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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos
nao é sendo uma gota de agua no mar. Mas o
mar seria menor se lhe faltasse uma gota ”.

Madre Teresa de Calcuta (1910 — 1997)
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Resumo
A neuroinflamagéo tem sido demonstrada como um fator presente em diversas

doengas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson. O
lipopolissacarideo (LPS) é uma molécula constituinte da membrana de bactérias gram-
negativas e, apo0s a ligacdo desta molécula ao receptor TLR4 ocorre a ativacdo de
diversas vias de sinalizacdo as quais aumentam a producdo e secrecdo de moléculas pro-
inflamatorias. Devido a sua alta imunoatividade o LPS tem sido utilizado em modelos
de inflamac&o in vivo e in vitro. O LPS também parece ser capaz de modular, atraves de
uma inflamagdo sistémica, a resposta da leptina. A leptina € um hormonio peptidico
secretado principalmente pelo tecido adiposo, esta adipocina tem sua acdo mediada pela
ligacdo ao receptor ObR, o qual quando ativado pode induzir a ativacéo de diversas vias
de sinalizacéo, levando, por exemplo a producédo de SOCS3, que age como um fator de
regulacdo negativo da sinalizacdo pelo ObR. A funcdo mais conhecida e estudada da
leptina é na regulacdo do controle alimentar, onde apos a ingestdo de alimentos a leptina
age no hipotalamo sinalizando a sensacdo saciedade. Entretanto, ja ha evidéncias da
presenca de seu receptor em outras areas cerebrais, como no hipocampo, onde esta
adipocina pode ter um papel na regulacdo da memoria e aprendizagem. Além disso,
também tem sido implicada como neuroprotetora em doencgas neurodegenerativas, como
as doengas de Alzheimer e Parkinson, sendo a leptina capaz de melhorar tanto aspectos
moleculares quanto comportamentais destas patologias. A leptina tem se mostrado
importante na regulacdo da resposta imune, podendo servir como uma molécula de
sinalizacdo de uma inflamacdo sistémica para o cérebro. A neuroinflamacdo tem sido
implicada como um dos fatores que podem levar a resisténcia a leptina no hipotalamo.
Tendo este hormdnio acbes distintas entre os tecidos, nds investigamos como a
neuroinflamacédo induzida por injecdo ICV de LPS poderia modular a resposta a leptina
no hipocampo. Além disso, foram avaliados pardmetros inflamatdrios centrais e
periféricos e também a resposta astrocitica a neuroinflamacdo pela dosagem de
proteinas caracteristicas desse tipo celular, todos os parametros foram analisados ap6s
48 horas da inducdo do modelo. Nosso estudo ndo encontrou diferenca no
imunocontetdo da leptina no hipocampo, porém houve um aumento no conteddo
proteico do receptor ObR neste tecido nos ratos tratados e ndo ocorreu alteracdo
significativa nos niveis intracelulares de SOCS3. Nds encontramos uma diminui¢éo nos
niveis séricos de leptina e da proteina S100B nos ratos do grupo LPS. A expressao
proteica das citocinas pro-inflamatorias IL-1p ¢ TNF-a foram alterados no hipocampo
apos a injecdo ICV de LPS, tendo um aumento nos niveis intracelulares de IL-1 B e uma
diminuicdo de TNF-a. A proteina glial fibrilar acida (GFAP) teve um aumento em seu
imunocontetido no hipocampo dos ratos tratados, em contrapartida os niveis de S100B
intracelulares ndo foram alterados significativamente. Os niveis séricos de TNF-a
tiveram um aumento em resposta a neuroinflamacéo induzida, além disso, os ratos que
receberam injecdo ICV de LPS mostraram uma maior perda de peso em relagdo aos
ratos que receberam apenas veiculo. Nossos dados mostram que a neuroinflamacdo é
capaz de modular a resposta hipocampal e periférica de leptina, colaborando assim para
uma melhor compreensdo do papel da sinalizacdo por leptina na neuroinflamacéo e
possivelmente nas doencas neurodegenerativas.



Abstract

Neuroinflammation has been established as a factor present in various
neurodegenerative diseases such as Alzheimer's and Parkinson's disease. LPS is a
constituent molecule of the membrane of gram-negative bacteria and, after binding of
this molecule in the TLR4 occurs activation of several signaling pathways which
increase the production and secretion of pro-inflammatory molecules, due to their high
immunoactivity LPS has been used in models of inflammation in vivo and in vitro. LPS
also seems to be able to modulate, through a systemic inflammation, the response of
leptin. Leptin is a peptide hormone secreted mainly by the adipose tissue, that adipokine
has its action mediated by binding to the ObRb receptor which when activated can
induce activation of several signaling pathways, leading to, for example, production of
SOCS3 which acts as a negative feedback on ObRb. The most studied and known
function of leptin is in the regulation of food control, where after the food intake leptin
signaling in the hypothalamus acts feeling of hunger. However, there is evidence of the
presence of its receptor in other brain regions such as hippocampus, where this may
adipokine play a role in the regulation of memory and learning. Furthermore, as has also
been implicated as neuroprotective in neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s
and Parkinson’s diseases, and leptin can improve both molecular and behavioral aspects
of these diseases. Leptin has been shown to be important in regulating the immune
response, may serve as a signaling molecule to a systemic inflammation of the brain.
The neuroinflammation has been implicated as a factor that can lead to leptin resistance
in the hypothalamus. As this hormone have distinct actions between tissues, we
investigated as a neuroinflammation induced by ICV injection of LPS could modulate
the response to leptin in the hippocampus. In addition, we assessed the central and
peripheral inflammatory parameters, and also the astrocytic response to
neuroinflammation by measuring protein characteristics of this cell type, all parameters
were analyzed after 48 hours of induction model. Our study found no difference in
leptin immunocontent in the hippocampus, but there was an increase in the protein
content of the ObR receptor in this tissue in the treated rats and no significant change in
intracellular levels of SOCS3. We found a decrease in serum leptin and S100B protein
in rats of LPS group. Protein expression of pro-inflammatory cytokines IL-13 and TNF-
a were changed in the hippocampus after ICV injection of LPS, with an increase in
intracellular levels of IL-1 B and TNF-o decreased. GFAP had an increase in their
immunocontent in hippocampus of rats treated, in contrast to the intracellular S100B
levels were not significantly altered. The TNF-a serum levels were increased in
response to induced neuroinflammation, in addition, rats receiving ICV injection of LPS
showed greater weight loss compared to rats receiving vehicle only. Our data
demonstrate that neuroinflammation is capable of modulating hippocampal and
peripheral leptin response, thus contributing to a better understanding of the role of
leptin signaling in the neuroinflammation and possibly in the neurodegenerative
diseases.
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1. Introdugéo

1.1. Neuroinflamacgéo

A inflamac&o é caracterizada por uma resposta de defesa do corpo que o protege
contra insultos e repara o dano tecidual causado por estes. Desta maneira, as células, em
resposta a situacdo de injuria, alteram a expressdo e liberacdo de moléculas, como
citocinas e quimiocinas que servirdo como mediadores nesta resposta inflamatdria
(Medzhitov, 2008). Tradicionalmente acreditava-se que o Sistema Nervoso Central
(SNC) era um local imunoldgicamente privilegiado devido a presenca da barreira
hematoencefélica (BHE) e a auséncia de vasos linfaticos, o que protegeria de uma
infiltracdo de células imunitérias e, consequentemente, de uma resposta inflamatoria.
Entretanto, nos ultimos anos, tem sido demonstrada a presenca de uma resposta imune
cerebral em resposta a algum estimulo nocivo, tanto por uma reacéo das células gliais
residentes neste 6rgdo, como pela presenca de células imunolégicas periféricas, as quais
tém seu acesso ao SNC ap6s algum dano na BHE (Ransohoff e Brown, 2012).

A neuroinflamagdo ocorre através de mecanismos moleculares e celulares em
resposta a algum tipo de injuria ou infeccdo com o intuito de conter o dano e auxiliar no
reparo da area atingida. Porém, a inflamac@o pode ocorrer de uma forma desregulada,
devido & persisténcia de estimulo inflamatdrio ou falha nos mecanismos de resolugéo,
resultando na producdo de fatores neurotdxicos. Deste modo, a neuroinflamagdo tem
sido demonstrada como um fator presente em diversas doencas neurodegenerativas,
como a doenca de Alzheimer, esclerose multipla, esclerose lateral amiotréfica e doenca
de Parkinson (Glass et al., 2010).

