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RESUMO

A regulacdo do balanco energético envolve interacdo de diferentes fatores metabolicos que
sinalizam para o sistema nervoso o status energético do organismo. O hipotalamo integra
esses sinais de forma coordenada por meio de circuitos neuronais envolvendo diferentes
nacleos interconectados, como o nucleo arqueado (ARC), o nucleo paraventricular (PVN), o
nucleo dorsomedial (DMH), nucleo hipotalamico ventromedial (VMH) e a area hipotalamica
lateral (LHA), que regulam o apetite, a saciedade, o gasto energético e a homeostase da
glicose. No VMH, ha os neurbnios que expressam o fator esteroidogénico 1 (SF1), que
participa de muitos processos fisioldgicos, incluindo a homeostase energeética. Relacionado ao
balanco energético, a leptina tem acdo fundamental reduzindo a ingestdo alimentar e
aumentando o gasto de energia. A leptina age no hipotalamo por meio da ligacdo ao seu
receptor, LepR, e promove a fosforilacdo e ativagdo da tirosina quinase janus-kinase-2
(JAK2) que, por sua vez, fosforila fatores de transcrigdo chamados de STATS (transdutor de
sinal e ativador da transcri¢do), como a STATS, que regulam a expressdo dos genes-alvo da
leptina. Outros fatores promovem também a ativacdo de STAT5 em neurdnios hipotalamicos,
como o fator estimulador de coldnias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), uma citocina
pré-inflamatéria. Alguns trabalhos demonstraram que a injecdo central de GM-CSF no
terceiro ventriculo cerebral diminuiu a ingestdo alimentar e 0 peso corporal em ratos e
camundongos, sendo que essa resposta € atenuada em animais com delecdo de STAT5 no
sistema nervoso central (SNC), indicando um papel da via da STAT5 no SNC na regulacdo da
ingestdo de alimentos por meio da ativacdo pelo GM-CSF. Contudo, a participacdo da via de
sinalizacdo da STAT5 em neurdnios SF1 do VMH na homeostase energética ainda ndo esta
bem estabelecida. Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram investigar a importancia da
via de sinalizagdo da STAT5 em neurbnios SF1 do VMH na homeostase energética, assim
como avaliar a participacao desta via de sinalizacdo nos efeitos hipofagicos promovidos pelo
GM-CSF. Para tanto, utilizamos a metodologia cre-loxP para geracdo de camundongos com
delecdo especifica de STAT5 em neurbnios SF1. Assim, camundongos SF1-cre©®* foram
acasalados com camundongos STAT5MMox  nara obtengdo de animais SF1-cre©e™);

STATS5M¥lox ' com delegdo de STATS especificamente em neurdnios SF1, e animais controles



STATS5MMlox  Foram  avaliados peso corporal, ingestdo alimentar, gasto energético,
metabolismo glicémico e concentracdes séricas de insulina e leptina, em animais
experimentais e controles, machos e fémeas, tratados com dieta normocalérica ou
hiperlipidica. Avaliamos também o peso corporal e a ingestdo alimentar dos camundongos
SF1-cree); STAT5MXMox o STATSfNMoX machos, tratados com dieta normocaldrica e apds
receberem dose unica de GM-CSF (0,5 pg/2 pl) ou veiculo (2 ul) intracerebroventricular.
Observamos que 0 peso corporal, a ingestdo de alimentos, 0 gasto energético, 0 metabolismo
glicémico e os niveis séricos de leptina ndo se diferiram entre os grupos de animais
experimentais SF1-creC®®): STAT5M/Mox e seys controles STAT5MMOX tanto machos como
fémeas, com dieta regular ou hiperlipidica. Em relacdo aos parametros metabodlicos avaliados
nos animais machos, apos receberem o estimulo com GM-CSF icv, observamos que a citocina
induziu a reducdo da ingestdo alimentar somente entre os animais controles STAT5M1¥flox A
reducdo do peso corporal foi maior e mais persistente no grupo de animais controles
STATS5Mlox " quando comparados aos animais experimentais SF1-cre©®*); STAT5/flox Em
conclusdo, a delecédo da via de sinalizacdo da STAT5 em neurdnios SF1 do VMH ndo afeta a
homeostase energética em condicdes de dieta regular ou obesogénica. Por outro lado, esta via
de sinalizagéo participa nas acdes do GM-CSF sobre a ingestdo alimentar e o peso corporal.
A participagdo da via de sinalizagdo da STATS5 em neur6nios SF1 do VMH nos efeitos

catabolicos de outras citocinas requer investigagdo futura.

Palavras-chave: Homeostase Energética. STATS. Leptina. GM-CSF. Neurdnios SF1. Nucleo

Ventromedial.
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ABSTRACT

The regulation of the energy balance involves interaction of different metabolic factors that
signal to the nervous system the energy status of the organism. The hypothalamus integrates
these signals in a coordinated way through neuronal circuits involving different
interconnected nuclei, such as the arcuate nucleus (ARC), the paraventricular nucleus (PVN),
the dorsomedial nucleus (DMH), the hypothalamic ventromedial nucleus (VMH) and the
lateral hypothalamic area (LHA), which regulate appetite, satiety, energy expenditure and
glucose homeostasis. In VMH, there are neurons that express steroidogenic factor 1 (SF1),
which participates in many physiological processes, including energetic homeostasis. Related
to the energy balance, leptin has a fundamental action reducing food intake and increasing
energy expenditure. Leptin acts on the hypothalamus through binding to its receptor, LepR,
and promotes the phosphorylation and activation of the janus-kinase-2 tyrosine kinase
(JAK2), which in turn phosphorylates transcription factors called STATSs (signal transducer
and transcriptional activator), such as STATS, that regulate expression of the target genes of
leptin. Other factors also promote the activation of STAT5 in hypothalamic neurons, such as
the granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), a proinflammatory
cytokine. Some studies have shown that the central injection of GM-CSF in the third cerebral
ventricle decreased food intake and body weight in rats and mice, and this response is
attenuated in animals with STAT5 deletion in the central nervous system (CNS), indicating a
role of the STATS5 pathway in the CNS in regulating food intake through GM-CSF activation.
However, the participation of the STAT5 signaling pathway in VMH SF1 neurons in
energetic homeostasis is still not well established. Thus, the objectives of this work were to
investigate the importance of the STATS signaling pathway in VMH SF1 neurons in energetic
homeostasis, as well as to evaluate the participation of this signaling pathway in the
hypophagic effects promoted by GM-CSF. For this, we used the cre-loxP methodology for the
generation of mice with specific deletion of STAT5 in SF1 neurons. Thus, SF1-creC®*) mice
were mated with STAT5M1MX mice, to obtain SF1-creC®®); STATSMXMox animals, with
STATS deletion specifically on SF1 neurons, and STAT5"/Mox control animals. Body

weight, food intake, energy expenditure, glycemic metabolism and serum insulin and leptin



concentrations were evaluated in experimental and control animals, male and female, treated
with normocaloric or hyperlipidic diet. We also evaluated body weight and food intake of
SF1-cre©e™); STATSMMx gnd STATSM¥MX mice, treated with normocaloric diet and after
receiving a single dose of GM-CSF (0.5 ug/2 ul) or intracerebroventricular vehicle (2 ul). We
observed that body weight, food intake, energy expenditure, glycemic metabolism and serum
leptin levels did not differ between groups of experimental animals SF1-cre©e™:
STAT5MMlox and its controls STAT5MMlox " poth male and female, on a regular or
hyperlipidic diet. Regarding the metabolic parameters evaluated in the male animals, after
receiving the stimulation with GM-CSF icv, we observed that the cytokine induced the
reduction of food intake only among STAT5M"/Mox control animals. The reduction of body
weight was greater and more persistent in the group of STAT5"fox control animals, when
compared to experimental animals SF1-cre©®; STAT5MMox 1 conclusion, the deletion of
the STATS signaling pathway in VMH SF1 neurons does not affect energy homeostasis under
regular or hyperlipidic dietary conditions. On the other hand, this signaling pathway
participates in GM-CSF actions on food intake and body weight. Participation of the STAT5
signaling pathway in VMH SF1 neurons in the catabolic effects of other cytokines requires

further investigation.

