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Resumo

S&o muitos e controvérsos os estudos a respeito da interagcdo entre leptina e
horménios tireoideanos (HTs). Anteriormente observamos que a aplicagdo de leptina em
ratas lactantes eleva a captacéao tireoideana de 25| nas mé&es durante a lactagado. Ja o
tratamento dos filhotes com leptina no inicio da lactagdo programa um aumento de peso
corporal (PC) e hiperleptinemia, contudo sem alterar a captagdo tireoideana na idade
adulta. Neste trabalho investigamos o efeito “in vivo” da administragdo aguda e crdénica
de leptina em ratos adultos sobre a composicdo corporal, captacido tireoideana,
glicerofosfato desidrogenase mitocondrial (GPDm), desiodases, HTs, TSH, leptina e
corticosterona. Realizamos 2 estudos: 1) tratamento agudo (LepA): grupo tratado com
dose unica de leptina (8ug/100g PC/sc/2 horas); 2) tratamento crénico (LepC): grupo
tratado com leptina (8ug/100g PC/sc/6 dias). Em cada experimento, paralelamente,
utilizamos animais controles. Em um outro estudo, incubamos explantes tireoideanos de
ratos adultos machos e fémeas na presenca de diferentes concentragdes de leptina. O
tratamento com leptina aguda ou crénica ndo modificou o PC dos animais. O grupo LepC
apresentou reducdo de MGV e do conteudo de gordura corporal, e aumento de massa
magra corporal. Verificamos maior captagao tireoideana “in vivo” de 12515 minutos e 2
horas apds inje¢ao, no grupo LepC, embora esta ndo tenha se alterado no grupo LepA.
Apos ambos os tratamentos com leptina “in vivo”, as tiredide incubadas “in vitro”,
apresentaram menor contetdo tireoideano de '?l, assim como as tiredides incubadas
com leptina “in vitro”. O grupo LepA apresentou aumento de HTs, TSH e corticosterona
séricos. O grupo LepC apresentou diminuicio de TSH intrahipofisario e
hipercorticosteronemia. A atividade GPDm hepatica foi menor apenas apds a
administragao crénica com leptina. Os animais LepA apresentaram aumento da atividade
D1 hepatica, D1 e D2 muscular, e queda da D2 no TAM. Ja nos animais LepC,
detectamos somente maior atividade D1 hepatica. Nossos dados sugerem que a
hiperleptinemia aguda e crénica modula a fungéo tireoideana, atuando diretamente sobre
a atividade do NIS, além de atividade GPDm e desiodase. Alteragdes rapidas da
leptinemia produzem uma alteracdo da funcdo tireoideana compativel com maior
producdo de T3, que pode ter um papel importante na sintonia fina da regulagdo da

massa adiposa.
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Abstract

The association between leptin and thyroid hormones (TH) is still controversial.
Previously, we showed that leptin treatment of lactating rats caused an increase in the
thyroid '?°| uptake during lactation. Leptin injection in the pups during the first 10 days of
lactation programs higher body weight and hyperleptinaemia, without change thyroid
uptake in the adulthood. The goal of the present work was evaluate the “in vivo” effects of
acute and chronic leptin administration in adult Wistar rats on body composition and on
several parameters of thyroid function (iodine uptake, mitochondrial glycerol-3-phosphate
dehydrogenase - mGPD and deiodinase activities), serum TH, TSH, leptin and
corticosterone hormones. We carried out 2 studies: 1) Acute treatment (LepA): rats
received a single injection of leptin (8ug/100g BW/sc/2 hours); 2) Chronic treatment
(LepC): rats received the same leptin dose, daily, for 6 consecutive days. In parallel, we
used control groups in both experiments. On another study, thyroid explants from adults
male and female rats were incubated with distinct leptin concentrations. The body weight
was not changed by leptin administration. LepC group had lower visceral fat mass and
body fat content, and higher fat-free mass. We detected higher thyroid '*°I uptake, 15
minutes or 2 hours after the “in vivo” injection, in LepC group. After both leptin “in vivo”
treatment, “in vitro” incubated thyroid presented lower '®| content, as well as the thyroid
glands incubated with leptin “in vitro”. The LepA animals showed an increase in serum
TH, TSH and corticosterone concentrations. LepC group showed lower pituitary TSH and
higher serum corticosterone. The mGPD activity was lower only on LepC group. The
acute leptin treatment had a stimulatory action on liver D1, skeletal muscle D1 and D2,
but an inhibitory action on BAT D2 activity. While the leptin chronic treatment was
capable to increase only the hepatic D1 activity. The amount of our results suggest that
acute and chronic leptin administration is capable to modulate directly the thyroid
function, as well as, the peripheral thyroid hormone metabolism and action. Rapid
changes in serum leptin produces changes on thyroid function compatible with a higher

T3 production, whose may have an important role in adipose mass regulation.
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Introdugado



Dentre os horménios envolvidos na regulacdo do peso corporal e metabolismo,
destacam-se a leptina e os hormdnios tireoideanos (HTs). Os papéis bioldgicos destes
hormdnios se entrecruzam no que diz respeito a regulagdo do gasto energético,
termogénese e metabolismo basal. Porém, a relacdo entre leptina e HTs é ainda

controversa.

O T3, em concentragdes fisioldgicas, € capaz de aumentar a expressao do mRNA
e secregao de leptina em adipdcitos “in vitro” (Yoshida et al., 1997). Em seres humanos
hipotireoideos, verificou-se menores niveis de leptina comparado aos eutireoideos e
hipertireoideos, todos dentro de uma mesma faixa de IMC (Yoshida et al., 1998).
Entretanto, em um estudo com ratos tireoidectomizados infundidos com diferentes doses
de HTs, variando desde um estado de hipotireoidismo até um hipertireoidismo,
demonstrou-se uma diminuicdo, dose dependente, da leptinemia (Escobar-Morreale et
al., 1997). Confirmamos estes achados em grupos de animais altamente hipotireoideos,
que apresentaram hiperleptinemia, e de animais fortemente hipertireoideos, os quais
apresentaram leptina sérica proxima do limite sensibilidade do método (Casimiro Lopes,
2004).

A leptina restaura a baixa concentragdo de HTs observados no jejum (Ahima et
al., 1996; Seoane et al., 2000). Este efeito € mediado pela agao estimulatoria, direta ou
indireta, da leptina sobre eixo hipotalamo-hipoéfise-tiredide (BasKin et al., 1998; Baskin et
al., 1999; Baskin et al., 2000; Ortiga-Carvalho et al., 2002). Nowak et al. (2002),
demonstrou a presenga do receptor de leptina (Ob-Rb) na tiredide, sugerindo sua
atuacao direta sobre a glandula, estimulando a secre¢ao de T3 e T4, aumentando o peso

tireoideano, independente do TSH, que se encontrou diminuido.

Em humanos, a diminuicdo sérica de leptina e HTs resultante da redugao de peso
corporal, & revertida pela reposicdo de leptina, demonstrando que adaptacdes
metabdlicas e enddcrinas observadas na perda de peso, sdo em parte mediadas pela

leptina (Rosenbaum et al., 2002).



1) LEPTINA

A leptina, produto do gene Ob, & uma proteina de 16kDa sintetizada
principalmente no tecido adiposo branco (Zhang et al., 1994). Também ¢é produzida em
menor escala em outros tecidos, como a placenta (Mastizaki et al., 1997), estdmago
(Bado et al., 1998), musculo esquelético (Wang et al.,1998) epitélio mamario (Smith-
Kirwin et al., 1998) hipdfise (Jin et al., 2000; Popovic et al., 2001) e hipotdlamo (Morash

et al., 1999), no entanto sua fungao nestes tecidos ainda ndo € completamente clara.

A leptina € um importante sinalizador do estado nutricional, interagindo com
receptores hipotalamicos para manutencdo da homeostase do peso corporal e balanco
energético (Camplield et al.,1995; Halaas et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995; Weigle
et al.,1995; Friedman et al. 1998). Esta envolvida em uma gama de fungdes fisioldgicas,
incluindo ingestdo de alimentos e regulacdo do peso corporal, reproducdo, formacgao
O0ssea e angiogénese (Sahu, 2004). A deficiéncia total de leptina esta associada a
hiperfagia e obesidade severa, em humanos e em roedores (Montague et al., 1997;
Friedman et al. 1998).

A acao da leptina depende de um circuito neural constituido de sinais orexigénicos
e anorexigénicos localizados no hipotalamo, e a complexa regulagao desse circuito é
critica para ingestao alimentar e peso corporal normais. Os neuropeptideos orexigénicos
sao inibidos pela leptina e apresentam-se elevados na sua deficiéncia, enquanto que os
peptideos anorexigénicos sao estimulados pela leptina e encontram-se diminuidos na
sua deficiéncia. Os peptideos orexigénicos incluem: neuropeptideo Y (NPY), proteina
relacionada ao agouti (AgRP), horménio concentrador de melanina (MCH), orexina e
grelina; enquanto que a pro-6piomelanocortina (POMC), a-melanocortina (o-MSH), fator
de transcricdo regulado por anfetamina e cocaina (CART) e hormodnio liberador de
corticotrofina (CRH) sao os neuropeptideos anorexigénicos (Schwartz et al., 1996; Flier
& Maratos-Flier, 1998; Friedman et al., 1998; Elmquist et al., 1999; Morash et al., 1999;
Jéquier, 2002).



Dentre os sistemas neurais orexigénicos, o NPY, por ser o sinal orexigénico
endégeno mais potente em mamiferos, parece ser o principal mediador da acdo da
leptina no hipotalamo (Kalra et al., 1991; Sahu et al., 1993; Sahu et al., 1998; Woods et
al.,, 1998; Kalra et al., 1999). A leptina reduz a secregdo e expressdo de NPY por
explantes hipotalamicos (Stephens et al., 1995; Schwartz at al., 1996; Sahu et al., 1998)
e tem acao oposta ao NPY sobre ingestédo alimentar, este agindo como um antagonista a
acao anorética da leptina (Erickson et al., 1996; Baskin et al., 1998). Os neurdnios NPY
expressam Ob-Rb (Mercer et al., 1996) e STAT3 (Hakansson et al., 1998), sugerindo a
existéncia de uma acado direta da leptina sobre estes neurénios. Camundongos ob/ob
knockout para NPY, reduzem a hiperfagia e obesidade, indicando que a resposta a
deficiéncia de leptina requer sinalizagcao pelo NPY (Erickson et al., 1996). Camundongos
com deficiéncia de NPY nao apresentaram anormalidade no controle da ingestdo
alimentar e peso corporal, indicando que na auséncia de NPY, outros hormdnios
orexigénicos substituem sua acgao, inclusive na regulagao por leptina (Erickson et al.,
1996).

Os neurdnios NPY co-expressam AgRP (Broberger et al., 1998); sua super
expressao resulta em obesidade (Graham et al., 1997) e causa hiperfagia, quando
administrada i.c.v. A AgRP é um antagonista endégeno do o-MSH, inibindo seu efeito
nos receptores de melanocortina 4 (MC4R). A leptina diminui o0 mRNA de AgRP no
hipotdlamo, sugerindo que esta inibicdo seja um dos mecanismos pelo qual a leptina

exerce seu efeito anorético no hipotalamo (Ollmann et al., 1997).

A ghrelina, um peptideo gastrico regulado negativamente pela leptina e IL-13, é
produzida principalmente no estdbmago (Nakazaro et al., 2001), mas também por
neurénios hipotalamicos, demonstrando um possivel papel da ghrelina sobre o circuito
neural que controla a homeostase de energia. A injegao central ou periférica de ghrelina
induz a alimentagédo (Wren et al., 2000; Nakazaro et al., 2001). A ghrelina bloqueia a
acao da leptina sobre a alimentacdo, e a administragdo prévia de leptina atenua este

efeito da ghrelina, sugerindo uma interagao funcional entre ambos.



O MCH é expresso principalmente no hipotalamo lateral e sua aplicagcao central
estimula a alimentagdo (Rossi et al., 1997). Sua sintese aumenta tanto na restricao
energética quanto na deficiéncia de leptina (Qu et al., 1996). Camundongos MCH-
knockout sdo hipofagicos, hipermetabdlicos e excessivamente magros (Shimada et al.,
1998). A super expressao hipotaldmica de MCH causa obesidade (Ludwig et al., 2001), e
camundongos ob/ob MCH-knockout apresentam peso corporal diminuido sem alterar a
ingestdo alimentar (Segal-Lieberman et al., 2003). Em ratos, a leptina diminui a
expressao génica do MCH, além de diminuir a ingestdo alimentar induzida pelo MCH
(Sahu, 1998).

A leptina aumenta a expressdo e a secregao hipotalamica do o-MSH (Gee et
al.,1983). O a-MSH aumenta o AMPc em células que apresentam MC4R. Postula-se que
neurdnios que contém MC4R inibem neurénios do hipotalamo lateral, que normalmente
estimulam o apetite. O a-MSH ¢é regulado pela ingestdo alimentar (Brady et al., 1990),
mediada, pelo menos em parte, pela ativagdo dos neurdnios que expressam o mRNA de
POMC pela leptina (Mobbs & Mizuno, 2000).

O CRH é um potente anorexigénico e sua administracdo central suprime a
ingestao alimentar (Arase et al., 1988; Krahn et al., 1988). A leptina aumenta a liberagéo
e expressdao do CRH (Huang et al.,, 1998); a agdo da leptina € atenuada pelo preé-
tratamento com «a-CRH (antagonista especifico do CRH) ou pelo anticorpo anti-CRH
(Gardner et al., 1998; Uehara et al., 1998; Okamoto et al., 2001). O tratamento com o-
CRH inibiu a expressdo da UCP1 induzida pela leptina no tecido adiposo marrom
(Masaki et al., 2003), sugerindo que o CRH é um importante mediador da sinalizagcéo da

leptina sobre o hipotalamo na regulacéo de ingestao alimentar e metabolismo.

Mecanismo de aciao da leptina

O receptor de leptina € um membro da familia da classe 1 dos receptores de
citocinas (Tartaglia et al., 1995; Tartaglia et al., 1998). Foi isolado por clonagem na

década de 90 a partir do cDNA no plexo coréide de camundongos (Tartaglia et al., 1995).



