela via intraperitoneal, ndo havendo, desta forma, um
estimulo recorrente na cavidade peritoneal que justificasse a migracao de leucocitos para esta

regiao nos demais grupos.
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Figura 4.8. Contagem de leucocitos totais de lavado peritoneal. O grupo de animais estimulados com
leptina estd representado por ¢ ou ¢, o grupo de animais submetidos a administracdo de solucdo salina
estéril estd representado por 4. A: Animais submetidos ao estimulo cronico II (1 mg/kg). B: Animais
submetidos ao estimulo cronico III (1 mg/kg). C: Administracdo intraperitoneal cronica de leptina 1
mg/kg — LL1 (¢/0) e 2 mg/kg — LL2 (4/0). Como controle administrou-se solucdo salina estéril e
apirogénica (#/0). D: Efeitos da administragdo subcutanea recorrente de leptina a 2 mg/kg. Os dados
contidos no grafico “C” referem-se a dois experimentos independentes. Referindo-se & mediana de 5-10
animais empregados em cada grupo avaliado no estudo + SEM. A marcacao * corresponde ao grupo de
animais com valores significativamente diferentes, sendo p < 0,05.
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Ao avaliar os efeitos de leptina sobre a migragdo dos diferentes tipos leucocitarios para a
cavidade peritoneal foi possivel observar que administracdo cronica de leptina por via
intraperitoneal induziu o aumento no nimero de células mononucleares e eosinofilos
independente do intervalo realizado entre as injegdes e do reestimulo empregado, conforme pode
ser observado na figura 4.9.

Assim como observado nos experimentos realizados com o emprego de leptina na
concentragdo de 1 mg/kg, a administragdo recorrente de 2 mg/kg da adipocina também mostrou-
se capaz de promover a migracdo de células mononucleares e eosinofilos para cavidade
peritoneal (Figura 4.10). De maneira interessante, a concentracdo mais elevada também se
mostrou capaz de induzir a migragdo de neutrofilos para o sitio de administragdo de leptina, o que
nao foi visto na administracdo de 1 mg/kg, indicando que doses mais elevadas de leptina fazem-
se necessarias para inducao direta ou indireta da resposta e ativagdo deste tipo leucocitario.

Com intuito de analisar se os efeitos observados sobre o sistema imune em resposta a
administracdo recorrente de leptina poderiam ser dependentes do elevado nimero de
administracdes realizadas, os animais foram submetidos a duas administragdes de leptina
realizando um intervalo de 72 horas entre cada administracao. Tal modelo experimental revelou
que o emprego de duas administragdes de leptina a 1mg/kg foram capazes de induzir o aumento
na populagdo de eosinofilos na cavidade peritoneal (Figura 4.11).

Uma vez encontrada tal diferenca na populacdo de eosinofilos em animais submetidos a
duas administragdes da adipocina, o proximo passo foi verificar se estas alteracdes estariam de
fato relacionadas ao reestimulo realizado ou se poderiam ser reflexo de algum efeito latente da
promovido pela primeira administragao de leptina. Sendo assim, uma tUnica administracdo do
hormonio foi realizada e a eutanasia dos animais ocorreu 24 ou 48 horas apos a administragcdo de
leptina.

De maneira interessante, foi verificado que ao reduzir o estresse gerado pela manipulacao
dos animais ¢ possivel notar-se um aumento na populacao de neutréfilos na cavidade peritoneal, a
qual ndo ¢ observada 48 horas ap6s a administracdo de leptina (Figura 4.12C). Este resultado
sugere um possivel término da migracdo desta populacdo celular em resposta a leptina. Do
mesmo modo, ndo foram observadas alteracdes na populagdo de eosinodfilos independente do
intervalo realizado entre a administracdo de leptina e eutanasia dos animais (Figura 4.12D),
indicando que os efeitos observados anteriormente ocorrem em resposta a readministracdo do

hormoénio e ndo de um efeito tardio em resposta a leptina.
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Figura 4.9. Contagem diferencial de leucocitos da cavidade peritoneal de animais estimulados com
leptina 1 mg/kg. O grupo de animais estimulados com leptina estd representado por ¢, o grupo de animais
submetidos a administragdo de solugdo salina estéril esta representado por 4. A-C: Animais submetidos ao
esquema de estimulo cronico II. D-F: Animais submetidos ao esquema de estimulo crénico III. Dados
apresentados no grafico referem-se a mediana de 5-7 animais empregados em cada grupo avaliado no
estudo £ SEM. A marcagdo (*) corresponde ao grupo de animais com valores significativamente
diferentes em relacdo aos demais grupos, sendo p < 0,05.
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Figura 4.10. Contagem diferencial de leucocitos presentes na cavidade peritoneal de animais estimulados
com 2 mg/kg leptina intraperitoneal. O grupo de animais estimulado com leptina esta representado por
4/0. Como controle administrou-se solug@o salina estéril e apirogénica (4/0), os dados contidos no gréafico
referem-se a dois experimentos independentes. A — Células mononucleares. B — Neutrdfilos. C —
Eosinofilos. Dados apresentados no grafico referem-se a mediana de 5-10 animais empregados em cada
grupo avaliado no estudo + SEM. A marcacdo * corresponde ao grupo de animais com valores
significativamente diferentes, sendo p < 0,05.
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Figura 4.11. Contagem diferencial de leucécitos presentes na cavidade peritoneal de animais estimulados
com 1 mg/kg leptina intraperitoneal (estimulo VI). O grupo de animais estimulado com leptina esta
representado por 4. Como controle administrou-se solugdo salina estéril e apirogénica (¢). A — Células
mononucleares. B — Neutrofilos. C — Eosindfilos. Dados apresentados no grafico referem-se a mediana de
5 animais empregados em cada grupo avaliado no estudo £ SEM. A marcagdo * corresponde ao grupo de
animais com valores significativamente diferentes, sendo p < 0,05.
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A administracdo cronica de leptina pela via subcutdnea permitiu verificar que, ao
contrario do encontrado quando injecdes intraperitoneais recorrentes foram realizadas, a
migracdo de células mononucleares para a cavidade peritoneal ndo ¢ afetada pela presenca de
leptina (Figura 4.13A).

O estimulo cronico pela via subcutanea também ndo induziu alteragdes na populagdo de
neutrofilos (Figura 4.13B), indicando que ndo somente a concentragdo de leptina ¢ importante
para a migracdo destas células, mas que a via de administragdo pode promover um impacto
importante no que se refere a resposta de neutrofilos frente a sinalizagdo mediada por leptina.

Contudo, os dados apresentados na figura 4.13C mostram que os efeitos da administragao
cronica de leptina sobre a migracao de eosinofilos para a cavidade peritoneal ocorre de maneira
independente da via de administragdo cronica utilizada, visto pela elevada presenga deste tipo
celular na cavidade peritoneal quando uma inje¢do intraperitoneal de leptina a 2 mg/kg ¢

realizada.
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Figura 4.13. Contagem diferencial de leucocitos presentes na cavidade peritoneal de animais estimulados
com 2 mg/kg leptina pela via subcutanea. O grupo de animais estimulado com leptina esta representado
por ¢. Como controle administrou-se solugdo salina estéril e apirogénica (¢#). A — Células mononucleares.
B — Neutrofilos. C — Eosinofilos. Dados apresentados no grafico referem-se a mediana de 10 animais
empregados em cada grupo avaliado no estudo + SEM. A marcagdo * corresponde ao grupo de animais
com valores significativamente diferentes, sendo p < 0,05.
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4.4. Efeitos da administracao cronica de leptina sobre a populacao de leucocitos

circulantes

Com intuito de verificar o impacto da administracao recorrente de leptina sobre leucécitos
presentes na circulagdo sanguinea, foram avaliados se os diferentes esquemas de tratamento e
vias de administragdo poderiam promover alteracdes no nimero absoluto de leucécitos nessa
regido.