Key Words: Energy Homeostasis. STAT5S. Leptin. GM-CSF. SF1 Neurons. Ventromedial

Nucleus.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é um distarbio metabdlico considerado uma epidemia mundial, presente
tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento. Emergiu como uma epidemia em
paises desenvolvidos durante o final do século XX e, atualmente, € uma questao preocupante
que atinge todo o mundo e afeta individuos de todos os niveis socioecondmicos (POPKIN,
DOAK, 1998). A obesidade, definida pelo indice de massa corporal (IMC) > 30 kg/m?, resulta
do acumulo de adiposidade devido ao consumo e armazenamento de calorias em excesso as
necessidades metabdlicas (PAN, MYERS JR, 2018). E um fendmeno resultante da acdo de
fatores, como habitos alimentares e atividade fisica, sobre individuos geneticamente
predispostos a apresentar excesso de tecido adiposo (POPKIN, DOAK, 1998).

A maioria da popula¢do mundial vive em paises onde o0 excesso de peso e a obesidade
matam mais pessoas do que a decorréncia de baixo peso (WHO, 2018). Dados de 2018 da
Organizacdo Mundial da Salde mostram que a obesidade mundial quase triplicou, desde
1975. Em 2016, mais de 1,9 bilhdes de adultos, com 18 anos ou mais, apresentavam excesso
de peso. Destes, mais de 650 milhdes eram obesos (WHO, 2018). Essa tendéncia é
preocupante, pois o IMC de 30 kg/m? esta associado a taxas de morbidade significativamente
aumentadas, tais como diabetes mellitus (BELL, KIVIMAKI, HAMER, 2014) e doenca
arterial coronariana (MONGRAW-CHAFFIN et al., 2015), e de mortalidade (BELL,
KIVIMAKI, HAMER, 2014; AUNE et al., 2016; GLOBAL BMIMC et al., 2016).

Pode-se afirmar que as tendéncias de transicdo nutricional ocorrida no século passado
em diferentes paises do mundo convergem para uma dieta mais rica em lipideos,
particularmente os de origem animal, acucares e alimentos industrializados, e reduzida em
carboidratos complexos e fibras, também conhecida como “dieta ocidental” (MONTEIRO et
al., 1995). Aliando esse fator com o declinio progressivo da atividade fisica dos individuos,
ocorrem alteragcbes concomitantes na composi¢do corporal, principalmente o aumento do
tecido adiposo. No caso do Brasil, estudos comprovam que essa transicdo nos padrdes
nutricionais, relacionando-os com mudancas demograficas, socioeconémicas e
epidemioldgicas ao longo do tempo, estdo refletindo na diminuicdo progressiva da
desnutricdo e no aumento da obesidade (MONTEIRO et al., 1995). Dados da Global Burden
of Disease, de 2013, apontam que 10 paises concentram mais de 50% dos obesos do mundo.
O Brasil, neste cenério, ocupa a quinta posicéo, ficando atras dos Estados Unidos, China,

india e Russia e seguido por México, Egito, Alemanha e Paquistio (MARIE et al. 2014).
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Uma pesquisa do Ministério da Saude de 2006 indicou que a prevaléncia de obesidade na
populagéo brasileira acima de 18 anos residente nas capitais era igual a 12%. Em 2016,
segundo essa mesma fonte de dados, esse percentual aumentou para 19%, ou seja, um
crescimento de 60% em uma década. Nesse periodo, foi registrado um aumento de 61,8% nos
casos de diabetes no pais (BRASIL, 2017).

A obesidade ndo é uma doenga singular e, sim, um grupo heterogéneo de condi¢oes
com mdltiplas causas que, em Ultima analise, resultam no fenotipo de obesidade
(FRANCISCHI et al., 2000). H& evidéncias sugerindo forte influéncia genética no
desenvolvimento da obesidade, mas seus mecanismos ainda ndo estdo esclarecidos
(FRANCISCHI et al., 2000). Acredita-se que esses fatores possam estar relacionados ao
consumo e gasto energético e a ingestdo alimentar. Ha evidéncias de que o componente
genético atua sobre o gasto energético, em especial sobre a taxa metabolica basal (TMB)
(BARON, 1995; GRUNDY, 1998), a qual é determinada principalmente pela quantidade de
massa magra (HILL, DROUGAS, PETERS, 1993; JEBB, 1997).

Devido a sua etiologia multifatorial, é dificil estabelecer a contribuicdo de cada uma
das variaveis envolvidas no processo do ganho excessivo de peso (BERNARDI,
CICHELERO, VITOLO, 2005). O controle de energia consumida estad baseado em um
conjunto de interacdes que formam a neurobiologia do comportamento alimentar, envolvendo
0 apetite, os processos fisioldgicos e metabolicos, e o sistema nervoso (BERNARDI,
CICHELERO, VITOLO, 2005). Certo numero de desordens enddcrinas também pode
conduzir a obesidade como, por exemplo, lesdes no hipotdlamo (FRANCISCHI et al., 2000).
Outros problemas dessa mesma origem incluem o excesso enddgeno e exdgeno de
corticoesterdides, hipogonadismo em homens e mulheres, e a sindrome do ovério policistico
(BARON, 1995; JEBB, 1997).

O cérebro regula a homeostase energética em resposta a sinais do tecido adiposo e do
trato gastrointestinal (STANLEY et al., 2005). A maioria das pessoas mantém um peso
corporal e adiposidade estdvel em longo prazo, como consequéncia dos sistemas
homeostaticos que servem para contrabalangar as flutuagdes no consumo e dispéndio de
energia (PAN, MYERS JR, 2018). Distlrbios deste mecanismo homeostatico levam a
obesidade e suas complicacOes associadas. A compreensdo dos sistemas fisioldgicos que
regem a ingestdo de alimentos e o peso corporal € fundamental para estabelecer terapias
eficazes para o tratamento da obesidade (STANLEY et al., 2005).

O hipotadlamo ¢é essencial para a regulagdo do apetite e do balanco energético

(STANLEY et al., 2005). No hipotalamo existem duas importantes regides, lateral e
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ventromedial, que regulam a homeostase energética a partir da atividade enddcrina,
autondmica e do controle do dispéndio e armazenamento de energia de forma coordenada
(BERTHOUD, 2006). A area hipotalamica lateral (LHA) € responsavel pela regulacdo da
alimentacédo e o ndcleo hipotalamico ventromedial (VMH) tem funcéo primordial no controle
da ingestdo alimentar (NAGAMINE et al., 2003; KING, 2006). Hetherington e Ranson
(1940) e Anand e Brobeck (1951) propuseram pela primeira vez um modelo experimental que
evidenciou a participacdo especifica do hipotalamo no controle da ingestdo alimentar e do
peso corporal. Assim, estes autores demonstraram que a lesdo bilateral da LHA em ratos
causava hipofagia e perda de peso, enquanto a lesdo do VMH resultava em obesidade. Além
dessas regibes, o hipotalamo contém outros nicleos envolvidos no controle da ingestéo
alimentar, como o nucleo arqueado (ARC), o nucleo paraventricular (PVN) e o nucleo
dorsomedial (DMH) (OLNEY, 1969). Lesdes no ARC, induzidas pela utilizacdo de glutamato
monossodico, por exemplo, provocam um quadro de obesidade e hiperfagia. Da mesma
forma, lesbes mais dorsais no PVN também levam a hiperfagia e ganho de peso (OLNEY,
1969). Assim, algumas regides morfologicamente bem definidas do hipotalamo
desempenham um importante papel na regulacdo do peso corporal e na fung¢do enddcrina. No
entanto, em vez de nucleos hipotalamicos especificos, circuitos neuronais sdo apontados como
responsaveis pelo controle da homeostase energética, por meio de sinalizagbes utilizando
neuropeptideos especificos (STANLEY et al., 2005).

O ARC desempenha um papel fundamental na integracdo de sinais que regulam o
apetite. Situado lateralmente a base do terceiro ventriculo cerebral e superior a eminéncia
mediana, os neurénios do ARC respondem aos sinais hormonais circulantes, como leptina e
insulina, ja que é uma regido desprovida de barreira hematoencefalica (BROADWELL,
BRIGHTMAN, 1976) e mais rapidamente acessivel a fatores de circulacdo (nutrientes,
horménios etc) do que outras areas do cérebro (FLAK, MYERS JR, 2016).