Subsequentemente, foram identificadas 6 isoformas do receptor para leptina (Ob-
Ra; Ob-Rb; Ob-Rc; Ob-Rd; Ob-Re; Ob-Rf) (Chua et al,1996; Lee et al, 1996; Wang et al,
1998). Cinco dessas isoformas (Ob-Ra; Ob-Rb; Ob-Rc; Ob-Rd; Ob-Rf) ttm dominios
transmembranas, entretanto, apenas a isoforma longa (Ob-Rb) contém todos os sitios
intracelulares necessarios para a ativagdo da via de transdugado sinalizada por JAK-
STAT (Vaisse et al, 1996; Ghilardi et al, 1996; Bjorbaek et al, 1997). O hipotalamo
apresenta elevada razao Ob-Rb/Ob-Ra (Ghilard et al., 1996), consistente com seu papel
na mediagao dos efeitos da leptina sobre alimentagdo e no balango energético. Ob-Ra e
Ob-Rc sao altamente expressos no plexo cordide e nos microvasos (Hileman et al.,

2002), sugerindo seu papel no transporte da leptina hemato-encefalico.

A via JAK2-STAT3 ¢ a principal forma de sinalizagdo da leptina (Baumann et al.,
1996; Ghilardi et al., 1996; Rosenblum et al., 1996; Vaisse et al., 1996; White et al.,
1997; Bjorback et al., 1997). Na cascata de sinalizagdo, a ligagao da leptina ao seu
receptor resulta na fosforilagdo e ativacdo de JAK2 (Janus quinase 2). Esta ativada,
medeia a fosforilagdo do residuo de tirosina especifico do receptor, que serve como um
sitio de ligagdo da STAT3 (transdutor do sinal e ativadore da transcri¢ao-3), que se torna
fosforilada. A STAT3 fosforilada se dimeriza e transloca para o nucleo, onde se liga e

regula a expressao do promotor alvo no DNA (Darnell, 1997).

O residuo de tirosina na posicdo 1138 de Ob-Rb medeia a ativacdo da STAT3
durante a acao da leptina. A sinalizacdo Ob-Rb-JAK2-STAT3 é necessaria para que a
leptina regule o balango de energia, mas nao a reprodugao (Bates et al., 2003). Em ratos
transgénicos, a substituigdo da tirosina 1138 do Ob-Rb por uma serina prejudicou a
ativacao da STAT3 pela leptina, levando a obesidade, sem alterar a reproducédo desses
animais. O rompimento da sinalizagédo de Ob-Rb-JAK2-STAT3 resultou na desregulagéo
da acao da leptina em neurdénios POMC, sem comprometer os efeitos da leptina sobre
neurdnios NPY, sugerindo que a inibicdo do NPY pela leptina pode ser independente da
sinalizacdo do STAT3 (Bates et al., 2003).



Alguns autores sugerem a existéncia de um controle por feedback negativo entre
a via de sinalizagdo JAK-STAT e as proteinas da familia SOCS (supressoras da
sinalizacéo de citocinas) (Endo et al, 1997; Naka et al, 1997; Starr et al, 1997; Hilton et
al.,1998). As SOCS séo induzidas por citocinas e agem como um regulador negativo da
sinalizacao destas citocinas. A leptina, estimula especificamente a SOCS3 no hipotalamo
(Ghilardi et al, 1996; Bjorbaek et al,1998; Bjorbaek et al, 1999; Elias et al, 1999; Baskin
et al, 2000) em neurdnios que expressam NPY e POMC (Elias et al, 1999; Baskin et al,
2000). Em linhagens de células de mamiferos, a superexpressdao de SOCS3 bloqueou o
sinal de transdugéao induzido pela leptina, via inibicdo da fosforilacdo da JAK2 (Bjorbaek
et al, 1999; Bjorbaek et al, 2000). A SOCS3 também inibe a sinalizagdo da leptina,
ligando-se a Tyr-985 fosforilada (Banks et al, 2000). Foi descrita ainda, uma competi¢ao
entre a SOCS3 e o SHP-2, um outro mediador da sinalizagdo da leptina e citocinas
(Bjorbaek et al, 1999; Bjorbaek et al, 2000). Portanto, um aumento na expressao da

SOCS3 pode desencadear uma resisténcia ao efeito da leptina.

Também foi relatada uma via alternativa da sinalizagdo da leptina, insulina-like,
onde ha ativacdo de PI3K-PDE3B (fosfatidilinositol 3-quinase e fosfodiesterase 3B),
reduzindo os niveis de AMPc (Zhao et al., 1998; Zhao et al., 2000; Zhao et al., 2002).
Entdo, acredita-se que a interacdo das duas vias (JAK2-STAT3 e PI3K-PDE3B-AMPc)

seja importante para a sinalizagao intracelular da leptina no hipotalamo.

Il) Tiredide

A glandula tiredide sintetiza e secreta dois importantes horménios, a tiroxina (T4)
e a triiodotironina (T3), que sdo os unicos hormdnios contendo iodo em vertebrados.
Morfologicamente, a tiredide consiste de uma série de foliculos de tamanhos variados,
com estrutura esférica, formados por uma unica camada de epitélio folicular circundando
o coldide. As células foliculares apresentam uma superficie basolateral, um espago
intersticial, um leito capilar e uma superficie apical voltada para o colbéide. Essas células
produzem coldide, armazenam iodo, sintetizam tireoglobulina e os HTs. O estoque de
coloide varia de acordo com algumas situagdes, como a estimulacédo pelo TSH e

disponibilidade de iodo. Sob estimulo de TSH, o coldide é reabsorvido para a secrecao



de T3 e T4 (Conn & Melmed, 1997). A principal proteina da tiredide, a tireoglobulina (Tg),
€ uma glicoproteina dimérica (>600kDa) que serve como base molecular para a sintese
hormonal no espaco célula-coléide e como um estoque de horménio e iodo. A Tg € o
principal componente do coldide, com uma concentragdo >50mg/ml (Braverman et al.,
1991; Carrasco, 1993).

Os HTs regulam multiplas fungdes no organismo, destacando-se seus efeitos
sobre desenvolvimento, crescimento e metabolismo. A producéo e liberagao de T3 e T4,
sdo reguladas pelo horménio adeno-hipofisario TSH (tireotrofina), que por sua vez é
estimulado pelo neurohorménio hipotaldamico TRH (horménio liberador de TSH). Tanto o
TSH como o TRH sao controlados por um mecanismo de feedback negativo pelos HTs
(Conn & Melmed, 1997).

Mecanismo de transporte de iodo

Por ser o iodo um componente essencial para a biossintese de T3 e T4, a fungao
tireoideana depende de um suprimento adequado deste elemento. Um sistema
especializado e eficaz garante que a maior parte do iodo da dieta, a unica fonte de iodo,
seja acumulado na tiredide. A molécula responsavel por este processo é o co-
transportador de Na*/I" (NIS), uma proteina de membrana que medeia o transporte ativo
de iodo para dentro da tiredide, além de outros tecidos, como glandulas salivares,

mucosa gastrica e glandula mamaria lactante, embora nestes ndo ocorra organificacao.

Como o NIS ¢é a via pela qual o iodo chega a tiredide, este tem uma fungao chave
na fisiopatologia tireoideana. A habilidade do tireécito concentrar iodo foi relatada pela
primeira vez em 1915 (Marine & Feiss, 1915). Em condi¢des fisiologicas, a tiredide é
capaz de concentrar iodo em um fator de 20 a 40 vezes em relagédo a sua concentracao
plasmatica (Halmi, 1961; Wolff, 1964; Carrasco, 1993). Na década de 60, Iff & Wilbrandt
(1963) demonstraram que o acumulo de iodo tireoideano era dependente do sddio
celular, e que existia uma intima relagdo com o sistema Na+K+ATPase. A identificacao
molecular do NIS data dos anos 90, quando o seu cDNA foi isolado por clonagem em

ovocito de Xenopus laevis (Dai et al., 1996).



Assim, o armazenamento de iodo tireoideano € um transporte ativo contra o seu
gradiente eletroquimico, estimulado pelo TSH, bloqueado por inibidores competitivos
classicos, como tiocianato e perclorato, e sensivel a inibicdo competitiva do TSH via
AMPc (Conn & Melmed, 1997). O conteudo tireoideano de iodo, regula o seu transporte
para a tiredide. Fish et al. (1952), demonstrou que a captacdo tireoideana de 1'®' foi
inversamente proporcional ao conteudo de iodo contido na glandula. O TSH estimula a
expressao génica do NIS, elevando a captacgéo de iodo pelos tiredcitos (Kaminsky et al.,
1994; Riedel et al.,, 2001). Uma importante restricdo da maioria dos estudos para
avaliacdo da regulacdo da captagao tireoideana de iodo, é que estes foram conduzidos
em cultura de células tireoideanas FRTL-5, que sdo incapazes de organificar iodo de

forma eficiente.

Recentemente Ferreira et al. (2005) estudaram a atividade do NIS em ratos
hipotireoideos tratados com MMI (1-metil-2mercaptoimazole) por 21dias, e apés 1, 2 e 5
dias da retirada do MMI. A atividade do NIS foi maior ap6s 21 dias de MMI e no 1° dia
apos a suspensao deste. Ja nos dias 2 e 5 pds-suspensao do tratamento, a captacao de
iodo foi normalizada, provavelmente resultando do restabelecimento da organificagao do
iodo apos a retirada do MMI (Ferreira et al., 2005). A sobrecarga de iodo (0,05% Nal / 6
dias) diminui a captacao tireoideana de '°I, e o MMI bloqueia este efeito (Ferreira et al.,
2005), confirmando que a organificacdo de iodo é essencial para a inibicdo do
transporte, pelo excesso de iodo (Wolff & Chaikoff 1948; Price & Sherwin 1986).

Um aspecto interessante a se considerar, € o efeito de determinadas citocinas
sobre a fungdo do NIS. TNF-a e IL-1a inibem a expressao do NIS, tanto basal quanto
induzida pelo TSH (Ajjan et al., 1998). Altas concentracbes de IFN-y fazem
downregulation do mRNA do NIS. Consequentemente, TNF-o, IL-1oc e IFN-y inibem a
captacao de iodo em células FRTL-5 (Ajjan et al., 1998). Caturegli et al (1999) criaram
um camundongo transgénico que produz INF-y na tiredide. A presenca desta citocina
nao afetou a expressédo de Tg, elevou a expressao da TPO e do receptor de TSH e
reduziu a expressao do NIS. Além disto, estes animais apresentaram reducéo severa do

acumulo de iodo.



Hormoénios tireoideanos (HTs)

Os eventos basicos para a biossintese dos HTs na célula folicular incluem:
transporte ativo de iodo pela membrana plasmatica basolateral para dentro da célula,
migracao deste em direcdo a membrana apical, onde é transportado pela pendrina e
pelo AIT (transportador apical de iodeto) para o coldide; oxidagdo e organificagdo do
iodeto nos residuos de tirosinas da Tg, formando os radicais mono e diiodotirosina (MIT
e DIT), que se acoplam formando os HTs. Estas etapas sédo catalizadas pela TPO
(peroxidase tireoideana), uma enzima localizada na membrana apical, que usa como co-
fator o H,O, (Taurog, 1996), gerado pela enzima NADPH-oxidase (Carvalho et al., 1996;
Cardoso et al., 2002) ou TOX (De Deken et al., 2000; Morand et al., 2003). A TG iodada
€ endocitada, seguida de protedlise e secre¢cao dos HTs. Estudos mostram a existéncia
de transportadores de membrana para T3 e T4, como MCT8 e o OATP4, que parecem
ser importantes para a saida destes horménios do foliculo e para a entrada na célula
alvo (Friesema et al., 2003; Sugiyama et al., 2003). MIT e DIT ndo secretadas pelo
tiredcito, sdo metabolizadas a tirosinas e I; reacdo catalizada pelas iodotironina
desiodase tipos 1 e 2. Este processo facilita a reutilizacdo do iodo remanescente
(Dumont & Vassant, 1995; Larsen et al., 1998).

A secrecéo tireodeana diaria normal de T4 e T3, ocorre na proporgéo de 14:1 em
seres humanos, e de 5,7:1 em murinos, o que sugere que no rato a produgao tireoideana
de T3 seja mais importantes que no homem (Larsen & Ingbar, 1992; Chopra, 1996;
Escobar-Morreale et al., 1996). Em ratos, cerca de 55% do T3 sérico é originario da
tiredide (Chanoine et al., 1993a; Chanoine et al., 1993b), enquanto que em humanos,
somente 20% deste seja proveniente da tiredide (Refetoff & Nicoloff, 1995). A razéo
T4:T3 pode ser alterada em algumas situagdes, como no hipertireoidismo e outras
situagdes de deficiéncia de iodo, onde ha aumento na fragéo relativa da secrecao de T3,
devido a unido preferencial de MIT/DIT e pelo aumento da atividade desiodase tipo 1
intratireoidena (Conn & Melmed, 1997).

A maior parte dos HTs, devido sua natureza hidrofébica, circulam acopladas a

proteinas transportadoras: TBG (globulina ligadora de tiroxina), TTR (transtirretina) e
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albumina. Em humanos, 70% dos HTs estdo ligados a TBG (Utiger, 1996). J&a em ratos,
a proteina carreadora predominante destes horménios, € a TTR, responsavel pelo
transporte de 55% do T4 circulante (Davis, 1970). A fragao livre, que representa a forma
metabolicamente ativa do hormbnio, compreende somente 0,02% do T4 e 0,03% do T3

séricos.

A acao tecidual do HT é mediada principalmente por receptores nucleares na
células alvo. O T3, hormdnio metabolicamente ativo apresenta uma afinidade de 10 a 15
vezes maior pelo receptor nuclear que o T4 (Utiger, 1996). Parece existir alguma acao
nao-nuclear dos HTs, ao nivel de membrana celular, envolvendo proteinas dependentes
de calcio e AMPc (Wondisford et al., 1994; Davis et al., 1997).

Os receptores dos HTs (TRs) sao proteinas nao histonas, membros da
superfamilia de receptores nucleares derivados de 2 subtipos de genes, o o e 0 3, que
geram as isoformas a1, o2, B1, B2 e B3 respectivamente. Os TRs possuem em comum,
a porgao C-terminal, que € o dominio de ligagdo ao hormdnio, e uma porg¢ao variavel N-
terminal, enquanto a porgcao central altamente conservada entre as espécies, participa
do reconhecimento do sitio de ligagdo ao DNA (Zhang & Lazar, 2000). O TRo2 nao
apresenta na sua porgao C-terminal o sitio de ligagdo ao T3, ndo sendo considerado um
receptor para HTs, no entanto, podendo atuar como um inibidor dos HTs (Zhang &
Lazar, 2000). A principal fungao destes receptores € regular diretamente a expressao de
gene especificos, através de sua ligagao a sequéncias de DNA denominados elementos
responsivos aos HTs (TREs) presentes nestes genes (Lazar, 1993; Zhang & Lazar,
2000).