Interessantemente, foi observado que a realizagdo de intervalos maiores em etapas iniciais
do estimulo ndo sdo capazes de induzir alteracdes no numero de leucocitos totais presentes no
sangue (Figura 4.14A). No entanto, quando intervalo similar ¢ realizado em etapas mais tardias
do tratamento, animais nao reestimulados com leptina nas 24 horas que antecederam a eutandsia
apresentam aumento no nimero absoluto de leucdcitos circulantes (Figura 4.14B), mostrando que
os intervalos de administragdo sdo fundamentais para a resposta dessas células frente a
sinalizacdo mediada pela leptina.

Afim de verificar se a administragdo de doses mais elevadas leptina apresentariam efeitos
mais pronunciados aos observados, foi realizada a administracdo intraperitoneal de leptina a 2
mg/kg. Este tratamento revelou que embora o dobro da dosagem tenha sido empregada o
aumento de leucocitos circulantes ndo ocorre de modo proporcional a dose administrada (Figura

4.14C).
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Figura 4.14. Contagem de leucdcitos totais circulantes. O grupo de animais estimulados com leptina esta
representado por ¢, o grupo de animais submetidos a administragdo de solugcdo salina estéril esta
representado por 4. A: Animais submetidos ao estimulo II (1 mg/kg). B: Animais submetidos ao estimulo
I (Img/kg). C: Administracdo intraperitoneal cronica de leptina 2 mg/kg (#/0). Como controle
administrou-se solugdo salina estéril e apirogénica (#/0), os dados contidos no grafico referem-se a dois
experimentos independentes. Dados apresentados no grafico referem-se a mediana de 5-10 animais
empregados em cada grupo avaliado no estudo + SEM. A marcagdo * corresponde ao grupo de animais
com valores significativamente diferentes, sendo p < 0,05.
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Ao realizarmos o estimulo com a mesma concentragdo de leptina (2 mg/kg) por outra via
de administragdo (subcutanea), as alteragdes observadas tornaram-se ainda mais evidentes, sendo
observada uma elevagdo no nimero de leucocitos totais independente do reestimulo empregado, e
uma distribuicdo mais homogénea dos efeitos observados dentro de um mesmo grupo (Figura
4.15).
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Figura 4.15. Efeitos da administra¢do recorrente subcutidnea de leptina a 2 mg/kg sobre a contagem de
leucocitos totais circulantes. O grupo de animais estimulados com leptina estd representado por ¢, o grupo
de animais submetidos a administracdo de solugdo salina estéril estad representado por ¢. Dados
apresentados no grafico referem-se a mediana de 10 animais empregados em cada grupo avaliado no
estudo £ SEM. A marcagdo * corresponde ao grupo de animais com valores significativamente diferentes,
sendo p < 0,05.
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Tendo em vista os efeitos da leptina sobre ativacdo de células imunes, e sua capacidade
em promover o aumento no numero de leucdcitos totais presentes na circulacdo sanguinea, o
proximo passo foi avaliar sua influéncia sobre diferentes populacdes destas células. Nos
verificamos que embora diferencas tenham sido encontradas em relagdo ao numero total de
leucocitos quando um espagamento maior no intervalo entre as injegdes intraperitoneais em
etapas mais tardias do tratamento foi realizado, o mesmo ndo foi observado ao avaliarmos as
populagdes leucocitarias individualmente com o emprego do estimulo cronico com 1 mg/kg de
leptina, conforme apresentado na Figura 4.16.

Contudo, ao avaliarmos os efeitos da administracdo intraperitonal recorrente de leptina a 2
mg/kg foi observada uma elevacdo no numero absoluto de células mononucleares e neutrofilos
em animais reestimulados com leptina (Figura 4.17). No entanto, animais estimulados
cronicamente com leptina e submetidos a uma administracdo de solucdo salina ndo apresentaram
tal elevacdao na populagdo de leucocitos, indicando que a modulagdo exercida sobre a populagao
leucocitaria presente na corrente sanguinea ocorre de maneira dependente do reestimulo, sendo os
niveis basais de leucocitos restaurados quando periodos superiores a 24 horas da administragao

de leptina sao realizados.
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Figura 4.16. Contagem diferencial de leucdcitos circulantes em animais estimulados com leptina 1 mg/kg
pela via intraperitoneal. O grupo de animais estimulados cronicamente com leptina estd representado por
¢, o grupo de animais submetidos & administracdo de solugdo salina estéril esta representado por 4. A-C:
Animais submetidos ao esquema de estimulo crénico II. D-F: Animais submetidos ao esquema de
estimulo crénico III. Dados apresentados no grafico referem-se a mediana de 5-7 animais empregados em
cada grupo avaliado no estudo + SEM.
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Estimulo IV (Leptina 2 mglkg):

Figura 4.17. Contagem diferencial de leucdcitos circulantes em animais estimulados com leptina 2 mg/kg
pela via intraperitoneal. O grupo de animais estimulados com leptina esta representado por ¢, o grupo de
animais submetidos a administragdo de solug@o salina estéril estd representado por 4. A: Populacdo de
células mononucleares. B: Populacdo de neutrofilos. C: Populagdo de eosinofilos. Dados apresentados no
grafico referem-se & mediana de 8 animais empregados em cada grupo avaliado no estudo = SEM. A
marcacao (*) corresponde ao grupo de animais com valores significativamente diferentes, sendo p < 0,05.
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A administracdo de leptina a 2 mg/kg pela via subcutanea revelou um aumento no nimero
de células mononucleares circulantes em resposta ao estimulo cronico (Figura 4.18A), que, ao
contrario dos efeitos observados quando o estimulo foi realizado somente pela via intraperitoneal,
ocorreu de maneira independente ao estimulo empregado nas 24 horas que antecederam a
eutanasia dos animais. Além disso, ndo foram verificadas alteragdes sobre a populagdo de
neutrofilos circulantes (Figura 4.18B). Isto indica uma importante participagdo da via de
administracdo e os efeitos de leptina sobre a populagdo de neutrédfilos, a qual ndo parece atuar
como um fator limitante sobre a populagdo de eosinofilos, uma vez que a populagdo circulante
deste tipo leucocitario ndo sofreu alteragdes independente do esquema de tratamento,

concentragdo ou via de administracao utilizada (Figura 4.18C).
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Estimulo VIII - Subcutineo (Leptina 2 mglkg):

Figura 4.18. Contagem diferencial de leucdcitos circulantes em animais estimulados pela via subcutinea
com leptina 2 mg/kg. O grupo de animais estimulados com leptina estd representado por ¢, o grupo de
animais estimulados com solugdo salina estéril esta representado por 4. A: Populacdo de células
mononucleares. B: Populacdo de neutrdfilos. C: Populagdo de eosinofilos. Dados apresentados no grafico
referem-se a mediana de 10 animais empregados em cada grupo avaliado no estudo £ SEM. A marca¢do
(*) corresponde ao grupo de animais com valores significativamente diferentes, sendo p < 0,05.

