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Vivemos para o estudo
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E arma a inteligéncia.

Por isso sem temer
Foi sempre 0 nosso lema
Buscarmos no saber

A perfeicédo suprema.

Estudaram aqui, brasileiros
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No Brasil a maior confianca
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Hino dos alunos do Colégio Pedro Il

Musica: Francisco Braga; Letra: Hamilton Elia



“Considero essencial a honestidade que se procurem os melhores
argumentos contrarios a posicdo que se estd sustentando.”

Kenneth Arrow, 1992
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RESUMO
Efeitos da leptina sobre leucdcitos em modelo murino de obesidade induzida por dieta

Leptina é uma adipocina que atua como sensor do estado nutricional e energético e, por meio
da sinalizacdo hipotaldmica, promove o efeito classico de inibicdo da ingesta alimentar. A
expansdo do tecido adiposo é acompanhada pelo aumento dos niveis plasmaticos de leptina.
No entanto, durante a obesidade, o efeito de inibicdo da ingesta ndo é intensificado, o que
caracteriza a resisténcia hipotalamica a leptina. A leptina é importante na regulacdo do
sistema neuroimunoenddcrino, uma vez que o estado nutricional interfere na montagem da
resposta imune. Tal regulacédo ocorre através da sinalizacdo no sistema nervoso central, assim
como da atuacdo direta sobre células periféricas, que apresentam receptor de leptina, LepR.
Niveis plasmaticos aumentados de leptina na obesidade contribuem para a ativacdo de
macrofagos e linfocitos, mas o papel da leptina na ativacdo e migracdo de neutrofilos ainda é
controverso, uma vez que neutrofilos ndo apresentam a isoforma longa do receptor de leptina,
LepRb. Previamente, nosso grupo investigou 0s mecanismos in vivo relacionados & migracéo
de neutrofilos induzida por leptina. Foi estabelecido que a leptina induz a migracdo de
neutrofilos, dependente da sinalizacdo por TNFR1 e CXCL1/KC. O objetivo desta tese foi
investigar a acdo da leptina sobre leucdcitos expostos a hiperleptinemia. Para isso, um modelo
de obesidade induzida por dieta hipercaldrica foi estabelecido em camundongos C57BI/6
machos. Para investigar como o estado nutricional interfere na resposta de leucdcitos a
leptina, animais do modelo de obesidade foram desafiados com jejum prolongado, com ou
sem participacdo de leptina exdgena. Foi estabelecido que animais alimentados com racdo
hipercal6rica (4727 cal/g), rica em sacarose (17% em calorias e 20% em gramas) e gordura
(45% em calorias e 24% em gramas) apresentam resisténcia hipotalamica, além do aumento
de peso corporal e de niveis sanguineos de glicose e leptina, comparados com animais
alimentados com racdo normocalorica (3850 cal/g), com fornecimento normal de sacarose
(8% em cal e 8% em g) e gordura (9% em cal e 4% em g). Camundongos foram submetidos a
jejum pernoite antes de receberem injecdo de 1 mg/kg de leptina i.p.; sendo o jejum mantido
por mais 6 h ou 24 h. Foi observado que, 6 h apds receberem leptina, o tecido adiposo
epididimal dos animais alimentados com ragdo normocalorica ou hipercalorica foi preservado,
em relacdo aos animais que continuaram em jejum sem receberem leptina. Para a investigacao
da resposta inflamatoria a leptina exdgena, animais do modelo de obesidade foram
submetidos a jejum pernoite; foi realizada a injecdo del mg/kg de leptina i.p. e o jejum foi
mantido por 1 h, 6 h ou 24 h, quando a resposta inflamatdria intraperitoneal foi avaliada. Foi
observado que neutrofilos foram recrutados para a cavidade peritoneal em 1 h, 6 h e 24 h, em
ambos grupos, alimentados com ragdo normocalérica ou hipercalorica. A migragdo em
animais obesos envolve a participacdo de CXCL1/KC e TNF-a. Camundongos C57BI/6
fémeas e Balb/c machos também apresentam recrutamento de neutrofilos em resposta a
leptina. Em conjunto, estes dados sugerem que a leptina é capaz de intervir na utilizacdo de
energia na auséncia de ingesta alimentar, de modo que leucécitos se mantém responsivos a
leptina exdgena mesmo em um modelo de obesidade com resisténcia hipotalamica.
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ABSTRACT
Leptin effects on leukocytes on mouse model of diet-induced obesity

Leptin is an adipokine that acts as a sensor of the nutritional-energetic status and promotes,
through the hypothalamic signaling, the classical effect of food-intake inhibition. Increased
adipose tissue size is accompanied by increased plasma levels of leptin. However, during
obesity, the hypothalamic effect of food-intake inhibition is not intensified, which
characterizes the hypothalamic resistance to leptin. Leptin plays an important role in the
regulation of the neuroimmunoendocrine system, since nutritional status interferes with the
assembly of the immune response. Such regulation occurs both through the central nervous
system signaling and in the direct action on peripheral cells, which present leptin receptor,
LepR. Increased plasma levels of leptin in obesity contribute to the activation of macrophages
and lymphocytes, but the role of leptin in the activation and migration of neutrophils is still
controversial, since neutrophils do not have the long isoform of leptin receptor, LepRb.
Previously, our group investigated in vivo mechanisms related to leptin-induced neutrophil
migration. Leptin was established to induce neutrophil migration dependent on TNFR1 and
CXCL1/KC signaling. The objective of this work was to investigate the action of leptin on
leukocytes exposed to hyperleptinemia. For this, a hypercaloric diet-induced model of
obesity was established in male C57BI/6 mice. To investigate how nutritional status interferes
with the leukocyte response to leptin, animals from the obesity model were challenged with
prolonged fasting, with or without participation of exogenous leptin. It was established that
animals fed with hypercaloric ration (4727 cal/g), rich in sucrose (17% in calories and 20% in
grams) and fat (45% in calories and 24% in grams) presented hypothalamic resistance, in
addition to increased body weight, and glucosis and leptin rates in blood, when compared to
animals fed with normocaloric ration (3850 cal/g), with normal supply of sucrose (8% in
calories and 8% in grams) and fat (9% in calories and 4% in grams). The animals were fasted
overnight and then received 1mg/kg of leptin i.p., with maintenance of the fast for another 6h
or 24h. It was observed that, 6 h after receiving leptin, epididymal adipose tissue from
animals fed with normocaloric or hypercaloric ration was preserved in relation to animals that
continued fasting without receiving leptin. For the investigation of the inflammatory response
to exogenous leptin, animals from the obesity model were fasted overnight and injected with 1
mg/kg of leptin i.p.; fasting was maintained for 1h, 6h and 24h, when the intraperitoneal
inflammatory response was evaluated. It was observed that neutrophils were recruited to the
peritoneal cavity at 1h, 6h and 24h in both groups fed with normocaloric or hypercaloric
ration. Migration in obese animals involves the participation of CXCL1/KC and TNF-alpha.
C57B1/6 female and male Balb/c animals also show recruitment of neutrophils in response to
leptin. Together, these data suggest that leptin is able to intervene in energy utilization in the
absence of dietary intake, so that leukocytes remain responsive to leptin even in a model of
obesity with hypothalamic resistance.
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1. Introducio




1.1. Obesidade

A obesidade é uma doenca definida, pela Organizacdo Mundial da Saude (The
World Health Organization 2014), como o acumulo excessivo de gordura corporal, de modo a
apresentar um risco a saude. O método mais comumente utilizado para determinar se a
gordura corporal € um risco a saude € por meio do indice de massa corporea (IMC). Como
observado na Fig 1.1, o IMC ¢ o célculo do peso corporal (em quilogramas) dividido pela
altura ao quadrado (em metros), de modo que a propor¢do de gordura corporal em relacdo a
altura pode classificar se um individuo esta abaixo do peso, com peso normal, com sobrepeso

ou com obesidade.

Tabela1.1. Classificacdo internacional de faixas de peso corporal em individuos

adultos.
Classificacéo IMC (kg/m?)
Abaixo do peso <18.50
Magreza severa <16.00

Magreza moderada 16.00 - 16.99
Magreza mediana 17.00 - 18.49

Faixa normal 18.50 - 24.99
Acima do peso >25.00
Pré-obesidade 25.00 - 29.99
Obesidade >30.00
Obesidade classe | 30.00 - 34.99
Obesidade classe 11 35.00 - 39.99
Obesidade classe I >40.00

Faixas de peso no individuo adulto, de acordo com o IMC (indice de massa corpérea): abaixo
do peso, peso normal, acima do peso e obesidade. S&o exibidos pontos de corte adicionais,
que podem ser utilizados para melhor descricéo clinica. Adaptado de Komaroff 2016.

A obesidade é um problema de saude publica no mundo, crescendo desde o
inicio do século XX. Em 2014, 39% dos individuos adultos com mais de 18 anos de idade
apresentavam sobrepeso (IMC entre 25,0 e 29,9), enquanto 13% apresentavam obesidade
(IMC acima de 30,0) (THE WORLD HEALTH ORGANISATION, 2014). A tendéncia no
aumento da prevaléncia de individuos obesos também ocorre na populagéo brasileira, em que
52,5% da populacdo adulta apresentava sobrepeso e 17,9% apresentava obesidade em 2014
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE.,

2014). A obesidade é um fator de risco para a morbidade e mortalidade por diversas doencas
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cronicas, tais como diabetes tipo 2, doengas cardiovasculares e alguns tipos de cancer. Por
este motivo, a epidemia de obesidade € uma importante preocupacdo para a saude pablica, no
mundo e no Brasil, jA& que cada vez mais recursos financeiros tém sido utilizados no

tratamento da obesidade e suas co-morbidades.

Apesar do IMC determinar se o peso pode ser um risco de salude, é o
diagnostico de sindrome metabolica que define a probabilidade do desenvolvimento de co-
morbidades. A sindrome metabdlica € um conjunto de alteracdes inter-relacionadas que
promovem o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e diabetes. Alberti et al., 2009,
estabeleceram como critérios de diagnostico da sindrome metabdlica a presenca de 3 dentre 0s
5 seguintes fatores: elevacdo da glicemia de jejum, hipertensdo arterial, elevados niveis
plasmaticos de trigliceridios, reduzidos niveis plasmaticos de colesterol HDL (high-density
lipoprotein) e adiposidade central (aumento da circunferéncia da cintura). Assim, um
individuo com sobrepeso ou obesidade estd mais propenso a desenvolver complicacdes

dependendo da gravidade da sindrome metabolica.

O fator mais comum de aumento de peso que pode levar a obesidade é
resultado de uma dieta hipercalérica aliada a um estilo de vida sedentario, em que ha reduzido
consumo energético. O aumento de peso ocorre, principalmente, devido a expansdo do tecido
adiposo e é acompanhado de desregulacdo do metabolismo, inclusive hiperglicemia e
dislipidemias, o que justifica a relacdo entre obesidade e sindrome metabdlica. Outros fatores
relacionados ao estabelecimento da obesidade sdo a predisposicdo genética, a interferéncia na
microbiota do trato gastrointestinal e a composicdo dos carboidratos e lipidios fornecidos na

alimentacao.

N&o ha consenso na literatura em relacdo a apenas um agente causador da
obesidade, da sindrome metabolica e da diabetes. Sabe-se que a elevacdo da glicemia de
jejum indica o inicio do desenvolvimento de resisténcia a insulina, diagnosticado como pré-
diabetes ap6s a confirmacgéo da intoleréncia a glicose (NATHAN et al., 2007). A diabetes tipo
2 é caracterizada pela resisténcia a insulina que, na fase aguda, mantém hiperglicemia e
hiperinsulinemia durante o periodo de jejum, devido a incapacidade dos tecidos-alvo da
insulina, tais como masculo esquelético e tecido adiposo realizarem a captacdo de glicose
plasmética. Tradicionalmente, a resisténcia a insulina é considerada resultado da
hiperinsulinemia, como mecanismo de prevencdo da hiperglicemia. Assim, tém-se
considerado a hipotese de diversos fatores contribuirem para a hiperinsulinemia, como a

estimulacdo basal das células beta-pancreaticas por acidos graxos, bem como aditivos
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alimentares incorporados aos produtos industrializados (YE, 2007; CORKEY, 2012).
Alteracbes metabdlicas como a disfungdo mitocondrial, lipotoxicidade, estresse oxidativo,
estresse de reticulo endoplasmatico, acimulo hepatico de gordura, envelhecimento e
inflamacg&o também apresentam envolvimento na resisténcia a insulina, embora ndo se possa

afirmar que, isoladamente, um desses mecanismos seja o principal (YE, 2013).