1.1.1. Mecanismos moleculares da neuroinflamacéo
A resposta inflamatdria € normalmente iniciada por receptores de reconhecimento

de padrées (PRRs), nos quais se ligam os chamados padrdes moleculares associados a



patdgenos. Os receptores Toll-like (TLR) sdo a maior e mais estudada familia de PRRs,
esses receptores reconhecem diversos tipos de moléculas associadas a patdgenos e
estranhas ao organismo. Os TLRs estdo presentes em diversos tipos celulares, sendo
altamente expressos em células envolvidas na resposta imune, como macréfagos e
microglia (Glass et al., 2010). A ligagdo de moléculas aos TLRs leva a inducdo de uma
cascata de sinalizacdo intracelular, causando a ativacdo de uma série de genes que
codificam moléculas pré-inflamatoérias como citocinas, quimiocinas e enzimas (Fekonja,
Avbelj e Jerala, 2012).

Algumas citocinas pré-inflamatdrias, como a interleucina 6 (IL-6) e a IL-11, levam
a ativacdo de diversas vias de sinalizacéo, entre elas pode-se citar a via de transcrigdo do
supressor de sinalizacdo de citocina 3 (SOCS3). Esta molécula tem como principal
papel intracelular a inibicdo da atividade do receptor de citocinas, agindo como um
regulador negativo na resposta imune celular (Carow e Rottenberg, 2014).

1.1.2. Tipos celulares envolvidos na neuroinflamacéo

A microglia é o primeiro tipo celular a responder em uma situacdo nociva no SNC,
sendo conhecida como um macréfago especializado. Sabe-se que quando estas células
ndo estdo ativadas podem ter um papel na neurogénese (Sierra et al., 2010) e
neuroprotecdo (Vinet et al., 2012). Entretanto, a principal funcdo da microglia no SNC é
na resposta imune inata, onde, em resposta a algum dano, estas células sdo recrutadas e
atuam fagocitando patdgenos ou restos celulares e também liberando citocinas pro-
inflamatdrias, como fator de necrose tumoral o (TNF-a), IL-1 e IL-6, alem de
quimiocinas (Shastri, Bonifati e Kishore, 2013).

Os astrocitos sdo células gliais do SNC os quais sdo conhecidos principalmente por
sua funcdo na manutencdo do meio extracelular viavel para a sobrevivéncia neuronal,

entretanto sabe-se atualmente que o0s astrocitos desempenham outros papéis



fundamentais ao cérebro (Wang e Bordey, 2008). Dentre as func¢des conhecidas destas
células pode-se citar: promocdo da maturacdo neuronal, formacgdo de sinapses
(Christopherson et al., 2005), regulacdo da angiogénese (Laterra e Goldstein, 1991),
inducdo e manutencdo da BHE (Abbott, Rénnback e Hansson, 2006), metabolismo e
captacdo de neurotransmissores (GABA e glutamato) (Allaman et al., 2011), entre
outras. Além disso, os astrocitos tem um papel importante na vigilancia imunolégica no
SNC, onde em resposta a patdgenos ocorre a alteracdo na expressdo de diversas
proteinas, num processo de ativacdo astrocitica conhecido como astrogliose (Hamby e
Sofroniew, 2010).

A astrogliose é uma resposta ndo homogénea e finamente graduada que varia com o
tipo, duragéo e gravidade do insulto (Sofroniew e Vinters, 2010). Durante este processo
ocorre a alteracdo de proteinas de citoesqueleto como a proteina glial fibrilar acida
(GFAP), que é uma proteina caracteristica de astrocitos, a qual tem um aumento em sua
expressdo durante situac@es de injuria (Pekny e Pekna, 2004). Outra proteina envolvida
na ativacdo astrocitica é a S100B, que é principalmente expressa e secretada pelos
astrocitos no SNC e que tem sido proposta como um marcador periférico de dano
cerebral (Goncalves, Leite e Nardin, 2008).

Deste modo, em uma situacdo de injuria no SNC, como um processo inflamatoério,
astrocitos e microglia sdo ativados. A microglia ativada secreta citocinas como a IL-1p,
a qual ativa os astrocitos, levando a um aumento na liberacdo de S100B por estas
células. Essa proteina por sua vez liga-se ao receptor de RAGE na microglia resultando
na ativacdo de fatores de transcricdo como o fator nuclear kB (NF-«xB) e o ativador de
proteina 1 (AP-1) os quais cooperam para estimular a liberacdo de IL-1B, TNF-a e a

inducdo da sintese da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), contribuindo assim para um



ciclo neuroinflamatério, presente em algumas doencas neurodegenerativas (Glass et al.,
2010).
1.1.3. Modelo de neuroinflamacéo com o uso de LPS

O LPS ¢é uma molécula constituinte da membrana de bactérias gram-negativas,
sendo uma endotoxina bacteriana. Este composto é o padrdo molecular de resposta a
patdgenos responsavel pela sinalizagdo de defesa imune do hospedeiro contra uma
infeccdo por bactérias gram-negativas. A molécula de LPS é composta por trés
dominios distintos: Lipideo A (dominio lipidico), 2-ceto-3-&4cido deoxioctdnico
(dominio de oligossacarideo) e Antigeno O (dominio de cadeia lateral de
polissacarideo). O Lipideo A é o componente bioativo toxico que é reconhecido pelo
organismo na resposta imune (Leon et al., 2008).

O LPS tem sua a¢cdo mediada através da ligacdo ao receptor TLR4, o qual pertence
a familia de receptores TLRs discutidos anteriormente. Apds sua ligacdo ao receptor o
LPS estimula a expressdo de genes envolvidos na producdo de moléculas inflamatdrias,
como citocinas (TNF-a, IL-1pB, IL-6), quimiocinas e a enzima COX-2 (Lu, Yeh e
Ohashi, 2008). Essa acdo ocorre principalmente em células envolvidas na resposta
imune, como o0s macrofagos nos tecidos periféricos, a microglia e os astrdcitos no SNC,
onde j& foi visto que o LPS estimula a liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias, como
IL-1B e TNF-a (Quan, Sundar e Weiss, 1994).

Devido a sua alta imunoatividade, o LPS tem sido utilizado em modelos de
inflamacdo in vivo e in vitro, tanto em estudos periféricos como centrais. Em um estudo
do nosso grupo, por exemplo, o LPS foi capaz de aumentar a concentracdo da proteina
S100B no liquor e no soro de ratos tratados com injecdo intracerebroventricular desta
toxina (Guerra et al., 2011). Além disso, o LPS foi capaz de modular a secregéo de

S100B e o conteudo de GFAP em cultura primaria de astrécitos (Guerra et al., 2011). O



LPS também parece modular, através de uma inflamacéo sistémica induzida por injecdo
intraperitonial, a resposta da leptina em roedores (Grunfeld et al., 1996; Rummel et al.,
2010).

1.2. Leptina

A leptina € um horménio peptidico de 16 kDa com uma estrutura terciaria
semelhante a dos membros da familia de citocinas de cadeia longa (Zhang et al., 1994).
Esse hormdnio é produzido e secretado principalmente pelo tecido adiposo na
proporcdo da quantidade de cidos graxos estocada, podendo servir como um sinal de
adiposidade (Frederich et al., 1995). Apos sua liberacdo a leptina entra no SNC
passando pela BHE por um transporte regulado e saturavel (Banks et al., 1996).

Os niveis circulantes de leptina podem ser regulados por diversos horménios, como
insulina, glicocorticoides e a propria leptina. Além disso, estes niveis variam de acordo
com a ingestdo alimentar, estando menores durante o jejum e maiores apds uma refeicao
(Park e Ahima, 2014).