O ARC apresenta dois grandes grupos de neuropeptideos orexigenos e anorexigenos
envolvidos na regulacdo da ingestdo alimentar (MAIOR, 2012). Os neuropeptideos
orexigenos, que estimulam a ingestdo alimentar, sdo o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo
relacionado a Agouti (AgRP) (um antagonista enddgeno dos receptores de melanocortina). Os
neuropeptideos anorexigenos, que reduzem a ingestdo alimentar, sdo a pré-opiomelanocortina
(POMC) e o transcrito relacionado a cocaina e a anfetamina (CART) (GRILL, 2006). A acéo
dos hormdnios que potencializam o efeito anorexigeno no sistema nervoso central (SNC)
ocorre a partir da ativacdo de neurdnios no ARC que expressam a POMC, cuja clivagem

resulta na formacdo do hormonio estimulador de melanécito alfa (a-MSH). Este
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neuropeptideo se liga aos receptores da melanocortinad (MC4R), expressos em neur6nios do
PVN e LHA, promovendo a reducdo da ingestdo alimentar (WOODS et al., 1998; GRILL,
2006; MORTON et al., 2006) e é importante na integracdo de informacbes do status
energético, a partir de fatores periféricos como a insulina e leptina (COWLEY et al., 2001). O
aumento da expressdo do CART no ARC também é responsavel pela inibi¢cdo da ingestéo
alimentar (GRILL, 2006; MORTON et al., 2006).

Por outro lado, os hormdnios que potencializam o efeito orexigeno, como a grelina,
contribuem com o balango energético positivo por aumentar a ativacdo dos neurdnios
NPY/AgRP que se opbem aos efeitos da ativacdo dos neurénios POMC (WOODS et al.,
1998; GRILL, 2006; MORTON et al., 2006). Estes efeitos estdo relacionados a inibicdo dos
neurdnios do PVN que expressam o neuropeptideo liberador de corticotrofina (CRF), que
possui potente funcdo anorexigena (GRILL, 2006; MORTON et al., 2006). Além disso,
neurbnios NPY liberam o &cido gama-aminobutirico (GABA) inibindo neurénios POMC
adjacentes (STANLEY et al., 2005). Contrariamente, a LHA expressa a orexina que exerce
funcdo orexigénica (GRILL, 2006; MORTON et al., 2006). Assim, com a liberacdo de
orexina, ha aumento da resposta excitatoria para os neurénios NPY/AgRP e inibicdo dos
neurénios POMC/CART (GRILL, 2006; MORTON et al., 2006).

O VMH compreende um grupamento de células hipotalamicas localizado proximo a
base do diencéfalo, adjacente ao terceiro ventriculo acima da eminéncia mediana. Tem sido
conhecido por desempenhar um papel na homeostase energética desde a constatacdo de que
lesbes bilaterais neste ndcleo induzem hiperfagia e obesidade, como mencionado
anteriormente (STANLEY et al., 2005). O VMH recebe proje¢des de neuronios do ARC —
NPY, AgRP e POMC - e, por sua vez, os neurénios do VMH projetam-se para regioes dos
nacleos hipotalamicos LHA e DMH e do tronco cerebral (STANLEY et al., 2005).
Adicionalmente, recebe aferéncias provenientes do tronco encefélico (nucleo parabraquial e
nacleo do trato solitario) e da amigdala (HUANG et al.,, 2003). A expressdo de
neuropeptideos no VMH é modulada pelo estado nutricional. Os animais submetidos a
privacdo alimentar apresentam elevada producdo de peptideos orexigenos (GUAN, YU, VAN
DER PLOEG, 1998) e aumento na expressao de receptores MC4R no VMH de ratos obesos
induzidos pela dieta (HUANG et al., 2003). O fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF) é altamente expresso no VMH. A expressdo de BDNF no VMH é regulada pela
privacdo de alimento e ap6s a administracdo de agonistas de melanocortina em camundongos
(XU et al., 2003). Camundongos com expressdo reduzida de receptor para BDNF ou redugéo

de expressdo de BDNF, apresentam um aumento na ingestdo alimentar e no peso corporal



22

(RIOS et al., 2001; XU et al., 2003). Portanto, os neurdnios que expressam BDNF no VMH
podem atuar como uma via adicional na regulacdo da ingestdo de alimento e do balango
energético através da modulacdo do sistema de melanocortina.

O VMH possui varios tipos de células com padrées heterogéneos de expressdo génica.
Um destes genes, o fator esteroidogénicol (SF1) é um fator de transcri¢cdo necessario para a
diferenciacdo terminal deste nucleo, além de participar de varios processos fisiologicos
mediados pelo VMH, incluindo a homeostase energética (MAJDIC et al., 2002; SEGAL et
al., 2005; KURRASCH et al., 2007). No SNC, o SF1 é exclusivamente expresso no VMH
(DHILLON et al., 2006). A sua expressdo em tecidos periféricos é verificada na adrenal e
gbnadas (PARKER, SCHIMMER, 1997). Camundongos Knockout para o gene SF1 possuem
desenvolvimento anormal do VMH e séo obesos (DELLOVADE et al., 2000; MAJDIC et al.,
2002). Neurdnios SF1 sdo importantes para a homeostase energética, principalmente por
modular o gasto energético, especialmente em condi¢des com dieta hiperlipidica (KIM et al.,
2011). Essa importancia foi constatada em estudos usando camundongos com delecéo
especifica de SF1 no VMH, em que o SF1 foi deletado ap6s o completo desenvolvimento do
VMH (KIM et al., 2011).

Durante o jejum ocorre o aumento da atividade dos neurdnios NPY/AgRP do ARC, os
quais sdo estimulados a partir da elevacdo da secrecdo do hormonio grelina. Com a ingestao
alimentar, ocorre 0 aumento dos hormonios leptina, insulina e peptideo YY (PYY), que
elevam a producdo do a-MSH, consequentemente, opondo-se a atividade dos neurbnios
NPY/AgRP (GRILL, 2006; MORTON et al., 2006). A leptina € um hormdnio peptidico de 16
kDa composto por 146 aminoacidos, sintetizado e secretado principalmente pelas células do
tecido adiposo branco (FRIEDMAN, HALAAS, 1998; STANLEY et al., 2005). Produto do
gene Lep, a leptina circula de acordo com a proporcao de reserva energética disponivel em
forma de tecido adiposo, sendo um sinal anorexigeno de longo prazo, e possui diversas
funcdes, como metabodlicas e neuroenddcrinas (BROBERGER, 2005; FARR, GAVRIELL,
MANTZOROS, 2015).

A perda da acdo da leptina provoca uma resposta fisioldgica extensa, aumentando a
demanda por alimento, diminuindo a saciedade e alterando uma série de sistemas
neuroendocrinos e autondmicos para diminuir o gasto energetico (AHIMA et al., 1996). Alem
dos efeitos na regulacdo da homeostase energética, a reducdo de leptina inibe o
desenvolvimento do eixo reprodutivo, bem como diminui a taxa metabdlica geral pela
reducdo do tonus simpatico e da funcéo tireoidiana. A diminuicdo da agdo da leptina também

promove aumento da producéo de glicose hepatica enquanto diminui a captacéo de glicose no
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muasculo (SCHWARTZ et al., 2000). Além disso, baixos niveis de leptina modificam uma
variedade de sistemas cerebrais que alteram o humor e o comportamento, por exemplo,
aumentando a motivacdo e ansiedade (FLAK, MYERS JR, 2016). A administracdo exogena
de leptina, central ou periférica, reduz a ingestdo alimentar, enquanto a administracdo crénica
resulta também na perda de peso (STANLEY et al., 2005). Camundongos modificados
geneticamente com delecdo do gene Lep, resultando em deficiéncia completa de leptina,
apresentaram fenotipo de obesidade grave, hiperfagia, diabetes, alteracdes neuroenddcrinas e
infertilidade. No entanto, quando tratados exogenamente com leptina, o quadro de obesidade
foi revertido (HALAAS et al., 1995; CAMPFIELD et al., 1995; PELLEYMOUNTER et al.,
1995; MORTON, MEEK, SCHWARTZ , 2014; DE GIT, ADAN, 2015).