Intervalos 48h
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4.5. Efeitos do estimulo cronico com leptina sobre a populacio leucocitaria de

orgaos imunes primarios e secundarios

Para avaliar se alteracdes encontradas na cavidade peritoneal poderiam ser provenientes
de mudancas no perfil de celularidade presente na medula 6ssea, a contagem do numero total de
células foi realizada, seguida da diferenciagdo dos tipos celulares presentes nesta regido.
Contudo, alteragdes no mimero total de leucécitos ou em tipos leucocitarios especificos presentes
nesse sitio ndo foram observadas, independente do espacamento empregado entre as injegdes de
leptina, conforme pode ser observado na figura 4.19.

Por se tratar de uma adipocina com acgdes pleiotropicas, a verificagdo dos efeitos de
leptina sobre bago e linfonodos também foi realizada, ndo sendo observada nenhuma alteracao no
que diz respeito ao nimero total de células presentes nestes 6rgaos (Figura 4.20). Contudo, um
estudo mais aprofundado se faz necessario para avaliacio de demais efeitos que possam ser

desencadeados pela administragdo cronica de leptina em 6rgdos imunes.
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Figura 4.19. Contagem total e diferencial de leucdcitos na medula 6ssea de animais estimulados com leptina 1
mg/kg intraperitoneal. O grupo de animais estimulado com leptina estd representado por ¢, o grupo de animais
estimulado com solucdo salina estéril esta representado por 4. A-D: Animais submetidos ao estimulo II. E-H:
Animais submetidos ao estimulo III. Dados apresentados no grafico referem-se & mediana de 5-7 animais
empregados em cada grupo avaliado no estudo + SEM.
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Estimulo II (Leptina 1 mglkg):

Intervalos 48h 6 dias 48-72h

Figura 4.20. Contagem de leucdcitos totais obtidos de bago (A) e linfonodos (B) de animais estimulados
com 1 mg/kg de leptina. O grupo de animais estimulado com leptina estd representado por ¢, o grupo de
animais estimulado com solugdo salina estéril estd representado por 4. Dados apresentados no grafico
referem-se 2 mediana de 5-6 animais empregados em cada grupo avaliado no estudo £ SEM
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4.6. Avaliacao do efeito de leptina sobre a biogénese de CLs

Foi realizada a avaliagdo da biogénese de corpusculos lipidicos em células obtidas a partir
do lavado peritoneal com Oil Red O (ORO). Esta analise permitiu a verificagdo de um aumento
na biogénese de corpusculos lipidicos em células mononucleares provenientes de animais
estimulados com leptina, sendo este efeito ainda mais acentuado quando o estimulo cronico com
a adipocina foi empregado, indicando uma maior ativagdo de macréfagos em resposta ao
estimulo recorrente de leptina.

Através de andlises realizadas com o software Image J para determinar a area marcada
pelo corante foi possivel observar que o aumento de corpusculos lipidicos nos grupos estimulados
cronicamente com leptina ocorre de modo independente do espagamento realizado entre as
administracdes do hormonio, conforme apresentado nas imagens de microscopia de campo claro

e grafico de quantificagdo de ORO (Figuras 4.21 —4.22).
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Figura 4.21. Avaliacdo da biogénese de corptisculos lipidicos apds estimulo cronico com leptina 1 mg/kg. Imagens
de microscopia de campo claro evidenciando a marcacdo de corpusculos lipidicos com Oil Red O em aumento de
60x. A: Animais do grupo SS. B: Animais do grupo SL. C: Animais do grupo LS. D: Animais do grupo LL. A
determinagdo do numero de células presentes em cada campo foi realizada através de marcag¢do de ntcleos com
Dapi. As imagens foram obtidas através de microscopia de fluorescéncia. Todas as imagens foram capturadas
empregando software de captura de imagens Cell F. E: Quantificacio de CLs marcados por ORO, em animais
estimulados com leptina (¢) e animais estimulados com solugdo salina estéril (#). Dados apresentados no grafico
referem-se 4 mediana de 5-6 animais empregados em cada grupo avaliado no estudo + SEM. A marcagdo (¥)
corresponde a volores sendo p <0,05.
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Estimulo III (Leptina 1 mglkg):

Intervalos 18 h 7 dias

Figura 4.22. Avaliacdo da biogénese de corptisculos lipidicos apds estimulo cronico com leptina 1 mg/kg. Imagens
de microscopia de campo claro evidenciando a marcacdo de corpusculos lipidicos com Oil Red O em aumento de
100x. A: Animais do grupo SS. B: Animais do grupo SL. C: Animais do grupo LS. D: Animais do grupo LL. A
determinagdo do niimero de células presentes em cada campo foi realizada através de marca¢do de nticleos com
Dapi. As imagens foram obtidas através de microscopia de fluorescéncia. Todas as imagens foram capturadas
empregando software de captura de imagens Cell F. E: Quantificacdo de CLs marcados por ORO, em animais
estimulados com leptina (¢) e animais estimulados com solucgdo salina estéril (¢#). Dados apresentados no grafico
referem-se a mediana de 6-7 animais empregados em cada grupo avaliado no estudo + SEM. A marcacdo (*)
corresponde a volores sendo p <0,05.
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4.7. Avaliacio da expressao de ADRP em resposta ao estimulo cronico com leptina

A expressdo da proteina estrutural ADRP (adipose differentiation-related protein), a
principal proteina associada com corpusculos lipidicos, foi verificada em células provenientes do
lavado peritoneal através da realizagdo de western blotting. Os dados apresentados na figura 4.23
nao mostraram diferengas significativas entre os grupos experimentais avaliados, tais analises
permitiram identificar a importancia da realizacdo de outros testes para melhor separacao dos
tipos celulares presentes na cavidade peritoneal, uma vez que a heterogeneidade celular deste
meio pode ser o principal interferente na visualizacdo de efeitos sobre proteinas associadas a
corpusculos lipidicos em macrofagos, o que pode ser melhor suportado pelas observagoes

anteriormente destacadas pelas analises de microscopia.
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S = Controle Salina (24 h)
L = Controle Leptina (24 h)
SS = Salina + Salina (24 h)
SL = Salina + Leptina (24 h) 0.0
LS = Leptina + Salina (24 h)

LL = Leptina + Leptina (24 h)

0.1+

Estimulo II (Leptina 1 mglkg):

Intervalos 48h 6 dias 48-72h

Figura 4.23. Western Blotting de células obtidas de lavado peritoneal de camundongos estimulados com 1
mg/kg de leptina administrada via intraperitoneal. A: Imagens da revelacdo de membrana obtidas através
do Odyssey. B: Densitometria das bandas apresentadas, onde os niveis de expressio de ADRP foram
normalizados pela expressdo de B-actina da amostra correspondente. Barras rosas representam grupo de
animais que receberam leptina. Barras pretas representam o grupo de animais submetidos & administragdo
de solucdo salina estéril. Dados apresentados no grafico referem-se & média de amostras 2 animais
empregados em cada grupo avaliado no estudo £ SEM.
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4.8. Citometria de Fluxo

A fim de verificar se as alteragdes observadas no nimero de células mononucleares eram
decorrentes do aumento da migragdo de macréfagos, foi realizada citometria de fluxo com
marcagao para CD11b e F4/80. Foi verificado um aumento no nimero de células mononucleares
CD11b'F4/80", em animais estimulados cronicamente com leptina em relacdo a animais que
receberam salina. Este resultado indica uma maior presenga de macroéfagos na cavidade
peritoneal quando o estimulo cronico com leptina € realizado. Esse aumento parece ocorrer de
maneira independente ao estimulo empregado nas 24 horas que antecedem a eutanasia dos
animais (Figura 4.26).