As alteracdes metabdlicas observadas na obesidade, na sindrome metabdlica e
na diabetes sinalizam para a participacdo de diversos tecidos e 6rgdos de modo integrado. O
tecido adiposo ndo é apenas local de armazenamento de gordura, mas atua também como
6rgdo enddcrino (SIITERI, 1987; KERSHAW; FLIER, 2004). No caso da obesidade, a
expansdo do tecido adiposo impacta o metabolismo devido a maior secrecdo plasmatica de
adipocinas. Adipocinas sdo proteinas secretadas pelo tecido adiposo e que atuam como
citocinas, quimiocinas e hormdnios. A primeira adipocina descrita na literatura foi a leptina,
imediatamente associada a obesidade (ZHANG et al., 1994). A leptina € um regulador do
estado nutricional do organismo, cujo papel é manter o peso corporal por meio da inibicdo da
ingestdo alimentar e aumento do gasto energético, ambos efeitos regulados por sua sinalizacao
no hipotdlamo. Em individuos obesos, sdo observados niveis plasmaticos elevados de leptina;
no entanto, a hiperleptinemia ndo intensifica o efeito hipotalamico de inibicdo do apetite, o
que caracteriza o quadro de resisténcia central a leptina (FREDERICH et al., 1995;
CONSIDINE et al., 1996). A regulacdo do metabolismo é observada tanto pela acdo no
hipotdlamo quanto pela acéo periférica da leptina em diferentes tecidos, inclusive tecidos-alvo
da insulina, como figado e masculo esquelético (LOLLMANN et al., 1997). Desta forma,

observa-se que a leptina é o mecanismo-chave do controle da ingesta alimentar.

Outras adipocinas sdo importantes na obesidade. A expansao do tecido adiposo
vem acompanhada de hipoxia de alguns dos adipécitos. Estes adipocitos liberam um sinal de
morte celular, que promove infiltragdo de leucdcitos, como macrdéfagos e neutrofilos,
tornando o tecido adiposo em um sitio inflamatério. Assim, na obesidade, o tecido adiposo
secreta ainda adipocinas inflamatorias, tais como TNF-o e MCP-1, resultando em um estado
inflamatorio sistémico e subclinico, aliado as alteracdes metabolicas e demais adipocinas
(ELKS; FRANCIS, 2010). A leptina possui atividade reguladora do sistema imune, 0 que, no
quadro de obesidade, pode resultar em alteracdes das respostas imune inata e adaptativa. Tais
alteracdes podem ainda se relacionar com maior susceptibilidade as doencas cardiovasculares,

doencas inflamatdrias crénicas, cancer e agentes infecciosos.

1.2. Leptina



Os primeiros estudos realizados para compreender a obesidade foram
realizados a partir de modelos murinos, que continuam sendo extensivamente utilizados até os
dias atuais. Nas décadas de 1950 e 1960, foram identificados os primeiros camundongos com
mutacOes genéticas que levavam a obesidade. Tais animais foram chamados ob/ob por
apresentarem mutacao recessiva autossomica do gene ob (obese) e apresentavam obesidade
espontanea, hiperfagia e reducdo do gasto energético (INGALLS; DICKIE; SNELL, 1950).
Também foram identificados animais db/db, que possuem mutacdo recessiva autossdbmica no
gene db (diabetes) e que apresentavam as mesmas caracteristicas de obesidade dos animais
ob/ob, além de severa diabetes (HUMMEL; DICKIE; COLEMAN, 1966). Em um estudo
classico, experimentos de parabiose com animais ob/ob e db/db sugeriram que db/db
expressam o “fator solivel”, mas ndao possuem seu receptor, enquanto animais ob/ob
expressam apenas o receptor, mas ndo o “fator soluvel” (COLEMAN; HUMMEL, 1969;
COLEMAN, 1973). Coleman postulou, entdo, que este “fator soluvel” atuaria cCOmo
horménio, fazendo o elo entre tecido adiposo e hipotalamo para regular o apetite. Apenas na
década de 1990, foi identificado o produto do gene ob, a leptina, bem como do gene db, o
receptor de leptina, na ocasido denominado ObR. (ZHANG et al., 1994). Atualmente, a

literatura refere-se a estes animais como Lep°/od g Leprdd/dp,

A leptina é um polipeptidio ndo-glicosilado de 16 kD, composto por 167
aminoéacidos, secretada por adipocitos. A estrutura da leptina é bastante similar entre espécies.
Ja o receptor de leptina, atualmente chamado LepR, possui 6 isoformas descritas até o
momento, resultantes de splicing alternativo (LEE et al., 1996; CHUA et al., 1997). LepRa,
LepRc, LepRd e LepRf sdo isoformas curtas, LepRb € a Unica isoforma longa e LepRe é uma
isoforma secretada. Todas as isoformas apresentam o dominio extracelular com mais de 800
aminoacidos, um dominio transmembrana de 34 aminoacidos e um dominio intracelular
variavel entre as isoformas. LepRe ndo possui a sequéncia da regido transmembrana
(LOLLMANN et al., 1997). As isoformas curtas e a longa compartilham a sequéncia dos
primeiros 29 aminoacidos no dominio citoplasmatico; as isoformas curtas apresentam de 30 a
40 aminoéacidos, enquanto a longa apresenta cerca de 300 residuos. LepRb contém varios dos
motivos necessarios para a interacdo com outras proteinas e a subsequente ativacao de vias de
sinalizacdo, sendo, portanto, considerado o principal receptor funcional (TARTAGLIA,
1997). LepRb é altamente conservado entre espécies. Apesar de ndo realizarem transducéo de
sinal como LepRDb, os receptores de forma curta estdo envolvidos na promog¢édo de alguns
efeitos da leptina, por mecanismos de transducéo de sinal ndo completamente esclarecidos. Os

receptores LepRa e LepRb sdo altamente conservados entre espécies de mamiferos, enquanto

5



0 receptor LepRf s6 foi descrito até o momento em ratos (WANG et al., 1996;
PORZIONATO et al., 2011).

LepRb apresenta similaridade estrutural com a familia de receptores de
citocinas de classe | e sinaliza a semelhanca da familia de receptores de IL-6, pela associacdo
a proteinas tirosinas-cinases JAK e STAT. A porcdo citoplasmatica do receptor ObRb possui
dominios de acoplamento de JAK (BOX1 e BOX2) e dominios necessarios para a sinalizacdo
de STAT3, como BOX2 e sequéncia consenso Y XXQ (ou motivo STAT).

Assim, a ligacdo de leptina a LepRb promove uma mudancga conformacional na
porcao citoplasmatica do receptor, que permite o acoplamento de JAKs. A ativacdo de JAK2
ocorre por transfosforilacdo e subsequente fosforilacdo de residuos de tirosina na porcao
citoplasmatica do receptor. Os residuos fosforilados permitem entdo a associacdo de
diferentes substratos, o que determina a capacidade da leptina ativar multiplas vias de
transducdo de sinal. Assim, LepRb promove ativacdo de vias como JAK2/STATS,
PI3K/Akt/mTOR e SHP2/MAPK, dentre outras. No hipotdlamo, apds a associacdo de STAT3
ao receptor, este dissocia-se formando dimeros ativos, que sdo translocados para o nucleo,

onde promovem regulacdo da expressao génica (BAHRENBERG et al., 2002).

Em paralelo a via JAK2/STATS3, a leptina ativa PI3K/mTOR em diferentes
tipos celulares. mTOR atua como um sensor do estado nutricional/energético intracelular e
sistémico, sinalizando ambiente rico em nutrientes capaz de suprir as demandas de sintese
proteica, metabolismo e crescimento celular. A leptina sinaliza via mTOR n&o apenas no
hipotalamo, mas em outros tecidos, inclusive leucécitos (MEZEY; RENNIE-TANKERSLEY;
POTTER, 2005; COTA et al., 2006; MAYA-MONTEIRO et al., 2008; GALGANI et al.,
2010). A atuacdo de mTOR se contrapde a de AMPK, que é ativada quando ha aumento de
AMPc intracelular, indicando reducéo nutricional/energético. Assim, a via de AMPK também
participa da sinalizacdo da leptina, podendo ser inibida em paralelo a ativacdo de mTOR,
como ocorre no hipotalamo, ou ativada, como ocorre em tecido muscular esquelético
(BJOGRBAEK; KAHN, 2004).

As isoformas curtas do receptor de leptina, especialmente LepRa, apresentam o
dominio BOX1, permitindo a associacdo de JAK2 sem, no entanto, ativar STAT3, uma vez

que ndo ha presenca dos demais dominios necessarios.

Foram descritas até 0 momento a participacdo dos receptores de forma curta
em atividades de transporte de leptina por transcitose em células endoteliais da membrana
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hemato-encefalica (TU et al., 2010) e endocitose de leptina (TU et al., 2007), contribuindo
para a captura de leptina circulante (UOTANI et al., 1999), o que indica que estes receptores
se relacionam com o citoesqueleto. Ja LepRe, sendo uma isoforma soltvel, atua imobilizando
a leptina circulante, o que regula a disponibilidade de leptina e sua permeabilidade pela
barreira hemato-encefalica (LOLLMANN et al., 1997; GE et al., 2002; TU et al., 2008). Estes
trabalhos mostram efeitos celulares da leptina por meio de isoformas curtas, apesar de nédo

terem sido demonstradas a ativacao e sinalizacdo por estes receptores.

A leptina apresenta efeitos que podem ser dependentes ou ndo da sinalizagdo
no sistema nervoso central, uma vez que ha expressao de receptores de leptina em células
neuronais e ndo-neuronais, na periferia. Embora os principais efeitos da leptina resultem da
sinalizacdo por meio de LepRb, a variedade de isoformas do receptor de leptina, bem como a
distribuicdo por diferentes tecidos demonstram seu efeito pleiotropico (BJJRBAEK; KAHN,
2004). Embora a forma proteica de LepR ndo seja de facil deteccdo, mMRNA para as
isoformas curtas € encontrado de forma ubiqua e em maior quantidade (90 a 95% do mRNA
de LepR) do que mRNA para LepRb, o que indica que a disponibilidade superficial de LepRb
deve ser bem regulada e sua sinalizacéo eficaz (GHILARDI; SKODA, 1997; LOLLMANN et
al., 1997).

1.3. Leptina: sensor nutricional e energético

Inicialmente, foram descritos os efeitos da leptina que dependiam da
sinalizacdo pelo sistema nervoso central. De fato, ha grande concentracdo de receptores de
leptina no hipotdlamo e no plexo coroide de roedores e humanos (TARTAGLIA et al., 1995;
SCHWARTZ et al., 1996; COUCE et al., 1997). A sinalizacdo de LepRb no hipotalamo é
responsavel pela funcdo bioldgica primordial da leptina, a inibicdo da ingesta alimentar. Apos
ser produzida pelo tecido adiposo, a leptina é liberada na circulagéo, alcancando diferentes
tecidos. Para promover inibicdo do apetite, a leptina é transportada pela barreira hemato-
encefalica, alcancando o sistema nervoso central. A leptina sinaliza em neur6nios
hipotaldmicos: sua ligagdo ao receptor LepRb ativa neurdnios anorexigénicos, que aumentam
a expressao dos chamados peptideos anorexigénicos, como a-MSH, CRH, CART, que levam
a sensacdo de saciedade; sua ligacdo a LepRb em neurdnios orexigénicos inibe-os,
diminuindo a expressao génica de peptidios orexigénicos que aumentam a fome, como o
neuropeptideo Y (NPY). Em conjunto, esta mudanca no balanco de peptidios resulta na
inibicdo do apetite (FRIEDMAN; HALAAS, 1998).