A acdo da leptina se da via um receptor de dominio transmembrana da familia de
receptores de citocinas (TARTAGLIA et al., 1995), o receptor de leptina LepR. O LepR é
altamente expresso em areas do cérebro conhecidas por ser importantes no controle da
ingestdo e gasto energético, como no ARC, DMH e VMH (FLAK, MYERS JR, 2016). Ha
cinco isoformas do receptor da leptina (LepRa/e), resultantes de splicing alternativo do
MRNA e do processamento pos-traducdo, porém somente o receptor LepRb, receptor de
citocina do tipo | da familia dos receptores da IL-6 , que possui um longo dominio
intracelular, € capaz de transmitir o sinal de ligacdo com a leptina para dentro da célula
(TARTAGLIA et al., 1995). A leptina age via células que expressam LepR no cérebro para
controlar o balanco de energia, e 0s neurénios parecem formar a maioria, se ndo todas, células
gue expressam LepR no cérebro (PAN, MYERS, 2018). Os receptores de leptina sdo muito
expressos no nudcleo arqueado, mas o hipotalamo ventromedial e dorsomedial, a area
hipotalamica lateral e a area pré-Optica medial também s&o alvos da leptina para a regulacdo
da homeostase energética (FRIEDMAS, HALAAS, 1998; WOODS et al., 1998; STANLEY
et al., 2005; KING, 2006).

Uma vez produzida no tecido adiposo, a leptina entra na circulacdo sanguinea e é
transportada ligada ao seu receptor solivel (LepRe) para os orgdos alvo (MAFFEI et al.,
1995). A interacdo da leptina com seu receptor se da no contexto dos neurénios produtores de
neuropeptideos e neurotransmissores orexigenos ou anorexigenos. Particularmente, a leptina
age de modo conspicuo nos neurénios do ARC que expressam 0s neuropeptideos NPY,
AgRP, POMC e CART,; a leptina suprime a atividade dos neurb6nios que produzem
NPY/AGRP (efeito orexigeno) e estimula a atividade de neur6nios produtores de POMC ou
CART (efeito anorexigeno) (SCHWARTZ et al., 2000).
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A sinalizacdo intracelular relacionada a leptina, da mesma forma que para as citocinas,
ocorre por mecanismos de fosforilacdo, ativacdo da proteina janus-kinase-2 (JAK2) e de
fatores de transcricdo chamados de STATSs (transdutor de sinal e ativador da transcricao).
Apds fosforilacdo e dimerizacdo, estes se translocam para o nucleo celular, regulando a
expressdo dos genes-alvo da leptina (HEGYI et al., 2004). A JAK2 é uma tirosina quinase
associada ao receptor da leptina e sua ativacao representa um passo crucial, pois o LepRb ndo
possui atividade enzimatica intrinseca (TARTAGLIA, 1997; KLOEK et al., 2002). Além de
promover a autofosforilacdo de JAK2, a ativacdo desta proteina estimula a fosforilacdo de
maltiplos residuos no dominio intracelular de LepRb: Tyregs, Tyrio77 € Tyri1ss (GONG et al.,
2007). A fosforilagdo destes residuos de tirosina recruta, assim, um conjunto distinto de
proteinas efetoras contendo o dominio de homologia de Src (SH2). Atualmente sabe-se que a
leptina é capaz de ativar a sinalizacdo celular por outros mecanismos, como pela ativacdo da
proteina fosfatidil inositol-3-kinase (PI3K) — um ponto de convergéncia (cross-talk) entre a
sinalizacéo da leptina e da insulina (HEGY| et al., 2004) — e da MAPK, entre outras.

Em cultura de células, o residuo Tyregs fosforilado recruta a proteina fosfatase
contendo o dominio de homologia Src-2 (SHP2) para mediar o primeiro passo na ativacéo da
cascata de quinases reguladas por sinal extracelular (ERK) (BANKS et al.,, 2000;
BJORBAEK et al., 2001; GONG et al., 2007). O residuo Tyrggs fosforilado liga-se também ao
supressor de sinalizagdo de citocina3 (SOCS3), que atua como um regulador negativo do
LepRb (BJORBAEK et al., 2000). A estimulacdo da via da ERK pela leptina também pode
ocorrer pela interacdo direta com a JAK2, também dependente de SHP2 (BJORBAEK et al.,
1999). Camundongos portadores de uma mutacdo no residuo Tyrggs mostram um fenotipo
magro com sensibilidade exagerada a leptina (BJORNHOLM et al., 2007). Adicionalmente,
0s animais mutantes para LepRb Tyr985 apresentam funcdo neuroenddcrina normal. Assim,
in vivo, o papel principal do Tyress parece estar na atenuacdo da sinalizagdo de LepRb,
presumivelmente por meio da al¢a de feedback mediada por SOCS3. Mudancgas na expresséo
de SOCS3 tém sido postuladas como um dos possiveis mecanismos que explicam o fendmeno
da resisténcia a leptina (MUNZBERG et al., 2005).

Tyri13s recruta o transdutor de sinal e ativador da transcri¢cdo-3 (STAT3), um fator de
transcricdo latente que se torna, entdo, fosforilado, dimeriza-se e se transloca para o nucleo e
medeia a regulacdo da expressdo génica (WHITE et al., 1997; BANKS et al., 2000).
Camundongos knockout para STAT3 no SNC e camundongos com mutacdo no residuo
Tyru13s, apresentam diminuicdo do gasto energeético e hiperfagia, tornando-se assim obesos
(BATES et al., 2003; GAO et al., 2007). Esse fato mostra o importante papel da STAT3 no
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controle da ingestdo alimentar e do gasto energético. Ademais, a sinalizacdo Tyr113s-STAT3
promove a expressdo de SOCS3, que atenua a sinalizacdo de LepRb (BJORBAEK et al.,
1999; BJORBAEK et al., 2000; GONG et al., 2007).

Por fim, a fosforilagdo do residuo Tyrio77 promove o recrutamento, a fosforilagdo da
tirosina e a ativacdo do transdutor de sinal e ativador da transcricdo-5 (STAT5), embora
Tyri13s também possa desempenhar um papel menor na regulacéo da fosforilacdo de STAT5
(HEKERMAN et al., 2005; GONG et al., 2007). STAT5 foi descrito pela primeira vez como
um fator de transcricdo presente na glandula mamaria, induzido por prolactina, que era
necessario para a expressdo da proteina de leite B-caseina (WAKAO, GOUILLEUX,
GRONER, 1994). A ativacdo de STAT5 é importante para a regulacdo de varias funcoes
celulares, como proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose, dentre outras (GRIMLEY,
DONG, RUI, 1999). Muitas espécies, incluindo primatas e roedores, apresentam dois genes,
Stat5a e Stat5b, que codificam as proteinas STAT5a e STATSb, respectivamente (GRIMLEY,
DONG, RUI, 1999). Estas proteinas partilham 90-95% de identidade de aminoacidos e suas
funcBes parecem ser hormonio e tecido especificos (TEGLUND et al., 1998; GRIMLEY,
DONG, RUI, 1999).

O papel especifico das proteinas STAT5 tem sido estudado em vaérios tecidos.
STATD5a € necessério para o desenvolvimento da glandula mamaria adulta e lactogénese (LIU
et al., 1997). No cérebro, a sinalizacdo STAT5b tem sido implicada no controle da secrecéo
hormonal. Por exemplo, camundongos deficientes em STAT5b exibem hiperprolactinemia e
defeitos no feedback negativo da prolactina sobre neurbnios dopaminérgicos da via
tuberoinfundibular (GRATTAN et al., 2001; MA et al., 2005). Os niveis de mRNA de
somatostatina sdo significativamente reduzidos no sistema periventricular de camundongos
deficientes em STAT5b indicando comprometimento na retroalimentacdo negativa do
hipotdlamo (BENNETT et al., 2005).

Dados da literatura revelaram que a leptina promove a fosforilagdo e a localizacéo
nuclear de STAT5 em células dentro de areas do hipotalamo conhecidas por regularem a
alimentacdo e o balanco de energia, incluindo os nucleos hipotaldmicos dorsomedial e
ventromedial e o LHA (LEE et al., 2008), mostrando que a leptina ativa STAT5S in vivo.
Também foi demonstrado em cultura de células — células HEK293, COS, HIT-T15 e RIN-
M5F — que a sinalizacdo de LepRb-STATS pode contribuir para a acéo fisiologica da leptina e
representa um potencial papel para o STAT5 na homeostase energética (GHILARDI et al.,
1996; HEKERMAN et al., 2005; GONG et al., 2007) . A participacdo da STAT5 no controle
do balango energético foi demonstrada em camundongos com delecdo de STATS no SNC, por
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meio da metodologia cre-loxP, em que os animais apresentaram obesidade grave com
hiperfagia, desregulagcdo da termogénese em resposta ao frio, hiperleptinemia e resisténcia a
insulina (LEE et al., 2008). Estes efeitos foram possivelmente causados pela falta da ativacéo
da STAT5 induzida por leptina. Contudo, uma variedade de citocinas e fatores de
crescimento, incluindo hormonio de crescimento, prolactina, eritropoetina, fator estimulador
de coldnias de granulécitos e de macréfagos (GM-CSF) e outros promovem a fosforilacéo e a
ativacdo transcricional de STAT5 em neurbnios hipotalamicos (LEE et al., 2008),
constituindo um dos mecanismos de regulacdo da ingestdo alimentar e homeostase energética.
Assim, Lee et al. (2008) sugeriram que a falta de resposta a outras citocinas anorexigénicas
que também recrutam a via de sinalizacdo STATS5 pode ter contribuido para o comportamento
de hiperfagia dos camundongos STAT5 com delecdo de STATS especificamente no cérebro.
Por exemplo, os autores demonstraram que a reducdo da ingestdo de alimentos observada
apos a injecdo central de GM-CSF estd ausente nos camundongos com delecdo de STATS
especificamente no cérebro. Portanto, ainda ndo estd claro se a obesidade desses
camundongos reflete o papel de STATS5 na agdo da leptina in vivo, ja que outros fatores, além
da leptina, podem ativar STATS5.