Tendo em vista as alteragdes encontradas na populacdo de macréfagos CD11b F4/80°, foi
verificado se o estimulo cronico com leptina poderia promover diferencas no perfil de ativagao
destas células visto pela inducao da biogénese de CLs, para isso, realizou-se a analise de células
CD11b'F4/80" positivamente marcadas por Bodipy.

Conforme demonstrado na figura 4.27, as analises de citometria de fluxo revelaram que o
reestimulo com leptina nas 24 horas que antecederam a eutanasia foi capaz de levar a populagao
de macrdéfagos a um maior estado de ativagdao. Ao passo que a auséncia de um reestimulo com a

adipocina na cavidade peritoneal conduziu a populacdo de macréfagos ao nivel de ativagao

similar ao encontrado em animais nao estimulados cronicamente com leptina.
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Figura 4.24. Analises de citometria de fluxo em células peritoneais de animais estimulados com 1 mg/kg
de leptina, empregando marcagdo de CD11b-APC e F4/80-PE. A 4rea marcada representa a regidao
determinada em tamanho (FSC) versus complexidade (SSC).
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Figura 4.25. Controle isotipico IgG da regido determinada em tamanho (FSC) versus complexidade (SSC)
empregando marcacao de CD11b-APC e F4/80-PE.
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Estimulo I1I (Leptina 1 mglkg):

Intervalos 8h 7 dias

Figura 4.26. Analises de citometria de fluxo em células peritoneais de animais estimulados com 1 mg/kg
de leptina, empregando marcag@o de CD11b-APC e F4/80-PE A: Contour plots representativos da regido
definida a partir do gate realizado em tamanho (FSC) versus complexidade (SSC) denominada
macrofagos. B: Representagio grafica de células F4/80°CD11b". Barras rosas representam grupo de
animais estimulado com leptina. Barras pretas representam o grupo de animais submetidos a
administracdo de solucao salina estéril. Dados apresentados no grafico referem-se a média das amostras de
3 animais empregados em cada grupo avaliado no estudo = SEM. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism 5.0. A marcacao (*) corresponde ao grupo de animais com valores
significativamente diferentes em relacao ao grupo SS e SL, sendo p <0,05.
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Estimulo III (Leptina 1 mglkg):

Intervalos 48h 7 dias

Figura 4.27. Histograma representativo de um experimento obtido através do gate de células
F4/80°CD11b". A: Analises de citometria de fluxo em células peritoneais de animais estimulados com 1
mg/kg de leptina, empregando marcacdo de CD11b-APC, F4/80-PE e Bodipy na regido definida a partir
de gate realizado em tamanho (FSC) versus complexidade (SSC) denominada macrofagos. B:
Representacao grafica da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) em células com marcagdo duplo-
positiva (F4/80°CD11b"), positivamente marcadas para Bodipy. Barras rosas representam grupo de
animais estimulados com leptina. Barras pretas representam o grupo de animais submetidos a
administracdo de solucao salina estéril. Dados apresentados no grafico referem-se a média das amostras de
3 animais empregados em cada grupo avaliado no estudo + SEM. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism 5.0. A marcacao (*) corresponde ao grupo de animais com valores
significativamente diferentes em relacao ao grupo SS e SL, sendo p <0,05.
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4.9. Avaliacio de mediadores inflamatorios em resposta ao estimulo créonico com

leptina

A quantificacdo de diferentes mediadores foi realizada a fim de verificar se as alteragdes
encontradas sobre a migragdo de leucocitos em resposta ao estimulo cronico com leptina
poderiam ser decorrentes de mudangas na secre¢do de mediadores inflamatorios.

Em um primeiro momento, fez-se necessario avaliar se alteracdes nos niveis de leptina
poderiam ocorrer em resposta a administragdao recorrente da adipocina. Diferencas significativas
nos niveis plasmaticos de leptina ndo foram encontradas (Figura 4.28A), contudo, a
administracdo de 1 mg/kg do horménio foi capaz de promover um aumento nos niveis desta
adipocina na cavidade peritoneal desde sua primeira administragdo (Figura 4.28B).

Da mesma forma, a administracao de 2 mg/kg de leptina ndo induziu alteragdes nos niveis
séricos da adipocina (Figura 4.28C), ao passo que na cavidade peritoneal foi verificada uma
reducdo nos niveis de leptina em relagdo aos animais pertencentes ao grupo controle (Figura
4.28D), indicando uma possivel alteracio no metabolismo de leptina em decorréncia da
administracao das doses mais elevadas do hormoénio. Interessantemente alteragdes nos niveis de
leptina circulantes e presentes na cavidade peritoneal ndo foram observadas quando a adipocina
foi administrada na mesma concentragdo de modo recorrente através da via subcutanea (Figuras
4.28E-F).

A avaliacdo de eotaxina, fator quimioatraente para eosindfilos também foi realizada,
sendo observada elevacdo nos niveis desta quimiocina tanto no plasma quanto na cavidade
peritoneal quando a administracdo recorrente com 1 mg/kg de leptina foi realizada. O mesmo
efeito nao foi obervado com apenas uma dose da adipocina (Figura 4.29A-B). Ao avaliar este
mesmo parametro em animais estimulados com leptina a 2 mg/kg ndao foram observadas
alteragdes nos niveis séricos de eotaxina, conforme apresentado na figura 4.29C. A avalia¢do dos
niveis plasmaticos do eicosanoide PGD, também foi realizada, ndo sendo, no entanto,
encontradas alteragdes independente do estimulo empregado (Figura 4.29D).

Embora uma elevagdo no numero absoluto de células mononucleares tenha sido
observada, a avaliagdo de mediadores inflamatorios frequentemente secretados por macrdéfagos
ativados como TNF-a, MCP-1 e IL-1B, ndo se mostrou alterada independente do estimulo