1.2.1. Sinalizagdo da leptina

A leptina tem sua acdo mediada por receptores transmembrana que pertencem a
familia de receptores de classe | de citocinas (Friihbeck, 2006). O gene para a producao
do receptor de leptina (ObR) contém splices para seis isoformas diferentes (a — f), sendo
cinco delas consideradas isoformas curtas (ObRa, ObRc — ObRf) e 1 isoforma de cadeia
longa (ObRb). As isoformas ObRa — ObRd e ObRf séo idénticas em seus dominios
extracelular e transmembrana diferenciando-se apenas no dominio intracelular
(Tartaglia et al., 1995). Ja a isoforma ObRe ¢ a forma sollvel do receptor, e tem sido
proposta como um regulador da quantidade de leptina circulante disponivel e néo
atuando diretamente na sua sinalizagdo (Huang, Wang e Li, 2001). A isoforma ObRa

tem demonstrado importancia na passagem da leptina através da BHE, e a isoforma de



cadeia longa ObRb sabe-se atualmente ser a responsavel pela sinaliza¢do intracelular

(Peelman et al., 2014).
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Figura 1. Vias de sinalizacdo ativadas pela leptina (Adaptado de Frihbeck, 2006).
AgRP — proteina relacionada ao Agouti; ERK — cinase regulada por sinal extracelular;
Grb-2 — fator de crescimento receptor-proteina 2; IRS — substrato receptor de insulina;
JAK — janus cinase; ObRb — receptor de leptina de isoforma longa; PI3K —
fosfatidilinositol cinase 3; POMC — proopiomelanocortina; SOCS3 — supressor de
sinalizacdo de citocina 3; SH2 — proteina fosfatase 2; STAT — transdutor de sinal e
ativador de transcricéo.

A ligacdo da leptina a seu receptor ObRb resulta na ativacdo de diversas vias de
sinalizacdo (Figura 1). A fosforilagdo do residuo de tirosina 1138 (Tyri13s) N0 receptor
ObRDb leva ao recrutamento do transdutor de sinal e ativador de transcri¢cdo 3 (STAT3)
ao receptor, permitindo a sua fosforilagdo (pSTAT3) e ativagdo por janus cinase 2
(JAK2). O pSTATS3 ativado se transloca para o nucleo onde modula a expressao de
diversos genes, incluindo gene de produgdo de SOCS3, que por sua vez age inibindo a

sinalizacdo do ObRb (Banks et al., 2000; Allison e Myers, 2014). Por sua vez, a

fosforilagdo do residuo Tyrggs do ObRb recruta a proteina tirosina fosfatase 2 (SHP2) ao
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receptor, contribuindo para a ativacdo da via de sinalizacdo ERK (Bjerbaek et al.,
2001). Além disso, a Tyrig77, quando fosforilada, promove o recrutamento e ativagdo de
STAT5, o qual também pode ser ativado pela fosforilagdo da Tyrii3s (Gong et al.,
2007).

No SNC o ObRb esté principalmente presente no hipotadlamo onde este hormdnio
tem um papel importante na regulacdo da homeostase energética (Park e Ahima, 2014).
Por outro lado, j& se tem evidéncias da presenca desse receptor em outras areas do
cérebro, como no hipocampo, onde a leptina tem se mostrado importante nos processo
de aprendizagem e memdria (Irving e Harvey, 2014).

1.2.2. Leptina na regulagéo do controle alimentar

A acdo mais conhecida e melhor estudada da leptina é na regulacdo da homeostase
energeética, onde em resposta a ingestao de alimentos este hormonio age diretamente no
hipotdlamo inibindo a ingestdo alimentar assim como estimula o gasto energético
aumentando a termogénese (Friedman e Halaas, 1998).

A regulacdo da ingestdo alimentar é feita no hipotalamo, onde diversos fatores de
origem central e periférica interagem entre si. Esse controle da homeostase energeética
abrange diversos peptideos anorexigenos e orexigenos, 0s quais sdo responsaveis pelos
sinais de saciedade e fome, respectivamente. Esta regulacdo é mediada principalmente
pela atuacdo de dois tipos neuronais presentes no hipotalamo, mais precisamente no
nucleo arqueado, os neurénios produtores de neuropeptideo Y (NPY) e 0s neurdnios
produtores de proopiomelanocortina (POMC), tendo estes dois tipos neuronais papéis
opostos no controle da ingestdo alimentar (Keen-Rhinehart, Ondek e Schneider, 2013).

A leptina pode atuar sobre os neurdnios NPY e POMC em diferentes niveis,
ativando os neurénios POMC, os quais passam a expressar e liberar moléculas que

sinalizam a sensacdo de saciedade (Mizuno e Mobbs, 1999; Cowley et al., 2001) e
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diminuindo a atividade dos neur6nios NPY, o0s quais sdo responsaveis pela sinalizacao
de fome (Mizuno et al., 1998; Mizuno e Mobbs, 1999). Deste modo, a estimulacéo por
leptina leva a uma consequente reducdo na ingestao alimentar.

Apesar deste efeito central da leptina sobre a reducdo da ingestédo alimentar, em
individuos obesos os niveis circulantes deste hormo6nio encontram-se aumentados,
demonstrando uma situacdo de resisténcia central a leptina (Zhou e Rui, 2013). Esta
diminuicdo na sensibilidade hipotalamica a leptina em obesos tem sido proposta como
resultado de uma saturagdo no sistema de transporte deste hormonio através da BHE e
também a aumento da sinalizacdo JAK2/STAT3/SOCS3 levando a dessensibilizacdo do
receptor (Levin, Dunn-Meynell e Banks, 2004; Miinzberg et al., 2005). Alguns estudos
tem proposto que esta resisténcia também poderia ser causada por uma inflamacéao
hipotalamica presente nestes individuos (Zhou e Rui, 2013).

1.2.3. Leptina na memdria e aprendizagem

Além do papel essencial na regulacdo do controle alimentar, a leptina tem
demonstrado ser um fator importante nos processos de aprendizagem e memoria no
hipocampo (Irving e Harvey, 2014). Assim como no hipotalamo, a expressdo proteica e
génica do receptor ObRb no hipocampo é alta, e ha estudos mostrando que esta
expressdo é alta principalmente nas sinapses hipocampais (Shanley et al., 2002).

Diversos estudos tém demonstrado que a leptina pode modular a funcdo sinaptica
excitatoria no hipocampo (Durakoglugil, Irving e Harvey, 2005; Oomura et al., 2006;
Moult et al., 2010). De fato, roedores insensiveis a leptina (ratos Zucker fa/fa e
camundongos db/db) apresentam déficits no potencial de longa duracdo (LTP) e na
depressédo de longa duragdo (LTD) hipocampais, assim como na memoria espacial (Li et
al., 2002; Winocur et al., 2005). Em fatias hipocampais de ratos a exposicao a leptina

levou a um aumento na capacidade de conversdo de potencial de curta duracdo em LTP,
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0 que demonstra um aumento na capacidade de formacdo de memoria (Shanley, Irving e
Harvey, 2001). Além disso, a administracdo direta de leptina no hipocampo de roedores
melhorou a performance destes em diversos testes de memoria (Wayner et al., 2004).

Os efeitos da leptina sobre a atividade sindptica podem ser atribuidos a sua
capacidade em promover rapidas alteracdes no trafego de receptores de glutamato
levando & melhora das sinapses excitatérias no hipocampo. Entretanto, ao longo do
envelhecimento, estes efeitos tém demonstrado uma diminui¢do, € 0S mecanismos
relacionados a esta reducdo ainda ndo estéo claros (Irving e Harvey, 2014).

1.2.4. Leptina nas doengas neurodegenerativas
1.2.4.1. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é caracterizada por uma perda da funcéo cognitiva e pelo
acumulo e deposicao extracelular de B-amiloide, sob a forma de placas proteicas. Outras
caracteristicas dessa doenca incluem as alteracGes neurofibrilares, as quais resultam da
hiperfosforilagdo da proteina tau que forma emaranhados, perturba a funcdo dos
microtubulos e leva a ruptura dendritica e perda sinaptica entre outros fatores. O risco
para desenvolver a doenca de Alzheimer aumenta com a idade, porém a causa
subjacente ainda é desconhecida (Ashford et al., 1998). Alguns estudos ja
correlacionaram baixos niveis circulantes de leptina com maior risco de desenvolver a
doenca de Alzheimer (Holden et al., 2009; Lieb et al., 2009). Entretanto, quando 0s
niveis de leptina foram correlacionados com indice de massa corporal (IMC) e
percentual de gordura, os niveis de leptina ndo eram protetores em individuos obesos,
possivelmente devido a um mecanismo de resisténcia a leptina presente nesta
populacéo. (Lieb et al., 2009).