Metabolismo Desiodativo

Como ja mencionado, a tiredide secreta principalmente T4. Este horménio sera
convertido a forma ativa T3 em diversos tecidos, pela 5’-monodesiodacdo do T4. As
reacbes de desiodacdo s&o catalizadas por 3 selenoenzimas, denominadas
iodotironinas desiodases tipo 1 (D1), tipo 2 (D2) e tipo 3 (D3). O metabolismo dos HTs

incluem duas reacgdes distinta:
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- a desiodagao do anel fendlico ou externo (5’-desiodagao), catalisada pela D1 e D2, via
ativadora, pois gera T3 e
- a desiodacao do anel tirosilico ou interno (5-desiodacgao), catalisada pela D1 e D3, via

inativadora, pois gera T3 reverso que € metabolicamente inativo.

As enzimas desiodases possuem caracteristicas distintas baseadas na
distribuicdo tecidual, substrato de preferéncia, cinética e sensibilidade a inibidores (St.
Germain, 1997; Conn & Melmed, 1997; Kohrle, 1999; Bianco et al. 2002).

Uma atividade coordenada das desiodases nos diferentes tecidos, confere
homeostase plasmatica dos HTs, assim como uma adequada exposicdo dos tecidos a
esses hormodnios. A concentragcdo tecidual de T3, varia conforme o transporte do
horm&nio para o tecido e a atividade local das desiodases, capazes de levar ao aumento
ou diminuigdo de T3, independente das concentracbes séricas de HTs (Larsen et al.,
1981; Bianco et al., 2002).

As desiodases variam de acordo com o estado tireoideano. No hipertireoidismo,
ocorre aumento da D1 periférica e da D3 cerebral, e diminuigcdo na D2 hipofisaria, no
coétex cerebral e no tecido adiposo marrom (TAM). Enquanto no hipotireoidismo, o oposto

€ observado (Silva & Larsen, 1983; Larsen et al., 1998).

D1:

A fonte primaria de T3 nos tecidos periféricos é resultante da 5’-monodesiodacgao
do T4 pela D1. Em ratos, dos 55% do T3 obtido por desiodagéo, metade provém da
atividade D1 (Nguyen et al., 1998).

A D1 é uma proteina integral de membrana, localizada na membrana plasmatica e
tem seu sitio ativo voltado para o citoplasma, o que facilita o acesso ao T4 sérico e a
saida do T3 para a circulagao (Toyoda et al., 1995; Baqui et al., 2000). Foi a primeira das

isoformas a ser identificada; o seu cDNA foi clonado em ratos, camundongos, seres
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humanos, cachorros e galinhas, com elevado grau de homologia entre as espécies
(Berry et al., 1991a; Toyoda et al., 1994; Sanders et al., 1997).

Em murinos, esta enzima é encontrada predominantemente na tiredide, figado,
rim, hipéfise, SNC, intestino (Chopra, 1996; Kohrle, 1996; Bianco et al., 2002) e musculo
(Tsakahara et al., 1989; Tsakahara et al., 1990; Salvatore et al., 1996, Lisboa et al.,
2003b).

Foram identificados 2 TREs no gene da D1, sendo sua sintese aumentada pelos
HTs, tanto em ratos quanto em humanos (Bianco et al., 2002). O T3, TSH e AMPc
aumentam a expressdo da D1 em cultura de células FRTL5 (Conn & Melmed, 1997 ).
Outros fatores que podem modular, negativa ou positivamente, a sintese e/ou atividade
desta enzima sao: glicocorticoides, estrogenos, testosterona, citocinas, GH, prolactina,
leptina, insulina, selénio e estado nutricional (Harris et al., 1978; Beckett et al., 1987;
Beckett et al., 1989; LoPresti et al., 1989; Behne et al., 1990; Pekary et al., 1994;
Miyashita et al., 1995; Nguyen et al., 1998; Van der Geyten et al., 1999; Bates et al,
2000; Baur et al., 2002; Lisboa et al., 2003a).

A D1 requer tiol reduzido como co-fator e é sensivel a inibicdo por propiltiroacil
(PTU), que compete com o co-fator. Outros inibidores da D1 incluem doenga sistémica,

inani¢ao, glicocorticoéides e propanolol (Conn & Melmed, 1997 ).

Zavacki et al. (2005) demonstraram que a D1 € um marcador sensivel do estado
tireoideano periférico. Camundongos com TRoa1 mutado apresentam aumento de T3
sérico (1,9 vezes) e da expressdo do RNAm e atividade da D1 (4 a 5 vezes), enquanto
outros marcadores, como a GPDm aumentou apenas 1,7 vezes. A administracdo de T3

no hipotireoidismo elevou a D1 cerca de 175 vezes e a GPDm, somente 3 a 6 vezes.
Recentemente, Maglich et al (2004) evidenciaram que na restricdo caldrica, ocorre

aumento da atividade sulfotransferase hepatica, induzida pelo receptor 6rfao CAR

(receptor constitutivo de androstano), ocasionando aumento da sulfatacdo do T4, o que
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faz com que a D1 catalise a desiodagao do anel tirosilico do T4, diminuindo a formacao

de T3 e aumentando, a de rT3.

D2:

Foi localizada pela primeira vez na hipofise, como uma desiodase insensivel a
inativacdo pelo PTU (Silva et al., 1977). Esta enzima tem funcdo de regular a
concentragao intracelular de T3, sobretudo em tecidos onde a concentracdo de T3 é
critica (Silva et al., 1985). A D2 é uma proteina transmembrana, localizada no reticulo
endoplasmatico (Baqui et al., 2000). Esta diferenca de localizagdo entre D1 e D2 é
condizente com o acesso mais rapido do T3 ao nucleo, o que nao acontece na

desiodacgao pela D1.

No hipotireoidismo, a alta atividade D2 parece ser importante para manter as
concentragdes intracelulares de T3 apesar do decréscimo de T4, especialmente no
cérebro, adenohipdéfise e TAM. Assim, esta parece tratar-se de uma resposta adaptativa

a queda de HTs (Koening et al., 1984; Escobar-Morreale et al., 1996).

Em murinos, a D2 esta presente na hipdfise, cérebro, TAM, pele, tiredide,
gbnadas, timo, glandula mamaria, musculo (esquelético, cardiaco e liso vascular) e utero
(Kaplan & Yaskoski, 1980; Visser et al., 1982; Silva & Larsen, 1983; Tanaka et al., 1986;
Kaplan et al., 1988; Tsukahara et al., 1989; Molinero et al., 1995; Becker, 1996; Bates et
al., 2000; Song et al., 2000; Galiton et al., 2001; Lisboa 2003a, 2003b). Em humanos, a
D2 foi localizada na tiredide, hipofise, coragéo, cérebro, musculo esquelético, placenta,
rins e pancreas (Croteau et al., 1996; Salvatore et al., 1996; Hosol et al., 1999; Imai et
al., 2001; Murakami et al., 2001).

Além da producado local de T3, a D2 parece contribuir para a geragao do T3
circulante (Nguyen et al., 1998; Sabatino et al., 2000). O percentual de converséo de T4
a T3 foi semelhante em ratos eutireodeos e hipotireoideos tratados com PTU, sugerindo

que a D2, junto com a D1, é responsavel pela produgdo de metade do T3 sérico. Talvez
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a D1 atue mais rapidamente e a D2 mais tardiamente para equilibrar a taxa de
conversao do T4 a T3 (Nicoloff et al., 1984; Pilo et al., 1990).

A expressao e atividade da D2 no TAM é estimulada pela exposi¢do ao frio, e
inibida por bloqueadores o e B-adrenérgicos (Salvatore et al., 1998). Segundo Murakami
et al (2001), em ratos, a atividade D2 no TAM é estimulada de forma dose-dependente
pelo TSH, via ativagao direta de seu receptor especifico neste tecido. Ja, de acordo com
outros estudos (Nicoloff et al., 1984; Hernandez & Obregon, 1996), o T; estimula a D2
em cultura de adipdcitos marrons, por aumentar a sintese protéica e isto é oposto a
regulacdo negativa do T3 sobre a D2 em outros tecidos (Silva & Larsen, 1983; Tu et al.,
1997; Larsen et al., 1998; Hosoi et al., 1999).

Foi demonstrado que linhagens de osteoblastos e extratos dsseos expressam D2,
indicando que esta pode desempenhar um importante papel no desenvolvimento do
esqueleto e homeostase éssea, e que o0 0sso pode contribuir para produgao periférica de
T3. A atividade D2 é estimulada pela vitamina D ativa, PTH, estrogénio e leptina
(Gouveia et al., 2004).

D3:

A D3 é a principal enzima inativadora de HT. E uma proteina integral de
membrana plasmatica, e tem a maior parte de sua molécula na face extracelular, o que
explica sua rapida capacidade de inativacdo dos HTs em determinadas doencgas e na
barreira placentaria (Leornad & Koehrie, 1996; Baqui et al., 2003). A atividade D3 é
regulada pelos HTs, e a queda destes associa-se a menor atividade desta isoforma. A
D3 pode ter uma fungéo na regulagao da disponibilidade T3/T4, especialmente durante o

desenvolvimento (Conn & Melmed, 1997).

Esta isoforma € encontrada no cértex cerebral, placenta, pele, e figado de ratos e
humanos (Kaplan, 1986; Galton et al., 1991; Bates et al., 1999; Bates et al., 2000).
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lll) Leptina e eixo hipotalamo-hipofise-tiredide

Diversos estudos correlacionam leptina e funcéo tireoideana, todavia existem
varias controvérsias na literatura. Estas podem estar associadas a espécie estudada, ao

status tireoideano, diferentes doses e periodos de administragao de leptina ou HTs.

Segundo Escobar-Morreale et al. (1997), os HTs modulam negativamente a

leptinemia, entretanto ainda n&o esta claro o mecanismo preciso de como isto acontece.

Em um estudo avaliando o ritmo circadiano da secre¢do de leptina e TSH em
criancas, foi demonstrado que ambos os hormdnios estdo correlacionados, positiva e
negativamente, dependendo da fase do dia. A correlagao positiva da leptina sobre o TSH
€ mais facil de explicar pelo efeito fisiologico da leptina sobre o eixo hipotalamo-hipd&fise-
tiredide. A relagao negativa, no entanto, existe mas é de explicagdo mais complexa e

pode depender dos feedbacks com HTs (Ghizzoni et al., 2001).

No jejum, onde se tem uma ameaga a homeostase, é disparada uma resposta
adaptativa manifestada por queda dos HTs e, paradoxalmente um TSH normal ou
diminuido (Campbell, 1977; Harris et al., 1978; Hermus et al., 1992). Esta resposta é
devida, pelo menos em parte, a supressdo da expressdo génica do pro-TRH

hipotaldamico no nucleo paraventricular hipotalamicos (PVN) (Legradi et al., 1998).

Durante o jejum, também ocorre diminuigcdo da leptinemia, e a administragdo de
leptina exdgena reverte os niveis de TSH e HTs ao normal (Ahima et al 1999; Ahima et
al., 2000). Portanto, é provavel que exista uma relagdo da leptina sobre a resposta
adaptativa ao jejum, agindo provavelmente em neurénios hipofisiotroficos produtores de
TRH. A administragdo de leptina em ratos em jejum, reverteu a supressdo do RNAm
para pro-TRH (Legradi et al., 1997). Em ratos com lesées no PVN, onde os receptores
para leptina estdo altamente expressos, nem o jejum, nem administragdo de leptina no
jejum resultou em alteragdes de HTs e TSH plasmaticos ou RNAm para pro-TRH no
PVN (Legradi et al., 1998).
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Ortiga-Carvalho et al. (2002), em estudos “in vitro”, demonstraram um efeito direto
da leptina inibindo a secrecdo de TSH, em hipdfises de ratos eutireoideos. Por outro
lado, estes autores também mostraram um efeito estimulatério, “in vivo”, da leptina sobre
o TSH em animais alimentados normalmente (Ortiga-Carvalho et al., 2002). Porém, o
mesmo nao foi observado com tanta magnitude quando a administragdo de leptina
ocorre em animais hipotireoideos, indicando que esse efeito € dependente da fungao
tireoideana (Seoane et al., 2000). Recentemente, Da Veiga et al. (2004) observaram que
esta resposta do TSH a leptina, estimulatéria (“in vivo”) e inibitéria (“in vitro”), ndo ocorre

em ratos hipotiredideos e € preservada no hipertireoidismo.

Nowak et al. (2002), revelou a expressao do receptor de forma longa para leptina
(Ob-Rb) na tiredide de ratas normais, indicando que a leptina pode exercer um efeito
direto sobre a tiredide e ndo apenas modulando a liberagédo do eixo hipotalamo-hipofise.
Mais recentemente, Isozaki et al. (2004) também detectou a presenca do Ob-Rb em

cultura de céluals tireoideanas.

Em estudos anteriores do nosso laboratério, verificamos que ratas lactantes
submetidas a desnutricdo proteica apresentaram hiperleptinemia e funcao tireoideana
alterada (Ramos et al., 2000; Passos et al., 2001b; Lisboa et al., 2003b), assim
evidenciando uma relagcdo entre leptina e fungado tireoidena durante o periodo de

lactacéao.

IV) Leptina e metabolismo desiodativo

Diversos fatores podem estar envolvidos na modulagdo direta ou indireta, e de
forma isolada ou em conjunto, do metabolismo desiodativo. Varios estudos consideram a
leptina como sendo um desses fatores. A diminuigdo do T3 sérico resultante da restricdo
alimentar ou jejum experimental é dada, pelo menos em parte, por alteragcdo no

metabolismo desiodativo.
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Camundongos ob/ob (deficientes em leptina) apresentaram diminuicdo da
atividade D1 hepatica e renal e aumento da atividade D2 em TAM e cérebro (Hillgartener
& Romsos, 1985; Kates & Himms-Hagen, 1985; Kaplan & Young, 1987).

Durante a restricdo alimentar, a atividade e expressédo da D2 encontra-se elevada
no hipotalamo. Este aumento coincide com o decréscimo de T3 e T4. A reposicao de T4,
nao restabelece a atividade e 0 RNAm para D2, sugerindo a existéncia de outro sinal de

regulacao para a D2 hipotalamica (Diano et al., 1998).