utilizado (Figura 4.30).
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Intervalos
Figura 4.28. Quantificacdo dos niveis de leptina circulantes e na cavidade peritoneal através da técnica de ELISA. O
grupo de animais estimulados com leptina esta representado por ¢, o grupo de animais estimulados com solugdo
salina estéril esta representado por 4. A-B: Animais submetidos ao esquema de estimulo cronico II (1 mg/kg). C-D:
Animais submetidos ao esquema de estimulo intraperitoneal com leptina 2 mg/kg (4/0). Como controle administrou-
se solugdo salina estéril e apirogé€nica (#/0), os dados contidos no grafico referem-se a dois experimentos
independentes. E-F: Efeitos da administragdo subcutinea recorrente de leptina a 2 mg/kg. Dados apresentados no
grafico referem-se a mediana de 5-10 animais empregados em cada grupo avaliado no estudo + SEM. A marcagao *
corresponde ao grupo de animais com valores significativamente diferentes, sendo p < 0,05.
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Figura 4.29. Quantificacdo dos niveis de eotaxina circulantes e na cavidade peritoneal através da técnica
de ELISA. O grupo de animais estimulados com leptina esta representado por ¢, o grupo de animais
estimulados com solucdo salina estéril estd representado por 4. A-B: Animais submetidos ao estimulo
cronico II (1 mg/kg). C: Animais submetidos ao estimulo intraperitoneal com leptina 2 mg/kg (¢/0). Como
controle administrou-se solucao salina estéril e apirogénica (#/¢), os dados contidos no grafico referem-se
a dois experimentos independentes. D: Avaliacao dos niveis de PGD, na cavidade peritoneal de animais
submetidos ao estimulo com 1 mg/kg de leptina. Dados apresentados no grafico referem-se a mediana de
5-10 animais empregados em cada grupo avaliado no estudo + SEM. A marcagdo * corresponde ao grupo
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de animais com valores significativamente diferentes, sendo p < 0,05.
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Figura 4.30. Dosagem de citocinas presentes na cavidade peritoneal de animais estimulados com 1 mg/kg
de leptina através da técnica de ELISA. O grupo de animais estimulados com leptina esta representado por
¢, o grupo de animais estimulados com solucgdo salina estéril esta representado por ¢. A: Dosagem de IL-
1B de animais submetidos ao estimulo cronico II (1 mg/kg). B: Dosagem de IL-1f de animais submetidos
ao estimulo cronico III (1 mg/kg). C: Dosagem de TNF-a de animais submetidos ao estimulo cronico 111
(1 mg/kg). D: Dosagem de MCP-1 de animais submetidos ao estimulo cronico III (1 mg/kg). Dados
apresentados no grafico referem-se a mediana de 5-7 animais empregados em cada grupo avaliado no

estudo + SEM.
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5. DISCUSSAO

A descoberta da leptina no ano de 1994 surgiu como uma esperanga para o tratamento da
epidemia global de obesidade e, embora atualmente seja conhecido que a proposta de leptina
como um novo farmaco anti-obesidade tenha ocorrido de maneira equivocada (Roujeau et al.,
2014), suas agdes sobre sistema nervoso central e sua possivel aplicagdo terapéutica vém sendo
cada vez mais estudada (Farr et al., 2015).

A aplicagdo clinica de leptina sobre o tratamento de desordens de origens distintas,
caracterizadas pelos baixos niveis plasmaticos da adipocina, como amenorréia hipotalamica e
lipodistrofia, tém sido discutida por diversos autores (Oral et al., 2002; Welt et al., 2004; Javor et
al., 2005; Bliiher et al., 2009; Chou et al., 2011). Além disso, a recente aprovacao pelo FDA de
uma forma recombinante de leptina humana metreleptin (Myalept® - Aegerion Pharmaceuticals,
Inc., Cambridge, MA, USA) para o tratamento de lipodistrofias ndo associadas ao HIV refor¢a a
importancia da realizagdo de estudos que visem compreender os efeitos de sua utilizacao
recorrente sobre os mais variados sistemas (Rodriguez et al., 2015). Sendo assim, com intuito de
avaliar os efeitos promovidos unicamente pela elevagdo a longo prazo dos niveis de leptina na
auséncia da condi¢cdo de obesidade, no presente estudo foram desenvolvidos diferentes esquemas
de tratamento empregando a administragdo recorrente de leptina.

Embora a descoberta da leptina tenha ocorrido hd mais de vinte anos, pouco se sabe ao
que se refere a sua atuagdo quando administrada cronicamente. No entanto, ¢ sabido que o uso da
adipocina a longo prazo pode acarretar aos individuos o desenvolvimento de linfomas, além de
induzir a secre¢do de anticorpos contra a leptina, ndo estando completamente elucidadas as
demais conseqiiéncias que seu uso pode acarretar a estes individuos, enfatizando a necessidade de
estudos mais aprofundados de seus efeitos sobre a ativacao de células do sistema imune (Chan et
al.,2011; Rodriguez et al., 2015).

Tendo em vista o papel da leptina no que se refere ao controle do gasto energético e
ingesta calorica, fez-se necessaria a avaliacdo de seus efeitos sobre tais parametros. Similar aos
achados publicados por Pelleymounter e colaboradores (1995), nossos dados revelaram que a
administracdo cronica de leptina nas concentragdes utilizadas foi capaz de induzir uma sutil
reduc¢do na ingesta alimentar e peso corporal dos animais, sendo observada uma tendéncia ao
menor ganho de peso em animais estimulados cronicamente com a adipocina, embora diferencas
estatisticas entre os grupos estudados ndo tenham sido encontradas independente da via de

administracdo (Figuras 4.1-4.6). Tais resultados sdo consistentes com dados da literatura, nos
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quais a visualizagdo de efeitos pronunciados sobre estes parametros em animais ndo obesos
somente foi possivel quando doses suprafisiologicas de leptina foram administradas (Halaas er
al., 1995; Halaas et al., 1997).

No entanto, ao avaliarmos o impacto de sua administracdo sobre os indices glicémicos, foi
possivel observar que os efeitos promovidos pela leptina ocorrem de um modo dose dependente.
Os dados apresentados na figura 4.7 sustentam tal afirmacdo uma vez que a realizagdo do
estimulo com 1 mg/kg de leptina ndo foi capaz de promover alteracdes sobre este parametro, ao
passo que a administracdo de 2mg/kg foi capaz de induzir uma reducao de cerca de 30 % sobre a
glicemia dos animais, o que ocorreu de maneira independente da via de administragdo utilizada.
Esta reducdo nos indices glicémicos pode ser atribuida a uma maior utilizagdo da glicose pelo
musculo esquelético e menor gliconeogénese induzida pela adipocina, além de uma maior
sensibilizagdo dos receptores a acdo da insulina, uma vez que diversas vias de sinalizagdo sao
passiveis de tornarem-se ativas em resposta ao estimulo promovido pela acdo de leptina ou
insulina o que tém sido amplamente demonstrado por diversos autores (Kamohara et al., 1997,
Friihbeck e Salvador, 2000; Koch et al., 2010; Denroche et al., 2012; Mantzoros, 2012;
Fernandez-Formoso et al., 2015). Também tem sido sugerido para a leptina um possivel efeito
sobre a regulacdo da glicemia de maneira independente de insulina, ou ainda na redugao dos
niveis de glucagon tornando seu emprego no tratamento de disturbios como diabetes tipo I, algo
extremamente promissor. No entanto estudos mais aprofundados abordando tal aplicagdo
terapéutica fazem-se necessarios (Cummings et al., 2011; Miinzberg e Morrison, 2015).

Uma vez que a obesidade conduz a hiperleptinemia, e esta frequentemente associada a um
quadro inflamatorio cronico, entender os efeitos de seu aumento cronico sobre a resposta imune €
um ponto de extrema relevancia, principalmente ao considerarmos os diversos efeitos da leptina
como citocina e suas agdes sobre as respostas contra patdgenos e ativacdo de células imunes
(Matarese et al., 2005; Farr et al., 2015).

Trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo revelaram o aumento na populacdo de
neutrofilos em lavado peritoneal de camundongos estimulados com uma Unica administracao
intraperitoneal de leptina, no entanto, sem induzir alteragdes significativas no nimero total de
células presentes na cavidade peritoneal dos animais (Souza-Almeida et al., manuscrito em
preparacdo). Estes resultados nos permitiram questionar se a migracdo de neutrofilos ocorreria
em resposta a administragdo de leptina ou se poderiam ocorrer devido a uma somatodria dos
efeitos da administracdo de leptina exdgena associada a leptina enddgena e outras alteragdes

inflamatérias promovidas pela obesidade (Klein et al., 1996; Sainz et al., 2015; Lackey e
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Olefsky, 2016). Estes dados sustentam a necessidade da realizagdo de estudos que busquem
compreender os efeitos desencadeados exclusivamente pelo aumento cronico de leptina sobre a
migracdo de leucocitos na auséncia de obesidade (Maya-Monteiro et al., 2008). Assim, a resposta
de células imunes frente ao constante estimulo com leptina foi verificada. Ao contrario dos dados
encontrados por Souza-Almeida e colaboradores (manuscrito em preparacdo) em estudos
envolvendo somente uma administragao de leptina, a administragdo intraperitoneal cronica da
adipocina promoveu um aumento no numero total de leucdcitos na cavidade peritoneal, sendo
este efeito observado independente do intervalo e concentra¢do de leptina administrada (Figura
4.8A-C). No entanto, quando a via subcutdnea foi empregada durante o periodo de estimulo
cronico, as alteragdes no niumero de leucocitos totais foram dependentes de um reestimulo pela
via intraperitoneal com leptina nas 24 horas que antecederam a eutandsia (Figura 4.8D). Esses
resultados reforcam a capacidade da leptina em atuar como um potente fator quimioatraente sitio-
especifico para diversos tipos leucocitarios, conforme reportado por Fernandez-Riejos e
colaboradores (2010).

Com intuito de verificar quais populagdes de células leucocitdrias poderiam estar
alteradas e contriubuindo para o aumento dos leucécitos totais na cavidade peritoneal, a avaliacao
dos efeitos do estimulo cronico com leptina sobre as diferentes populagdes de leucocitos foi
realizada. Conforme descrito por Matarese e colaboradores (2005), a leptina exerce um
importante papel sobre células da imunidade inata e adaptativa, destacando sua capacidade em
atuar sobre mondcitos/macrofagos. Tal efeito pode ser observado nas figuras 4.9A e 4.9D, nas
quais uma elevacao no numero de células mononucleares ¢ encontrada em animais submetidos ao
estimulo cronico com leptina em intervalos distintos.

De maneira interessante, ao contrario dos efeitos promovidos pela DIO, na qual uma
redu¢do da populacdo de eosinodfilos envolvidos na homeostase tecidual ¢ frequentemente
observada (Johnson et al., 2015), a administragdo cronica de leptina promoveu uma maior
migracdo de eosinofilos na cavidade peritoneal, a qual parece ocorrer de maneira independente
do intervalo realizado entre as administragdes e do reestimulo utilizado no periodo anterior a
eutandsia (Figura 4.9C e 4.9F). Esses dados indicam que as alteragdes promovidas pela obesidade
sobre esta populagdo de leucdcitos devem-se ndo somente a hiperleptinemia ocasionada por essa
condi¢do, mas que também sdo decorrentes das vérias modificacdes desencadeadas por esta
alteragdo metabolica, a qual frequentemente conduz a um quadro inflamatorio (Saucillo et al.,

2014; Naylor e Petri Jr., 2016).
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Em adicdo aos efeitos promovidos pela administracao de leptina a 1 mg/kg, foi verificado
que a realizacdo do estimulo cronico intraperitoneal com o dobro da concentragdo da adipocina (2
mg/kg) também foi capaz de induzir o aumento na populagdo de células mononucleares e
eosinofilos (Figuras 4.10A e 4.10C). No entanto, embora tenha sido observada uma maior
consisténcia na distribui¢ao dos dados, esta indu¢do nao ocorreu de forma mais pronunciada em
resposta ao aumento da dose administrada.

Outra observagdo importante se deve a maior presenca de neutrofilos na cavidade
peritoneal quando 2 mg/kg foram administrados via intraperitoneal de forma cronica (Figura
4.10B), a qual ndo foi observada nos demais esquemas de tratamento empregando 1 mg/kg da
adipocina. Esta migra¢dao de neutrofilos pode ser atribuida a redu¢do nos niveis de cortisol
promovida pela infusdo intraperitoneal de leptina a 2 mg/kg, conforme demonstrado nos estudos
realizados por Harris e colaboradores (1998), o qual sabidamente encontra-se elevado em
condicdes de estresse, podendo assim inibir a migracdo de neutréfilos nestas circunstancias
(Srinivasan et al., 2016).

Com intuito de avaliar se a migragdao de eosindfilos para a cavidade peritoneal depende de
multiplas administracdes da adipocina, os animais foram submetidos ao estimulo com duas
injecoes de leptina. Tal modelo experimental nos permitiu identificar um sutil aumento no
namero de eosinofilos na cavidade peritoneal (Figura 4.11C), sugerindo que a administragao
recorrente de leptina seja capaz de promover alteragdes sobre esta populacao de células desde um
segundo contato com a adipocina, tornando-se ainda mais evidente quando um maior niumero de
administragdes é realizado. E importante destacar que embora tenha sido previamente reportada
que a administragdo i.p. de volumes elevados de solugdo salina apresente a capacidade de induzir
a migragao de eosinofilos para cavidade peritoneal (Oliveira et al., 1994), nds nao verificamos tal
efeito com a administragao recorrente desta solugdo, indicando que a migracdo de eosindfilos
encontrada pode ser atribuida ao estimulo recorrente com leptina, nao sendo resultado de alguma
resposta induzida pela solugdo salina utilizada como veiculo, independente do intervalo ou
numero de administragoes realizadas.

Conforme reportado por Maya-Monteiro e colaboradores (2008), a administrag¢do i.p. de
leptina a 1 mg/kg em animais ndo manipulados previamente foi capaz de induzir uma elevagao no
numero de neutrofilos presentes na cavidade peritoneal 24 horas apds o estimulo, a qual ndo ¢
continuada nas 48 horas que seguiram apos a administragdo da adipocina (Figura 4.12C). Além
disso, a auséncia de migracdo de eosindfilos nos permite descartar a possibilidade de que o

aumento no nimero dessa populagdo de células possa ser de algum modo atribuido a um efeito
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tardio em resposta a primeira dose de leptina administrada, sustentando nossa hipdtese de que a
elevacdo no niimero de eosinofilos pode ser atribuida ao estimulo recorrente de leptina.

No entanto, conforme apresentado na figura 4.13A-B, ao realizar a administragcdo cronica
da mesma concentragdo de leptina (2 mg/kg) pela via subcutdnea niao foram observadas
alteragdes na populagdo de células mononucleares e neutrofilos indicando que ndo somente a
concentragdo administrada pode impactar na resposta de células imunes, mas uma importante
participacdo do sitio de administragdo pode ser verificada no que se refere a proliferacdo e
inducdo de quimiotaxia de células envolvidas na resposta fagocitica.

Interessantemente, quando analisados os efeitos do estimulo cronico pela via subcutanea
sobre a populacdo de eosindfilos essa auséncia de migragdo para cavidade peritoneal ndo foi
verificada, sugerindo que a migracdo deste tipo celular especifico ocorre de maneira
independente a via de administragdo utilizada, sendo dependente de um estimulo agudo com
leptina no sitio onde este parametro serd avaliado para que a indugdo da quimiotaxia de
eosindfilos ocorra (Figura 4.13C).