Em modelos animais de doenca de Alzheimer o tratamento com leptina se mostrou

capaz de diminuir a deposicdo de p-amiloide e a fosforilacdo da proteina tau, sendo
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capaz de melhorar a memoria nestes animais (Greco et al., 2010). Em estudos in vitro a
leptina também se mostrou protetora em modelos celulares de doenga de Alzheimer. Por
exemplo, em neuroblastomas com aumento induzido de fosforilagdo de proteina tau a
leptina diminuiu esta fosforilacdo. Apds incubacgdo destas células com B-amiloide, esta
adipocina foi capaz de diminuir os niveis extracelulares deste peptideo, de maneira dose
e tempo dependentes (Greco et al., 2009). O efeito sobre a proteina tau pode ser
atribuido a sinalizagdo da proteina cinase ativada por AMP (AMPK) (Greco et al.,
2009), enquanto que a diminuigdo de B-amiloide seria através da inibi¢do da f-secretase
(Wang et al., 2013; Davis, Mudd e Hawkins, 2014).
1.2.4.2. Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson é caracterizada por uma perda da fun¢do motora e uma
diminuicdo significativa dos neurénios dopaminérgicos da substancia negra através de
um mecanismo desconhecido (Cai, Shuraih e Nagueh, 2012). Em modelos in vitro de
Parkinson, a leptina promoveu a diminui¢cdo da morte neuronal (Lu et al., 2006; Weng
et al., 2007; Ho et al., 2010), através da sinalizacdo por fosfatidiinositol cinase 3 (PI13K)
e consequente ativacdo do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) (Signore et
al., 2008). A leptina também se mostrou capaz de melhorar o comportamento motor em
animais com doenca de Parkinson induzida por exposic¢éo a neurotoxina 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetraidropiridina (Davis, Mudd e Hawkins, 2014).

1.2.5. Leptina na resposta imune

Tem sido demonstrado nos ultimos anos que a leptina exerce um papel importante
na modulacéo do sistema imune. De fato, algumas células imunes expressam o receptor
de leptina, como as células T (Lord et al., 1998), macrdfagos (Loffreda et al., 1998) e
neutrofilos (Moore et al., 2003), sendo que a leptina se mostrou capaz de modular

diretamente suas funcgdes (La Cava e Matarese, 2004).
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Este hormonio é capaz de modular a inducdo de citocinas e melhorar a sobrevida
durante a sepse (La Cava e Matarese, 2004; Aguilar-Valles et al., 2012). Por exemplo,
camundongos deficientes de leptina tiveram maior mortalidade e maiores danos
teciduais em um modelo de indugdo de sepse. O tratamento com leptina diminuiu a
mortalidade e foi capaz de modular a secrecdo de citocinas (Tschdp et al., 2010). Além
disso, camundongos com obesidade induzida por dieta e niveis aumentados de leptina
tiveram uma melhor taxa de sobrevida em resposta a inducdo de sepse. Neste mesmo
estudo, o tratamento com leptina em camundongos sépticos com peso normal levou a
uma reducdo na resposta de citocinas pro-inflamatérias e estabilizacdo da temperatura
corporal resultando em melhora na sobrevida (Siegl et al., 2014).

Alguns estudos mostram um aumento dos niveis circulantes de leptina em resposta
a inducdo de inflamagcdo sistémica por LPS ou citocinas (IL-1p e TNF-a) em roedores e
primatas (Berkowitz et al., 1998; Faggioni et al., 1998; Francis et al., 1999; Landman et
al., 2003). Este horménio tem sido proposto como um fator importante na anorexia e na
febre induzidas por LPS (Sachot, Poole e Luheshi, 2004).

1.2.6. Neuroinflamacéo e leptina

A leptina tem sido proposta como um sinal de interacdo entre uma resposta
inflamatoria sistémica e o cérebro. A inducdo de inflamacdo periférica com LPS é capaz
de aumentar os niveis de RNAm para leptina no tecido adiposo e seus niveis circulantes
em roedores (Grunfeld et al., 1996). Por sua vez, como resultado deste aumento, esta
adipocina pode levar a maior permeabilidade da BHE através da modulagéo de células
endoteliais. Este efeito da leptina parece ser mediado atraves da ativacdo de STAT3
nestas células (Rummel et al., 2008).

O recrutamento e a entrada de neutréfilos no SNC em resposta a inflamacao

sistémica € modulado pela acdo da leptina. Este efeito € mediado através da ativacdo do
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receptor ObRb, demonstrando uma ag&o indireta sobre os neutrofilos, que por sua vez
apresentam apenas receptores de isoforma curta (Rummel et al., 2010). A leptina ja se
mostrou capaz de aumentar os niveis de IL-1p pela microglia, 0 que consequentemente
levaria a um aumento no recrutamento de neutrofilos para o cérebro (Lafrance et al.,
2010).

Dessa forma, a leptina, em resposta a inflamacdo periférica, induz o aumento da
permeabilidade da BHE, a infiltracdo de neutréfilos no SNC e 0 aumento de produgéo
de citocinas pela microglia, podendo levar a uma resposta neuroinflamatdria.

1.2.6.1. Resisténcia a leptina

A neuroinflamacgdo tem sido proposta como um dos mecanismos que levam a
resisténcia hipotalamica a leptina durante a obesidade. Ja foi demonstrado aumento na
sinalizacdo inflamatdria no hipotdlamo em resposta a alimentagdo com altos niveis de
gordura (Thaler et al., 2012). Esta resposta inflamatoria ocorre através de mudancas na
expressao e atividade de diversos mediadores do sistema imune, como o0 TLR4, IxB
cinase-p (IKKp) / NF-kB, SOCS3 e citocinas pro-inflamatdrias (De Git e Adan, 2015).

A ativacdo de TLR4 por &cidos graxos levou a uma resisténcia hipotalamica a
leptina em camundongos (Kleinridders et al., 2009) e este receptor pode ativar a
sinalizacdo de IKKB/NF-xB (De Git e Adan, 2015). Estudos ja demonstraram que esta
ativacdo leva a diminuicdo na resposta celular hipotalamica da leptina atraves do
aumento da expressédo de SOCS3 (Zhang et al., 2008). Entdo, uma resposta inflamatdria
central induzida pela ativacdo de TLR4 pode levar a resisténcia a leptina no hipotalamo.

A leptina tem acOes distintas nos diferentes tecidos, porém ainda ndo existem
estudos mostrando como uma inflamacdo central poderia interferir na resposta desta

adipocina no hipocampo, assim como em seus niveis Séricos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Investigar o efeito da neuroinflamacéo induzida por LPS sobre a via de sinalizagdo

da leptina em hipocampo de ratos Wistar adultos.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito da neuroinflamacéo induzida por LPS sobre:

concentracdo sérica e hipocampal de leptina;

imunoconteldo de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da leptina (ObR e
SOCS3);

parametros de fungdo astrocitaria hipocampal, utilizando a avaliacdo da
concentracdo de S100B e GFAP;

parametros inflamatdrios centrais e periféricos, através da medida da

concentracdo sérica e hipocampal de citocinas inflamatérias.
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3. Metodologia

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com 60 dias de idade (peso: 250 g — 300 g)
provenientes do biotério do Departamento de Bioguimica, sendo necessérios 5 a 8
animais por grupo experimental. Desde o nascimento até a eutandsia os ratos foram
mantidos em ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro, a temperatura constante de 22°C +
1°C com acesso a alimento e agua ad libitum. Os animais foram alojados em caixas de
propileno (41 x34 x 16 cm), com distribuicdo de 4 ratos por caixa, as quais foram
limpas e trocadas 3 vezes por semana. A manipulacdo e tratamento dos animais
respeitaram todas as recomendac@es da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.2. Indugéo de neuroinflamacéo por LPS e obtencdo das amostras