Estudos demonstraram que a atividade D1 hepatica encontra-se diminuida na
restricdo caldrica, e que a administracado central de leptina restabelece os niveis de T3 e
o decréscimo da atividade da D1 hepatica (Cusin et al., 2000). Além de regular a D1 no
figado, a leptina mostrou-se também estimuladora da atividade D2 no TAM (Cettour-
Rose et al., 2001; Cettour-Rose et al., 2002).

Lisboa et al. (2003a), demonstrou que a leptina, em dose unica e sistémica,
aumenta a atividade D1 tireoideana, sem afetar a atividad D2, sugerindo um mecanismo
de regulacao diferenciado entre estas duas isoformas na tiredide. Foi também verificado
neste estudo, aumento na atividade D1 hepatica. Segundo Cabanelas (2003), a leptina
eleva a atividade D1 e reduz a D2 na adenohipdfise. Recentemente, demostramos que
ratas sob restricdo protéica na lactagdo (que tém aumento da leptinemia), apresentam
maior atividade da D2 hipofisaria, tireoidiana e do TAM (Lisboa et al., 2003b). Assim,
acreditamos na hipotese de que a leptina pode regular de forma diferente as isoformas
das desiodases nos varios tecidos e de acordo com o estado nutricional, contribuindo
para a elevagao do T3 sérico.

Parece existir uma regulagao diferencial da atividade D2 durante o metabolismo
energético negativo versus condigdes metabdlicas normais. No estado metabdlico
normal, a atividade D2 parece n&o ser alterada pela leptina ou glicocorticéides. Contudo,
durante a restrigdo alimentar, ha aumento da atividade D2 hipotalémica, devido a uma
relacao inversa entre hipoleptinemia e hipercorticosteronemia neste estado (Coppola et
al., 2005).
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V) Leptina e glicocorticéides

A detecgao das isoformas Ob-Ra e Ob-Rb no cértex adrenal porcino, demonstra a
existéncia de um efeito direto da leptina sobre a secregcdo de corticosterona
(Malendowicz et al., 2004). O tratamento com leptina reduz a corticosterona plasmatica
em camundongos ob/ob (Stephens et al., 1995) e suprime a liberagdo de CRH na
resposta a hipoglicemina (Heiman et al., 1997) e restricdo alimentar (Huang et al., 1998),
porém potencializa a secreg¢ao basal de CRH em condigbes basais (Costa et al., 1997).
No jejum, onde ocorre maior corticosterona e menor leptina, a reposicédo de leptina
diminui a elevagao da corticosterona (Ahima et al., 1996). Contrariando estes achados, o
tratamento com leptina eleva a corticosteronemia em ratos diabéticos (Akirav et al.,
2004). Apesar, da relagdo entre leptina e corticosterona, na maioria das vezes ser
inversa, ratos submetidos a uma dieta pobre em selénio por um periodo de 4-10
semanas apresentaram uma redugao de corticosterona e leptina circulantes (Chanoine
et al., 2004).

VI) Justificativa do presente estudo

Lins et al. (2005), demonstraram que a administracdo de leptina ao final da
lactacdo em ratas lactantes, levou a um aumento na captacido de radioiodeto pela
tiredide, sugerindo um estimulo da leptina sobre a transferéncia de iodo nessa glandula.
Por outro lado, o tratamento com leptina nos 10 primeiros dias de lactagdo programou
uma hiperleptinemia, contudo esta nao foi capaz de modificar a captacgao tireoideana de
iodo nos animais adultos (Teixeira et al., 2003). Nestes estudos a hiperleptinemia ocorre
em situagdes particulares, na primeira, trata-se do periodo de lactacdo, onde o
organismo materno sofre diversas adaptagdes para garantir o desenvolvimento
adequado da prole; na segunda trata-se da prole programada. Além disto, em varios
outros modelos experimentais desenvolvidos em nosso laboratério, detectamos
alteragcbes de leptinemia e de captacao tireoideana (quadro 1), nem sempre facilmente
explicavel por uma relagdo direta, o que torna relevante caracterizar a existéncia de

interacao entre estes 2 parametros.
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Quadro 1: leptinemia, captagao de radioiodeto tireoideana, concetragbes séricas de TSH

e HTs das linhas de pesquisa do Laboratério de Fisiologia Enddcrina (UERJ)

modelo experimentais leptina Captacao TSH HTs
sérica | tireoideana de '®l | sérico | séricos

Ratas lactantes tratadas com leptina no T T N N
fim da lactacéo’
Ratos adultos programados pela injecéo T N N T
de leptina no inicio da lactagéo?
Prole adulta programada pela restricdo N T d T
protéica durante a lactagao®
Prole adulta programada pela restricdo N N d T3T
caldrica durante a lactacéo®
Prole adulta programada pela ) l d l
bromocriptina no fim da lactacdo*
Ratos adultos programados pela ) l { l
hipertiroxinemia no inicio da lactag&o®

1- Lins et al. (2005); 2- Teixeira et al. (2003); 3- Passos et al (2001); 4- Bonomo (2004); 5- Santos (2005)

Assim, no presente estudo pretendemos avaliar o efeito “in vivo” da administracéo

sistémica, aguda e crbnica, de leptina em ratos adultos eutireoideos, sobre o eixo

hipéfise-tiredide e metabolismo periférico dos HTs, assim como a sua relacdo com a

composigao corporal, afim de elucidar a agdo da leptina sobre a tiredide.
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Ob jetivos



OBJETIVO GERAL

Avaliar a funcgdo tireoideana de ratos adultos eutireoideos tratados aguda ou

cronicamente com leptina, assim como demonstrar a repercussao deste tratamento

sobre a composigao corporal dos animais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

L 4

* & o

Nos animais tratados com a dose aguda ou crénica de leptina, avaliamos:

A massa de gordura visceral;

A captacao tireoideana de radioiodeto “in vivo” apds 15 minutos (atividade do NIS) ou
2 horas (atividade do NIS e da TPO) de sua aplicagao;

A captacao tireoideana de radiodeto “in vitro”;

As concentragdes séricas de leptina, hormonios tireoideanos, TSH e corticosterona;
O conteudo intrahipofisario de TSH,;

A atividade hepatica da a-glicerol fosfato desidrogenase mitocondrial (GPDm);

A atividade das iodotironinas desiodases (D1 e/ou D2) em figado, musculo,
esquelético e tecido adiposo marrom;

Além disso, s6 nos animais tratados cronicamente com leptina, avaliamos:

a ingestao alimentar e o peso corporal

o conteudo corporal total de proteinas, gordura e agua
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Materiais e Métodos



ANIMAIS

Ratos Wistar machos, de 3 meses de idade, foram mantidos em biotério com
temperatura (25°C + 1°C) e ciclo claro-escuro (7:00 - 19:00h) controlados e com livre
acesso a agua e racao. O nosso protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de
Etica para Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, que se baseia nos principios descritos no
Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (Bayne K, 1996; Goldim &
Raymundo, 1997).

Realizamos duas experiéncias com tempos diferentes de administracdo de

leptina.

EXPERIENCIA I: TRATAMENTO AGUDO COM LEPTINA

Os animais foram divididos em 2 grupos experimentais:

e Controle (Con) : injetados com solucao salina (NaCl 0,9%), via subcutanea (s.c.);
e Leptina Aguda (Lep A) : injetados com 8ug de leptina murina recombinante (National
Hormone and Pituitary Program, Medical Center, CA, EUA) por 100g de peso corporal
(PC) via s.c., diluida em NaCl 0,9%.

Os ratos foram sacrificados por decapitagao, 2h apds a injegao Unica de leptina ou

salina.

EXPERIENCIA II: TRATAMENTO CRONICO COM LEPTINA

Ratos separados em 2 grupos:

e Controle (Con) : receberam NaCl 0,9%, via s.c.;
e Leptina Croénica (Lep C) : receberam injecao de 8ug de leptina por 100g de PC via
s.c., diluida em NaCl 0,9%.

Os ratos receberam uma injecdo diaria de leptina ou salina durante 6 dias
consecutivos.

Monitoramos, diariamente, o peso corporal e a ingestao de ragdo em 1, 2, 3 e 24h
apos cada injecao de leptina.

Sacrificamos 0s animais por decapitagdo apés 3h da ultima injecao de leptina.
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Em ambas as experiéncias, no dia do sacrificio, as amostras de sangue foram
obtidas do tronco, centrifugadas (3.000 rpm, 4°C, 20 minutos) para obtengado do soro e
armazenadas a -20°C para posterior dosagem das concentragdes dos horménios
circulantes.

Retiramos os seguintes tecidos: adeno-hipofise, tiredide, figado, musculo esquelético
(soleo), tecido adiposo marrom (TAM) e massa de gordura visceral (MGV) .

A tiredide foi utilizada para o estudo de captagao de radioiodeto.

Para estimativa da composicdo corporal, dissecamos e pesamos a MGV,
considerada como a soma dos depdsitos de gordura nas cavidades retroperitoneal,
mesentérica e epididimal (Hansen et al., 1997). A carcaga foi obtida para analise do
conteudo lipidico, protéico e de agua.

O figado, o sd6leo e o TAM foram congelados, instantaneamente, em nitrogénio
liquido e armazenados em freezer a -70°C.

As adenohipdfises foram homogeneizadas em 500ul de tampao PBS, pH 7,0 e
sonicadas para obtengao do homogenato total.

Os tecidos foram processados de acordo com os protocolos descritos a seguir.

1. ESTUDO DA CAPTACAO DE RADIOIODO TIREOIDEANO

“IN VIVO”

A captacao de '*°| “

in vivo” apos 15 minutos de sua injecao (Ferreira et al., 2005),
nos revela a atividade transportadora de iodo para a tiredide (atividade do NIS),
enquanto que a captacao de 2h, nos permite avaliar se o iodo foi organificado ou n&o na
molécula de tireoglobulina (atividade de oxidagao e iodagao, catalizada pela TPO).

Os ratos Con e Lep (experiéncia aguda e cronica) receberam dose tragadora de
125 (+ 250.000 cpm/100 pl) (+ 3400 Bg/100 pl), via intraperitoneal (i.p.), diluido em NaCl
0,9%. Apds 15 min ou 2h da injecdo de radioiodo, os ratos foram sacrificadas e as
tiredides excisadas e pesadas. A radioatividade das tiredides foi determinada em
cintilador de radiacdo gama (marca de aparelho) e relacionada a dose injetada. Os

resultados foram expressos em % de '®°| captado por miligrama de tecido tireoideano.
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“IN VITRO”

Apés o sacrificio, as tiredides dos animais Con e Lep (experiéncia aguda e
cronica) foram rapidamente dissecadas e pesadas. Cada explante tireoideano foi fatiado
e imediatamente transferido para erlenmeyers contendo 2ml de meio essencial minimo
(MEM - Sigma) acrescido de 25 mM de NaHCOs3, 2 mM de glutamina, 0,1 uM Kl e 5
mU/ml de TSH bovino e incubadas em banho-maria (37°C) com agitagdo constante e
atmosfera carbogénica (95% O, - 5% CO;) (Moura et al., 1990). Apés 30 minutos de pré-
incubagao, adicionou-se 100ul de I'®® (+/- 125.000 cpm) para avaliagdo da captacdo
glandular “in vitro”. Ao final de 2h, as glandulas foram levadas ao contador de fase
sélida. A captacao tireoideana foi estimada pela relagdo entre sua contagem e o peso
glandular. Armazenamos aliquotas do meio de incubacdo para dosar HTs e assim
estimar sua secrecéo.

Realizamos ainda um outro experimento “in vitro”, onde adicionamos aos
explantes tireoideanos de ratos adultos eutireoideos (machos e fémeas), 20 ul de meio
com ou sem leptina em concentragées distintas (10°M, 10’M e 10°M) por 30 minutos.
Ap6s este periodo, adicionamos de 1'* | por 2 horas, para estimar a captacéo glandular

sob efeito das 3 diferentes concentragdes de leptina.

2. AVALIACAO DA COMPOSICAO CORPORAL - METODO DA CARCACA

Para o processamento da carcaga, os animais da experiéncia Il (Con e Lep C)
foram completamente eviscerados e as carcagas amolecidas em autoclave durante 1h,

com posterior homogeneizagdo em agua destilada na proporgao 1:1

< CONTEUDO LIPIDICO TOTAL: Aliquotas com cerca de 3g do homogeneizado foram
utilizadas para determinagdo do conteudo de gordura pelo método gravimétrico
descrito por Stansbie et al (1976). As aliquotas foram hidrolisadas em banho-maria a
70°C durante 2h em presenca de KOH 30% e etanol absoluto. Apds acidificagdo com
acido sulfurico 6M, os acidos graxos totais e o colesterol livre foram extraidos
mediante 3 lavagens sucessivas com éter de petréleo. O material foi transferido para
um recipiente previamente pesado, e levado a capela de exaustao até ficar bem

seco, quando se procedeu a pesagem diaria até seu valor tornar-se constante. As
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pesagens foram corrigidas pelas diluicbes feitas nas etapas anteriores. Resultados

expressos em gramas de gordura por 100 gramas de carcaga.

< CONTEUDO PROTEICO TOTAL: Aliquotas contendo aproximadamente 1g do
homogeneizado, foram aquecidas a 37°C por 1h em KOH 0,6N, sob agitacdo. Apds
centrifugagado a 2.000 rpm, por 10 minutos, a concentragdo de proteinas totais foi
determinada colorimetricamente no sobrenadante, segundo Lowry et al (1951),
utilizando BSA para construcédo da curva padrdo. Os resultados foram expressos em

gramas de proteina por 100 gramas de carcacga.

< AGUA CORPORAL TOTAL: colocamos cerca de 1g do homogeneizado de carcaca
em estufa a temperatura de 90°C, mantendo-as nesta temperatura até que o peso
das amostras desidratadas ficasse estavel (Pase et al., 1945). Os valores foram

expressos em gramas de agua corporal total.

3. QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA GPDm NO FIiGADO

A dosagem da atividade GPD em fragcdo mitocondrial hepatica baseia-se na
adaptacdo da técnica colorimétrica descrita previamente (Lee & Lardy, 1965; Recupero
et al., 1983), cujo principio € o uso do metasulfato de fenacina (PMS) como transportador
eletrénico entre a enzima reduzida e o cloreto de violeta-iodonitrotetrazolio (INT).