Para verificar se os efeitos encontrados na cavidade peritoneal poderiam ser decorrentes
de alteracdes sobre a populacdo de leucdcitos presentes na circulacdo sangiiinea a andlise de
leucdcitos circulantes foi realizada, sendo observada uma pequena influéncia dos intervalos
realizados entre as injegdes sobre o nimero total de leucocitos (Figura 4.14A-B). Este efeito
torna-se mais evidente apenas quando 2 mg/kg de leptina foi utilizada para a realizacao do
estimulo cronico independente da via de administragdo, conforme pode ser observado na figura
4.14C e 4.15, indicando que do mesmo modo que alteragdes no metabolismo energético de
camundongos podem ocorrer de maneiras distintas em resposta a diferentes vias de administragao
(Friedman, 1998), as manifestagdes induzidas por leptina sobre a populacdo de leucdcitos
circulantes também sdo passiveis de ocorrer de maneira distinta de acordo com o sitio onde a
adipocina ¢ administrada. Uma vez que este discreto aumento no nimero de leucécitos totais
poderiam ser provenientes do aumento de uma populagdo leucocitaria especifica, nds avaliamos
os efeitos da administragdo cronica de leptina a 1mg/kg sobre diferentes populacdes de
leucocitos. A contagem diferencial de leucdcitos ndo revelou mudangas significativas no perfil de
células mononucleares, neutréfilos e eosindfilos presentes na circulagdo sanguinea (Figura 4.16).
Estes resultados sugerem que mesmo com a realizagdo de diferentes esquemas de injecdo, a
leptina pode alterar de forma discreta todas as populagdes leucocitarias. Tais resultados sdo

consistentes com dados na literatura nos quais sdo mostrados a capacidade da leptina em
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promover o aumento da proliferacdo de diferentes tipos celulares (La Cava e Matarese, 2004;
Fazolini et al., 2015)

Quando realizamos a administracdo de leptina a 2 mg/kg pela via intraperitoneal, foi
possivel observar uma elevacdo significativa na populagdo de células mononucleares e
neutrofilos somente em resposta ao reestimulo com leptina 24 horas antes da eutanasia (Figura
4.17A-B). Quando a via subcutdnea foi utilizada para a administragdo recorrente da mesma
concentragdo de leptina (2 mg/kg), somente o aumento na populagdo de células mononucleares
foi observado, o que ocorreu independente do reestimulo empregado (Figura 4.18). Estes
resultados indicam que as alteracdes desencadeadas em resposta ao estimulo crénico com a
adipocina observadas sobre a populagdo de leucocitos também podem ser influenciadas pela via
de administragdo. A inducdo da migracdo de neutréfilos promovida pela leptina ocorre de
maneira indireta (Souza-Almeida et al., manuscrito em preparagdo), assim, podemos sugerir que
a migracao de neutrofilos ocorre de forma aguda e dependente da via de administragdo, uma vez
que o aumento de neutréfilos somente foi observado quando a via ip. foi utilizada. Outra
possibilidade ¢ de que ocorra uma maior migracao de neutrofilos para o sitio em que a adipocina
foi administrada, o que conduziria a uma redugdo da populacao de neutroéfilos circulantes.

Além disso, a resposta de células mononucleares parece ser passivel de se prolongar de
acordo com a via de administracdo empregada. Estes resultados sdo consistentes com diversos
estudos encontrados na literatura que t€ém demonstrado a atuagdo distinta de leptina sobre os
diferentes tipos celulares envolvidos na resposta imune, destacando-se sua capacidade em
promover a proliferacao e ativagao de fagocitos além de seu potencial efeito anti-apoptotico sobre
a populagao de linfocitos, suportando assim o aumento de células mononucleares encontrado
(Matarese, 2000; La Cava e Matarese, 2004; Lord 2006, Vadacca et al., 2011).

Uma vez que a leptina apresenta agdes pleiotropicas sobre os mais variados sistemas
(Yang e Barouch, 2007), fez-se necessario avaliar se o estimulo cronico com leptina poderia
conduzir a alteragdes em células provenientes da medula 6ssea dos animais, ndo sendo
observadas alteracdes sobre os leucocitos presentes neste sitio independente do esquema de
tratamento realizado (Figura 4.19). Estes dados nos permitem levantar a hipdtese de que embora
a leptina exerca um importante papel na hematopoese (Sainz et al., 2015), o aumento observado
sobre a populacdo de células residentes da cavidade peritoneal ndo se deve a modificagdes nesse

processo, podendo ser atribuida a uma maior proliferacdo das células imunes em resposta a

adipocina (Ouchi et al., 2011).
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Da mesma forma, tendo em vista a ampla distribuicdo tecidual do receptor de leptina
(Lord, 2006), a verificagdo de possiveis alteracdes no nimero total de leucdcitos presentes no
baco e linfonodos foi realizada, ndo sendo observadas diferencas significativas entre grupos
estudados (Figura 4.20). Tais resultados nos reportam a imaginar que os efeitos sobre a
populagdo leucocitaria em resposta ao estimulo cronico ocorre de forma mais pronunciada no
sitio de administragdo do hormdnio, ndo impactando diretamente sobre 6rgaos imunes primarios
e secundarios.

Embora a resposta de macrofagos frente ao estimulo promovido pela administracdo de
leptina exdgena esteja bem estabelecida (Lord, 2006), o impacto que a administragdo recorrente
da adipocina pode promover sobre a indugdo da biogénese de corpusculos lipidicos ainda ¢ um
ponto a ser explorado. Estudos publicados por nosso grupo revelaram que uma Unica
administracao intraperitoneal de leptina a 1 mgkg ¢ capaz de promover a ativacdo de
macréfagos, induzindo a biogénese de corpusculos lipidicos € o aumento de ADRP (adipose
differentiation-related protein), que corresponde a principal proteina associada com corpusculos
lipidicos em diversos tipos celulares (Maya-Monteiro et al., 2008). Interessantemente, conforme
apresentado nas figuras 4.21-4.22, a indu¢do de corptsculos lipidicos em resposta a
administracdo de leptina ndo se tornou mais evidente em resposta ao maior nimero de
administracdes da adipocina independente do esquema de tratamento realizado. Além disso, as
analises de Western Blotting para deteccdo de ADRP nao revelaram alteracdes no padrao de
expressao da proteina em animais estimulados com leptina (Figura 4.23), isso possivelmente
pode ser atribuido a uma “dilui¢d@o” dos efeitos promovido pela presenca do grande numero de
c¢lulas pertencentes populagdes mistas de leucdcitos em que a biogénese de CLs mediada por
leptina ndo ¢ verificada, sendo necessaria a utilizagdo de metodologias que permitam uma melhor
separagao de macrofagos para que se possa avaliar os efeitos do estimulo cronico especificamente
sobre esta populagdo celular.

Sendo assim, andlises de citometria de fluxo nos permitiram verificar que o aumento na
populagdo de células mononucleares encontrado durante a contagem diferencial de leucocitos
deve-se a uma maior presenga de macrofagos positivamente marcados para CD11b e F4/80 nos
animais pertencentes ao grupo estimulado cronicamente com leptina (Figura 4.26). No entanto,
ao avaliarmos a presenca de CLs nesta populagdo de células observamos o aumento da
intensidade de fluorescéncia de Bodipy somente quando o grupo estimulado cronicamente com
leptina foi submetido a uma nova administragdo da adipocina nas 24 horas que antecederam a

eutanasia, sugerindo um aumento na biogénese de corpusculos lipidicos e, portanto, uma maior
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ativacdo de macrofagos presentes na cavidade peritoneal dos animais (Figura 4.27) (Maya-
Monteiro et al., 2008).