O GM-CSF é uma citocina pro-inflamatéria produzida por varios tipos de células
incluindo macréfagos, mastécitos, células T, fibroblastos e células endoteliais (COUSINS,
STAYNOV, LEE, 1994; NIMER, UCHIDA, 1995), principalmente em resposta a ativacdo
imune e ao estimulo com citocinas que medeiam a inflamacdo. Esta presente no soro e na
maioria dos tecidos, e é também encontrado associado com a matriz extracelular (FARRAR et
al., 1990). O GM-CSF induz a diferenciacdo da linhagem mieléide de células hematopoiéticas
(GOUGH et al., 1984; DRANOFF et al., 1994). Ele também promove a maturagdo e outras
funcBes celulares das células da linhagem mieldide, particularmente as de granuldcitos e
macrofagos (METCALF et al., 1987; WOGNUM et al., 1994). O GM-CSF é um potente fator
quimiotatico para macrofagos e outras células imunes e induz a expressdo de moléculas de
adesdo celular, incluindo CD11a e CD11c (PAINE et al., 2001). O GM-CSF também regula
positivamente o fator de necrose tumoral (TNF) — o e a expressdo génica da interleucina (IL)-
1B e ¢ ainda induzida por TNF- a e IL-1B em células imunes infiltradas num local de
inflamacdo (SEELENTAG et al., 1987; HERBELIN, MACHAVOINE, DY, 1990; VLAHOS
et al., 2006). Receptores de GM-CSF foram identificados em cérebros fetais e neurénios
isolados e em estudos in vitro de isolados oligodendrdcitos e astrocitos (SAWADA et al.,
1993; BALDWIN et al., 1993; BROSNAN et al., 1993; DAME, CHRISTENSEN, JUUL,

1999). Reed e colaborados (2005) indentificaram, por meio da técnica de imunofluorescéncia,
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que os receptores de GM-CSF eram mais proeminente detectaveis no ARC e PVN, ambos
com papeis proeminentes no controle do equilibrio energético (Reed et al., 2005).

As atividades biologicas do GM-CSF sdo exercidas através da sua ligacdo a receptores
heteroméricos de superficie celular que sdo expressos em mondcitos, macréfagos,
granuldcitos, linfocitos, células endoteliais e células epiteliais alveolares (GRIFFIN et al.,
1990). O receptor de GM-CSF (GM-CSFR) ¢ composto por cadeias a (CDwl16; GM-
CSFRa) e B (GM-CSFRpc). A cadeia Bc € comum aos receptores para GM-CSF, IL-3, e IL-5
(MIYAJIMA, 1992) e se associa constitutivamente com JAK2. A ligacdo de GM-CSF ao ser
receptor inicia a autofosforilacdo de JAK2 e sinalizacdo pos- receptores. JAK2 entdo ativa
STATS e a proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK) (JENKINS, BLAKE, GONDA,
1998; DIJKERS et al., 1999).

Em estudos anteriores, verificou-se que os receptores de GM-CSF sdo encontrados em
neurdnios hipotaldmicos como nos neurdnios do ARC e PVN de forma mais proeminente
(REED et al., 2005). Injecéo central de uma unica dose de GM-CSF no terceiro ventriculo
cerebral diminuiu a ingestdo alimentar e do peso corporal em ratos e camundongos sem
causar doenca (REED et al., 2005). Camundongos com delecdo do locus GM-CSF tinham o
peso corporal aumentado com aumento de duas a trés vezes na massa adiposa (REED et al.,
2005). Tomados em conjunto, estes dados indicam um papel importante do GM-CSF na
regulacdo central da ingestdo de alimentos e contetdo corporal de tecido adiposo.

Outra observacdo da literatura é a de que o efeito hipofagico do GM-CSF ¢ atenuado
em animais com delecdo de STAT5 no SNC, mostrando que pelo menos uma parte do
fendtipo destes animais segue muito provavelmente mecanismos independentes de leptina
(LEE et al., 2008). Além disso, a delegdo de STAT5 no SNC ndo altera a expressdo de
MRNA dos alvos conhecidos da leptina dentro do ARC, sugerindo que outros genes devem
representar os principais alvos transcricionais do STAT5 na regulacdo do balanco energético
(VILLANUEVA, MYERS, 2008). Em suma, um importante efeito metabdlico do GM-CSF é
a sua capacidade de atuar no SNC para regular a ingestdo de alimentos e adiposidade
corporal. Esse efeito parece ser o resultado de a¢des sobre os receptores GM-CSF em nucleos
hipotaldmicos chave e a habilidade de ativar a sinalizacdo mediada por STAT5 (LEE et al.,
2008).

Tendo em vista os aspectos discutidos em relacdo a leptina e seus mecanismos de acao
no controle energético, em especial o fato da via de sinalizacdo da STAT5 para as funcgdes
cerebrais ainda ser mal compreendida, torna-se relevante estudar a importancia dessa via em

neurdnios SF1 do VMH nos efeitos anorexigenos e de reducdo de peso corporal. Além disso,
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considerando-se que o GM-CSF também apresenta acbes na regulacdo do peso corporal e
ingestdo alimentar e que seus efeitos sdo mediados pela via da STATS5, o presente trabalho

busca investigar, ainda, a participacdo desta via em neurénios SF1 do VMH nos efeitos desta

citocina.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a importancia da via de sinalizagdo da STAT5, mediada pelo hormonio leptina
e pela citocina GM-CSF, na homeostase energética, em neurénios SF1 do VMH.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o peso corporal e ingestdo alimentar em camundongos machos e fémeas com
delecdo de STAT5 em neurdnios SF1 do VMH com dieta padréo e dieta hiperlipidica.

e Avaliar o gasto energético em camundongos machos e fémeas com delecdo de STAT5
em neur6nios SF1 do VMH com dieta padrao

e Avaliar a tolerancia a glicose em camundongos machos e fémeas com delecdo de
STATS5 em neurénios SF1 do VMH com dieta padréo.

e Avaliar a sensibilidade a citocina GM-CSF por meio do peso corporal e da ingestdo
alimentar em camundongos machos com delecdo de STAT5 em neurdnios SF1 do

VMH apés administracdo central da citocina GM-CSF.



MATERIAL E METODOS



32

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos de linhagem C57BL-6 adultos provenientes do
Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto — USP e camundongos geneticamente
modificados (camundongos SF1-cre e STAT5MMx) fornecidos gentilmente pelo Professor
Dr. Jose Donato Junior (ICB-USP). Os animais foram mantidos no biotério do Departamento
da Clinica Médica da FMRP-USP, em caixas individuais, ambiente com temperatura
controlada de 23 + 2°C, sob regime de luz com ciclo claro-escuro de 12/12 horas (periodo de
luz: 06:00 h as 18:00 h), com livre acesso a dgua e racdo. Os animais tiveram o peso corporal
monitorado durante todo o periodo de experimentacdo. Os procedimentos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA) da FMRP-USP
que segue as normas do “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” publicado por
US National Institutes of Health (NIH, Publication N° 85-23, revisado em 1996) e com a

legislacdo brasileira para experimentacdo animal, sob protocolo 38/2017.