Cerca de 250mg de tecido hepatico foi homogeneizado em 20 volumes de solugéo
SM (sacarose 0,32 M e cloreto de magnésio 1mM) em Ultra-Turrax e centrifugado
(1.000xg/10 min/4°C), para separar o precipitado nuclear (descartado) e utilizar o
sobrenadante, que foi centrifugado (8.500xg/10 min/4°C). O precipitado resultante desta
segunda centrifugacao foi ressupenso em 3ml de tampéao fosfato 0,125M pH 7,5 (BPK),
sob agitagdo em vortex, seguido de uma nova centrifugagdo (8.500xg/10 min/4°C).
Descartamos o sobrenadante, obtém-se a fragdo mitocondrial (precipitado), sendo esta
ressuspendida em 1ml de BPK apenas no momento da dosagem da atividade

enzimatica.
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Para o ensaio da atividade GPDm, um volume de 100ul da fragdo mitocondrial foi
pipetado em 4 tubos (2 brancos e 2 problemas). Nos tubos problemas, pipetamos 50ul
de solugao DL-a-glicerofosfato hexahidratado sal sédica (a-GP - 32,4 mg/ml) diluido em
KCN (cianeto de potassio - 0,32mg/ml em tamp&o BKP pH7,5-0,125M) e nos tubos
brancos, apenas 50ul de KCN. Incubamos por 10 min, a 30°C, seguido de um banho frio.
Iniciamos a reagdo adicionando 100ul da solugdo INT-PMS por 15 minutos, a
temperatura ambiente, no escuro. Precipitamos as amostras com 50uL de TCA 10%,
ainda em ambiente escuro. Entdo a luz foi acendida, sendo acrescentado 1ml de etanol
absoluto, com agitagdo em vortex e posterior centrifugacdo das amostras (1.000xg/5
min.) A leitura da absorbancia do sobrenadante foi realizada a 500nm e os resultados

expressos como A/min/mg de proteina mitocondrial.

4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DESIODASE (D1 e D2)

A atividade desiodase no figado, TAM e musculo esquelético foi quantificada pela
liberagao de I a partir de '®I-rT3, conforme descrito anteriormente (Lisboa et al., 2003
a, Lisboa et al., 2003 b).

< Processamento dos tecidos:

Figado e TAM (fragdo microssomal) - aproximadamente 250mg de tecido hepatico foi
homogeneizado sob gelo em 10 volumes de tampéao Tris-HCI 50mM, pH 6,8. O TAM foi
pesado e homogeneizado em 50 volumes do mesmo tampao. Os homogenatos foram
centrifugados a 15.000xg por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante obtido foi entdo
ultracentrifugado (190.000xg/90 minutos/4°C) e o precipitado (microssoma) foi

ressuspenso em volume inicial de homogeneizacéao.
Musculo Esquelético (homogenato) - pesamos e homogeneizamos o soleo em 5

volumes de tampao Tris-HCI 50mM, pH 6,8. Realizamos uma centrifugagéo (2.800xg/30
minutos/4°C) e utilizamos o sobrenadante para a dosagem da atividade enzimatica.
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As amostras foram armazenadas em freezer —70° C até a realizacdo dos ensaios

enzimaticos.

5

S

Purificagdo do '*°I-rT3: antes dos ensaios, o '»I-rT3 (PerkinElmer Life Sciences) foi
purificado por eletroforese em papel, evitando a contaminagéo da reagdo enzimatica
pela presenca de I livre. Pipetamos 50ul do '?°I-rT3 (1,07 mCi/ug) em papel de
filtro Whatman n° 3. Aplicamos uma corrente de 500 Volts, 25mA por 15 minutos. O
'25.rT3 foi extraido do papel com NaOH 0,04N em tampao fosfato de potassio 1M e
EDTA 10mM, pH 6,9.

Ensaio enzimatico: realizado em tampao fosfato de potassio 100mM e EDTA 1mM,
pH 6,9, em presenca de rT3 e DTT (ditiotreitol), PTU (propiltiouracil) ou T4.
Adicionamos 50ul do tragador purificado as amostras, seguido de incubagcdo em
banho-maria sob agitagdo constante, a 37°C. Apos o tempo de incubagao, especifico
para cada tecido, a reagao foi interrompida pela adicdo de BSA 8% e PTU 10mM,
seguido de acido tricloroacético (TCA) 20% gelado. Posteriormente, as amostras
foram centrifugados a 2.000 rpm, 4°C por 5 minutos. A tabela abaixo (1), mostra as

principais condicdes para a determinagao da atividade D1 e D2.

Proteina | Isoforma rT; DTT Inibicao Inibicdo | Tempo de
da D1 da D2 Incubacgao
microssoma | 13-21 ug D2 2nM | 400 mM - - 2h
TAM
homogenato | 95-134 ug D1 2nM | 400 mM - T, 100 nM 2h
séleo 89-134 ug D2 2nM | 400 mM | PTU 10 mM - 2h
microssoma | 66-75ug D1 2nM | 100 mM - - 30 min
hepatico

Tabela 1: Metodologia para determinagao da atividade D1 e D2 em ratos. A reagédo enzimatica atingiu a
linaridade utilizando a concentragao protéica indicada, conforme inicialmente testado.
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Separagdo do I liberado na incubagio: apds a centrifugagdo, cerca de 80% do
sobrenadante foi aplicado em coluna com resina de troca catidnica (Dowex 50W-X2
Bio-Rad), eluindo o "I livre com 2 ml &cido acético a 10%. A radioatividade do eluato
foi determinada em um contador gama de fase sdlida. A atividade especifica foi

expressa em nanomoles e fentomoles de rT3 desiodado por hora e mg de ptn.

5. Radioimunoensaios (RIEs)

A leptinemia foi avaliada através de RIE, utilizando o kit especifico para murinos
(Linco Research, Inc., Missouri, EUA). Os valores foram expressos em ng/ml.

A corticosteronemia foi avaliada através de RIE, utilizando o kit especifico kit para
murinos (ICN Biomedicals). Os valores foram expressos em ng/dI.

As concentragdes séricas e no meio de Tz e T4 livres foram determinadas através
de RIE comercial (ICN Pharmaceuticals, Inc, NY, EUA), adaptado para determinacao de
HTs em ratos. Os valores foram expressos em ng/dl e pg/dl, respectivamente.

O TSH foi quantificado RIE de duplo anticorpo, conforme descrito anteriormente
(Moura et al., 2001), utilizando reagentes fornecidos pelo National Institute of Diabetes
and Digestive and Kidney Diseases (NIDDKD, Bethesda, EUA). O TSH sérico foi

expresso em ng/ml e o TSH intrahipofisario foi expresso em pug/mg de proteina.

6. Dosagem de proteinas

Utilizamos o método de Bradford (1976) para a determinagdo do conteudo de
proteina em hipdfise, figado, s6leo e TAM. A albumina foi usada para a construgédo de

uma curva padrao e a leitura da absorbancia foi realizada a 595nm.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média = erro padrao da média (EPM). Para

comparagao entre os grupos foi utilizado o teste t de Student n&o pareado, exceto para
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os dados de TSH e de captacdo de "I, para os quais utilizamos o teste ndo paramétrico

de Mann-Whitney. As diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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) TRATAMENTO AGUDO COM LEPTINA

Peso corporal (PC) e massa de gordura visceral (MGV)

de ratos submetidos ao tratamento agudo com leptina

O grafico 1 mostra que o PC e a MGV dos animais nao se modificaram apds 2

horas da administracao sistémica de leptina na dose de 8ug/100g PC.
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Grafico 1: PC (A) e MGV (B) de animais apés 2 horas da injecdo com leptina (Lep A) ou ndo (Con), na

dose de 8ug/100g PC s.c. Dados expressos como média £ EPM (n=7).
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Captacio tireoideana de '»|

de ratos submetidos ao tratamento agudo com leptina

Os animais controles apresentaram captagao tireoideana de '?°l em 120 minutos
significativamente maior (+64%) que em 15 minutos (grafico 2A). Apdés 2 horas da
injecdo de leptina (8ug/100g PC s.c.) a captacdo tireoideana de '®°l de 15 minutos
tendeu a diminuir (-29%) e n&o foi diferente apds 120 minutos (graficos 2B e 2C

respectivamente). O tratamento ndo modificou o peso tireoideano (ver anexo).

[}
S -
‘g 0.4 %
503
g
= 0.2
QA
«~ 0.1
X
0.0
15' 120' (A)
010 _ 04 T
£ 5
8 &3 T
E= —T1 -
g 0.05 - D2
0.00 - 0.0 J
Con Lep A
Con Lep A
(B) (C)

Grafico 2: Percentual de captagdo de 15 e 120 minutos de '*° | pelo tecido tireoideano de ratos controles
(A). Captacgao tireoideana de 125 apos 15 (B) e 120 (C) minutos de administragdo nos animais tratados

(Lep A) ou n&o (Con) com leptina ( 8ug/100g PC s.c.). Dados expressos como média + EPM, *p<0,05
(n=7).
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Concentragcoes hormonais

de ratos submetidos ao tratamento agudo com leptina

Como pode ser verificado na tabela 1, o grupo Lep A apresentou aumento
significativo de leptina (1,2 vezes), T4 (+34%), T3 (+64%), TSH (+64%) e corticosterona
(+20%) séricos. A relagdo T3/T4 apresentou-se maior em 25% (Con= 0,838 x 10 + 0,12
10° vs Lep A= 1,05 x 10> + 0,13 x 10° - n=6), embora nao significativamente. N&o
observamos alteragdo no TSH intrahipofisario entre os grupos Con e LepA (Con= 9,43 +

0,901 vs Lep A= 7,73 x £ 0,513 - ug/mg de ptn - n=7).

TABELA 2: Concentragoes séricas de leptina, HTs, TSH e corticosterona de ratos
adultos submetidos ao tratamento agudo com leptina

Grupos Leptina T3 livre T4 livre TSH Corticosterona
(ng/ml) (pg/ml) (ng/ml) (ng/mil) (ng/dl)
Con 1,79+0,12 154+023 1,69+0,07 1,21+0,07 226+13,6

Lep A 3,92+0,27* 2,53+0,35* 227+0,18* 1,99+0,21* 270+4,5*

Dados expressos como meédia = EPM, *p<0,05 ou menos (n=6-7).

Atividade da enzima GPDm em figado

de ratos submetidos ao tratamento agudo com leptina

No grafico 3, podemos verificar que o tratamento agudo com leptina nao alterou a

atividade da GPDm hepatica dos animais.
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Grafico 3 : Atividade da enzima GPD em fragdo mitocondrial hepatica de ratos adultos apds 2 horas da

administracéo de leptina (8ug/100g PC s.c.). Dados expressos como média = EPM (n=7).
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Atividade desiodase em diferentes tecidos

de ratos submetidos ao tratamento agudo com leptina

O grupo injetado com a dose aguda de leptina apresentou maior atividade D1
hepatica (+85%, P<0,05, grafico 4A), D1 e D2 muscular (1,3 vezes e +45%
respectivamente, P<0,05, graficos 4C e 4D) e menor atividade D2 no TAM (-28%,

p<0,05, grafico 4B).

450
2.0 *
£
(="
‘21.5 E 2300 *
o g
g =
=10 =
= —150 -
) ]
£05 £
0.0 - 0 -
Con LepA Con Lep A
(A) (B)
20 * 30 *
£ I
[=% =]
g) a
eh 20~-
E £
& 10 <
g g
2 = 10~
=]
£ £
0- 0=
CE)n LépA Clon Llep A
(C) (D)

Grafico 4: Atividade D1 hepatica (A), D2 do TAM (B), D1 e D2 muscular (C e D) de ratos adultos apds 2

horas da administracdo de leptina (8ug/100g PC s.c.). Dados expressos como média + EPM, *p<0,05

(n=5-7) .
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Il ) TRATAMENTO CRONICO COM LEPTINA

Avaliacao nutricional de ratos injetados com leptina

durante 6 dias consecutivos

A evolucdo da ingestdo de racédo de ratos tratados cronicamente com leptina é
mostrada no grafico 5. A leptina, apos 3 horas de sua administragdo, reduziu a ingestao
alimentar no grupo Lep C (-47%, p<0,05, grafico 5A), sendo este efeito observado
apenas nos 3 primeiros dias do tratamento. No 4°, 5° e 6° dias de tratamento com
leptina, os grupos nao apresentaram mais essa diferenga no consumo de ragao (grafico
5B).
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Grafico 5: Ingestdo de racdo de ratos tratados cronicamente com leptina (8ug/100g PC s.c.) no primeiro
dia de tratamento (A), sendo que nos dois outros dias subseqiientes o padréo de resposta foi mantido.
Evolugéo da ingestao alimentar na terceira hora apés injecao diaria de leptina (B). Dados expressos como
média + EPM, *p<0,05 (n=8).
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Verificamos que a evolugdo do peso corporal durante o tratamento crénico com

leptina, apds 24 horas de aplicagao, nao foi diferente entre os grupos (grafico 6).

C
— 6007
©
S
(o]
o
S
o
O 3007
o
8 1507
o B Con
0- ALepC
1 2 3 4 5 6
dias

Grafico 6: Evolugdo do peso corporal de ratos tratados cronicamente com leptina (8ug/100g PC

s.c.). Dados expressos como média = EPM (n=8).

Apesar de nao ter ocorrido alteragcdo no PC dos ratos tratados por 6 dias com
leptina, estes exibiram diferenga quanto a composicdo corporal. No dia do sacrificio,
grupo Lep C apresentou menor MGV (-38% p<0,05, grafico 7) e menor gordura corporal
total (-17%, p<0,05 grafico 8A). Estes animais exibiram maior quantidade de proteina na
carcaga (+26%, p<0,05, grafico 8B), sem alteragdo na quantidade de agua corporal
(grafico 8C).
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Grafico 7: MGV de ratos tratados cronicamente com leptina (8ug/100g PC s.c.) Dados expressos como
média + EPM, *p<0,05 (n=7).
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Grafico 8: Gordura (A), proteina (B) e agua (C) corporais por 100g de PC de ratos tratados cronicamente

com leptina (8ug/100g PC s.c.). Dados expressos como média = EPM, *p<0,05 (n=7).

Captacio tireodeana de '®l de animais injetados com leptina

durante 6 dias consecutivos

Os animais controles apresentaram captagao tireoideana de '?°l em 120 minutos
maior (+72%, p<0,05) que em 15 minutos (grafico 9A). O grupo Lep C apresentou maior
captacao tireoideana de '¥| tanto em 15 (+1,3 vezes) quanto em 120 (+33%) minutos
(graficos 9B e 9C respectivamente, p<0,05). Nao observamos modificagcdo no peso

tireoideno com o tratamento crénico com leptina (ver anexo)
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Grafico 9: Percentual de captagédo de 15 e 120 minutos de
(A). Captacéo de 2% apos 15 minutos (B) e 120 minutos (C) de sua administracdo nos animais tratados
(Lep C) ou ndo (Con) cronicamente com leptina (8ug/100g PC s.c.). Dados expressos como média = EPM

*p<0,05, (N=7- 8).