Os ratos foram divididos aleatoriamente em dois grupos: Sham e LPS. No dia da
inducdo do modelo, os animais foram anestesiados com uma mistura de
cetamina/xilazina (0,9 e 0,6 ml / Kg de peso, respectivamente) administrada via
intraperitoneal seguida pelo posicionamento do animal no aparelho estereotaxico. O
LPS ou o veiculo foram administrados via intracerebroventricular. O acesso aos
ventriculos laterais foi feito de acordo com as coordenadas: 0,9 mm posterior ao
bregma, 1,5 mm lateral da linha sagital, 3,6 mm abaixo da superficie do cérebro
(Tramontina et al., 2011). Os ratos receberam uma infusdo Unica bilateral de forma
lenta, com o uso de uma agulha de injecdo conectada a um tubo de polietileno ligado a
uma seringa Hamilton. No grupo LPS foi injetado 50 pg de LPS (Sigma, cat: L4391)

diluido em 10 pl de veiculo (Hank’s balanced salt solution — HBSS) e no grupo Sham

10 ul de veiculo (Tyagi et al., 2008).
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Apo6s 48 horas do final da infusdo de LPS ou veiculo os ratos foram anestesiados
com injecdo intraperitoneal de cetamina/xilazina para a retirada de sangue por pungéo
intracardiaca e, em seguida, os animais foram decapitados para dissecacdo do
hipocampo. As amostras de sangue ficaram em temperatura ambiente por 10 minutos
para a coagulacdo e, apds, foram centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos para
separagdo do soro, o qual foi separado e armazenado em freezer -20°C até as analises
posteriores. O hipocampo foi fatiado a 300 um em chopper Mcllwain e as fatias foram
entdo separadas e armazenadas em freezer -80°C até que fossem processadas conforme

0 procedimento para cada analise.

3.3. Técnicas Bioquimicas e Imunolégicas
3.3.1. S100B

A medida do imunocontetdo de S100B nas fatias hipocampais e no soro foi feita
através de técnica de ELISA com dois tipos de protocolos diferentes como descrito
anteriormente (Leite et al., 2008). As amostras de hipocampo foram homogeneizadas
em tampao de lise (PBS contendo 1 mM de PMSF e 1 mM de EGTA) com a ajuda de
uma seringa de insulina e apos, separadas em aliquotas para diluicdo em PBS contendo
0,2% de ovoalbumina, enquanto que as amostras de soro ndo sofreram processamento, e
foram apenas diluidas na mesma solucdo. A medida de quantidade de proteinas foi feita
nas fatias hipocampais através de técnica de Lowry (Peterson, 1977).

A concentracdo de S100B das amostras de soro foi mensurada através da utilizacdo
do protocolo de maior sensibilidade, sendo a curva padrdo diluida também em PBS
contendo 2% de ovoalbumina e abrangendo concentragdes de 0,001 a 1 ng/mL. A placa
foi inicialmente coberta com anticorpo monoclonal anti-S100B (1:1000 em tamp&o
carbonato (Sigma) e, apds 12 horas, a placa foi lavada com solucéo de lavagem (PBS

contendo 0,1% de ovoalbumina e 0,005 % de Twen20) e blogqueada com PBS contendo
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2% de ovoalbumina durante 2 horas. Apds, a placa foi lavada e, entdo, as amostras
previamente diluidas ou a curva padrdo foram incubadas juntamente com tampéo Tris
50 mM durante 2 horas a temperatura de 37°C. Em seguida, a placa foi lavada, o
anticorpo policlonal anti-S100 (1:5000) foi incubado durante 30 minutos a temperatura
de 37°C. Apds, a placa foi novamente lavada e incubada durante 30 minutos com o
anticorpo anti-rabbit conjugado a peroxidase. A reacdo de cor foi feita pela incubacéo
de o-fenilenediamina e, ap6s 30 minutos, a reacdo foi parada com acido cloridrico (3
M) e a colora¢do foi entdo medida em 492 nm. Todos os anticorpos foram diluidos em
PBS contendo 0,5% de ovoalbumina. Os resultados foram expressos em ng de S100B /
mL de soro.

A medida de S100B das amostras de fatias hipocampais foi feita pela utilizagéo de
um protocolo com menor sensibilidade, sendo a curva padrdo diluida da mesma maneira
do que no protocolo com maior sensibilidade, porém, abrangendo concentragdes entre
0,01 e 10 ng/mL. Além disso, o protocolo é feito basicamente com 0s mesmos
procedimentos descritos anteriormente, diferenciando apenas na incubacdo dos
anticorpos policlonal anti-S100 e o anti-rabbit conjugado a peroxidase os quais foram
diluidos juntos em mesma solucédo e incubados durante 1 hora a temperatura de 37°C.
Os resultados foram expressos em ng de S100B / mg de proteina.

3.3.2. GFAP

A medida do imunocontetdo de GFAP foi feita atraves de técnica de ELISA como
descrito anteriormente (Tramontina et al., 2007). As amostras de fatias hipocampais
para este procedimento foram homogeneizadas em tampao de lise (PBS contendo 1 mM
de PMSF e 1 mM de EGTA) com o auxilio de uma seringa de insulina e diluidas em
tampéo Tris para andlise posterior. Inicialmente, a placa foi incubada com as amostras

ou a curva padrdo (com concentracgdes entre 0,1 e 10 ng/mL) juntamente com albumina
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1 ng/ul durante 24 horas a 4°C. A placa foi entdo lavada e bloqueada com TBS,
contendo 5% de leite em pd desnatado durante 2 horas a temperatura ambiente. Apos, a
placa foi lavada e, entdo, incubada com anticorpo policlonal anti-GFAP durante 1 hora a
temperatuda ambiente. Em seguida o anticorpo anti-rabbit conjugado a peroxidase foi
incubado durante 1 hora a temperatura ambiente. Apdés, a placa foi novamente lavada e
foi adicionado o-fenilenediamina para a reacdo colorimétrica. Apds 30 minutos, a
reacdo foi parada com &cido cloridrico (3 M) e a leitura da absorbancia foi realizada em
492 nm. A medida de quantidade de proteinas nas fatias hipocampais foi feita através de
técnica de Lowry (Peterson, 1977). Os resultados foram expressos em ng de GFAP / ug
de proteina.
3.3.3. IL-1p

A medida da concentragdo da citocina IL-1p foi feita através de técnica de ELISA
com a utilizacdo de kit comercial da e-Biosciense (cat: 88-6010-22). As amostras de
fatias hipocampais foram homogeneizadas em diluente proveniente do kit com a ajuda
de uma seringa de insulina e apds, foram centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos,
sendo utilizado o sobrenadante para a técnica de ELISA e para a medida de quantidade
de proteinas através de técnica de Lowry (Peterson, 1977). O procedimento foi realizado
conforme a indicagéo do fabricante. Os resultados foram expressos em pg de IL-13 / mg
de proteina.

3.3.4. TNF-a

O contetdo de TNF-a nas fatias hipocampais e no soro foi feito por técnica de
ELISA com a utilizacdo de kit comercial da Peprotech (cat: 900-M54). As amostras de
fatias hipocampais foram homogeneizadas em diluente indicado pelo fabricante com a
ajuda de uma seringa de insulina e apos, foram centrifugadas a 1000 rpm durante 5

minutos. O sobrenadante foi utilizado para a técnica de ELISA e para a medida da
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quantidade de proteinas através de técnica de Lowry (Peterson, 1977). As amostras de
soro ndo sofreram processamento. A técnica de ELISA foi, entdo, feita conforme a
indicacdo do fabricante. Os resultados foram expressos em pg de TNF-a / mg de
proteina para as amostras de hipocampo e em pg TNF-o. / mL de soro para as amostras
de soro.
3.3.5. Leptina

A quantidade de leptina nas fatias hipocampais e no soro foi medida atraves de
técnica de ELISA com a utilizagdo de kit comercial da Sigma (cat: RAB0335). As
amostras de fatias hipocampais foram homogeneizadas em diluente proveniente do kit
com a ajuda de uma seringa de insulina e apés, foram centrifugadas a 1000 rpm durante
5 minutos, com o sobrenadante foi feita a mensuracdo da leptina pela técnica de ELISA
e a medida da quantidade de proteinas atraves de técnica de Lowry (Peterson, 1977). As
amostras de soro ndo sofreram processamento. O procedimento foi feito, entdo,
conforme a indicagdo do fabricante. Os resultados foram expressos em unidades
arbitrérias, equivalendo a (absorbancia - branco)/concentracdo de proteinas para as
amostras de hipocampo e absorbancia - branco para as amostras de soro.