3.2. Protocolos experimentais

3.2.1. Protocolo 1 — Geragéo de camundongos com delecdo especifica de STAT5 em
neurénios SF1 do VMH

Inicialmente, camundongos STAT5/MoX foram acasalados com camundongos SF1-
cre®™ para a obtencdo de animais STAT5M/* e SF1-cre®®®); STAT5M* na proporcio de
50% para cada gen6tipo (Figura 1). Entdo, os camundongos SF1-creC®*); STAT5M* foram
selecionados e acasalados com camundongos STAT5M¥X nara a obtengdo de camundongos
SF1-cree™); STATSMAXMox - SE1-cre@e; STATSMX*  STATSAXMX o STATSAX* g
proporcdo de 25% para cada genotipo. Alguns dos animais com genotipo SF1-creCe™):
STAT5"* foram utilizados para a manutencdo das matrizes. Os demais animais SF1-
cre@®): STAT5M¥* ¢ os animais STAT5"* foram eutanasiados por meio do método de

inalacio de CO,. Ja os camundongos SF1-cre©®®: STATSM¥MX foram utilizados como
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animais de estudo e os camundongos STATS5M/MoX foram utilizados como animais controles.

Animais da mesma ninhada foram usados para o estudo.

STAT 5flox/flox SF1-crefere

STAT 5fex* SF1-crefere); STATSH0x/+ STAT 5flox/flex

SF1-crer/t; STAT 5fex/+ SF1-creew/t; STAT 5fox/flox STAT 51ox/+ STAT 5flox/flox

Camundongos SF1-cre©e; STAT5M¥Mox: animais de estudo

Camundongos STATS5Mo¥fox: animais controles

Figura 1. Acasalamentos para obtencdo de animais de estudo SF1-creC®®®); STATSMX/ox e controles
STATSrox/ﬂox_

3.2.2. Protocolo 2 — Efeitos da delecéo especifica de STAT5 em neurénios SF1 no peso
corporal, ingestédo de alimentos e glicemia em camundongos fémeas e machos SF1-

crere); STATSfoXlox com dieta padrdo ou apds desafio com HFD

Apdbs o desmame, com trés semanas de idade, camundongos fémeas e machos SF1-
cre©@e®): STATSMXMox & seys controles, STAT5MX foram colocados em caixas individuais
com dieta regular ou HFD e &gua ad libitum.

Grupos (n=7):

Fémeas e machos SF1-cre©®™: STAT5X/Mox com dieta padréo
Fémeas e machos STAT5M¥flx (Controle) com dieta padrio
Fémeas e machos SF1-creC®®): STAT5o¥flox com HFD
Fémeas e machos STAT5/ox (Controle) com HFD

O peso corporal e a média da ingestdo de alimentos foram avaliados uma vez por
semana até a 16% semana. A glicemia foi avaliada na 82, 122 e 162 semanas. Na 162 semana, 0s
animais foram expostos previamente a ambiente com CO; e decapitados e o sangue foi

coletado para dosagens hormonais de leptina e insulina.
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3.2.3. Protocolo 3 — Efeitos da delecéo especifica de STAT5 em neurdnios SF1 no gasto
energético em camundongos fémeas e machos SF1-cre™); STAT5fo¥flox com dieta

padrao

Apo6s o desmame, com trés semanas de idade, camundongos fémeas e machos SF1-
cre@e). STATSMXMox & seys controles, STAT5MMoX foram colocados em caixas individuais
com dieta regular e agua ad libitum.

Grupos (n=5):
Fémeas e machos SF1-cre©®™; STAT5M/Mox com dieta padrio
Fémeas e machos STAT5¥fX (Controle) com dieta padréo

Entre a 172 e a 202 semana, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas (2 dias

para adaptacdo e 1 dia de registro) para avaliacdo do gasto energético. Apos a coleta de dados

na gaiola metabdlica, os animais foram eutanasiados por meio de inalagdo de COx.

3.2.4. Protocolo 4 — Efeitos da delecéo especifica de STATS5 em neurdnios SF1 na
tolerancia a glicose (GTT) em camundongos fémeas e machos SF1-cre©r/*);
STATS5Mox¥flox com dieta padréo

Apdbs o desmame, com trés semanas de idade, camundongos fémeas e machos SF1-
cre@e®): STATSMox e seys controles, STAT51MoX foram colocados em caixas coletivas
(trés animais por caixa) até a 102 semana, com dieta regular e agua ad libitum.

Grupo (n=5):

Fémeas e machos SF1-cre©®™: STAT5X/Mox com dieta padréo
Machos STATS5M/ox (Controle) com dieta padréo

Grupo (n=6):

Fémeas STAT5M/Mox (Controle) com dieta padréo

Na 11% semana os camundongos foram colocados em caixas individuais e, apés
adaptacdo de trés dias, foi realizado o GTT. O teste foi realizado apos jejum prévio de 12
horas. Durante este periodo (10* — 112 semanas) foram avaliados 0 peso corporal e a ingestdo
alimentar. Para realizacdo do GTT foram utilizados apenas 0s animais com pesos similares.

Apos o0 GTT, os animais foram eutanasiados por meio do método de inalacéo de CO:..
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3.2.5. Protocolo 5 — Efeitos da administracéo central de GM-CSF no peso corporal e
ingestdo de alimentos em camundongos machos SF1-cre©®*); STAT5Moxfloxcom

dieta padréo

Apbs o desmame, com trés semanas de idade, camundongos machos SF1-cree™);
STATSf¥flox e seys controles, STAT51¥MoX " foram colocados em caixas individuais com
dieta regular e 4gua ad libitum.

Grupos (n=7):
Machos SF1-cre©): STATSMox/flox
Machos STATS5M1ox (Controle)

Animais com 18 semanas de idade, em média, tiveram o peso corporal e a média da
ingestdo de alimentos avaliados por trés dias consecutivos. Posteriormente, os animais foram
submetidos a canulagdo do ventriculo lateral direito, como descrito abaixo. Apds 0s
procedimentos cirdrgicos, o peso corporal e a média da ingestdo alimentar foram avaliados
diariamente durante 5 ou 6 dias até a recuperacdo apos a cirurgia. Ao final desse periodo,
administrou-se uma dose de 0,5 pg/2ul de GM-CSF CSF ou veiculo (2 pl) no ventriculo
lateral direito dos camundongos acordados. Por fim, A ingestéo alimentar foi aferida 5, 7, 17,
27, 41 e 51 horas apo6s a injecdo da citocina/veiculo, e o peso corporal foi aferido 17, 27, 41 e
51 horas ap0s a injecdo da citocina/veiculo. Apds os procedimentos citados, 0s animais foram

eutanasiados por meio do método de inalacdo de CO..

3.3. Procedimentos Experimentais

3.3.1. Gasto energético

O gasto energético foi avaliado pelo método de calorimetria indireta, pela avaliacdo do
consumo de O, liberacdo de CO: e produgdo de calor usando a gaiola metabdlica da
Columbus Instruments. Os animais foram aclimatados por 48h, individualmente, na gaiola
metabolica antes da coleta dos dados. Eles tiveram livre acesso a agua e racdo durante todo o

procedimento.



36

3.3.2. Teste de Tolerancia a Glicose

Apo6s 12 horas de jejum, foi administrado glicose (0,75 mg/kg, intraperitoneal) em
animais com 11 semanas de idade. A glicemia, entdo, foi avaliada 15, 30, 60, 90 e 120
minutos ap6s a administracéo de glicose, pela coleta de uma pequena quantidade de sangue da

caudal dos animais.

3.3.3. Coleta de sangue

Os animais foram decapitados apos cerca de 30 segundos de exposi¢do ao CO2 e o
sangue do tronco foi coletado em tubos contendo heparina, sobre o gelo. Para se obter o
plasma, o sangue foi centrifugado por 20 minutos, 3.000 rotagcdes/min, a 4°C e,
posteriormente, estocado a -20°C, até o momento das dosagens hormonais de leptina e

insulina.

3.3.4. Canulagéo intracerebroventricular

Os camundongos com 18 semanas de idade, em média, e com o peso compreendido
entre 20-30 gramas, foram submetidos a cirurgia estereotdxica, ap6s 1 semana de
ambientalizacdo em caixas individuais com dieta regular e 4gua ad libitum. Para a realizacdo
da cirurgia, os animais foram anestesiados com administracao intraperitoneal de ketamina (75
mg/Kg) e xilazina (16 mg/Kg) e, apds a confirmacéo da auséncia de reflexos dolorosos, foram
posicionados no aparelho estereotaxico.