A sinalizacdo hipotalamica pela leptina regula o peso corporal, ndo so pela
inibicdo da ingesta alimentar, mas também por promover o equilibrio energético. A leptina
alcanca o hipotdlamo como sinal do estado de armazenamento de energia corporal e, por meio
da inervacdo simpética, é capaz de reduzir os estoques de lipidios no tecido adiposo, de
trigliceridios no musculo esquelético e de glicogénio no figado. Ou seja, por meio da
sinalizacdo central, a leptina estimula o gasto energético através do aumento do metabolismo
basal (CAMPFIELD et al., 1995; PELLEYMOUNTER et al., 1995; DOBBINS et al., 2003).
A leptina promove homeostase energética tanto por efeitos centrais quanto pela sinalizagdo
direta em tecidos-alvo periféricos. Nas Ultimas décadas, diversos estudos buscam caracterizar
os efeitos da leptina no metabolismo de lipidios e da glicose, por meio da atuacdo sobre o
figado, musculo esquelético, células b-pancreaticas, dentre outros tecidos e 6rgdos. No tecido
adiposo de roedores, por exemplo, a leptina promove lipdlise, efeito que se contrapde a
insulina (FRUHBECK; AGUADO; MARTINEZ, 1997; MULLER et al., 1997). No musculo
esquelético, a leptina aumenta a sensibilidade a insulina, pois incrementa a captacdo e
oxidacdo de glicose, a sintese de glicogénio e formacdo de lactato; por outro lado, impede o
acumulo de triacilglicerol, ao contrario da insulina (CEDDIA et al., 1999; CEDDIA,
WILLIAM; CURI, 1999; MUOIO et al., 1999; YAU et al., 2014). Tais tecidos sdo sensiveis a
insulina e indicam que a leptina e a insulina apresentam sinaliza¢do cruzada, sendo este um
dos mecanismos pelos quais a leptina regula 0 metabolismo. Outra evidéncia desta interacdo é
que a exposicao cronica de células b-pancreaticas a leptina inibe a secrecao de insulina, que é
a resposta fisiologica a estimulacdo com glicose (LUPI et al., 1999; BIGRBAEK; KAHN,
2004; MARROQUI et al., 2012).

Outro mecanismo de atuacdo sobre o metabolismo é a regulacdo do nivel
plasmatico de leptina. Como mencionado anteriormente, a leptina é secretada em quantidade
proporcional a massa de tecido adiposo. Em humanos, a leptina circula livre ou ligada,
principalmente, a LepRe, que esta relacionada com sua atividade bioldgica e
biodisponibilidade. Em individuos higidos, a maior parte da leptina é encontrada ligada a
proteinas, enquanto em individuos obesos ha maior quantidade de leptina total e, ainda,
relativamente mais leptina livre. A meia-vida da leptina depende também do clearance renal,
onde é degradada. A literatura demonstra que roedores e humanos apresentam reducao
plasmatica dos niveis de leptina quando submetidos a jejum prolongado, de modo que ndo ha
grande oscilacdo nos niveis de leptina no jejum entre refeicdes (CUMIN; BAUM; LEVENS,
1996; HOUSEKNECHT et al., 1996; SINHA et al., 1996; CUMIN et al., 1997; FRUHBECK,
2006). Os niveis de leptina sdo pouco variaveis ao longo do dia, mas ainda sdo mais estaveis
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guando comparados com 0s niveis de grelina, por exemplo, um hormdnio que apresenta picos
e reducdes de acordo com o estado de fome ou saciedade (KORBONITS et al., 1997;
TRIANTAFYLLOU; PASCHOU; MANTZOROQS, 2016).

O efeito da leptina ndo esta limitado a regulacdo do apetite e do metabolismo
energetico. A expressdo pleiotropica de seus receptores torna possivel o envolvimento da
leptina em uma variedade de processos biologicos, como a funcdo hormonal reprodutora, a
regulacdo da massa 0ssea, angiogénese e, sobretudo, a participacdo no sistema imune, uma
vez que LepR é expresso de forma ubiqua em células do sistema imune presentes tanto na

circulagdo, quanto na medula 6ssea.

1.4. Leptina e sistema imune

A alteracdo no estado nutricional altera a resposta imune. O estado de
desnutricdo leva a hipoleptinemia, enquanto a obesidade resulta em hiperleptinemia. Estados
nutricionais opostos, como estes, contribuem para efeitos opostos sobre as células do sistema
imune, devido, em parte, ao envolvimento da leptina. Pode-se dizer entdo que a participacdo
da leptina é notavel especialmente nas situacdes de desnutricdo e hipernutri¢cdo, de modo que

a nutricdo normal reflete em homeostase energética e homeostase do sistema imune.

Mudangas no microambiente influenciam diretamente o status energético
intracelular. Nesse contexto, a leptina poderia agir como um fator que detectaria alteracdes no
status energético, relacionando o ambiente (disponibilidade de nutrientes), metabolismo e
resposta imune. Em geral, é bem aceita a ideia de que a leptina atua como citocina pré-
inflamatdria, ativando e estimulando algumas células. Da mesma maneira, € bem evidente que

a auséncia de leptina ndo permite a resposta imune adequada.

Sabe-se que a leptina apresenta importante papel na regulacdo do sistema
neuroimunoenddcrino, tanto pela sinalizagdo do sistema nervoso central, quanto na atuagdo
direta sobre células periféricas que apresentam LepR. Avaliar a responsividade de leucdcitos a
leptina contribui para o esclarecimento do papel regulador da leptina sobre a resposta

inflamatoria.

Os niveis plasmaticos aumentados de leptina na obesidade contribuem para a
ativacdo de macrofagos e linfocitos, mas o papel da leptina na ativacdo e migracdo de
neutrofilos ainda é controversa, uma vez que neutréfilos ndo apresentam a isoforma longa do

receptor de leptina, LepRb. Previamente, nosso grupo investigou 0s mecanismos in Vivo
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relacionados a migracdo de neutrofilos induzida por leptina. Foi estabelecido que a leptina
induz migracdo de neutrofilos de forma indireta, dependente da ativacdo de macrdfagos e da
participacdo de TNFR1 e CXCL1/KC (2012, Souza-Almeida, G., Dissertacdo de Mestrado).
Nesta tese, foi investigado como o estado nutricional interfere na resposta de leucdécitos a
leptina. Para isso, foi estabelecido um modelo experimental de obesidade murina, no qual foi
avaliada a participacdo de leptina exdgena nos efeitos do jejum prolongado e na resposta

inflamatdria intraperitoneal.
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2. Objetivos
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2.1.

Objetivo geral

Investigar o efeito da leptina sobre a resposta inflamatéria em modelo murino

de obesidade.

2.2.

d)

Objetivos especificos

Estabelecer modelo experimental de obesidade murina com resisténcia hipotalamica a
leptina, induzida por dieta hipercaldrica.

Avaliar os efeitos da leptina exdgena sobre o tecido adiposo, no jejum prolongado em
modelo de obesidade.

Avaliar os efeitos da leptina exdgena na resposta inflamatdria intraperitoneal em
modelo de obesidade.

Verificar reprodutibilidade dos efeitos da leptina na resposta inflamatéria em

camundongos C57bl/6 fémeas e Balb/c machos.
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas, submetidos a diferentes
protocolos experimentais entre 4 e 35 semanas de idade, com peso entre 15 e 45 g. Os animais
foram mantidos em temperatura de 25 e 28°C, ciclo de luz de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro. Diferentes protocolos experimentais foram utilizados em relacdo ao acesso e
composicdo da ragdo. Os camundongos tiveram livre acesso a ragdo e agua, conforme a rotina
de cada biotério de criacao e experimentacdo. Nos casos em que 0 consumo de rac¢do nao foi
considerado na determinacdo dos grupos experimentais, os animais foram alimentados com

racdo Nuvilab CR1-Nuvital® (Curitiba, PR, Brasil) previamente autoclavada.

Camundongos das estirpes C57BI/6, (machos e fémeas), Balb/c (machos), bem
como camundongos geneticamente modificados knockout TNFR17- em background C57BI/6
(machos) foram fornecidos pelo Centro de Experimentacdo Animal (CECAL) da FIOCRUZ.
Diferentes protocolos experimentais, inclusive com interferéncia na composi¢cdo da ragdo
(descritos adiante), foram realizados nos biotérios do Pavilhdo Osorio de Almeida e do
Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira (IOC-FIOCRUZ). Os animais foram vermifugados com
Ivomec (uso topico) e Ptzi Plus (20 mL/animal via oral), sendo 0s experimentos iniciados uma
semana apds a vermifugagdo. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto Oswaldo Cruz e da Fundagdo Oswaldo Cruz
(Licencas LW 36/10, L-011/2015 e LA-002/2016).

3.2. Modelo de obesidade induzida por dieta hipercalorica

Camundongos C57BI/6 machos foram alimentados com ra¢do de composi¢ao
formulada descrita na tabela 3.1, bem como teor calorico na tabela 3.2, fornecida pela
empresa Prag SolugGes Ltda (Jau, SP, Brasil). Os animais foram submetidos a dieta com o
peso inicial aproximado de 15-25g (cerca de 5 a 8 semanas), sendo mantidos em dieta por
cerca de 14 a 18 semanas. Foram realizados trés protocolos com ragéo hipercaldrica indutora

de obesidade.

Inicialmente, foi realizado um modelo de dieta hiperlipidica (HFD, high-fat
diet), que contém 5330 cal/g, sendo 58% proveniente de gordura. A dieta normolipidica
(NFD, normal-fat diet) utilizada como controle contém 4000 cal/g, sendo 16% proveniente de

gordura.
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O segundo modelo adotado foi por indugéo de obesidade com dieta rica em
sacarose e lipidios (HHD, high-fat, high-sucrose diet), que contém 4728 cal/g, sendo 45% de

gordura e 17% de sacarose. Utilizada como controle, a dieta com fornecimento normal de

sacarose e lipidios (NND, normal-fat, normal-sucrose diet) contém 3850 cal/g, sendo 9% de
gordura e 8% de sacarose.

Foi realizado também um protocolo de transi¢cdo de dietas, em que 0s animais

foram submetidos a alimentacdo com racdo HFD ou NND até o dia 62 da dieta; a partir do dia

63 até o fim do experimento, os animais do grupo HFD passaram a receber racdo HHD,

enquanto os animais do grupo NFD passaram a receber ragcdo NND.

Tabela 3.1. Teor nutricional das ra¢ées NFD, NND, HFD e HHD
NFD NND HFD HHF
Teor nutricional (%) | g kcal g kcal g kcal g kcal
Carboidratos totais 63 63 72 75 41 31 40 34
Dos quais, sacarose 10 10 8 8 12 9 20 17
Gordura 7 16 4 9 35 58 24 45
Proteina 20 20 14 15 35 11 24 20
Outros componentes 10 1 10 1 10 1 12 1
Total 100 100 100 100 121 101 100 100
Tabela 3.2. Formulacéo das racées NFD, NND, HFD e NND
NFD NND HFD HHF
Férmula g cal g kcal g kcal g kcal
Amido de milho 397,5 1590 | 510,7 2043 | 132,5 530 84,9 339,6
Carboidrato  Amido dextrinizado 132 528 | 130 520 | 155 620 | 1165 466
Sacarose/sucrose 100 400 80 320 120 480 [ 201,4 805,6
Oleo de soja 70 630 40 360 0 0 29,1 2619
Gordura Acido graxo de soja 0 0 0 0 40 280 0 0
Banha 0 0 0 0 312 2808 | 206,8 1861
Proteina Caseina 200 800 140 560 140 560 | 233,1 9324
L-cistina 3 12 1,8 7,2 3 12 3,5 14
Celulose 50 0 50 0 50 0 58,3 0
Bitartarato de colina 2,5 0 2,5 0 2,5 0 2,3 0
BHT 0,014 0 0,014 0 0,028 0 0 0
Outros Mix mineral 35 0 35 0 35 0 11,7 0
componentes  \ix vitaminico 10 40 10 40 10 40 11,7 46,8
Fosfato de célcio dibésico 0 0 0 0 0 15,1 0
Carbonato de calcio 0 0 0 0 0 6,4 0
Citrato de potéssio 0 0 0 0 0 19,2 0
Total 1000 4000 1000 3850 1000 5330 1000 4728
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3.3.  Jejum pernoite

Para o jejum pernoite, a racdo foi removida logo ao final do ciclo claro,
aproximadamente as 17:00 h, sendo a 4gua mantida em livre acesso. Quando indicado, foi

realizada a reposicao de racdo no ciclo claro seguinte, antes de 9:00 h.