3.3.6. Imunocontetdo de ObRb e SOCS3

O imunocontetudo de ObRb e SOCS3 foi medido através de técnica de Western
blot. As amostras de hipocampo foram homogeneizadas em Stoping Solution A (SDS
Stopping Solution 4%) com o auxilio de uma seringa de insulina e em seguida
submetidas a desnaturacdo térmica (100°C por 5 minutos). As amostras foram
centrifugadas (10000 g por 5 minutos a 4°C) e do sobrenadante foi dosada a quantidade
de proteina atraves de método de Lowry e adicionado Stopping solution B (Glicerol
Sample Dilution Solution 40%) contendo 5% de mercaptoetanol. Em seguida, foi feita a

separacdo das proteinas com eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, sendo

22



aplicados 30 pg de proteina por amostra, e utilizando voltagem de 180 V durante 1 h.
Apbs, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando

amperagem de 1,2 mA / drea de membrana durante 1 hora.

Apods a transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose, as membranas
foram bloqueadas com albumina bovina 2% diluida em TBS contendo 0,005% de
Tween 20 (T-TBS) durante 1 h a 4°C sob agitacdo leve, a fim de evitar ligacdes

inespecificas. Os anticorpos foram incubados conforme tabela abaixo:

Proteina Anticorpo primario Anticorpo secundario
(diluicdo / tempo) (tipo / diluicdo / tempo)

ObR 1:5000/12 h Anti-cabra /1:10000/ 1 h

SOCS3 1:1000/12 h Anti-coelho /1:10000/1 h

Todos os anticorpos foram incubados a 4°C sob agitacdo leve e entre cada uma das
incubacBes as membranas foram lavadas com T-TBS sob agitagdo leve. Apo6s a
incubacdo com o anticorpo secundario as membranas foram novamente lavadas com T-
TBS e, foi feita uma Gltima lavagem de 10 minutos com TBS sob agitacdo leve. Ao
final do procedimento as membranas foram expostas a ECL e foi feita a detecgdo com o
uso de fotodocumentador (GE Healthcare Life Sciences) durante 10 minutos de

exposicdo. As imagens obtidas foram quantificadas utilizando o software Image J.

3.3.7. Anaélise estatistica
A analise estatistica foi realizada com o software SPSS versao 20.0, foi utilizado o
teste T para a avaliacdo de todos os resultados e considerado estatisticamente

significativo quando p<0,05.
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4. Resultados
Efeito do LPS sobre o imunocontetdo de leptina, ObR e SOCS3 no hipocampo

Nos avaliamos o efeito de uma injecédo intracerebroventricular (ICV) Unica de LPS
sobre 0 imunoconteudo de leptina no hipocampo apds 48 h. Os ratos que receberam a
injecdo ICV de LPS ndo tiveram diferenca significativa nos niveis intracelulares de
leptina no hipocampo em relagdo aos ratos Sham (Figura 2A).

A expressao proteica do receptor de isoforma longa de leptina (ObRb) e do fator
inibitério SOCS3 foi mensurada a fim de se avaliar se o LPS pode modular a
sinalizacdo desta adipocina no hipocampo. Pode-se observar um imunoconteldo
significativamente maior de ObRb no hipocampo dos ratos que receberam injecdo de
ICV de LPS em comparacdo aos ratos que receberam apenas veiculo (Figura 2B),
enquanto que a expressao proteica de SOCS3 néo foi alterada no tecido hipocampal

destes ratos (Figura 2C).

Efeito do LPS sobre os niveis séricos de leptina e S100B

Os niveis séricos do horménio leptina se mostraram significativamente diminuidos
apos 48 horas da inducdo de neuroinflamacdo por injecdo ICV de LPS (Figura 3A).
Além disso, os ratos do grupo LPS apresentaram também niveis da proteina S100B no

soro menores do que os ratos do grupo Sham (Figura 3B).
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Figura 2. Efeito do LPS sobre o imunoconteudo de leptina, ObR e SOCS3 no
hipocampo. Os ratos foram submetidos a uma injecdo ICV bilateral unica de LPS (50
Mg) e, apo6s 48h, foram anestesiados, eutanasiados e o hipocampo foi removido. (A)
representa a concentragdo de leptina, (B) representa a expressao proteica do receptor
para leptina ObR e (C) representa a expressdo proteica de SOCS3. Os dados sdo
apresentados na forma de média + erro padrdo de um nimero de 5 a 8 animais por
grupo. * representa diferenga significativa para um p<0,05 no teste T de Student.
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Figura 3. Efeito do LPS sobre os niveis séricos de leptina e S100B. Os ratos foram
submetidos a uma inje¢do ICV bilateral Unica de LPS (50 pg) e, ap6s 48h, foram
anestesiados e o sangue foi coletado por puncéo cardiaca. Apos a separacdo do soro, as
andlises foram realizadas. (A) representa a concentracdo de leptina e (B) representa a
concentracdo de S100B. Os dados sdo apresentados na forma de média * erro padréo de

um namero de 5 a 8 animais por grupo. * representa diferenca significativa para um
p<0,05 no teste T de Student.

Efeito do LPS sobre os niveis proteicos das citocinas IL-1f e TNF-a no hipocampo

O conteudo intracelular das citocinas IL-1p e TNF-a no hipocampo dos ratos foi
avaliado 48 horas ap6s uma injecdo ICV unica de LPS ou veiculo a fim de se
determinar a presenga de uma resposta inflamatéria neste tecido. Os niveis
intracelulares de IL-1p foram significativamente maiores nos ratos do grupo LPS em

comparagao aos ratos do grupo Sham (Figura 4A). Entretanto, o contedo intracelular
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da citocina TNF-a teve uma diminuigdo no hipocampo dos ratos que receberam injecéo

ICV de LPS (Figura 4B).

4.5
4,0
3,5
3,0

2,5

IL-1B (pg/mg prot)

Sham

TNF-a (pg/mg prot)
=
(=}

Sham

Figura 4. Efeito do LPS sobre os niveis proteicos das citocinas IL-1p e TNF-o no
hipocampo. Os ratos foram submetidos a uma injecdo ICV bilateral Unica de LPS (50
ug) e, apoés 48h, foram anestesiados, eutanasiados e o hipocampo foi removido. (A)
representa a concentracdo de IL-1B e (B) representa a concentracdo de TNF-a. Os dados
sdo apresentados na forma de meédia * erro padrdo de um ndmero de 5 a 8 animais por
grupo. * representa diferenca significativa para um p<0,05 no teste T de Student.

Efeito do LPS sobre o contetdo intracelular das proteinas GFAP e S100B no
hipocampo
O conteddo intracelular das proteinas GFAP e S100B foi analisado a fim de se

avaliar uma possivel resposta astrocitica no hipocampo dos ratos submetidos a injecéo
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ICV de LPS. Os niveis intracelulares de GFAP tiveram um aumento significativo no
hipocampo dos ratos do grupo LPS em relacdo aos ratos do grupo Sham (Figura 5A).
Por outro lado o imunoconteldo da proteina S100B no hipocampo ndo teve uma
diferencga significativa entre os grupos, porém pode-se notar uma tendéncia a redugdo no

imunoconteddo desta proteina no hipocampo dos ratos do grupo LPS (Figura 5B).