Concentragcoes hormonais dos animais injetados com leptina

durante 6 dias consecutivos

Na tabela 3, mostramos que o grupo Lep C apresentou maior leptinemia (+36%) e
corticosteronemia (+1,1 vezes, p<0,05). O tratamento crénico com leptina ndo alterou o
T4 circulante e tendeu a aumentar tanto o T3 sérico (33%), como a relagédo T3/T4 em
61% (Con= 1,047 x10™ % 0,09 x 10° vs Lep C 1,69 x 10°+ 0,33 x 10~ - p<0,091 - n=6).
Estes animais apresentaram menor TSH intra-hipofisario (-45%, Con= 8,69 + 1,26 vs Lep

C=4,82 + 0,65 - ug/mg de ptn - n=7 - p<0.05) e somente tendéncia a menor TSH sérico
(-25%).
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TABELA 3: Concentragdes séricas de leptina, HTs, TSH e corticosterona de ratos
injetados cronicamente com leptina

Grupos Leptina T3 livre T4 livre TSH Corticosterona
(ng/ml) (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/dl)
Con 3,50+ 0,42 243+0,24 2,07+0,15 1,53+0,21 215+ 37,6

Lep C 4,78+0,79 325+047 229+018 1,15+0,28 450 +43,5*

Dados expressos como média = EPM, *p<0,05 (n=7).

Atividade da enzima GPDm em figado de animais injetados

com leptina durante 6 dias consecutivos

O tratamento crénico com leptina provocou queda (-1,7 vezes, p<0,05) na

atividade da enzima GPDm hepatica, como pode ser visto no grafico 10.
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Grafico 10: Atividade da enzima GPDm em fragdo mitocondrial hepatica de ratos adultos que receberam

injecdo cronica leptina (8ug/100g PC s.c.). Dados expressos como média = EPM, *p<0,05 (n=7).
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Atividade desiodase em diferentes tecidos de animais injetados

com leptina durante 6 dias consecutivos

O tratamento crénico com leptina promoveu aumento significativo (+32%, P<0,05)
da atividade D1 hepatica (grafico 11B). Nao detectamos alteragdo das atividades D2 no
TAM, D1 e D2 muscular (graficos 11A, 11C e 11D, respectivamente).
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Grafico 11: Atividade D2 do TAM (A), D1 hepatica (B), D1 e D2 muscular (C e D) de ratos injetados

cronicamente com leptina ( 8ug/100g PC s.c.). Dados expressos como média = EPM, *p<0,05 (n=5-7).
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Ill) EXPERIENCIA “IN VITRO”

Avaliacio da captacio “in vitro” de '*°l por tiredides

de ratos tratados agudamente com leptina

As tiredides de ratos tratados com uma unica injegdo de leptina (8ug/100g PC

s.c.) apresentaram diminuic¢ao (-32%, p<0,05) na captagao “in vitro” de
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% 25| | mg tirebide
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125 (grafico 12).
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Grafico 12: Captagao “in vitro” de ' /g de tecido tireoideano de ratos tratados agudamente com leptina

(8ug/100g PC s.c.). Dados expressos como média = EPM, *p<0,05 (n=7).

Secrecao “in vitro” de T3 e T4 de tiredides

de ratos tratados agudamente com leptina

O tratamento agudo com leptina promoveu aumento na secregao “in vitro” de T4

(+1,25 vezes, p<0,05), mas nao alterou a secregcdo de T3 (graficos 13A e 13B

respectivamente).
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Grafico 13: Liberagado de T4 (A) e T3 (B) para o meio de incubagéo de explantes tireoideanos de ratos

tratados com dose uUnica de leptina 2 horas antes do sacrificio. Dados expressos como média = EPM,

*p<0,05 (n=7).
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Avaliacio da captacio “in vitro” de '*°| por tiredides

de ratos tratados cronicamente com leptina

As tiredides de ratos tratados cronicamente com leptina (8ug/100g PC/ 6 dias s.c.)

apresentaram reducdo (-29%, p<0,05) na captacdo “in vitro” de '%°| (grafico 14).
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Grafico 14: Captagao “in vitro” de 125 /g de tecido tirecideana de ratos tratados cronicamente com leptina

(8u1g/100g PC/ 6 dias s.c.). Dados expressos como média + EPM, *p<0,05 (n=7).

Secrecao “in vitro” de T3 e T4 de tiredides

de ratos tratados cronicamente com leptina

O tratamento crénico com leptina promoveu elevagao significativa na secregéo “in

vitro” de T4 (+2 vezes), além de elevar a liberacdo de T3 em 40%, embora este ndo

tenha sido significativo (graficos 15A e 15B respectivamente).
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Grafico 15: Secrecao de T4 (A) e T3 (B) para o meio de incubacao de explantes tireoideanos de ratos

tratados com leptina durante 6 dias consecutivos. Dados estdo expressos como média + EPM, *p<0,05
(n=7).
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Captacio de "I “in vitro” por tiredides

de ratos adultos eutireoideos incubadas com leptina

A adigao de concentragdes distintas de leptina provocou redugao da captacgao “in
vitro” de '®| por explantes tireoideanos de ratos machos (10~°M: 35% p<0.05, 107" M:
30%, 10°M: 20%) e fémeas (10°M: 28% p<0,05, 10'M: 32%, 10°M: 27%) como

mostrado no grafico abaixo (16).
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Grafico 16: Captagéo “in vitro” de ' # | /g de explantes tireoideanos isolados de ratos eutireoideos,
incubados na auséncia (controle) ou presenga de leptina em diferentes concentragdes (10_9M, 107 M,

10‘5M). Os dados estao expressos como média £ EPM. *p<0,05 vs C (n=7).
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Quadro 2: resumo dos dados dos experimentos em ratos adultos tratados com dose
unica de leptina (8ug/100g PC/2h) ou com dose cronica (8ug/ 100g PC/6 dias)

Ratos adultos tratados com leptina

PARAMETROS DOSE AGUDA

DOSE CRONICA

Peso corporal N

MGV N

Gordura Corporal -

Proteina Corporal -

Agua Corporal -

Leptinemia T

—

Corticosteronemia

>l Z| Z| o | «] Z

125| (

Conteudo Tireoideano de “‘in vivo” - 15’)

125| (

Conteudo Tireoideano de “in vivo” - 2h)

125| (

Conteudo Tireoideano de “in vitro”)

T3 sérico livre

T4 sérico livre

T3 (meio)

T4 (meio)

TSH sérico

Z o o Z| o o «| Z| Z

TSH intrahipofisario

— | o Z| Z| Z| | o -

GPDm

Atividade D4 hepatica

Atividade D, TAM

Atividade D1 muscular

= = | o zZ

Atividade D, muscular

Z| Z| Z| o <«

N-normal T-aumentado | - diminuido
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Discussdo



A deteccdo da expressdo do receptor de leptina de forma longa (Ob-Rb) na
tiredide “in vivo” por imunohistoquimica, “western blotting” e RT-PCR (Nowak et al.,
2002) e em cultura de células FRTL-5 por RT-PCR (Isozaki et al., 2004) sugere um efeito
modulatoério direto da leptina sobre esta glandula. Porém, estudos associando leptina e
fungdo tireoideana, tanto em humanos como em animais experimentais, ainda sdo muito
limitados e controversos. Alguns estudos consideram nao existir uma relacao relevante
entre leptina e funcdo tireoideana (Song et al., 2000; Simo et al., 2000; Tagliaferri at al.,
2001; Gomez et al., 2002). Mas estes, tratam-se de estudos clinicos e, portanto,
englobando todas as limitagbes caracteristicas deste tipo de estudo. Por outro lado,
diversos estudos experimentais bem conduzidos demonstram a intima relagcdo entre
leptina e fungao tireoideana (Ahima et al., 1996; Escobar-Morreale, 1997; Yoshida et al.,
1997; Legradi et al., 1997, Yoshida et al., 1998; Baskin et al., 1998; Baskin et al., 1999;
Nillni et al.,, 2000; Baskin et al., 2000; Seoane et al., 2000; Harris et al., 2001;
Rosenbaum et al., 2002; Nowak et al.,2002; Ortiga-Carvalho et al., 2002, Lisboa et al.,
2003, Isozaki et al., 2004; Da Veiga et al., 2004, Lins et al., 2005)

Recentemente, em nosso laboratorio (Lins et al. 2005) foi observado que o
tratamento de ratas lactantes com leptina ao fim da lactagdo provocou um aumento na
captacdo de ¥ pela tiredide, sugerindo um estimulo da leptina sobre a transferéncia de
iodo neste tecido. Em um modelo de programacao pelo tratamento da prole com leptina
nos 10 primeiros dias de lactagdo, detectou-se uma hiperleptinemia na idade adulta da
prole, entretanto sem qualquer alteragdo correspondente da captacéo tireoideana de
iodo (Teixeira et al., 2003). Nestes dois estudos, a hiperleptinemia ocorre em situacdes
particulares e em outros modelos que estudamos, onde detectamos variagdes de leptina
circulante, sem termos injetado previamente leptina, tivemos modificacdes da captacao
tireoideana, porém nem sempre no mesmo sentido (Passos et al., 2002; Bonomo, 2004;
Santos, 2005). Portanto, resolvemos verificar o efeito da leptina em ratos adultos
eutireoideos sobre a captagao tireoideana, ja que esta comprovadamente afeta a fungao

tireoideana.
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Realizamos, também, um estudo mais abrangente do papel da leptina sobre a
modulacdo de diversos parametros relacionados a funcgao tireoideana, os quais nao

foram abordados antes e sua repercussao sobre o peso corporal.

EFEITO DIRETO E INDIRETO DA LEPTINA NA TIREOIDE

Em nosso modelo experimental, ambos os tratamentos com leptina (agudo e
cronico) provocaram hiperleptinemia, o que comprova o acerto em dosar a leptina sérica

duas (agudo) a trés (crénico) horas apds a injegao.

Na hiperleptinemia aguda, observamos que a captagao tireoideana “in vivo”, 15
minutos apés administracéo do I, que reflete a atividade do NIS (Ferreira et al., 2005),
apresenta-se discretamente diminuida, sem significancia estatistica. Apdés 2 horas de
injecdo “in vivo” de '?°| (que corresponde a atividade do NIS e da TPO), ndo detectamos
alteracdo da captagao tireoideana nos animais do grupo LepA. Contudo, quando
analisamos a captacdo de '®| das tiredides isoladas do grupo LepA, verificamos que
estas glandulas apresentam menor contetido intra-tireoideano de %I, sugerindo menor
captacédo. Uma possivel explicagédo para estes achados discordantes seria 0 aumento de
TSH circulante, no experimento “in vivo”, visto este ser um conhecido modulador positivo

da atividade do NIS, contra-regulando o efeito inibitorio da leptina.

Demonstramos também que a hiperleptinemia crbnica estimula a captagao
tireoideana de '?I, apds 15 minutos ou 2 horas de sua administragdo “in vivo”. Efeito
este, aparentemente, independente do TSH, que se encontra em concentragdes normais
no soro destes animais. Ja no sistema “in vitro” de incubacdo dos explantes tireoideanos

dos animais LepC, detectamos inibigdo da captacdo de '*°l,

comparado aos animais
controles, novamente sugerindo um papel supressoério da leptina sobre a tiredide. “In
vivo”, € possivel que a exposigao prolongada a leptina provoque a liberagao de fatores
desconhecidos que estimulam a captacéo de '°I, e que sobrepujam seu efeito inibitdrio
sobre o NIS. Como os nossos dados da incubagao de tiredides de ratos eutireoideos de
ambos os sexos com leptina “in vitro” mostraram uma acdo inibitéria direta deste

horménio (grafico 16, pagina 45), acreditamos que o efeito “in vivo” (estimulatério) seja,
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realmente, indireto. Além disso, ndo podemos descartar que um destes fatores seja o
préprio TSH, que apesar de normal na circulagao, pode estar biologicamente mais ativo,
visto que o TRH estimula a propor¢ao de moléculas de TSH bioativas (Magner, 1990;
Magner et al., 1992) e este horménio é estimulado pela leptina (Legradi et al., 1998).
Outra possibilidade é o estimulo ao aumento do numero de receptores de TSH na
tiréoide causado pela exposigdo cronica a leptina, porém n&o temos evidéncias na

literatura sobre este provavel efeito.

Uma outra explicagdo possivel para a diminuicdo da captacdo de '®°l na
incubacgao “in vitro” das glandulas dos ratos tratados com leptina por 6 dias, é a retirada
da influéncia dos fatores estimulatérios endégenos. E ainda, se “in vivo” estas glandulas
possuem um conteudo maior de iodo frio pela captacdo aumentada, entdo “in vitro”,
ainda com um elevado conteudo de iodo frio, reflexo do tratamento “in vivo”, poderia

haver maior dificuldade de captar '?°| devido ao gradiente eletroquimico.

E relevante destacar que além do nosso estudo, outros também ja encontraram
acgbes opostas “in vivo” e “in vitro”, quanto a diferentes parametros investigados (Mitsuma
& Nogimori, 1984; Ottlecz et al., 1988; Rettori et al., 1992; Moura et al., 1999; Ortiga et
al. 2002).

Recentemente, Isozaki et al. (2004) realizaram um estudo verificando a agao
direta da leptina sobre a proliferagao celular tireoideana, expressdo da Tg, bem como
atividade e expresséo do NIS, utilizando cultura de células FRTL-5. Foi constatado que a
transcricdo do gene c-fos, que indica uma resposta precoce a sinais relacionados a
proliferacéo e diferenciacéo de tiredcitos, foi estimulada pela leptina de forma similar ao
efeito do TSH. Ja a expressdo da Tg foi suprimida pela leptina. Na experiéncia de
avaliagdo do NIS, as células foram mantidas por 2 dias em meio com TSH ou cAMP, na

presenca ou auséncia de leptina. Estas células receberam Na['*°l],

com ou sem
perclorato de sédio por 1h, sendo a captacédo definida pela diferenca de radioatividade
intracelular total com e sem perclorato de sodio. Foi verificada menor atividade e
expressao do NIS induzidas pelo TSH e cAMP, apds a incubacédo com leptina. Quanto a

producdo de AMPc estimulada pelo TSH, esta foi potencializada pela leptina. E mais,
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quando as células FRTL-5 foram incubadas em meio enriquecido com TSH e insulina, a
leptina promoveu inibigdo da sintese de DNA (incorporagao de 3H-timidina). Este estudo
mostra que na tiredide, ao mesmo tempo, a leptina pode ter efeitos estimulatérios e
inibitérios, que provavelmente ocorrem por mecanismos intracelulares distintos. Estes
achados ajudam a explicar a aparente contradicdo de nossos resultados da
administragdo cronica “in vivo” e “in vitro”. Acreditamos que o efeito da leptina sobre a
atividade do NIS seja inibitério, porém como “in vivo” pode estar ocorrendo um aumento

da proliferagao folicular tireoideana, a captacao total esta aumentada.