3.4. Resisténcia hipotalamica

Para o experimento de resisténcia hipotalamica, foi realizada a avaliagéo
individual da ingesta de ragdo. Para isso, foi colocado 1 animal por caixa, acompanhado de
um chumaco de algoddo hidrofébico para promover conforto térmico na auséncia de outros
animais. Os animais foram submetidos a jejum pernoite, com reposicdo da racdo logo apds a
injecédo de leptina ou salina. Ao fim do experimento, 0s animais foram reagrupados em suas

caixas originais, com prosseguimento do protocolo de dieta.

3.5. Injecdo de leptina

Apbs jejum overnight (16 h) para reducdo dos niveis basais circulantes de
leptina, foi feita injecdo intraperitoneal (i.p.) com 100-200 uL de 0,5, 1, 1,5 ou 2 mg/Kg de
leptina, sendo salina estéril apirogénica i.p. em igual volume como veiculo. Todos 0s ensaios
foram realizados com leptina murina recombinante (Peprotech Inc.), diluida em &gua para
injetaveis (apirogénica, estéril e hipotbnica), para armazenamento de aliquotas em freezer -
80°C. Para o uso, as aliquotas foram diluidas no dia do experimento em salina 0,9%
apirogénica estéril para ajuste do volume e dose. Apos a injecdo, os animais foram mantidos
em jejum por 1, 6 ou 24 h e livre acesso a agua. Apds este periodo, foram realizadas a

medicao de glicemia e a eutanasia, para posterior recolhimento de amostras.

3.6. Eutanasia

Os camundongos foram submetidos a eutanasia por hipoxia em camara de CO..

3.7. Obtencdo do lavado peritoneal

Foi feito lavado peritoneal com 3 mL de solugdo salina apirogénica estéril

0,9% a 15 °C. Apds contagem total das células recolhidas em camara de Newbauer, 10°

células foram centrifugadas a 28,23 g por 5 min (aparelho Cytospin 3, fabricante Shandon)

para adesdo a laminas de vidro e submetidas a coloracdo May-Grunwald-Giemsa, tetroxido de
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6smio ou Oil Red O. O sobrenadante foi armazenado a -20°C para posterior quantificacdo de
TNF-a, leptina e CXCL1/KC.

3.8. Contagem diferencial

Laminas preparadas com células peritoneais ou esfregaco sanguineo foram
coradas com May-Grunwald-Giemsa. A contagem diferencial de mononucleares, neutréfilos e
eosinofilos, no total de 100 celulas por animal foi realizada por microscopia Optica, no
aumento de 100x.

3.9. Quantificacdo de TNF-a, leptina e CXCL1/KC

Amostras de plasma e de sobrenadante de lavado peritoneal foram utilizadas
para medigdo de leptina, TNF-a. e CXCL1/KC. As dosagens foram realizadas utilizando-se
anticorpos monoclonais especificos (Duo set kit — R&D systems). A leitura da placa foi feita a
450 nm. Os dados foram analisados através do programa Soft Max Pro, com as dosagens

baseadas nas respectivas curvas-padrao.

3.10. Medicao de glicemia

Para averiguacdo dos efeitos da dieta e da administracdo de leptina sobre o
indice glicémico, foi realizada a afericdo de glicemia nos animais em jejum pernoite (como
descrito previamente) através da aplicacdo do sangue coletado da cauda do animal em fita
reativa e leitura no aparelho One Call Plus (Medlevensohn), logo antes da eutanasia. Os

dados obtidos estdo expressos em mg/dL.

3.11. Deteccao de corpusculos lipidicos

3.11.1. Coloracao por 6smio

Corpusculos lipidicos ficam evidentes em microscopia oOptica de imersdo
quando corados com tetroxido de 6smio, devido a marcagédo de fosfolipidios que compdem
sua hemi-membrana. Apos a centrifugacdo, as células foram fixadas em formaldeido a 3,7%
em PBS (pH 7,4) por 30 min. Posteriormente, as laminas foram coradas com tetroxido de
6smio a 1,5% em acido cacodilico (pH 7,4) por 30 min. Foi feita lavagem em agua destilada e
incubacdo com tiocarbohidrazida a 1% em agua, por 5 min, para reducdo de tetroxido de

6smio a 6smio molecular. Em seguida, as laminas foram lavadas em &gua destilada e
17



novamente incubadas com tetroxido de 6smio 1,5%, por 3 min. Por fim, as laminas foram
lavadas em agua destilada. Apds secas, as laminas foram analisadas em microscopia de campo
claro, com objetiva de 100x. Foi feita a contagem de corpusculos lipidicos por célula, em 50

celulas por animal. Os dados foram expressos pela média do grupo experimental.

3.11.2. Coloracao por Oil Red O

A sonda lipidica Oil Red O apresenta afinidade por lipidios neutros e, assim,
permite a visualizacdo de corpusculos lipidicos em microscopia éptica ou de fluorescéncia.
Apbs a centrifugacdo, as células foram fixadas em formaldeido a 3,7% em PBS (pH 7,4) por
30 min. Posteriormente, as laminas foram submersas em solucdo Oil Red O a 60 % (v/v)
durante 5 minutos, lavadas com &gua corrente e com isopropanol 30 % (v/v), sendo imersao
em PBS por 5 minutos. Apés este periodo as laminas foram lavadas em &gua corrente e
imersas em hematoxilina de Myers (Merck Millipore) durante 1 minuto para marcacao de

nacleos, seguida de lavagem em &gua corrente e secagem a temperatura ambiente.

A observacdo de corpusculos lipidicos foi realizada em microscopio 6ptico de
campo claro (Olympus BX60), utilizando objetiva de imersdo (100x). Foram realizadas
fotomicrografias em campo claro. Alternativamente, os nicleos foram marcados com a sonda

fluorescente DAPI e as laminas foram analisadas em microscopia de fluorescéncia.

3.12. Obtencao de plasma

Amostras de sangue foram obtidas por meio de puncdo cardiaca, realizada
imediatamente apds a eutanasia dos animais, em seringa de 1 mL, contendo 100 uL de
anticoagulante citrato, equivalente a 10% do volume total. A seguir, as amostras foram
centrifugadas a 1500 x g por 10 min, recolhendo-se entdo o plasma obtido. As amostras de

plasma foram armazenadas em freezer -20°C para posterior quantificacdo de leptina.

3.13. Anadlise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente no programa GraphPad Prism,
através de anélise de variancia (One Way Anova, com pdés-teste Newman Keuls) ou teste t

student, com significancia de, pelo menos, p<0,05.
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4. Resultados
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Modelo de resisténcia hipotalamica associada a obesidade induzida por dieta rica em
sacarose e lipidios (HHD, high-fat, high-sucrose diet)

Existem diversos modelos para estudo da obesidade utilizando camundongos.
Em comum, tais modelos relacionam a obesidade a maior quantidade de leptina circulante, de
modo proporcional ao tamanho do tecido adiposo. Os modelos de camundongos com
alteracGes genéticas sdo bastante Uteis; no entanto, diferem significativamente da obesidade
em humanos. Decidimos, entdo, estabelecer nossa investigacdo sobre os efeitos da leptina a

partir de um modelo de obesidade resultante de ingesta hipercaldrica.

Inicialmente, avaliamos o efeito de diferentes composicOes de racdo padrdo e
racao hipercalérica. Durante 14 a 18 semanas, foi feito 0 acompanhamento do peso corporal
de camundongos C57BI/6 machos submetidos ao modelo de inducdo de obesidade. Os
animais foram alimentados com racao hiperlipidica (HFD, high-fat diet), racdo normolipidica
(NFD, normal-fat diet), racdo rica em lipidios e sacarose (HHD, high-fat, high-sucrose diet) e
racdo normal em lipidios e sacarose (NND, normal-fat, normal-sucrose diet). Formulacéo,

teor nutricional e teor caldrico de cada racdo estdao descritos na sessdo “Materiais e Métodos”.

Na figura 4.1, pode ser observado o peso dos animais, a ingesta (em gramas) e
a ingesta caldrica durante os dias de dieta. No grafico 4.1A, € possivel comparar o efeito da
racdo HFD versus NFD. Observamos que a dieta HFD ndo permite boa distin¢do em relagéo a
NFD. Em 4.1B, foi realizado um experimento de transicdo, em que a racdo HFD foi
substituida por HHD no dia 63 de dieta, e a racdo NFD foi substituida por NND. Como
observado, tal procedimento resultou em aumento de peso mais acentuado até o Ultimo dia da
dieta. A comparacéo entre as figuras 4.1A e 4.1B sugere que o aumento de peso induzido por
HHD é mais eficaz que HFD, em relagdo aos controles NND e NFD, respectivamente. Nas
figuras 4.1C e 4.1E, sdo observadas, respectivamente, a ingesta em gramas e a ingesta calérica
dos grupos NFD e HFD. Nas figuras 4.1D e 4.1F, sdo observadas, respectivamente, a ingesta
em gramas e calorica do protocolo de transicdo. Podemos observar que a ingesta em gramas €
ligeiramente semelhante entre os grupos com racao hipercaldrica e controle, tanto em 4.1C e
4.1D. No entanto, ha um incremento na média diaria da ingesta caldrica ap6s a substituicdo da

racdo HFD pela HHD, como podemos ver em 4.1F.

Na Figura 4.2, observa-se que a dieta estabelecida com racdo HHD, sendo a
racdo NND usada como controle, promove um modelo de obesidade reprodutivel no nosso
laboratério. A figura 4.2A mostra a curva de peso durante a dieta. Observa-se que ha

distingéo entre os grupos aos 50 dias de dieta, aproximadamente, e que foi possivel encerrar a
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Fig4.1. Efeito de diferentes dietas no peso e na ingesta.

Camundongos C57Bl/6 machos foram submetidos a diferentes dietas por 14 a 18 semanas.
Foi realizado o monitoramento ao longo dos dias em dieta. Foram comparados os grupos
alimentados com dieta hiperlipidica (HFD) versus dieta normolipidica (NFD) em relagao ao
peso corporal (A), ingesta didria média (C) e ingesta calorica diaria média (E). Em B, foi
estabelecido um protocolo de substituigdo de dietas; a partir do dia 63 (linha tracejada), a
dieta HFD ¢ substituida pela dieta rica em lipidios e sacarose (HHD) e a dieta NFD pela dieta
normal em lipidios e sacarose (NND). Em D e F, observa-se, respectivamente, o
acompanhamento da ingesta diaria média e a ingesta calorica diaria média conforme
protocolo estabelecido em B. A linha pontilhada em C-F representa o primeiro dia de avaliado
da ingesta. Em A, C e E, dados de um experimento representativo de 4 experimentos, com n =
16 a 20 animais por grupo, apresentado como média e desvio-padrdo. Em B, D e F, dados de
um experimento com n = 20 animais por grupo.
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Fig4.2. Efeito da dieta rica em sacarose e lipidios.

Camundongos C57B1/6 machos foram submetidos a dieta rica em lipidios e sacarose (HHD)
versus dieta normal em lipidios e sacarose (NND) por 14 a 16 semanas. Foi realizado o
monitoramento ao longo dos dias em dieta. Em A, pode ser observado o peso ao longo da
dieta. Em B, o ganho de peso ao longo da dieta foi obtido pelo peso final subtraido do peso
inicial, normalizado pelo nimero de dias em dieta. Em C e D, observa-se a ingesta média
didria e a ingesta calorica didria, respectivamente. Em A, dados de um experimento,
representativo de 6 experimentos,com n = 13 a 20 animais por grupo, apresentado como
média e desvio-padrdao. Em B, dados apresentados com média e erro padrdo da média de 3 a
6 experimentos, com n =13 a 20 animais por grupo. (*) diferenca estatisticamente
significativa (p<0,0001, teste t student) entre os grupos indicados. Em C e D, dados de um
experimento representativo de 6 experimentos, com n = 4 caixas por grupo (3 a 5 animais por
caixa).
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dieta, em geral, entre 100 e 125 dias. Para determinar se 0 modelo HHD versus NND é mais
reprodutivel que as tentativas anteriores com racdo HFD versus NFD, foi calculado o ganho
de peso de cada animal, isto &, a diferenca entre o peso inicial e final em dieta; a seguir, esta
diferenca de peso foi normalizada pelo numero de dias em dieta. Assim, em 4.2B observamos
a razdo entre o ganho de peso e o numero de dias em dieta. Podemos observar que 0s
experimentos realizados com o modelo HHD vs NND apresentam diferenca significativa,
enquanto ndo ha diferenca significativa em relacdo ao modelo HFD vs NFD. Nas figuras
4.2C, pode ser observado que a ingesta diéria da racdo NND é maior que a ingesta diaria da
racdo HHD; no entanto, a ingesta calorica didria € maior no grupo HHD durante todo o

periodo da dieta.