Por meio de uma incisdo sagital na linha mediana da cabeca, o bregma e o lambda
foram expostos e ajustados para ficarem no mesmo plano horizontal. O ponto de cruzamento
entre as suturas sagital e coronal foi marcado e, assim, uma canula de 10 mm foi implantada
no ventriculo lateral direito segundo as coordenadas (PAXINOS, WATSON, 1998):

Antero-posterior: 0,1 mm posterior ao bregma

Latero-lateral; 1,0 mm a direita do bregma

Vertical: 2,5 mm a partir da superficie da calota craniana.

A fixacdo da cénula a calota craniana do animal foi feita por meio do emprego de

polimero acrilico dental. Além disso, um parafuso de aco inoxidavel foi tambem fixado —
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entre o bregma e o lambda — para oferecer uma maior superficie de adesdo ao material
acrilico. Os animais receberam uma dose profilatica do antibiotico Pentabiotico (Penicilina
benzatina/Procaina, 10 Estreptomicina), por via intramuscular (quadriceps), 50 pl,

bilateralmente e fizeram uso de Dipirona, 200 mg/kg por via IP, cada 12 horas, por 24 horas.

3.3.5. Administracao central de GM-CSF

Apos cirurgia estereotdxica, os animais foram colocados em gaiolas individuais e o
peso corporal e a ingestdo de alimentos foram avaliados diariamente até o quinto ou sexto dia,
periodo em que os camundongos ja haviam restabelecido o peso corporal mensurado no dia
da implementacdo das canulas. Nesse periodo, também, os animais foram manipulados
diariamente e os procedimentos a serem adotados no dia da injecdo da droga ou veiculo foram
simulados. No dia do experimento, entre 14h00min-14h30min, o peso dos animais foi aferido
e retirou-se a racdo das gaiolas. Ap6s 1 hora, iniciaram-se 0s procedimentos de injecdo,
utilizando uma seringa Hamilton de 10 pl acoplada a uma canula de polietileno PE 10 que,
por sua vez, era acoplado a uma agulha gengival que foi introduzida na canula. O uso da
canula de polietileno, incorporado as canulas dos animais, permitiram que as injeces fossem
realizadas com os animais despertos, sem a necessidade de anestesiar ou conter o animal, e de
modo a manter sua livre atividade na gaiola durante a inje¢do. Foram administrados 2 pl de
veiculo (albumina 0,1% em PBS 1X) ou GM-CSF — concentragdo de 0,5 pg/2ul. A injegao icv
foi realizada lentamente, na velocidade de 1 pl por minuto.

Entre duas horas e meia e trés horas apos injecao icv de veiculo ou GM-CSF, a racéao
dos animais, previamente pesada, foi reapresentada. A ingestao alimentar foi, entdo, aferida 2,
4, 14, 24, 38 e 48 horas ap0s a reapresentacdo da dieta e o peso foi aferido 14, 24, 38 e 48
horas ap0s a reapresentacao da dieta.

3.3.6. Perfusdo Cerebral

Os animais foram anestesiados com administragdo intraperitoneal de ketamina
(75mg/Kg) e xilazina (16mg/Kg) e, apds a confirmacdo da auséncia de reflexos dolorosos,
foram submetidos a perfusdo cerebral. Para tal, foi feito uma incisdo no abdémen e térax, na

superficie ventral, de forma que o coracdo fosse exposto. Foi feito, entdo, uma incisdo no
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apice do ventriculo esquerdo por onde se introduziu uma agulha até a saida da aorta e uma
incisdo no atrio direito, que permitiu a saida do sangue e da solugdo de perfusdo durante o
procedimento. A perfusdo iniciou-se com a infusdo de solucéo de cloreto de sodio 0,9% por
aproximadamente 1 minuto, seguida da infusdo de formalina a 10%, por aproximadamente 5
minutos. Os encéfalos foram recolhidos e colocados em tubos falcon com solucdo de
formalina a 10% e mantido a 4°C por 4 horas. Por fim, foram colocados em tubos falcon com

tampéo fosfato salina (PBS) contendo 30% de sacarose e armazenados em geladeira a 4°C.

3.4. Métodos Laboratoriais

3.4.1. Genotipagem dos camundongos SF1-cre(re/); STATSflox/flox

Com aproximadamente 10 dias de vida, cada filhote recebeu uma marca na orelha
(utilizando um furador) e um nOmero. Em seguida, foi retirado um fragmento
(aproximadamente 5mm) da cauda de cada camundongo e este foi mantido em eppendorf
numerado estéril em freezer a -20°C. Foi feito a extracdo do DNA da cauda dos camundongos
utilizando o Kit REDE-extract-N-AmpTissue PCR Kit (Sigma Aldrich Biotechnology) e

posterior realizacdo de PCR, como descrito abaixo.

Reacdo de PCR para amplificacdo de SF1-cre: a reagdo de PCR para amplificacdo do gene

controle consistiu na adicdo de 5Sul do Mix REDE-extract -N-Amp PCR, 1,56ul de agua
estéril, 0,6ul dos primers e 0,24ul de MgCl2 50 mM. Para amplificacdo do transgene, a reagdo

consistiu na adi¢ao de 5ul do Mix REDE-extract —-N-Amp PCR, 1,8l de agua estéril e 0,6pl

dos primers.

SF1-cre:

OIMR6243 - CTG AGC TGC AGC GCA GGG ACA T- Transgene
OIMR6244 - TGC GAA CCT CAT CAC TCG TTG CAT - Transgene
OIMR8744 - CAAATGTTGCTT GTC TGG TG - Controle
OIMR8745 - GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT - Controle

Tamanho das bandas esperadas: Controle: 200pb

Transgene: 250pb
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Reacdo de PCR para amplificacdo de STAT5™: a reacdo de PCR para amplificacdo do

transgene e gene controle consistiu na adicdo de Sul do Mix REDE-extract —-N-Amp PCR,

1,2ul de agua estéril e 0,6ul dos primers.

STATSMx:

11221 - GAA AGC ATG AAA GGG TTG GAG
11222 - AGC AGC AAC CAG AGG ACT AC
P3- AAG TTA TCT CGA GTT AGT CAG G

Tamanho das bandas esperadas: Selvagem: 450pb
STAT5M*homozigoto: 200pb
STATS5M% heterozigoto: 200 pb e 450 bp

3.4.2. Imunofluorescéncia para p-STAT5

Cortes encefélicos coronais de 30um dos animais perfundidos foram feitos, utilizando
0 criostato, e preservados em freezer a -20°C em solucdo anticongelante. Os cortes foram
feitos nas regides hipotalamicas do VMH e ARC, em triplicata, sendo que para o
procedimento da imunofluoresncéncia, foi utilizado apenas um em cada trés cortes. As
lavagens dos cortes foram feitas com TRIS 1X, sendo que os cortes foram incubados nas
solucBes, tempos e temperaturas seguintes: 1) solucdo contendo metanol a 90% e peroxido de
hidrogénio a 10% por 10 minutos, & temperatura ambiente; 2) TRIS 1X + soro normal de
cavalo + triton X 100 (0,4%), por 1 hora, a temperatura ambiente; 3) anticorpo primario
(Tabela 1) diluido em TRIS 1X + soro normal de cavalo + triton X 100 (0,4%), por 48 horas,
a 4°C; 4) anticorpo secundario (Tabela 1) diluido em TRIS 1X + soro normal de cavalo +
triton X 100 (0,4%), por 1 hora, a temperatura ambiente. Os cortes foram montados em
laminas e observados ao microscopio confocal e as imagens foram analisadas pelo software

ImageJ-Fiji.
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Tabela 1: Anticorpos utilizados para a imunofluorescéncia

Anticorpo primario Anticorpo secundario
p-STAT5 Rabbit anti-p-STATS (Cell Alexa fluor 488 donkey anti rabbit
Signaling Technology) [1:200] (Molecular Probes-A21206) [1:500]

3.4.3. Dosagens Hormonais

As dosagens hormonais de insulina e leptina foram realizadas com Kits de ensaio de
imunoadsorcdo ligado a enzima — ELISA (EZRMI-13K; EZRL-83K; Sigma-Aldrich
Biotechnology; Merck KGaA)

3.4.4. Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados como médias + erro padrdo da média (EPM). O nivel de
significancia adotado foi de p<0.05. As andlises foram feitas pala andlise de varidncia