Como a leptina € uma citocina, um aspecto interessante a se considerar, é que
certas citocinas, como o TNF-qa, IL-1a0 e IFN-y, inibem a expressdo do NIS basal ou
induzida por TSH e a captagéo de iodo em células FRTL-5 (Ajjan et al., 1998). Carrasco
et al. (1999) criaram um camundongo transgénico que super-expressa INF-y na tiredide.
A presenga desta citocina ndo afetou a expressao de Tg, elevou a expressao da TPO e
do receptor de TSH e reduziu a expressao do NIS, que refletiu em menor acumulo de

iodo.

Como ja comentamos, Nowak et al. (2002) detectou pela primeira vez o Ob-Rb em
tiredides de ratas normais, demonstrando a existéncia de uma acao direta da leptina
sobre esta glandula. Neste estudo, o tratamento com leptina por 6 dias resultou em
aumento do volume da tiredide e de HTs séricos, com redugao do TSH sérico. Ja em
nosso trabalho, o tratamento com leptina pelo mesmo periodo ndo alterou o peso
glandular, nem a concentragéo sérica de HTs ou TSH. Ressaltamos que o nosso estudo
foi conduzido em ratos machos, e assim sugerimos uma influéncia género-dependente
na acao da leptina sobre a tiredide. Apesar de muitas controvérsias, inuUmeros autores
relatam a modulagdo dos esterdides sexuais sobre o eixo hipotalamo-hipéfise-tiredide,
visto que doencas tireoideanas sao bem mais freqientes em mulheres do que em
homens (Mason et al, 1996; Correa da Costa 2000; Moura et al., 2001; Lisboa et al 2001;
Lisboa et al 1997; Moreira et al 1997; Borges et al., 1998, Moreira et al., 2005). Portanto,

€ possivel que o efeito direto da leptina na tiredide seja mais exacerbado em fémeas,
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talvez por uma diferenca no numero de Ob-Rb, porém na literatura, ndo ha dados que

abordem a deteccao deste receptor para leptina em tiredide de ratos machos.

Em nosso modelo experimental, varios fatores podem eventualmente participar da
modulagdo da entrada de iodeto na tiredide murina, desencadeados em resposta a
hiperleptinemia aguda e cronica, como por exemplo, insulina e/ou glicocorticéides, entre

outros.

Segundo Gregory et al. (1992), insulina potencializa o efeito do TSH sobre a
captacdo e a organificagdo de iodo em cultura de tireécitos, e de acordo com outros
autores (Burikhanov et al., 1996; Deleu et al., 1999), insulina e IGF-1 sao importantes
para a agao mitogénica do TSH. Contudo, Trapasso et al. (1999) mostrou que a insulina
reduz o RNAm para NIS em cultura de células tireoideanas. Estes dados mostram que a
insulina pode aumentar o efeito positivo do TSH, embora tenha um efeito supressor
direto sobre o NIS, da mesma forma que estamos sugerindo para a leptina. E pouco
provavel que a insulina seja um mediador deste efeito da leptina, visto que a leptina inibe
a secrecao de insulina (Kieffer & Habener, 2000) e reduz seus niveis plasmaticos
(Malendowicz et al., 2004).

O cortisol estimula o efeito do TSH sobre o NIS, porém diferente da insulina, ndo
tem efeito direto sobre este co-transportador (Gregory et al., 1992). Os animais LepA e
LepC apresentam hipercorticosteronemia e, portanto, a corticosterona pode ajudar a

125| “

explicar o efeito estimulatorio da captagao de in vivo” observado no experimento

cronico.

Assim, estes resultados sugerem que existam vias alternativas e interligadas

(crosstalking) no controle da captagéo tireoideana pela leptina.
Nossos resultados “in vitro” sugerem que a leptina atue diretamente no tiredcito

gerando uma inibicdo da captacgdo de '*°l, porém estimulando a liberacdo de T4. Ja “in

vivo”, a leptina apresenta diferentes efeitos sobre a tiredide, de acordo com o periodo de
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exposicdo, o que pode indicar que assim como para a captacado tireoideana,

mecanismos contra-regulatorios estejam envolvidos nos processos de secregado de HTs.

Varios estudos demonstram um efeito estimulatério da leptina sobre a sintese e
secrecdo de TSH em modelos experimentais (Ahima et al., 1996; Legradi et al., 1997,
Legradi et al., 1998; Seoane et al., 2000; Ortiga-Carvalho et al., 2000; Ghizzonni et al,
2001). Uma resposta inibitoria “in vitro”, contraria ao que ocorre “in vivo”, foi observado
tanto em adeno-hipdéfises de ratos eutireoideos (Ortiga-Carvalho et al., 2000) quanto em
hipertireoideos (Da Veiga et al., 2004). Em nosso modelo, também verificamos este

125| “«

efeito contrario, onde a leptina estimulou a captacgao tireoideana de in vivo”, contudo

inibiu “in vitro”.

O tratamento agudo com leptina aumentou as concentragdes seéricas de TSH e de
HTs livre, sem modificar o conteudo de TSH intra-glandular. Tal perfil hormonal reflete a
acao direta e/ou indireta da leptina sobre o eixo hipdfise-tiredide. Quando quantificamos
os HTs “in vitro” do grupo LepA, verificamos um aumento de T4 no meio de incubacéo,
sem alteracao na concentracdo de T3. Este achado indica um efeito da leptina sobre a
secrecao tireoideana de tiroxina. Assim, o alto T3 demonstrado na hiperleptinemia aguda

“in vivo” pode ser resultante da desiodacéao periférica.

O tratamento crénico com leptina ndo foi capaz de alterar o TSH e os HTs
circulantes. Apesar do efeito estimulatorio “in vivo” da leptina sobre o TSH estar bem
documentado, detectamos que a administracdo prolongada de leptina provocou uma
reducéo significativa do conteudo intra-glandular de TSH. Uma explicagao possivel para
este achado seria uma menor atividade D2 hipofisaria, reduzindo a conversao de T4 a
T3, o T4 entdo estaria inibindo a sintese de TSH. Verificamos, que o grupo LepC
apresentou aumento de secregdao de T4 “in vitro”. Como este aumento da atividade
secretoéria da glandula tiredide nao foi evidenciada “in vivo”, acreditamos que isto se deva
a outros fatores dependentes de leptina que poderiam modular negativamente a
secrecdo de HTs, tais como as catecolaminas. Ou que mesmo em presenca de uma
secrecao aumentada de T4, a exposigao prolongada a leptina estaria de alguma forma

aumentado a atividade das sulfotransferase hepatica, levando uma maior sulfatacdo do
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T4, fazendo com que a D1 hepatica elevada, catalise prefencialmente o anel interno do
T4, formando mais rT3. Uma outra explicacdo possivel, a qual forneceremos mais
subsidios quando discutirmos a ingestdo alimentar € uma resisténcia a ac&o da leptina.
Esta resisténcia tireoideana pode ser parcial, permitindo o efeito estimulatério sobre a
captacdo de I, provavelmente por se tratar de um efeito indireto e abolindo o efeito

estimulatério sobre a secregdo hormonal.

Previamente foi detectado que a administracdo de leptina por 2 horas nao
modificou os HTs séricos totais (Lisboa et al 2003), porém elevou o TSH (Ortiga et al.,
2002; Lisboa et al., 2003). No estudo atual, apesar de nao termos dosado os HTs totais,
verificamos que a injecdo aguda de leptina reproduziu o alto TSH sérico. Todavia,
detectamos elevagao de T3 e T4 livres. Entdo é possivel crer que a leptina tenha algum
papel inibidor sobre as proteinas carreadoras de HTs (TTR ou TBG) em animais

normais, apesar de Legradi et al. (1997) n&o ter encontrado efeito em animais em jejum.

No presente estudo, quantificamos a atividade da enzima GPDm hepatica,
considerada um importante marcador do estado tireoideano, visto encontrar-se diminuida
no hipotireoidismo e elevada no hipertireoidismo (Coleoni et al., 1983; Brown et al.,
2002). Observamos que a atividade GPDm dos animais tratados agudamente com
leptina, ndo foi diferente dos animais controles, apesar da elevagcdo de T4 e T3 livres
séricos. Ja o tratamento crénico com leptina ocasionou uma acentuada diminui¢do da
atividade GPDm hepatica, embora ndo tenhamos detectado alteragées nos niveis de
HTs. Ja foi relatado que a leptina tem um efeito inibitério sobre enzimas lipogénicas,
como por exemplo, a enzima malica (Nogalska et al., 2003). Nossos dados sugerem que
a leptina suprime a GPDm, mesmo na vigéncia de HTs altos, como no caso do
tratamento agudo. Assim na hiperleptinemia aguda, a hipertiroxinemia deve estar
equilibrando o efeito supressor da leptina, mantendo normal a funcdo da GPDm,
enquanto na hiperleptinemia crénica, como o T4 esta inalterado, o efeito predominante é

a regulacao negativa da fungéo desta enzima.

Estudos demonstraram que a leptina é capaz de modular a atividade desiodase

em diferentes tecidos (Hillgartener & Romsos, 1985; Kates & Himms-Hagen, 1985;
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Kaplan & Young, 1987; Diano et al., 1998; Cusin et al., 2000; Cettour et al., 2001;
Cettour-Rose et al., 2002; Cabanelas, 2003; Lisboa et al., 2003a; Lisboa et al., 2003b;
Coppola et al., 2005). Em camundongos ob/ob, onde ha auséncia de leptina, verificou-se
menor atividade D1 hepatica e maior atividade D2 no TAM (Hillgartener & Romsos, 1985;
Kates & Himms-Hagen, 1985; Kaplan & Young, 1987).

Verificamos que a leptina, aguda e cronicamente, estimulou a atividade D1
hepatica, corroborando com estudos anteriores (Cusin et al., 2000; Cabanelas, 2003;
Lisboa et al., 2003). Detectamos um aumento da atividade D1 e D2 muscular no
tratamento agudo com leptina, enquanto que o tratamento crénico ndo alterou a
atividade destas isoformas. Assim, na hiperleptinemia aguda, o aumento da atividade
desiodase no musculo, associada ao aumento da atividade D1 no figado, pode contribuir

para a conversao periférica de T4 a T3, elevando o T3 circulante.

Recentemente demonstrou-se que a D1 é um marcador sensivel do estado
tireoideano periférico (Zavacki et al., 2005). Camundongos com TRa1 mutado
apresentam aumento de T3 sérico (1,9 vezes) e da expressao e atividade D1 (4 a 5
vezes), enquanto outros marcadores, como a GPDm aumentou apenas 1,7 vezes. A
administracdo de T3 no hipotireoidismo elevou a D1 cerca de 175 vezes e a GPDm,
somente 3 a 6 vezes. Assim acreditamos que a leptina acima dos valores normais, como
no hipotireoidismo (Escobar-Morreale et al, 1997; Casimiro Lopes, 2004), mesmo que
sendo reduzida pelo reposicao com T3 é capaz de bloquear efetivamente a GPDm, sem
afetar a agao do T3 sobre a D1, ou até mesmo em queda pela agcado do T3, continuar

sendo capaz de sinergizar o efeito do T3 sobre a D1.

Ja a atividade D2 no TAM foi inibida pelo tratamento agudo com leptina, e
manteve-se inalterada no tratamento cronico. Nosso achado agudo é condizente com a
atividade D2 elevada no TAM de animais ob/ob (Kaplan & Young, 1987). Além disso, em
um trabalho recente do nosso laboratério, ratos programados pela hipertiroxinemia na
lactacdo, quando adultos, tornaram-se hiperleptinémicos e apresentaram diminuicdo da

atividade D2 no TAM, mesmo sendo hipotireoideos (Santos, 2005). Todavia, Cettour-
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Rose et al. (2002) descreveu aumento da atividade D2 no TAM pelo tratamento i.c.v.
com leptina durante 6 dias, entretanto, o mais provavel, é que este efeito seja indireto

através do estimulo noradrenérgico central.

Varios dados mostram a importancia da agcdo da leptina sobre o sistema
adrenérgico. A leptina estimula diretamente a sintese de catecolaminas, o que justifica a
presenca da isoforma Ob-Rb em células cromafins da medula adrenal em murinos,
humanos, suinos e bovinos (Heggard er al., 1997, Glasow et al., 1998, Takekoshi et al.,
1999, Nobuyula et al., 2000).

Anteriormente, Cabanelas (2003) observou que a injegdo aguda de leptina reduziu
a atividade D2 na adeno-hipdfise. Recentemente, esta autora demonstrou que a injegao
aguda de leptina reduziu a atividade D2 no TAM de animais adultos hipo e
hipertireoideos (Cabanelas, 2005). Em nosso estudo, também detectamos este efeito
nos ratos eutireoideos. E possivel crer que este evento rapido seja por acéo direta da
leptina, uma vez que o ODb-Rb ja foi identificado neste tecido (Kutoh et al, 1998).
Contudo, a menor atividade D2 no TAM do grupo LepA, pode indiretamente ser causada
pela hipertiroxinemia, pois estda bem caracterizado que em diversos tecidos, a D2 é
regulada inversamente pelos HTs, sendo diminuida no hipertireoidismo e aumentada no

hipotireoidismo (Croteau et al., 1996; Burmeister et al., 1997).