Além do aumento de peso, a dieta HHD induz outras caracteristicas de
obesidade, como observado na figura 4.3. Em 4.3A e 4.3D, encontram-se imagens
representativas dos grupos NND e HHD ao fim do protocolo de dieta, nas quais estdo
indicadas a presenca, respectivamente, de tecido adiposo epididimal e tecido adiposo
subcutaneo mais desenvolvidos em animais HHD. Uma vez que existem cada vez mais
estudos relacionados a diferentes papéis dos depositos de tecido adiposo, avaliamos quatro
depositos de tecido adiposo: subcutdneo inguinal (dos membros posteriores), epididimal
(tecido associado ao epididimo), retroperitoneal (depdsito encontrado na parte dorsal da
cavidade peritoneal, entre 0 rim e a parede peritoneal) e visceral (tecido associado ao
mesentério). Em 4.3B, C, E e F, é demonstrado o peso ex-vivo dos tecidos adiposos
epididimal, subcutaneo, retroperitoneal e visceral, respectivamente, recolhidos ao fim do
protocolo da dieta. Podemos sugerir que o0 aumento de peso corporal nos animais HHD esta

relacionado, em parte, ao aumento da massa de tecido adiposo nestes depositos.

A medicdo da glicemia de 6h de jejum também se apresenta aumentada em
animais do grupo HHD (figura 4.4A). A leptina plasmética apresenta-se aumentada em
animais do grupo HHD (figura 4.4B). N&o ha alteracdo nos niveis sanguineos de triglicerideos
entre 0s grupos HHD e NND, enquanto hd aumento nos niveis de colesterol nos animais
HHD. Assim, a expansdo da massa de tecido adiposo em diferentes sitios, bem como o
aumento de glicose, leptina e colesterol no sangue sugerem que o protocolo estabelecido

funciona como indutor de obesidade.

23



TA epididimal TA subcutaneo

A B C
NND HHD - .
1500- 1500-
£ 1000 £ 1000
(=] (=]
8 500 % ® o 5001 —
o 1% o _&_ ®
e L 1 0 1 L
NND HHD NND HHD
D TA retroperitoneal TA visceral
E * F *
600- o 600-
£ 400, % £ 400- S%O
2 200 ° 2 200 .
$ ol & mor e
e e T T
NND HHD NND HHD

Fig4.3. Medidas de peso de tecido adiposo em diferentes depdsitos de animais
submetidos a dieta HHD.

Camundongos C57Bl/6 machos foram submetidos ao modelo de inducdo de obesidade com
racdo HHD (vide metodologia) e diferentes depositos de tecido adiposo foram recolhidos ao
fim do protocolo de dieta. Em A e D, imagem representativa dos grupos HHD e NND. As
setas indicam o tecidos adiposo (TA) epididimal (em A) e TA subcutidneo (em D). Em B, C, E
e F, encontra-se o peso dos depositos bilaterais do TA epididimal, TA subcutineo e TA
retroperitoneal, além do TA visceral, respectivamente. Em B, C, E e F dados de um
experimento com n = 5 por grupo, apresentados como média e desvio-padrdo. (*) diferenca
estatisticamente significativa (p<0,01, teste t student) entre os grupos HHD e NND.
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Fig4.4. Medidas de glicemia, leptina, triglicerideos e colesterol no sangue de
animais NND e HHD.

Animais HHD e NND, ao fim da dieta, tiveram amostras de sangue recolhidas para diferentes
analises. Em A, encontra-se a medida de glicemia. Em B, C e D, a dosagem plasmatica de
leptina, trigliceridios e colesterol, respectivamente. Em A e B, dados de um experimento com
n =7 a 14 por grupo, apresentado como média e desvio-padrdo. Em C e D, dados de um
experimento com n = 3 por grupo, apresentado como média e desvio-padrdo. (*) diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05, teste t student) entre os grupos NND e HHD.
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Leptina modula a participacéo do tecido adiposo durante jejum prolongado

Para a avaliacdo do efeito da leptina sobre animais NND e HHD, os animais

foram submetidos a jejum pernoite (cerca de 16h) antes de receberem 1 mg/kg de leptina i.p.

Na figura 4.5A, observa-se que apenas o jejum pernoite leva a redugdo de peso
tanto no grupo NND quanto no grupo HHD. Ao quantificar o peso perdido por animal,
observa-se que os animais do grupo HHD perdem maior peso em gramas que 0s animais do
grupo NND (figura 4.5B); no entanto, o percentual de peso perdido é semelhante entre os

grupos (figura 4.5C).

Para avaliacédo do efeito hipotalamico da leptina, os animais foram submetidos
a jejum pernoite antes de receberem 1 mg/kg de leptina i.p. Em seguida, houve reposicdo da
racdo para avaliacdo do consumo calérico de racdo por animal, sendo mantido 1 animal por
caixa. Nas figuras 4.6A e 4.6B, observa-se que, 24 h ap06s a injecdo, os animais do grupo
NND que receberam leptina apresentam menor consumo em gramas e calorias que 0s animais
NND que receberam salina, enquanto que os animais do grupo HHD, tratados ou ndo com
leptina, ndo apresentam diferenca significava na ingesta calérica. Em 4.6C e 4.6D, 0s grupos
NND néo apresentam diferenca de consumo, em gramas ou calorias, 48 h ap0s a injecdo de
salina ou leptina. Tais dados sugerem que a leptina injetada apresenta efeito inibitorio da
ingesta alimentar nas primeiras 24 h, mas nao até 48h. A ingesta alimentar de animais do
grupo HHD em 24h ou 48h indicam que o efeito de inibicdo da ingesta ndo ocorre nestes
animais. Em conjunto, os dados da figura 4.6 manifestam a resisténcia hipotalamica a leptina

nos animais HHD; fendmeno semelhante é observado na obesidade humana.

Em geral, o tecido adiposo epididimal é estudado como o representante da
adiposidade abdominal devido, em parte, ao seu volume apresentar maior participacdo do que
outros depdsitos na regido abdominal do camundongo. Por isso, foi feita a avaliacdo da massa
do tecido adiposo epididimal em animais NND e HHD submetidos a jejum, injetados com
leptina ou salina. O jejum foi mantido apo6s a injegdo. Os animais foram submetidos a
eutandsia 24 h ap6s a injecdo; foi realizada a lavagem da cavidade peritoneal para futura

analise de parametros inflamatdrios; amostras de tecido adiposo foram recolhidas e pesadas.

A figura 4.7A mostra que, como esperado, 0 jejum reduz o peso do TA
epididimal nos grupos NND e HHD. Apos 24h da injecdo de leptina, 0 TA epididimal,
bilateral, proveniente de animais NND apresenta peso significativamente reduzido em relacéo

aos tecidos dos animais NND que receberam salina. Os animais HHD, injetados com leptina
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Fig4.5. Avaliacéo do peso corporal em animais NND e HHD submetidos a jejum.
Animais NND e HHD foram submetidos a jejum pernoite antes de receberem 1 mg/kg de
leptina 1.p. (ou salina). Em A, encontra-se o peso corporal medido antes e apos o jejum. Em B
e C, a perda de peso ¢ demonstrada em massa e percentual, respectivamente. 4, B e C, dados
de um experimento com n = 14 por grupo, apresentados como média e desvio-padrado. (*)
diferenca estatisticamente significativa (p<0,035, teste t student) entre os grupos indicados.
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Fig4.6. Avaliagdo da resisténcia hipotalamica a leptina na dieta HHD.
Animais NND e HHD foram submetidos a jejum pernoite antes de receberem 1 mg/kg de
leptina i.p. (ou salina) e reposicdo da racdo imediatamente apods a injecdo. Os dados foram
obtidos 24h (A e B) e 48h (C e D) apo6s a injecdo, quando foi avaliada a ingesta em gramas e
calorias de ragdo por animal (1 animal por caixa). Em A, B, C e D, dados de um experimento
com n = 6 a 9 por grupo, apresentado como média e desvio-padrdo. (*) diferenca
estatisticamente significativa (p<0,01, teste t student) entre os grupos indicados.
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Fig4.7. Avaliacdo da massa do tecido adiposo epididimal em animais NND e
HHD, 24h apos injecéo de leptina ou salina.

Animais NND e HHD foram submetidos a jejum pernoite antes de receberem 1 mg/kg de
leptina i.p. (ou salina), sendo submetidos a eutanasia apds 24h. Foi recolhido, entdo, o TA
epididimal. Animais NND e HHD que ndo foram submetidos a jejum foram utilizados como
controle. Pode ser observado, em A, o peso do tecido adiposo epididimal e, em B, a razdo do
peso do tecido adiposo (mg) pelo peso corporal (g) apresentado antes do jejum. 4 e B, dados
de um experimento com, pelo menos, n = 5 animais por grupo, apresentados como média e
desvio-padrao. (*) diferenga estatisticamente significativa (p<0,001, teste t student) entre os
grupos indicados. (ns) ndo-significativo estatisticamente.
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ou salina, ndo apresentam diferenca significativa de peso. Nas figuras 4.7B, normalizamos o
peso do TA pelo peso corporal de cada animal, obtido antes do jejum. Pode ser observado que
a proporcdo do tecido em relagdo ao peso corporal reproduz as observacdes do peso absoluto

dos tecidos obtidos em 24 h.

Em seguida, foi investigado se este efeito se reproduz em outros depositos de
tecido adiposo. Na figura 4.8, observa-se que a reducdo de peso do tecido adiposo, apos 24h
de injecdo de leptina, ndo é sitio-especifica nos animais NND, ocorrendo também nos

depositos subcutaneo, visceral e retroperitoneal de TA (figuras 4.78, B e C, respectivamente).

Para avaliar o status energético dos animais NND e HHD na condicao de jejum
e na intervencdo de leptina, a glicemia foi medida em 6h e 24h apds a injecdo de leptina
(figura 4.9). Pode ser observado que animais NND injetados com leptina apresentam reducao
da glicemia em 6h e 24h, enquanto animais HHD, injetados ou ndo com leptina, ndo
apresentam diferenca de glicemia em 6h e 24h. A auséncia do efeito da leptina nos animais
HHD nas figuras 4.7, 4.8 e 4.9 parece estar relacionada a resisténcia hipotalamica a leptina

exogena.

Como a lavagem da cavidade peritoneal foi uma etapa de manipulacdo que
precedeu a pesagem do TA epididimal, ndo podemos afirmar que os dados do grupo NND na
figura 4.10A representam a auséncia do efeito da leptina sobre o tecido adiposo. Decidimos,
entdo, investigar se o procedimento de lavagem peritoneal é capaz de interferir, de modo
relevante, na medida do peso do TA epididimal. Para isso, realizamos um experimento com
animais C57bl/6 machos, com 8 semanas de idade, alimentados com a dieta padrdo do
biotério. Estes animais foram submetidos ao jejum pernoite e, em seguida, injetados com
leptina 6h antes da eutandasia. Pode ser observado na figura 4.11 que os TA medidos apos a
lavagem da cavidade peritoneal apresentam maior peso que os tecidos medidos sem a
lavagem da cavidade peritoneal. Isto ocorre nos grupos salina e leptina. Em seguida, foi feita
a normalizacdo do peso dos tecidos em relacédo ao peso corporal de cada animal, antes do
jejum (figura 4.11B). A normalizacdo sugere que a proporcdo do tecido em relagéo ao peso

corporal é superestimada nos animais em que foi feita a lavagem da cavidade peritoneal.