GFAP (ng/pg prot)
15~ v . [
(=] (=] (=] (=]

—
(=]

(=}

Sham LPS

S100B (ng/mg prot)
(=]
(=)}

Sham

Figura 5. Efeito do LPS sobre o contetdo intracelular das proteinas GFAP e
S100B no hipocampo. Os ratos foram submetidos a uma inje¢do ICV bilateral Gnica de
LPS (50 ug) e, apos 48h, foram anestesiados, eutanasiados e o hipocampo foi removido.
(A) representa a concentracdo de GFAP e (B) representa a concentracdo de S100B. Os
dados sdo apresentados na forma de média + erro padrdo de um numero de 5 a 8
animais por grupo. * representa diferenga significativa para um p<0,05 no teste T de
Student.
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Efeito do LPS sobre os niveis séricos de TNF-a e sobre 0 peso dos ratos

Foi observado um aumento nos niveis seéricos de TNF-o em resposta a
neuroinflamac&o induzida por injecdo ICV de LPS (Figura 6A). Além disso, ocorreu
uma maior perda de peso nos ratos do grupo LPS em comparagdo com os ratos do grupo

Sham (Figura 6B).
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Figura 6. Efeito do LPS sobre os niveis séricos de TNF-a e sobre o peso dos ratos.
Os ratos foram submetidos a uma injecdo ICV bilateral Gnica de LPS (50 pg) e, apds
48h, foram anestesiados e eutanasiados. (A) representa a concentracdo sérica de TNF-a,
e (B) representa a variacao de peso corporal dos animais do dia da injecdo e 48 h depois.
Os dados sdo apresentados na forma de média + erro padrdo de um nimero de 5 a 8
animais por grupo. * representa diferenga significativa para um p<0,05 no teste T de
Student.
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5. Discusséo

A neuroinflamacdo é um processo envolvido em diversas doencas
neurodegenerativas, nas quais se observa um quadro de deméncia (Glass et al., 2010).
Embora ainda néo se saiba se a inflamagdo pode ter um papel desencadeante nessas
doencas, ha evidéncias de que a ativacdo microglial e astrocitica possa ter um papel em
sua fisiopatologia (Amor et al., 2014). Sabe-se também, que a ativacdo das células gliais
pela neuroinflamagdo é um fator importante na progressdo destas doencas, podendo
aumentar a neurotoxicidade e assim agravar o quadro clinico (Glass et al., 2010).

Em modelos das doengas de Alzheimer e Parkinson ja foi observado um efeito
neuroprotetor da leptina (Davis, Mudd e Hawkins, 2014). Sendo esta adipocina capaz de
melhorar os parametros moleculares, como diminui¢do de deposicdo de B-amiloide e
fosforilacdo da proteina tau em modelos de doenca de Alzheimer (Greco et al., 2010) e
aumentar a sobrevivéncia de neurbnios dopaminérgicos na substancia negra apds
inducdo de modelo da doenca de Parkinson (Ho et al., 2010). Além disso, a leptina
melhorou a memoria e o comportamento motor nestes modelos, respectivamente
(Signore et al., 2008; Greco et al., 2010; Davis, Mudd e Hawkins, 2014).

O papel da leptina na inflamacédo ainda € controverso e a maior parte dos estudos
foi realizada com inflamacdo periférica, onde ja foi demonstrado que LPS injetado
sistemicamente pode modular a liberacdo e producdo da leptina, fazendo com que o
tecido adiposo responda aumentando a producédo deste peptideo e a sua liberacéo para a
corrente sanguinea (Grunfeld et al., 1996; Landman et al., 2003). Nesse caso, ela pode
ter um importante papel na comunicacdo entre a periferia e o sistema nervoso central,
uma vez que este hormdnio pode agir como uma citocina inflamatéria, tendo a
capacidade de induzir a febre, a infiltracdo de neutréfilos no SNC e a producéo de

citocinas, como a IL-1p (Luheshi et al., 1999; Sachot, Poole e Luheshi, 2004). Por outro
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lado, alguns estudos j& demonstraram uma acao protetora deste peptideo em modelos de
inflamacdo periférica (Landgraf et al., 2014).

Poucos estudos relacionam inflamacdo central e sinalizacdo por leptina. Diversos
modelos experimentais, como a dieta com alto teor de gordura ou injecdo de LPS ja
mostraram que essa inflamacdo sistémica pode levar a uma inflamagéo central com
consequente alteracdo na sinalizacdo por leptina no hipotalamo (De Git e Adan, 2015).
Nosso trabalho mostrou, pela primeira vez, uma alteragdo na sinalizagdo por leptina no
hipocampo em resposta a uma inflamacao central, o que poderia contribuir de alguma
forma para um déficit de memoria. Esse efeito da inflamacdo sobre a sinalizagcdo de
leptina poderia ser um fator importante na progressdo das doengas neurodegenerativas.
Uma vez que a leptina tem sido mostrada como neuroprotetora nestas doengas, a
alteracdo de sua sinalizagéo pela neuroinflamagdo poderia interferir na sua resposta de
protecdo no hipocampo, levando a uma maior neurotoxicidade e consequentemente
influenciando na progressdo das doengas neurodegenerativas.

A expressdo do receptor de isoforma longa de leptina (ObRb) se mostrou
aumentada no hipocampo apés a indugdo da neuroinflamacdo. Inclusive, ja foi
demonstrado em linhagem astroglial C6 que a expressao do receptor de leptina aumenta
em resposta a exposicdo ao LPS ou a outro estimulo inflamatério como o TNF-a de
uma forma dose dependente (Hsuchou et al., 2009). Além disso, variacbes na
concentracdo de leptina podem modular a expressdo de seu receptor, como foi
demonstrado em um estudo com células de neuroblastoma humano, onde a expressao do
receptor de leptina diminuiu em resposta a tratamento com esta adipocina de uma
maneira dose e tempo dependentes (Hikita et al., 2000). Deste modo, caso a diminui¢ao
de leptina no soro encontrada nos ratos com neuroinflamacdo induzida aconteca

também no liquor, a diminuicdo de leptina juntamente com a presenca de moléculas
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inflamatorias no SNC poderiam ser 0s mecanismos pelos quais 0s niveis do receptor de
leptina encontram-se aumentados nos ratos que receberam injecdo ICV de LPS. Porém
serdo necessarios mais estudos a fim de se verificar o efeito da neuroinflamagédo
induzida por LPS sobre os niveis de leptina no liquor.

Levando em consideracdo o aumento nos niveis do receptor de leptina, tornou-se
necessario a avaliagcdo de uma molécula envolvida na via de sinalizacdo ativada por esse
receptor, como o fator inibitério SOCS3. Apo6s a ativacdo do receptor ObRb ocorre o
aumento na producdo da molécula de SOCS3 a qual age diretamente sobre este receptor
inibindo-o, sendo entdo o regulador negativo da via de sinalizacdo da leptina (Park e
Ahima, 2014). Em nosso estudo, ndo encontramos diferenca significativa na expressao
proteica de SOCS3 no hipocampo dos ratos que receberam injecdo ICV de LPS,
demonstrando que, apesar do aumento nos niveis do receptor neste tecido, 0 aumento na
transcrigdo de SOCS3 ndo ocorre como resposta.

Os niveis de leptina nos tecidos do SNC podem decorrer de uma entrada desta
adipocina provinda da periferia ou de sua producdo nestes tecidos, uma vez que, ja foi
mostrada a presenca de RNAm para a leptina no SNC, inclusive no hipocampo
(Wilkinson et al., 2007). Os niveis de leptina em nosso estudo ndo foram alterados no
tecido hipocampal, corroborando, um estudo prévio utilizando injecdo ICV de LPS, o
qual n&o encontrou diferenca nos niveis de RNAm para leptina no hipocampo (Brown et
al., 2008). Entretanto, em camundongos, injecdo intraperitoneal de LPS levou a uma
diminuicdo da passagem de leptina através da BHE (Nonaka et al., 2004). Reforcando
assim, que, possivelmente, os mecanismos que modulam a acdo desta adipocina durante
uma inflamacdo periférica ndo sejam 0S mesmOSs responsaveis por sua resposta a

neuroinflamacao.
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Tendo em vista que a concentracdo de leptina ndo foi alterada, os niveis de ObRb
tiveram um aumento e a expressdo proteica de SOCS3 ndo variou no hipocampo em
resposta a inducdo de neuroinflamacdo por LPS. Entdo, podemos afirmar que a
neuroinflamacdo pode estar aumentando a sinalizacdo de leptina neste tecido, 0 que
poderia representar uma compensac¢ao do hipocampo em resposta a neuroinflamacéo a
fim de aumentar a resposta da leptina nesse tecido, uma vez que esta adipocina pode ter
um papel neuroprotetor. Entretanto, a leptina também pode aumentar a sinalizagdo pro-
inflamatoria, podendo entdo, o hipocampo estar aumentando a sinalizacdo de leptina a
fim de aumentar a resposta inflamatéria no tecido no intuito de conter o insulto.