Podemos ainda aventar a hipétese de que a menor atividade D2 no TAM dos
ratos LepA, pode se dever a provavel hipoinsulinemia ou ao aumento de GH. Dados
mostraram que a insulina modula positivamente a D2 no TAM (Silva & Larsen, 1986;
Mills et al., 1987). Como se sabe que a leptina causa hipoinsulinemia (Kieffer & Habener,
2000; Malendowicz et al., 2004), é possivel que esta seja a causa da menor atividade D2
encontrada apos a injecdo aguda de leptina. Também se sabe que o GH modula
negativamente a atividade D2 no TAM (Silva e Larsen; 1986b). E como a leptina estimula
a secregao de GH (Carro et al, 1997), os animais do grupo LepA podem apresentar
maior concentracdo de GH e assim, aconteceria a supressao da atividade D2 do TAM.
Para confirmar tal hipotese, deveremos quantificar estes hormdnios apds o tratamento

agudo com leptina.
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Assim, sugerimos que a agao da leptina na modulagado da atividade desiodase
seja tecido-especifico e que o tempo de exposicdo a leptina também influencie o seu
efeito sobre o metabolismo periférico dos HTs. E possivel, assim como discutido
anteriormente, que o tratamento crénico com leptina estimule fatores contra-reguladores
que bloqueiam seu efeito agudo ou que a hiperleptinemia provoque cronicamente
resisténcia dissociada a leptina. Desta forma, agudamente, além de estimular a
producdo de HTs, a leptina aumenta a sua acdo tecidual no figado e no musculo,
contudo diminui seu efeito no TAM, modificando a quantidade de T3 que interage com os
receptores nestes tecidos. Este efeito agudo pode ter importancia fisiolégica na

regulacéo do metabolismo pds-prandial, nestes tecidos.

LEPTINA E CORTEX ADRENAL

Alguns estudos demonstram uma intima relagéo entre leptina e o eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal (Nobuyuki et al., 2000; Akirav et al., 2004; Chanoine et al., 2004).

A presenca das isoformas Ob-Ra e Ob-Rb no coértex adrenal porcino, demonstra
um efeito direto da leptina sobre a secrecéo de corticosterona (Malendowicz et al 2004).
O tratamento com leptina causa hipocorticosteronemia em camundongos ob/ob
(Stephens et al., 1995). A leptina inibe a secrecdo de CRH na resposta a hipoglicemia e
restricdo caldrica (Heiman et al., 1997; Huang et al., 1998), porém estimula a secregao
basal de CRH (Costa et al., 1997). No jejum, onde temos maior corticosterona e menor
leptina, a reposigao de leptina diminui a elevagéo da corticosterona (Ahima et al., 1996).
Contrariando estes achados, o tratamento com leptina eleva a corticosteronemia em
ratos diabéticos (Akirav et al., 2004). Apesar, da relagdo entre leptina e corticosterona,
na maioria das vezes ser inversa, ratos submetidos a uma dieta pobre em selénio por um
periodo de 4-10 semanas apresentaram uma reducdo de corticosterona e leptina
circulantes (Chanoine et al., 2004). Da mesma forma, encontramos em nosso estudo o
mesmo tipo de relacdo, onde a administragcdo de leptina aguda ou crénica elevou a

corticosteronemia. Assim, nossos dados corroboram os achados de Akirav et al. (2004)
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em ratos diabéticos e pela primeira vez demonstram o efeito em animais alimentados

normalmente.

Broulik et al. (1991) e Santos (2004) demonstraram que a injecao de T4 aumenta
a corticosteronemia. Assim, como na hiperleptinemia aguda evidenciamos uma
hipertiroxinemia, esta poderia ser a razdo para a maior concentracdo sérica de
corticosterona. Todavia, a mesma explicagio ndo se aplica para a
hipercorticosteronemia observada apés 6 dias de tratamento com leptina, visto néo
termos encontrado alteragcdes de T4 circulante. Portanto, acreditamos que este efeito

seja direto da leptina sobre a corticosteronemia.

A corticosterona inibe o TSH, mas nao tem efeito direto sobre o NIS (Gregory et
al., 1992). Entretanto, o cortisol estimula o efeito do TSH sobre o NIS (Gregory et al.,
1992). Os animais LepA e LepC apresentam hipercorticosteronemia e, portanto, a
corticosterona pode ajudar a explicar o efeito estimulatério da captacédo de "I “in vivo”
observado no experimento cronico. Apesar da corticosterona exercer um efeito inibitério
sobre as desiodases do tipo 1 (Kaplan, 1986; Refetoff & Nicoloff, 1995), o efeito da
leptina parece ser mais importante. Entretanto, a hipercorticosteronemia em Lep C
também pode ajudar a explicar a inibicdo do efeito estimulatério da leptina sobre o eixo

hipodfise-tiredide.

LEPTINA E COMPOSIGAO CORPORAL

A obesidade humana, na maioria dos casos, ndo é atribuida a defeitos na
producdo de leptina ou mesmo em seu receptor (Cheung et al., 1997; Considine et al.,
1995; Considine et al., 1996; Gotoda et al., 1997). Como humanos obesos sé&o
hiperleptinémicos (Caro et al., 1996; Chung et al., 1997; Considine et al., 1995; Hassink
et al., 1996; Lonnqvist et al., 1995; Maffei et al., 1995; Schwartz et al., 1996), sugere-se
que estes sdo geralmente resistentes a acdo da leptina, podendo o defeito ser no
receptor, no transporte pela barreira hemato-encefalica ou no mecanismo de sinalizagao.
Tanto humanos quanto ratos obesos mantém uma ingestdo alimentar normal, apesar de
hiperleptinémicos (Chung et al., 1997; Halaas et al.,1997; Maffei et al., 1995).
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Para verificar a eficacia de nosso modelo experimental de exposi¢céo prolongada a
leptina, resolvemos testar o seu efeito anorexigeno. Para isto, avaliamos a ingestao de
racdo 1, 2, 3 e 24 horas apdés a injecdo diaria de leptina, durante o periodo de
tratamento, que foi significativamente menor nos ratos tratados com leptina na 32 hora
apos injecdo de leptina. Todavia, este resultado ndo permaneceu até o ultimo dia do
tratamento crénico. O efeito anorexigeno da leptina foi mantido somente até o 3° dia de
injecdo, sendo que apos este periodo os animais desenvolveram uma resisténcia ao
efeito anprexigeno da leptina. Portanto, € provavel que um periodo continuo de
exposicao hipotalamica a altos niveis de leptina resulte no desenvolvimento de uma
resisténcia central a este hormdnio. Contudo, segundo Cettour-Rose et al. (2002), a
aplicagdo de 10ug de leptina no terceiro ventriculo hipotalamico de ratos, por 6 dias,
diminuiu em 40% no consumo alimentar. Isto pode ser explicado, porque esta via de
administragdo desvia o mecanismo de transporte pela barreira hemato-encefalica, que

pode ser o motivo da resisténcia anorexigena encontrada em nosso modelo.

Acredita-se que um transporte defeituoso de leptina para o hipotalamo seja uma
das causas de sua resisténcia em individuos obesos. Isto € sustentado pelo fato de que
em obesos ha menor relagcado de leptina no fluido cerebroespinhal / leptina plasmatica,
comparado aos individuos magros (Caro et al., 1996; Schwartz, 1996). Além disso, a
injecao periférica de leptina em ratos hiperleptinémicos com obesidade induzida por dieta
(DIO), ndo afetou a ingestao ou peso. Anteriormente foi observado em nosso laboratério,
que o tratamento com leptina na lactagdo programou um aumento no peso corporal
(Cravo et al., 2002), hiperleptinemia e resisténcia central a sua agdo anorética, devido a

menor expressao do Ob-Rb hipotalamico (Toste, 2004).

Ao final do tratamento crénico com leptina, analisamos a composicéo corporal dos
animais. Apesar dos animais LepC nao terem apresentado alteracdo no peso corporal
durante todo o periodo experimental, verificamos a ocorréncia de uma modificagdo de
sua composi¢ao corporal. Ao final do tratamento detectamos diminuigdo na massa de

gordura visceral, assim como no conteudo de gordura corporal, corroborando com
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estudos anteriores, que mostraram na exposi¢do crénica com leptina, uma queda
consideravel da massa de adipécitos (Levin et al., 1996). Em ratos infundidos com
adenivirus recombinante, expressando elevacdo do gene de leptina, a gordura
retroperitoneal ndo foi sequer identificada ap6s 1 semana de exposigdo (Chen et al.,
1996).

Os animais tratados cronicamente com leptina, também exibiram maior proporcao
de proteina total na carcaga, demonstrando um aumento na massa livre de gordura,
provavelmente de massa muscular, ja que nao verificamos alteragdo no conteudo de
agua corporal. Isto ndo deve ser decorrente de um aumento na massa 6ssea, ja que foi
demonstrado que a leptina € um potente inibidor da formagao éssea (Nilson et al., 2003;
Elefteriou et al., 2004). A expressédo de leptina foi detectada no musculo esquelético
(Wang et al., 1998) e parece aumentar agudamente a incorporagao de aminoacidos no
musculo, em murinos (Carbo et al., 2000). Alguns autores demonstraram um efeito direto
da leptina sobre o musculo, aumentando o metabolismo de glicose e acidos graxos
(Ceddia et al., 2001; Steinberg et al., 2003) e estimulando a termogénese neste tecido
(Dulloo et al., 2002). Este efeito € suportado pela presenga do receptor Ob-Rb no tecido
muscular (Maroni et al., 2003, Steinberg et al., 2003). Portanto, € possivel que este
aumento de massa muscular observada em nosso estudo nos ratos LepC seja mediada
por uma acgao direta da leptina neste tecido. Também ja foi descrito que a leptina
aumenta a secregcdo de GH, direta e indiretamente (Carro et al., 1997; Vuagnat et al.,
1997; Cocchi et al., 1999; Saleri et al., 2004). Assim, a maior massa muscular pode
ocorrer em funcédo do efeito estimulatério da leptina sobre a secrecédo hipotalamica de
GHRH ou hipofisaria de GH, aumentando a captagdo de aminoacidos musculares e a
sintese protéica. Assim, pela primeira vez estamos mostrando um efeito da leptina sobre
0 aumento da massa protéica corporal, que pode ser direto ou indireto. Em um modelo
de animal hiperleptinémico programado pela administracdo de leptina na lactagao,

também observamos aumento da propor¢ao de protéina corporal (Toste, 2004).

Mostramos assim, haver uma aparente dissociacdo entre o efeito central
(anorexigeno) da leptina e seu efeito periférico (diminuicdo da massa adiposa e aumento

da massa protéica) no tratamento crbnico. Entretanto, como sé medimos a composi¢ao
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corporal ao final da experiéncia crbnica, ndo podemos descartar que estes efeitos
ocorreram em sua totalidade até o terceiro dia. Novos experimentos sdo necessarios

comparando a composi¢ao corporal no terceiro e sexto dias de tratamento.

Analise final dos nossos achados

Um de nossos principais questionamentos relacionava-se a tentativa de
compreender a interagdo entre leptina e atividade do NIS nos diferentes modelos
experimentais investigados em nosso laboratorio. Assim, os dados do presente trabalho
em ratos eutireoideos injetados aguda ou cronicamente com leptina, aliados aos dados
anteriores do laboratério (em ratas lactantes e em animais programados), evidenciam
que os efeitos da leptina sobre atividade do NIS “in vivo” parecem depender de fatores
distintos, tais como, tempo de exposicao a leptina, idade em que ocorreu esta exposi¢cao
e presenga de contra-reguladores que estariam atuando de forma particular em cada
situagdo. Destacamos ainda que, como o tratamento com leptina foi realizado “in vivo”,
nao podemos confirmar se esta esta agindo diretamente no tiredcito, embora ja tenha
sido detectado o Ob-Rb na tireéide (Nowak et al., 2002; Isozaki et al., 2004). Entretanto,
nossos experimentos “in vitro” evidenciaram a existéncia de um efeito supressor direto

da leptina sobre o NIS, corroborando um achado recente (Isozaki et al., 2004).

Qual seria entdo o real impacto da leptina sobre a modulagédo da funcéo
tireoideana na situagao de eutireoidismo, uma vez que sabemos que a leptina aumenta a
secrecado de TRH, TSH e HTs, contudo diminui a atividade do NIS?

Sabemos que a leptinemia correlaciona-se positivamente com a gordura corporal
e com IMC, portanto, estando elevada em individuos obesos. Segundo Wesche et al.
(1998), obesos apresentam aumento do tamanho tireoideano associado a maior TSH e
menor T4 livre sérico. Sendo entdo possivel assumir que nos obesos, a leptina aumenta
a proliferagéo folicular tireoidena, e altera a relagdo de T3/T4. Encontramos, tanto no
grupo LepA quanto no LepC, um aumento nesta relagao, embora nao significativo, que

sugere uma produgao preferencial de T3.
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Ainda a agao aparentemente paradoxal da leptina sobre o eixo hipotalamo-
hipdfise-tiredide pode desempenhar um papel importante na regulagéo diaria da massa
adiposa. E possivel que em situacdes em que a leptina esteja aumentada, como no
periodo pés-prandial, ocorra aumento na producdo preferencial de T3, por diminuir a
oferta de iodo para a tiredide, que esta sendo hiper estimulada por TSH. Esta nossa
hipétese esta baseada nos eventos que ocorrem na caréncia de iodo (Griffin, 2000;
Greenspan, 2001). Nossos dados da concentragcédo sérica de HTs ndo confirmam esta
hipétese, entretanto o T3 sérico s6 reflete a metade da producéo tireoideana e é
aumentado pela desiodacgao periférica, especialmente da D1 hepatica e, provavelmente

muscular.
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Conclusado



Nossos dados mostram como sdo complexos e distintos os mecanismos

envolvidos na agao direta e indireta da leptina sobre a fungao tireoideana, que parece

ser multifatorial. Assim concluimos, que:

1.

A leptina age diretamente na tire6ide murina, suprimindo a atividade do NIS.

A leptina atua-d iredeits estimulando a liberagdo de T4.

A exposicao a leptina modula negativamente a atividade GPDm hepatica.

A administracdo aguda de leptina modula de forma diferencial o metabolismo
periférico dos horménios tireoideanos, estimulando, inibindo ou nao alterando a
atividade desiodase, de acordo com o tecido analisado. Ja na administragao cronica
de leptina ha uma contra-regulagdo ao seus efeitos agudos, exceto quanto ao
estimulo da atividade D1 hepatica, repercutindo nas concentragcdes séricas de

horménios tireoideanos.

A hiperleptinemia aguda e crénica provoca aumento da corticosterona sérica.

Apos o quarto dia de tratamento com leptina, os ratos desenvolvem uma resisténcia
ao seu efeito anorético e, provavelmente sobre parte da sua acao sobre a funcgéo
tireoideana.

A hiperleptinemia crénica embora ndo tenha modificado o peso corporal total dos

ratos adultos, foi capaz de reduzir a gordura central e total, e aumentar a massa

magra corpérea, caracterizando uma dissociagao de seus efeitos.
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