Assim como reportado por Harris e colaboradores (1998), a administracdo intraperitoneal
de leptina a 1 ou 2 mg/kg ndo promoveu alteracdes nos niveis circulantes de leptina. No entanto,
a avaliacdo dos niveis de leptina presentes na cavidade peritoneal mostrou sofrer grande
influéncia da concentragdo administrada durante o estimulo crénico, uma vez que animais
estimulados com 1 mg/kg da adipocina apresentaram aumento de leptina intraperitoneal, ao passo
que animais estimulados com o dobro da dose (2 mg/kg) apresentaram reducao neste mesmo
parametro quando comparados com animais controle (Figura 4.28). Tal observacdo poderia ser
atribuida a uma metabolizacdo mais eficiente da leptina exdgena desencadeada pelo estimulo
com doses superiores a 1 mg/kg associada a sua curta meia vida plasmatica, ou ainda a uma
redu¢do na secre¢do de leptina enddgena em resposta a constante presenga da proteina
recombinante (Klein et al., 1996; Friedman e Halaas, 1998; Harris et al., 1998; Hill et al., 1998;
Vila et al., 1998; Ahren et al., 2000). No entanto, a administragdo de leptina pela via subcutanea
nao induziu alteragdes nesse parametro (Figura 4.28E-F), indicando uma importante participagao
do sitio de administracao neste contexto.

A avaliacdo de fatores soluveis quimioatraentes de leucocitos como a CCL11/eotaxina
também foi realizada com intuito de verificar se os efeitos observados sobre a migracdo de
eosindfilos para cavidade peritoneal poderiam ser provenientes de uma agdo direta de leptina
sobre esta populagdo ou em decorréncia de alteracdes nos indices de fatores quimioatraentes
desencadeadas pelo estimulo cronico com a adipocina. A figura 4.29A-B, mostra uma elevacao
nos niveis de eotaxina circulantes, bem como na cavidade peritoneal de animais estimulados
cronicamente com 1 mg/kg de leptina. Tal fato ¢ extremamente relevante, uma vez que o
acimulo de eosinodfilos depende da presenga de fatores quimioatraentes, sendo a eotaxina um dos
principais responsaveis por promover o rapido recrutamento ¢ acimulo de eosindfilos no sitio
anatomico que se faga necessario (Menzies-Gow et al., 2002). No entanto, quando o dobro da
concentragdo foi de leptina foi administrada alteracdes nos niveis de eotaxina sérica nao foram
observadas, indicando uma possivel agdo direta de leptina sobre o aumento da populacao
eosindfilos na cavidade peritoneal quando doses recorrentes da adipocina superiores a 1 mg/kg
sio administradas. E importante destacar que tém sido demonstrada uma atividade anti-
apoptdtica da leptina sobre eosindfilos (Takeda er al., 2012), refor¢ando sua participacdo no que

se refere ao aumento desta populagdo leucocitaria na cavidade peritoneal.
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A avaliacdo dos efeitos da administracdo cronica de leptina sobre outras citocinas pro-
inflamatoérias passiveis de ser moduladas por acdo da adipocina, como IL-18, TNF-a (La Cava e
Matarese, 2004; Paz-Filho et al., 2012) e monocyte chemoattractant protein-1 (CCL2/MCP-1), a
qual estd frequentemente envolvida na quimiotaxia de mondcitos e macrofagos (Deshmane ef al.,
2009), também foi realizada (Figura 4.30), ndo sendo encontradas altera¢cdes nos niveis destas
citocinas na cavidade peritoneal. No entanto, uma vez que a limitagdo de amostras impossibilitou
a realizacdo da dosagens destas citocinas na circulacdo sanguinea dos animais submetidos ao
tratamento, possiveis alteragdes neste parametro ndo podem ser descartadas.

Além disso, em estudos para melhor entendimento da sinalizagdo desempenhada pela
eotaxina, Menzies-Gow e colaboradores (2002) demonstraram a capacidade desta quimiocina em
promover alteragdes na populagdo de neutrofilos e macrofagos in vivo, isso nos permite sugerir
que a modulacao dos niveis desta quimiocina promovida em resposta a administragdo cronica de
leptina pode contribuir de algum modo para o aumento de células mononucleares na cavidade
peritoneal.

Embora muitos estudos tenham sido realizados com intuito de avaliar a atuagdo da leptina
sobre o sistema nervoso central, os efeitos de seu aumento a longo prazo sobre o sistema imune ¢
um ponto que ainda precisa ser melhor explorado. O estudo visando compreender de quais
maneiras a adipocina pode afetar a resposta leucocitaria nos mais variados sitios pode fornecer
informagdes valiosas sobre o impacto que seu aumento cronico pode promover sobre as respostas
imunes de individuos submetidos ao tratamento com a proteina recombinante ou individuos
obesos.

Torna-se ainda mais evidente que muito ainda precisa ser feito com o intuito de
compreender a maneira pela qual os efeitos sistémicos promovidos pela leptina podem contribuir
para a promogdo de alteragdes na resposta imune sobre os mais variados aspectos. E importante
destacar que diferentes efeitos podem ser desencadeados quando vias de administragdes distintas
sdo empregadas, fazendo-se necessaria a realizagdo de uma andlise com maior detalhamento de
aspectos moleculares como a determinacdo de alteragdes na expressao de receptores Ob-R além
do impacto promovido sobre polarizacdo de linfocitos e macrofagos, quando a hiperleptinemia ¢

decorrente de sua administracdo continua ou ainda em resposta a obesidade.

101



6. CONCLUSOES

Com os dados obtidos foi possivel concluir que a administragdo recorrente de leptina ¢
capaz de promover alteracdes importantes sobre a migracao de células imunes para a cavidade
peritoneal. Ainda, foi verificada uma resposta diferenciada destas células em resposta a adipocina
quando concentragdes ou vias de administracdo distintas foram empregadas durante o estimulo

cronico.

A administracdo recorrente de leptina promove um aumento de eosindfilos na cavidade
peritoneal, sem entretanto promover alteragdes significativas na populagdo deste tipo celular

presente na circulagdo sanguinea ou medula 6ssea.

A realizagdo do estimulo cronico com 2 mg/kg de leptina pela via intraperitoneal promove
o recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal, a qual ndo ¢ observada quando a via

subcutanea € utilizada como sitio de administragcdo da adipocina.

O estimulo recorrente com doses superiores a 1 mg/kg de leptina promove redugao
significante nos indices glicémicos, sendo este um efeito observado independente da via pela qual

o estimulo foi realizado.

O emprego do estimulo com leptina ¢ capaz de induzir a biogénese de corptsculos
lipidicos, e portanto induzir células mononucleares presentes na cavidade peritoneal a um maior

estado de ativagao.

A utiliza¢do de 1 mg/kg nos estimulos recorrentes conduzem ao aumento nos indices de

eotaxina, ndo sendo este efeito observado em resposta a administragdo 2 mg/kg da adipocina.

A realizacdo da administracdo intraperitoneal de leptina na concentracdo de 2 mg/kg
promove alteragdes na concentracdo de leptina, levando a uma redugdo dos indices desta
adipocina na cavidade peritoneal, a qual ndo ¢ observada quando a mesma concentracdo ¢

administrada pela via subcutanea.
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Figura 6.1. Representagdo esquemadtica dos efeitos observados em resposta ao estimulo cronico com
leptina. Painel esquerdo: efeitos da administracao intraperitoneal. Painel direito: efeitos da administracdo

de leptina subcutanea.
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