Investigamos se outros Orgdos sdo afetados pela leptina neste protocolo de
jejum. Para isso, recolhemos o bago 6h apos a injecdo de leptina e o figado 24h apds a injegdo
de leptina. Observamos na figura 4.12 que ndo ha diferenca de peso entre os grupos avaliados.

Em conjunto, estes dados sugerem que a leptina interfere no metabolismo de
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Avaliacdo da massa de TA subcuténeo, visceral e retroperitoneal de

animais NND e HHD, 24h ap0s injecdo de leptina ou salina.
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Animais NND e HHD foram submetidos a jejum pernoite antes de receberem 1 mg/kg de
leptina i.p. (ou salina), sendo submetidos a eutanasia apds 24h. Foram recolhidos, entdo, TAS
subcutaneo, visceral e retroperitoneal; o peso destes TA sdo observados respectivamente em
A, B e C. Animais NND e HHD que ndo foram submetidos a jejum foram utilizados como
controle. 4, B e C, dados de um experimento com, pelo menos, n = 5 animais por grupo,
apresentados como média e desvio-padrdo. (*) diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05, teste t student) entre os grupos indicados. (ns) ndo-significativo estatisticamente.
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Fig4.9. Medigcdo da glicemia em animais NND e HHD, 6h e 24h apds serem
injetados com leptina ou salina.

Animais NND e HHD foram submetidos a jejum pernoite antes de receberem 1 mg/kg de
leptina i.p. (ou salina). O jejum foi mantido até a medi¢do de glicemia, 6 h ou 24 h apoés a
injecdo, mostrados em A e B, respectivamente. A, dados de um experimento representativo de
2 experimentos, com n = 4 a 5 animais por grupo. B, dados de um experimento representativo
de 4 experimentos com, pelo menos, n = 9 animais por grupo. Dados apresentados como
média e desvio-padrado. (*) diferenca estatisticamente significativa (p<0,05, teste t student)
entre os grupos indicados. (*
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Fig 4.10. Avaliacdo da massa do tecido adiposo epididimal em animais NND e
HHD, 6h ap0s injecéo de leptina ou salina.

Animais NND e HHD foram submetidos a jejum pernoite antes de receberem 1 mg/kg de
leptina i.p. (ou salina), sendo submetidos a eutanésia ap6s 6h. Foi recolhido, entdo, o TA
epididimal. Animais NND e HHD que ndo foram submetidos a jejum foram utilizados como
controle. Pode ser observado, em A, o peso do tecido adiposo epididimal e, em B, a razdo do
peso do tecido adiposo (mg) pelo peso corporal (g) apresentado antes do jejum. 4 e B, dados
de um experimento com, pelo menos, n = 5 animais por grupo, apresentados como média e
desvio-padrdo. (*) diferenga estatisticamente significativa (p<0,05, teste t student) entre os
grupos indicados. (ns) ndo-significativo estatisticamente.
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Fig4.11. Avaliacéo da massa do tecido adiposo epididimal em animais controle, 6h
apos injecao de leptina ou salina.

Camundongos C57B1/6 com 8 semanas de idade, alimentados com dieta padrdo do biotério de
experimentacdo, foram submetidos a jejum pernoite antes de receberem 1 mg/kg de leptina
1.p. (ou salina). Os animais foram mantidos em jejum apds a injecao e submetidos a eutanasia
apos 6h, quando foram separados em grupos submetidos ou ndo a lavagem da cavidade
peritoneal (vide metodologia). A, peso do tecido adiposo epididimal. B, o peso do tecido
adiposo (mg) foi normalizado pelo peso corporal (g) obtido antes do jejum. A e B, dados de
um experimento com n = 5 por grupo, apresentados como média e desvio-padrdo. (*)
diferenca estatisticamente significativa (p<0,035, teste t student) entre os grupos indicados.
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Fig4.12. Avaliacdo do peso do baco e do figado em animais NND e HHD
submetidos a jejum e injetados com leptina.
Animais NND e HHD foram submetidos a jejum pernoite antes de receberem 1 mg/kg de
leptina i.p. (ou salina), sendo submetidos a eutandsia ap6s 6h ou 24h. Figado e bago foram
recolhidos e pesados. Em A, pode ser observado o peso do baco recolhido ap6s 6h da injecao
de leptina. Em B, observa-se o peso do figado apds 24h da injegao de leptina. 4 e B, dados de

um experimento com n = 3 a 6 por grupo, apresentados como média e desvio-padrdo. Ndo
houve diferenca significativa entre os grupos.
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animais em jejum. A leptina ndo parece apresentar efeito tardio (em 24h) no grupo HHD.
Além disso, em 6h, a leptina preserva o TA epididimal no grupo HHD, mesmo havendo perda

de peso corporal.

Neutrdfilos de animais obesos sdo responsivos aos efeitos da leptina in vivo

Dados estabelecidos previamente pelo nosso grupo (2012, Souza-Almeida, G.,
Dissertacdo de Mestrado) demonstram que neutréfilos séo responsivos aos efeitos da leptina
in vivo, isto é, com a participacdo de KC e TNF-a.. Nesta tese, investigamos como a leptina
afeta a participacdo do neutrdfilo na resposta inflamatdria na obesidade. Como observamos
que a leptina interfere no metabolismo de animais com obesidade induzida por dieta,
submetidos a jejum prolongado, decidimos investigar se tal efeito reflete sobre a resposta

inflamatoria.

Desta forma, animais alimentados com racdo HHD e NND foram submetidos a
jejum pernoite, injetados com leptina 1 mg/kg ou salina i.p., sendo mantido o jejum até a
eutandsia, realizada 1 h, 6 h ou 24 h ap6s a injecdo. Foram avaliados células e mediadores

inflamatorios presentes na cavidade peritoneal e no sangue.

Na figura 4.13, pode ser observado que a leptina ndo promove alteracdo
significativa na quantidade total de células peritoneais, nem de células mononucleares ou
eosinofilos, em 1h, 6h ou 24h. Na figura 4.14, observamos que 1h ap6s a injecdo de leptina,
neutrdfilos sdo recrutados para a cavidade peritoneal tanto em animais NND quanto em
animais HHD. Os neutrofilos sdo acumulados na cavidade peritoneal em 6h e continuam
presentes em 24h. Os leucdcitos circulantes também foram avaliados em relacdo a presenca
de células mononucleares, eosindfilos e neutrofilos. N&o foram observadas alteracGes

significativas, como efeito da leptina, na quantidade destas células em 1h e 6h (figura 4.15).

Uma vez que a injecdo de leptina leva a migracdo de neutréfilos tipica de
resposta inflamatoria aguda, avaliamos a presenca de corpusculos lipidicos nas células da
cavidade peritoneal no modelo de obesidade. Nosso grupo ja demonstrou que a leptina ativa
macrofagos peritoneais de modo a induz a formacdo de corpusculos lipidicos. Assim,
utilizamos o protocolo de injecéo de leptina em animais NND e HHD. As células peritoneais,
obtidas 24h ap0s a injecdo de leptina, foram coradas com tetroxido de ésmio ou com Oil Red
0.

Na figura 4.16A, podem ser observadas imagens capturadas em microscopia de
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Fig 4.13. Leucdcitos totais, mononucleares e eosindfilos encontrados na cavidade
peritoneal de animais NND e HHD injetados com salina ou leptina.
Animais dos grupos NND e HHF foram injetados com leptina i.p. (1 mg/Kg), ou salina, apos
jejum pernoite (vide metodologia). As células peritoneais foram obtidas apds 1h, 6h e 24h, e a
contagem diferencial foi feita apos a coloragdo por May-Grunwald-Giemsa. Em A, B e C,
pode ser observada a quantidade de leucdcitos totais, mononucleares e eosinofilos
encontrados na cavidade peritoneal nos tempos indicados. 4, B e C, dados de trés
experimentos com n = 3 a 9 animais por grupo, apresentados como média e desvio-padrao,
representativos de 1- 6 experimentos independentes. Nao houve diferenca significativa entre
0S grupos.
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Fig 4.14. Recrutamento de neutrofilos induzido por leptina em 1h, 6h e 24h para a
cavidade peritoneal de animais NND e HHD.

Animais dos grupos NND e HHD foram estimulados com leptina i.p. (1 mg/Kg), ou salina,
apods jejum pernoite (vide metodologia). As células peritoneais foram obtidas apos 1h, 6h ou
24h, e a contagem diferencial foi feita apos a coloragdo por May-Grunwald-Giemsa. Pode ser
observada a quantidade de neutrofilos encontrados na cavidade peritoneal nos tempos
indicados. Dados de trés experimentos com n = 3 a 9 animais por grupo, apresentados como
média e desvio-padrdo, representativos de 1- 6 experimentos independentes. (*) diferenca
estatisticamente significativa (p<0,001, One-Way Anova) entre os grupos leptina e salina.
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Fig 4.15. Leucdcitos circulantes no sangue de animais NND e HHD injetados com
leptina ou salina.

Animais dos grupos NND e HHD foram estimulados com leptina i.p. (I mg/Kg), ou salina,
apos jejum pernoite (vide metodologia). Leucocitos circulantes foram obtidas apds 1h e 6h, e
a contagem diferencial foi feita apds a coloragdo por May-Grunwald-Giemsa. Em A-F, pode
ser observada a taxa de leucocitos totais, mononucleares e eosinofilos encontrados no sangue.
Em G e H, pode ser observada, respectivamente, a quantidade de neutrofilos circulantes 1h e
6h apos a injecdo de leptina. A-H, dados de dois experimentos com n = 4 a 5 animais por
grupo, apresentados como média e desvio-padrdo, representativos de 1-3 experimentos
independentes. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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campo claro, representando as células peritoneais encontradas nos animais NND e HHD. Sao
observados corpusculos lipidicos marcados com Oil Red O, com coloracdo de hematoxilina.
Pode ser observado que o grupo HHD apresenta maior marcacao de corpusculos lipidicos que
0 grupo NND. A injecdo de leptina leva ao aumento da marcacdo de corpusculos do grupo
NND, comparados com a inje¢do de salina. O grupo HHD injetado com leptina também
apresenta maior marcacdo que o grupo NND salina. Na figura 4.16B foi realizada a avaliacao
por 6smio, sendo observado que animais do grupo HHD apresentam quantidade aumentada no
namero de corpusculos lipidicos sem injecdo de leptina, quando comparados com 0 grupo
NND. Além disso, a injecdo de leptina induz aumento do numero de corpusculos lipidicos no

grupo NND injetado com leptina, assim como no grupo HHD injetado com leptina.

Estes dados sugerem que a dieta HHD favorece, na cavidade peritoneal, um
estado inflamatério basal mais elevado que o encontrado na dieta NND, considerando a
quantidade e tamanho de corpusculos lipidicos.

Em seguida, realizamos a avaliacdo dos niveis de leptina encontrados no
sobrenadante de lavado peritoneal e no plasma sanguineo, 24 h ap0s a injecao de leptina i.p.
Podemos observar na figura 4.17A que, em animais HHD injetados com leptina, ndo ha
alteracdo dos niveis plasmaticos, que se mantém elevados em relacdo os animais NND
injetados com leptina. A figura 4.17B mostra que animais NND injetados com leptina e de
animais HHD que ndo receberam injecao de leptina apresentam maior quantidade de leptina
no sobrenadante de lavado peritoneal que a de animais NND salina. Curiosamente, foram
apresentados niveis mais altos de leptina no sobrenadante de lavado peritoneal de animais
HHD injetados com leptina, do que em animais NND injetados com leptina. Isto significa que
macrdfagos peritoneais de animais HHD estdo mais expostos aos efeitos da leptina do que o
grupo HHD salina e o grupo NND leptina, uma vez que a presenca de leptina na cavidade
peritoneal permanece apos 24h de injecdo nos animais HHD.

Sabendo-se que individuos obesos apresentam um quadro de inflamac&o
subclinica, foi avaliada a contribuicdo de TNF-a. e KC ao efeito da leptina no modelo de
obesidade. Nas figuras 4.18A e B, pode ser observado que animais injetados com leptina
apresentam elevacdo dos niveis de KC na cavidade peritoneal e no plasma 1h, mas ndo 6h,
apos a injecdo de leptina, tanto nos animais NND quanto HHD. Nas figuras 4.18C, pode ser
observado que, em 24h, animais HHD j& apresentam elevacao nos niveis de TNF-a peritoneal
quando comparados com animais NND. A injecéo de leptina promove o aumento de TNF-a

peritoneal em animais NND, mas néo altera os niveis de TNF-o em animais HHD.
40



- -
hrd o

Numero de CL/célula
(4]

o

Fig 4.16. Formacao de corpusculos lipidicos em células peritoneais de animais NND
e HHD estimulados com leptina.