Em resposta a uma injuria, as células responsaveis pela defesa imune no SNC agem
aumentando a expressdo e liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, como a IL-1p e o
TNF-a, com o intuito de sinalizar a situagdo de risco. De fato, no presente estudo, foi
encontrado um aumento da expressdo de IL-1p no hipocampo dos animais 48 horas
apos a injecdo de LPS, corroborando com outros estudos (Tyagi et al., 2008) e
confirmando a presenca de resposta inflamatdria. Inesperadamente, os niveis da citocina
TNF-a tiveram uma diminuicdo de sua concentracdo no tecido hipocampal. Estudos
anteriores, utilizando o mesmo protocolo de indugéo de neuroinflamacdo mostram que
o0s niveis de TNF-o hipocampais aumentam nas primeiras 24 h e retornam ao normal
apos 48 horas da estimulacdo inflamatéria (Tyagi et al., 2008).

Os astrocitos tem demonstrado um papel importante na vigilancia imunolégica do
SNC. Estas células podem alterar a expressdo e secre¢do de diversas proteinas em
resposta a patdégenos, num processo de ativacdo glial, conhecido como astrogliose
(Hamby e Sofroniew, 2010). O aumento na expressdo de GFAP, uma proteina de

citoesqueleto caracteristica de astrdcitos, € considerado um indicador de astrogliose
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(Pekny e Pekna, 2004). Além disso, em uma resposta inflamatéria astroglial pode
ocorrer 0 aumento na secrecao de citocinas e da proteina S100B (Guerra et al., 2011).

Em nosso estudo, os ratos que receberam injecdo ICV de LPS tiveram um aumento
na expressdo de GFAP hipocampal, indicando que houve ativacdo astroglial neste
tecido. Diversos estudos in vitro ja& mostraram que a exposi¢do de astrécitos a LPS
causa um aumento na expressdo de GFAP por estas células (Brahmachari, Fung e
Pahan, 2006; Guerra et al., 2011), porém os mecanismos pelos quais ocorre 0 aumento
de GFAP pelos astrdcitos ainda ndo estdo elucidados.

O conteldo de S100B ndo foi significativamente alterado no hipocampo dos
animais expostos a injecdo ICV de LPS, porém pode-se notar uma tendéncia a reducao
deste contelido. Deve-se destacar que o conteudo intracelular e a secre¢do de S100B nédo
estdo necessariamente relacionados, como foi observado em estudos in vitro (Leite et
al., 2006; Guerra et al., 2011) e in vivo (Vizuete et al., 2013). De fato, em um estudo
anterior, utilizando uma Unica inje¢do ICV de LPS, os niveis de S100B no liquor
encontraram-se aumentados apo6s 24 horas, indicando que pode haver um aumento na
secrecao de S100B pelos astrocitos em resposta ao LPS (Guerra et al., 2011).

Além de uma resposta central esperada apds a inducao de neuroinflamagdo com o
LPS, foram avaliados pardmetros periféricos a fim de se analisar se ha conexéo entre
uma resposta inflamatoria no cérebro e uma sinalizagdo sistémica. De fato, os niveis da
citocina pro-inflamatoria TNF-o no soro tiveram um aumento em resposta a inflamacéo
central. Um estudo prévio do nosso grupo ndo mostrou alteragdo na concentracdo de
TNF-a apo6s 24 h da inducéo de neuroinflamag&o por injecdo ICV contendo 25 ug de
LPS (Guerra et al., 2011). Corroborando esse resultado, outro trabalho utilizando uma
injecdo ICV contendo 5 pg de LPS como modelo de neuroinflamagdo também ndo

encontrou alteracdo na concentracdo de TNF-a. circulante ap6s 4 h da indugédo (Zhang et
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al., 2010). Sabe-se que uma inflamacéo periférica pode levar a uma inflamacéo central
(De Git e Adan, 2015). Nossos dados indicam que uma inflamacg&o central também pode
levar a uma sinalizacdo inflamatoria periférica, a0 menos no que diz respeito a
concentracdo de TNF-a. Entretanto, esse efeito parece ser dependente da magnitude da
inflamacdo, bem como do tempo de exposicao ao agente inflamatdrio, uma vez que esse
efeito ndo foi observado em modelos mais brandos de neuroinflamagéo e de forma
aguda.

Além do aumento de TNF-a, outras alteracdes periféricas foram observadas. Em
nosso estudo, foi encontrada uma diminuicdo nos niveis séricos de S100B. A
concentracdo de S100B no soro pode ser atribuida a secrecdo desta proteina por parte
dos adipdcitos e também, sendo esta proteina capaz de atravessar a BHE, sua secrecao
por parte dos astrocitos no SNC pode contribuir para seus niveis séricos (Goncalves,
Leite e Guerra, 2010). Além disso, a S100B tem sido proposta como um marcador
periférico de dano central, uma vez que, nessa situacdo a permeabilidade da BHE pode
aumentar, levando a um aumento da passagem desta proteina para a periferia
(Goncalves, Leite e Nardin, 2008). Sendo assim, a concentracdo sérica de S100B pode
refletir a secrecdo de diversas fontes celulares, entretanto estes niveis no soro nédo
refletem diretamente a concentracdo desta proteina no SNC, como ja foi demonstrado
em outros estudos (Vizuete et al., 2013). Entdo a diminui¢do na concentracdo de S100B
no soro dos animais com neuroinflamacao induzida observada nesse estudo poderia ser
atribuida a mecanismos periféricos e ndo ser um reflexo da concentragéo central.

Os niveis de leptina no soro dos ratos com neuroinflamagdo induzida tiveram uma
diminuicdo. Este efeito pode ser reflexo de uma resposta do tecido adiposo a sinalizagédo
inflamatoria (visto que o TNF-o estd aumentado perifericamente). Porém, em outros

estudos de inducdo de inflamacéo periférica, o tecido adiposo responde aumentando a
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secrecdo de leptina, que por sua vez é um fator importante da sinalizacdo inflamatéria
para o cérebro (Rummel et al.,, 2008). Estes resultados nos levam a crer que 0s
mecanismos de interacdo da inflamacdo do cérebro para a periferia sdo diferentes dos
mecanismos da periferia para o cérebro. Entretanto, estes animais também apresentaram
uma grande perda de peso em relacdo ao grupo Sham, se esta perda de peso foi
ocasionada por uma diminuigcdo de adiposidade, entdo poderia explicar a queda nos
niveis do horménio, o qual é secretado na proporcéo de quantidade de tecido adiposo.
Para isso, mais analises precisam ser feitas a fim de identificar se a perda de peso dos
animais foi por desidratacdo, perda de massa muscular ou por diminuicdo de
adiposidade.

Um estudo em humanos encontrou correlagdo entre os niveis circulantes de S100B
e de leptina com o IMC (Steiner et al., 2010). Além disso, em individuos obesos h&
niveis de S100B e leptina maiores, enquanto que em pacientes com anorexia nervosa
sdo menores, e neste caso, os niveis de S100B e leptina voltam ao normal com o ganho
de peso (Holtkamp et al., 2008). Entdo, ndo podemos descartar que a diminui¢do nos
niveis destes dois compostos no soro dos animais expostos a injecdo ICV de LPS
poderia ser atribuida a perda de peso. Além disso, poderia haver um mecanismo de
regulacdo entre a S100B e a leptina diretamente, 0 que ocasionaria esta resposta

semelhante nos niveis delas em resposta a neuroinflamagé&o.
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6. Conclusodes

Nossos resultados demonstram que a neuroinflamacdo pode modular a sinalizagéo
da leptina no hipocampo e os niveis desta adipocina no soro, contribuindo para a
compreensdo do papel deste horménio durante a neuroinflamagéo, assim como nas
doencas neurodegenerativas. Foi demonstrado, também, que a neuroinflamagdo pode
alterar parametros astrocitarios e inflamatorios hipocampais, assim como parametros

inflamatdrios periféricos.
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