Animais dos grupos NND e HHD foram estimulados com leptina i.p. (I mg/Kg), ou salina,
apos jejum pernoite (vide metodologia). As células peritoneais foram obtidas apos 24 h e
submetidas a colorag@o de para marcacgdo de corpusculos lipidicos. Em A, fotomicrografias de
laminas foram coradas com Oil Red O e hematoxilina. Em B, as laminas foram coradas com
tetroxido de 6smio e os corpusculos foram contados no microscopio optico (50 células por
animal). 4, imagens representativas de um experimento com n = 5 por grupo, pelo menos. B,
dados de um experimento com n = 5 a 8 animais por grupo, apresentados como média e
desvio-padrao. (*) diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001, teste One-Way Anova).
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Fig 4.17. Niveis plasmaticos e intraperitoneais de leptina em animais NND e HHD.
Animais dos grupos NND e HHD foram injetados com leptina i.p. (1 mg/Kg), ou salina, apds
jejum pernoite (vide metodologia). Por ELISA, foi realizada a dosagem de leptina no plasma,
obtido apds pungdo cardiaca, e no sobrenadante de lavado peritoneal. Em A e B, quantidade
de leptina plasmatica e peritoneal, respectivamente, 24h ap6s a injecdo de leptina i.p. 4 e B,
dados de um experimento com n = 6 a 8 animais por grupo, representativos de 3
experimentos, apresentados como média e desvio-padrdo. (*) diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05, teste t student).
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Fig 4.18. Niveis plasmaticos e intraperitoneais de KC e TNF-a em animais NND e
HHD.

Animais dos grupos NND e HHD foram injetados com leptina i.p. (1 mg/Kg), ou salina, apds
jejum pernoite (vide metodologia). Por ELISA, foi realizadas dosagens no plasma, obtido
ap6s pungao cardiaca, e no sobrenadante de lavado peritoneal. Em A e B, quantidade de KC
peritoneal e plasmatico, respectivamente, 1h e 6h apos a injecdo de leptina. Em C, quantidade
de TNF-a peritoneal 24h apos a injecdo de leptina i.p. 4, B e C, dados de um experimento
com n = 3 a 5 animais por grupo, apresentados como média e desvio-padrdo. (*) diferencga
estatisticamente significativa (p<0,05,pelo menos, teste t student).
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Nota-se, entdo, que animais alimentados com dieta HHD apresentam
background inflamatorio, caracterizado por altos niveis de TNF-o e predisposicdo de
macrdfagos peritoneais aos efeitos da leptina. No entanto, esta inflamacdo subclinica,
associada a elevacdo cronica dos niveis de leptina, ndo é suficiente para promover influxo de
neutréfilos para o peritdnio, de modo que o estimulo agudo de leptina é capaz de induzir o
recrutamento de neutrofilos em animais HHD, de modo semelhante ao recrutamento

observado em animais NND.

O efeito da leptina é reprodutivel em fémeas de C57BI/6 e machos de BALBc

Para avaliar se as observacOes deste trabalho se restringem apenas ao modelo
de obesidade estabelecido em camundongos C57BI/6 machos, investigamos os efeitos da
leptina na resposta inflamatéria sdo reprodutiveis em animais C57BI/6 fémeas e Balb/c
machos. Existem diferentes modelos de doenca e inflamacao estabelecidos nestes animais, 0
que cria uma lacuna de conhecimento, uma vez que ha poucos trabalhos que abordam o efeito

da leptina em relacdo a estas doengas, em relagcdo aos animais C57BI/6 machos.

Animais C57bl/6 fémeas e Balb/c machos foram submetidos a jejum pernoite,
recebendo injecdo de leptina 1mg/kg i.p. e permanecendo em jejum por 6h ou 24h, quando
foram realizadas as analises. Na figura 4.19, podemos observar que C57BI/6 fémeas
apresentam recrutamento de neutrofilos para a cavidade peritoneal 6h e 24h ap6s a injecdo de
leptina, sem alteracdo na quantidade de mononucleares ou eosinofilos peritoneais. Na figura
4.20, podemos observar que Balb/c machos também apresentam recrutamento de neutréfilos
para a cavidade peritoneal 6h e 24h ap6s a injecdo de leptina, sem alterar a quantidade de
células mononucleares ou eosinéfilos. Tais dados sugerem, ainda, que a cinética do
recrutamento de neutrofilos nestes animais € semelhante a dos animais C57bl/6 machos,

havendo acimulo em 6h em relacdo a 24h.

Investigamos também a participagdo de corpusculos lipidicos em células
peritoneais de animais C57bl/6 fémeas, 24h apos a injecdo de leptina. Como observado na
figura 4.19, os animais injetados com leptina apresentam maior presenca de corpusculos
lipidicos que animais injetados com salina. Além disso, pode-se observar que a marcacao de
Oil Red O para corpusculos e DAPI para o nucleo celular permite identificar células
polimorfonucleares, possivelmente eosindfilos e neutréfilos; tais células ndo apresentam

corpusculos lipidicos como efeito da leptina.
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Fig 4.19. Leptina promove, em 6h e 24h, o recrutamento de neutrdfilos para a
cavidade peritoneal em C57BI/6 fémeas.

Camundongos C57Bl/6 fémeas foram injetadas com leptina i.p. (I mg/Kg) apds jejum
pernoite. As células peritoneais foram obtidas apos 6h e 24h, e a contagem diferencial foi feita
apos a coloragdao por May-Grunwald-Giemsa. Em A, B e C, ¢ observada a quantidade total de
leucocitos, mononucleares e eosinofilos encontrados na cavidade peritoneal. Em D,
neutrofilos recrutados para a cavidade peritoneal nos tempos indicados. A-D, dados de um
experimento com n = 5 animais por grupo, representativos de 3 experimentos, apresentados
como média e desvio-padrdo. (*) diferenca estatisticamente significativa (p<0,01, teste t
student).
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Fig 4.20. Leptina promove, em 6h e 24h, o recrutamento de neutrdfilos para a
cavidade peritoneal em Balb/c machos.

Camundongos Balb/c machos foram injetados com leptina i.p. (1 mg/Kg) ap6s jejum pernoite.
As células peritoneais foram obtidas apos 6h e 24h, e a contagem diferencial foi feita apds a
coloragdo por May-Grunwald-Giemsa. Em A, B e C, ¢ observada a quantidade total de
leucocitos, mononucleares e eosinofilos encontrados na cavidade peritoneal. Em D,
neutrofilos recrutados para a cavidade peritoneal nos tempos indicados. A-D, dados de um
experimento com n = 5 animais por grupo, apresentados como média e desvio-padrado. (*)
diferenca estatisticamente significativa (p<0,03, teste t student).
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Fig4.21. Formacdo de corpusculos lipidicos em células peritoneais de fémeas
injetadas com leptina.

Camundongos C57Bl/6 fémeas foram injetadas com leptina i.p. (I mg/Kg) apos jejum
pernoite. As células peritoneais foram obtidas apds 24 h de estimulo e marcadas com as
sondas flurescentes Oil Red O para visualizacdo do corpusculos lipidicos (vermelho) e DAPI
para visualizacdo dos nucleos (azul) por microscopia de fluorescéncia. Em A grupo Salina, B
(detalhe da imagem A). Em C, grupo leptina, D (detalhe da imagem C). Em C, cabega de seta
cheia a presenca de células polimorfonucleares. Barras 10 um.
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5. Discussao
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A obesidade decorre de uma adaptacdo do organismo ao ambiente de grande
oferta de alimentos, o0 que leva a um grande consumo de calorias em associacdo a pouca
demanda de atividade fisica (YE, 2013). Neste trabalho optamos por aperfei¢coar o modelo de
obesidade, e estabelecemos um modelo que é reprodutivel, considerando-se as seguintes
condicBes: animais sdo submetidos & dieta a partir de 6 a 7 semanas de idade, com peso inicial
entre 15 e 21g, alimentados por cerca de 100 a 125 dias com ragéo rica em sacarose e lipidios
(HHD), sendo dieta controle a racdo com fornecimento normal de sacarose e lipidios (NND).
A literatura apresenta variados exemplos de intervencdo nutricional e, diante de dado padréo
de demanda energética, diferentes fontes de nutrientes podem resultar em alteracdes
metabolicas distintas (GAJDA et al., 2007). Dieta rica em carboidratos simples induz
obesidade associada a diabetes moderada, enquanto dieta hiperlipidica induz acumulo lipidico

no tecido adiposo e resisténcia hipotalamica a leptina (VAN HEEK et al., 1997).

Foi estabelecido um modelo que, além de mimetizar a obesidade humana em
relacdo ao ganho de peso resultante de ingesta hipercalorica, permitiu adequadamente a
investigacdo dos efeitos da leptina enddgena e exdgena. Como demonstram nossos dados,
animais alimentados com racdo NND apresentam ganho de peso ao longo da dieta, enquanto
que animais alimentados com a dieta HHD apresentam ganho de peso adicional.
Demonstramos que o ganho de peso reflete 0 aumento da massa de tecido adiposo epididimal,
possivelmente acompanhado da expansdo de outros depositos de tecido adiposo, como ocorre

com o tecido adiposo subcutaneo, visceral e retroperitoneal.

O aumento de peso também foi acompanhado de hiperleptinemia,
hiperglicemia e resisténcia hipotalamica a leptina. A literatura mostra que a dose de leptina
administrada neste estudo (1 mg/kg i.p.) é capaz de inibir o apetite de animais nao-obesos,
mas incapaz de inibir o apetite de animais obesos (LIN et al., 2000). A resisténcia
hipotalamica a leptina foi descrita por Van Heek et al., 1997, em que animais obesos por dieta
ndo sdo responsivos a leptina administrada intraperitonealmente, isto é, ndo apresentam
inibicdo de apetite, mas sdo parcialmente responsivos a leptina administrada via

intracerebroventricular.

Atualmente, recomenda-se a medicdo de glicemia de 4h de jejum. Nossos
resultados mostraram que o jejum por 18h foi mais adequado para avaliar a comparagéo entre
0s grupos NND e HHD. Além disso, 0 maior tempo de jejum nos permitiu avaliar diferentes

efeitos decorrentes da administracdo de leptina. J& foi demonstrado o efeito hipoglicemiante

49



da leptina. NGs observamos que este efeito s6 € visivel na dieta NND. A auséncia do efeito

hipoglicemiante no HHD pode sugerir resisténcia a leptina.

Considerando que a elevacdo cronica dos niveis plasmaticos de leptina foi
suficiente para alterar a resposta hipotalamica a leptina exdgena, decidimos investigar se o
efeito da leptina endégena em diferentes células e tecidos periféricos estd alterado neste
modelo de obesidade. A ocorréncia de aumento de glicemia no nosso modelo sugere algum
grau de pre-diabetes ou diabetes insulino-resistente concordando com os dados de Romero-
Zerbo (ROMERO-ZERBO et al., 2017). O autor observou um quadro de hiperinsulinemia,
resisténcia tecidual a insulina e camundongos obesos pré-diabéticos com inflamacdo sistémica
de baixo grau através da utilizacdo de um modelo de dieta hiperlipidica semelhante ao
utilizado nesse trabalho. Assim, a possivel ocorréncia de hiperinsulinemia e resisténcia
tecidual a insulina confirma uma sinalizacdo cruzada entre insulina e leptina como observado
(ROMERO-ZERBO et al., 2017).

Existem algumas maneiras de avaliar a massa de tecido adiposo de
camundongos. As mais comuns na literatura sdo a determinacdo do percentual de gordura
global por meio da ressonancia magnética de corpo inteiro e a pesagem ex-vivo do tecido
adiposo epididimal como meio de aferir a adiposidade visceral em relacdo a massa corporal.

Sabe-se que o tecido adiposo é uma fontes energéticas ativadas em periodos de
escassez nutricional, sendo o acumulo de lipidios no tecido adiposo um importante
mecanismo de sobrevivéncia. Assim, a regulacdo das vias de catabolismo e anabolismo
permite que individuos com maior reserva energética apresentem prolongamento da sobrevida
em situacdes de jejum prolongado. Entdo, como esperado, observamos no jejum prolongado a

reducdo da massa de tecido adiposo associada & reducdo do peso corporal.

Neste estudo, demonstramos que a reducdo de peso corporal estd acompanhada
da reducdo de peso do tecido adiposo epididimal, tanto em animais do grupo NND, quanto do
grupo HHD. Isto indica que o metabolismo estd em catabolismo, priorizando a
disponibilizacdo de energia e nutrientes para fungdes vitais. Além disso, 24h apos a
administracdo de leptina, o tecido adiposo de animais NND apresenta tamanho reduzido em

comparacdo com animais NND que nao receberam leptina.

Quando os animais NND recebem a injecdo de leptina, observa-se que, em 6h,
estes apresentam glicemia mais baixa quando comparados com animais NND que néo
receberam leptina. Quando os animais HHD recebem a injecéo de leptina, observa-se que, em
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6h, ndo ha alteracdo na glicemia e ha peso de tecido adiposo mais alto, comparados com
animais HHD que ndo receberam leptina. Assim, este trabalho descreve que, no jejum, a

leptina preserva o tecido adiposo epididimal por 6h em animais do grupo HHD.

Nossos dados levantam a possibilidade da leptina interferir no envolvimento do
tecido adiposo enquanto fonte energética durante o jejum. Sabe-se que a inducédo de lipdlise
reduz o tamanho da gota lipidica do adipdcito e, por consequéncia, reduz o tamanho do tecido
adiposo. A lipolise estd induzida no jejum prolongado e poderia ter sido interrompida pela
administragdo de leptina. Outra possibilidade é que outra fonte de energia seja
preferencialmente induzida pela leptina, reduzindo a demanda sobre o tecido adiposo. Pode-se
ainda considerar que a administracdo de leptina no jejum prolongado promova a
desaceleracdo do metabolismo global, reduzindo a demanda energética. No entanto, ndo foi
detectada alteracdo no peso corporal como resposta a administracdo de leptina, avaliacdo que
é insuficiente para validar ou descartar esta ultima hipétese. Tais efeitos poderiam resultar da
regulacdo metabdlica e da sinalizacdo da leptina por meio do sistema nervoso central,

somados ou ndo a efeitos diretos nos tecidos periféricos.

A leptina funciona como um sensor do status nutricional-energético do
organismo, capaz de, a principio, “comunicar” tal status a todos os tecidos, sejam eles
especializados em funcdes metabolicas, imunidade, reproducdo ou outros. Virtualmente, todos
0s tecidos sdo responsivos a leptina devido a presenca ubiqua de seus receptores LepR, como
citado previamente na introducdo. Curiosamente, os neutréfilos, que sdo células de destaque
neste estudo, ndo apresentam a isoforma longa, LepRb, descrita como a principal isoforma
capaz de desencadear a sinalizacdo intracelular, mas apresentam apenas a isoforma LepRa.
Diferentes estudos abordando os efeitos diretos da leptina sobre neutréfilos ndo esclarecem
como ocorre a eventual sinalizacdo por LepRa, isoforma curta, ubiqguamente distribuida. Ja a
contribuicdo dos estudos sobre efeitos indiretos, tanto in vitro quanto in vivo, parecem indicar
que o estado nutricional ou outras condi¢fes metabdlicas pre-estabelecidas podem influenciar

a resposta adaptativa (ou pré-condicionar a resposta) de neutréfilos a leptina.

No0sso grupo ja demonstrou que a leptina ativa a via de mTOR em macrofagos,
induzindo a formacgéo de corpusculos lipidicos (MAYA-MONTEIRO et al., 2008). Esta é
apenas uma das evidéncias da estreita conexdo entre a leptina e a via de mTOR, como sensor
do status nutricional-energético intracelular em leucdécitos. Diferentes modelos inflamatérios,
infecciosos ou ndo, demonstram que corpusculos lipidicos em macréfagos e outros leucdcitos

estdo relacionados a resposta inflamatoria. No camundongo previamente exposto a dieta

51



hiperlipidica, observamos que ja ha aumento de corpusculos lipidicos nas células peritoneais.
De forma interessante, a leptina injetada leva a inducdo ainda maior da formacdo de

corpusculos lipidicos.

Os dados obtidos no nosso estudo anterior (Almeida, GS, 2012, Dissertacdo de
Mestrado) indicam que o neutrdéfilo é responsivo aos efeitos da leptina in vivo. O mecanismo
de acdo ndo parece ser a acdo direta da leptina como fator quimiotatico de neutrofilos. Nosso
trabalho anterior sustenta a hipotese de que a presenca da leptina no sitio da inflamacéo aguda
indica, primariamente, que (1) hé& disponibilidade energética no organismo, suficiente para
permitir a montagem de uma resposta inflamatéria, e (2) induz a ativacdo de células
especializadas na montagem da resposta inflamatdria. A interpretacdo dos dados do estudo
citado mostra-se coerente com outros dados da literatura em diversos modelos sugerindo que
a presenca de leptina no sitio inflamatério € importante para o estabelecimento de uma

resposta inflamatdria.

A partir desta perspectiva, fundamentada no estudo anterior do nosso grupo e
em outros dados da literatura, pode-se considerar que a obesidade induzida por dieta é uma
condicdo metabolico-inflamatéria preexistente, levando ao interesse em avaliar o impacto de
tal condicdo na resposta inflamatéria induzida por leptina. No nosso modelo, mostramos que
ha resisténcia hipotalamica a leptina, como pode ser observado na figura 4.6. De forma
interessante, a exposicdo de neutréfilos a quantidade aumentada de leptina circulante, como
ocorre nos animais obesos, ndo altera a cinética da migracdo celular em relacdo aos animais
ndo obesos (figuras 4.14). Este fendmeno pode indicar que os neutréfilos circulantes, neste
modelo, ndo estdo pré-condicionados a uma resposta exacerbada ou inibida (por
retroalimentagdo negativa) a leptina ou a “peritonite estéril” induzida por leptina. Os achados
dos efeitos da leptina em células presentes na cavidade peritoneal, tais como macrofagos e
neutrofilos, sugerem a hipdtese de que ndo ha, de fato, resisténcia periférica em leucdcitos na

obesidade induzida por dieta.

O aumento da migracdo de neutrofilos para o peritdnio, sem diminuigdo
significativa no sangue, sugere que (1) a concentracao de neutrdfilos recrutados ndo impactou
a concentracdo de neutrofilos no sangue e (2) houve recrutamento de neutrofilos a partir da
medula para a circulagdo. Podemos estimar que o volume total de sangue em um camundongo
é de 2 mL (THE JOHNS HOPKINS UNIVERSITY). Utilizando esta estimativa, calculamos,
a partir da figura 4.15, que camundongos apresentam cerca de 6 x 108 neutréfilos circulantes.

Como a quantidade encontrada na cavidade peritoneal foi de 1 x 10°® e ndo observamos
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reducdo consistente na quantidade de neutrdfilos circulantes, podemos sugerir que ocorre,

como esperado, o recrutamento rapido de neutréfilos da medula para a circulacao.

A obesidade ndo alterou a migracdo de neutréfilos a leptina exdgena, uma vez
que a quantidade de neutrofilos recrutados em animais obesos ap0s a a inje¢do i.p. de leptina é
semelhante a quantidade de neutrofilos dos animais ndo-obesos injetados, em todos 0s tempos
avaliados. Este trabalho sugere que TNF-a e CXCL1/KC participam do efeito quimiotatico de
leptina sobre neutrofilos in vivo, na obesidade. O sobrenadante de lavado peritoneal de
animais obesos apresenta niveis elevados de TNF-a, que ndo sdo incrementados pela injecao
de leptina nestes animais. Foi observado que a presenca de KC no periténio de camundongos
injetados com leptina é mais alta do que os estimulo de migracédo utilizados por Vieira e cols.
(VIEIRA et al., 2009). Devemos considerar que os niveis de KC podem estar subestimados
em até 10x considerando que o volume de lavagem do peritdneo utilizado foi de 3 ml e o
volume do liquido encontrado na cavidade ndo ultrapassa 100 ul. Ou seja, apesar de nédo
haver diferenca na quimiotaxia induzida por leptina em animais obesos e nao-obesos, 0s

mecanismos regulatérios podem estar alterados na condicéo de obesidade.

A observacdo de que animais obesos apresentam maior quantidade de leptina
no sobrenadante de lavado peritoneal pode ser explicada por alguns mecanismos. Como a
barreira hematoencefalica tem papel fundamental na permeabilidade a leptina, contribuindo
para a resisténcia hipotalamica, alguns estudos tém investigado os efeitos da leptina sobre o
endotélio. Assim, a maior quantidade de leptina no periténio pode ser resultado da eventual
dificuldade de absorcdo de leptina exdgena para a circulacdo sanguinea, o que estaria
associado a alteracdo da permeabilidade vascular periférica a leptina (CAO et al., 2001).
Além disso, a dosagem pode ter detectado, parcialmente, tracos da leptina exogina nos

animais injetados.

A literatura apresenta variados estudos do efeito da leptina em modelos
experimentais que utilizam camundongos da linhagem C57BI/6. Entretanto, a maioria dos
estudos é realizada em camundongos machos. Considera-se que a oscilacdo hormonal em
fémeas de camundongos muitas vezes interfere em estudos sobre o metabolismo e, por isso,
muitas vezes estes animais ndo sdo considerados adequados. De fato, existem diferencas entre
homens e mulheres em relacdo a leptina, como mostrado em um estudo com voluntarios néo-
obesos, em que mulheres apresentam 40% mais leptina plasmatica do que homens, uma vez

que o percentual de gordura € maior em mulheres do que em homens (SAAD et al., 1997).
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Neste trabalho, sugerimos que o modelo de injecéo intraperitoneal de leptina
para analise da resposta inflamatoria parece ser reprodutivel em fémeas; isto €, assim como
em machos, as fémeas também apresentam macrdéfagos peritoneais com aumento de
corpusculos lipidicos e migracdo de neutréfilos para o peritdnio, como efeito da leptina. Além
disso, o estudo do envolvimento da leptina nas respostas inflamatorias em animais Balb/c
pode contribuir para a compreensdo de doencas cujos modelos ja sdo estabelecidos nesta

linhagem.

Assim, os dados deste trabalho demonstram que a leptina atua na resposta
inflamatoria aguda, de modo que, indiretamente, desencadeia o recrutamento de neutréfilos

para o sitio inflamatorio, mesmo na presenca de obesidade com resisténcia central a leptina.
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6. Conclusoes
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e A dieta HHD é mais apropriada para induzir aumento de peso corporal, aumento de tecido
adiposo, com dislipidemia, aumento de glicemia e leptinemia.

e O modelo de resisténcia hipotalamica associada a obesidade induzida por dieta foi
estabelecido com a dieta HHD (high-fat high-sucrose diet).

e Leptina incrementa a reducdo do tecido adiposo de animais controle no jejum.

e Animais obesos apresentam resisténcia a reducao do tecido adiposo 24h apo6s a injecédo de
leptina.

¢ O tecido adiposo de animais obesos é preservado nas primeiras 6h apds administracdo de
leptina.

e Existe um efeito da leptina especifico no tecido adiposo do camundongo obeso,
independente da resisténcia central a leptina.

e Leptina induz o recrutamento de neutrofilos e aumento de TNFa e KC em animais obesos.

e Leptina incrementa a formac&o de corpusculos lipidicos nas células peritoneais de animais
obesos.

e O efeito inflamatdrio da leptina é reprodutivel em camundongos fémeas de C57BI/6 e
machos de BALB/c.

Conclusao geral:
Os efeitos periféricos da leptina ocorrem mesmo na presenga de resisténcia
hipotaldmica no camundongo obeso. A leptina promove efeitos em tecido adiposo e

leucdcitos na obesidade.
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“Leptin mediates in vivo neutrophil migration: involvement of TNF-alpha and
CXCL1/KC”
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“Leptin modulates adipose tissue participation during starvation in a mouse model of
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“Neutrophils are responsive to leptin effects in vivo in a mouse model of diet-induced
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