(ANOVA) one-way ou two-way, seguida do pds-teste de Bonferroni.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos da delecdo especifica de STAT5 em neurdnios SF1 em camundongos fémeas
e machos no peso corporal e ingestdo de alimentos com dieta padrdo ou apoés

desafio com HFD

A média dos valores do peso corporal (g) de fémeas durante 13 semanas de tratamento
com dieta padrdo e a média da ingestdo acumulada (g) dos mesmos animais durante 12
semanas de tratamento com dieta padrdo estdo apresentadas na figura 2. Durante os periodos
de tratamento, os valores do peso e da ingestdo dos grupos de animais experimentais, SF1-
cre©@e®): STAT5M¥Mx e seus controles, STAT5MMX n3o se diferiram.
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Figura 2. Peso corporal (média £ EPM) — painel superior — e ingestdo alimentar acumulada (média + EPM) —
painel inferior — de camundongos fémeas SF1-cre®®); STATSMo¥fox (n = 8) e STATSM¥flox (n = 7), tratados com
dieta regular.
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A figura 3 apresenta a média dos valores do peso corporal (g) de machos durante 13
semanas de tratamento com dieta padrdo e a média da ingestdo acumulada (g) dos mesmos
animais durante 12 semanas de tratamento com dieta padrdo. Durante os periodos de
tratamento, os valores do peso e da ingestdo dos grupos de animais experimentais, SF1-
cre@e), STAT5Mox e seus controles, STATS¥MX  ngo se diferiram.
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Figura 3. Peso corporal (média £ EPM) — painel superior — e ingestdo alimentar acumulada (média £ EPM) —
painel inferior — de camundongos machos SF1-cre©®; STATSflo¥flox (n = 8) e STATSMX/fox (n = 7), tratados

com dieta regular.
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A média dos valores do peso corporal (g) de fémeas durante 13 semanas de tratamento
com dieta hiperlipidica e a média da ingestdo acumulada (g) dos mesmos animais durante 12
semanas de tratamento com dieta hiperlipidica estdo apresentadas na figura 4. Durante 0s
periodos de experimentacao, os valores do peso corporal e da ingestdo dos animais dos grupos
experimentais, SF1-cre®); STAT5M¥MoX o seus controles, STATSM1¥X  n3o se diferiram.
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Figura 4. Peso corporal (média £ EPM) — painel superior — e ingestdo alimentar acumulada (média + EPM) —
painel inferior — de camundongos fémeas SF1-cre©®*); STATSM¥fox (n = 7) e STAT5MXflox (n = 7), tratados com

dieta hiperlipidica.
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A figura 5 apresenta a média dos valores do peso corporal (g) de machos durante 13
semanas de tratamento com dieta hiperlipidica e a média da ingestdo acumulada (g) dos
mesmos animais durante 12 semanas de tratamento com dieta hiperlipidica. Durante o0s
periodos de tratamento, os valores do peso e da ingestdo dos grupos de animais experimentais,
SF1-cree™); STATSMXMox o seys controles, STAT5MMOX  n3g se diferiram.
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Figura 5. Peso corporal (média £ EPM) — painel superior — e ingestdo alimentar acumulada (média + EPM) —
painel inferior — de camundongos machos SF1-cre©®™; STATSfloxflox (n = 7) ¢ STAT5M¥/ox (n = 8), tratados

com dieta hiperlipidica.
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4.2. Efeitos da delecdo especifica de STAT5 em neurdnios SF1 em camundongos fémeas

e machos no consumo de Oz, producéo de CO2 e de calor com dieta padrao

Os valores médios do consumo de oxigénio dos camundongos fémeas durante o
periodo de 24 horas estdo apresentados na figura 6. O consumo de oxigénio foi maior no
periodo de escuro, tanto nos animais controles, STAT51¥Mx " como nos experimentais, SF1-
cre©:STATSM¥Mox Dentre os grupos, a diferenca de consumo de oxigénio, um parametro
para se avaliar o gasto energético, nao foi significativa.
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Figura 6. Valores médios (+ EPM) de VO (painel superior) e respectivas areas sob a curva diurna (painel
inferior & esquerda) e noturna (painel inferior a direita) de camundongos fémeas SF1-cre(e®); STAT5MoXfox (1 =
5) e STAT5Mo¥flox (n = 5 tratados com dieta regular.
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Na figura 7 sdo apresentados os valores médios da producdo de gas carb6nico dos
camundongos fémeas durante o periodo de 24 horas. Os valores de VCO foram maiores no
periodo de escuro, tanto nos animais controles, STAT51¥fX como nos experimentais SF1-
cre©e; STATSMox  Dentre os grupos, a diferenca da producdo de gas carbdnico, outro

parametro para se avaliar o gasto energético, ndo foi significativa.
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Figura 7. Valores médios (+ EPM) de VCO; (painel superior) e respectivas areas sob a curva diurna (painel
inferior a esquerda) e noturna (painel inferior a direita) de camundongos fémeas SF1-cre(®*); STAT5MoX/fox (=
5) e STAT5Mo¥flox (n = 5) tratados com dieta regular.



48

Na figura 8 sdo apresentados os valores médios da produgdo de calor dos
camundongos fémeas durante o periodo de 24 horas. Dentre os grupos, a diferenca de

producéo de calor, outro parametro para se avaliar o gasto energético, ndo foi significativa.
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Figura 8. Valores médios (+ EPM) de producéo de calor (painel superior) e respectivas areas sob a curva diurna
(painel inferior & esquerda) e noturna (painel inferior & direita) de camundongos fémeas SF1-cre(e™);
STATSMVfox (n = 5) @ STAT5MXflox (n = 5), tratados com dieta regular.
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Na figura 9 sdo apresentados os valores médios do consumo de oxigénio dos
camundongos machos durante o periodo de 24 horas. O consumo de oxigénio foi maior no
periodo de escuro, tanto nos animais controles, STAT5M¥  como nos experimentais SF1-

cre©;STATSM¥Mox Dentre os grupos, ndo houve diferenca no consumo de oxigénio.
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Figura 9. Valores médios (+x EPM) de VO, (painel superior) e respectivas areas sob a curva diurna (painel
inferior a esquerda) e noturna (painel inferior a direita) de camundongos machos SF1-cre©®™; STATSflox/flox (n =
6) e STAT5Moflox (n = 5) tratados com dieta regular.
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Na figura 10 sdo apresentados os valores médios da producdo de gas carbonico dos
camundongos machos durante o periodo de 24 horas. Os valores de VCO; foram maiores no
periodo de escuro, tanto nos animais controles, STAT51¥fX como nos experimentais SF1-

cre©e:; STAT5MMoX Dentre os grupos, ndo houve diferenca na producio de gas carbonico.
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Figura 10. Valores médios (+ EPM) de VCO; (painel superior) e respectivas areas sob a curva diurna (painel
inferior & esquerda) e noturna (painel inferior a direita) de camundongos machos SF1-cre©®®; STATSflox/flox (f =
6) e STAT5M¥flox (n = 5 tratados com dieta regular.
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Os valores médios da producdo de calor dos camundongos machos durante o periodo

de 24 horas sdo apresentados na figura 11. Dentre os grupos, a diferenca de producdo de calor
néo foi significativa.
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Figura 11. Valores médios (+ EPM) de producdo de calor (painel superior) e respectivas areas sob a curva
diurna (painel inferior & esquerda) e noturna (painel inferior & direita) de camundongos machos SF1-cre(e™);
STATSMVfox (n = §) e STAT5MXflox (n = 5), tratados com dieta regular.
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4.3. Efeitos da delecdo especifica de STAT5 em neur6nios SF1 em camundongos fémeas
e machos na glicemia com dieta padrao ou ap6s desafio com HFD

A figura 12 apresenta os valores médios da glicemia basal dos camundongos fémeas e
machos medida na oitava, décima segunda e décima sexta semana de vida dos animais
tratados com dieta padrdo. Os valores ndo tiveram diferengas significativas, nos periodos de
analise, entre os grupos de animais SF1-cre©®®: STATSMMox o seus controles,
ST AT5fI0x/fI0x.
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Figura 12. Valores médios (+ EPM) da glicemia basal de camundongos fémeas (painel superior) e machos
ainel inferior) SF1-cre(©e™); STATSMX/ox (n = 8) @ STAT5SMflox (n = 7), tratados com dieta regular.
p
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A figura 13 apresenta os valores médios da glicemia basal dos camundongos fémeas e
machos medida na oitava, décima segunda e décima sexta semana de vida dos animais
tratados com dieta hiperlipidica. Os valores ndo tiveram diferencas significativas, nos
periodos de andlise, entre os grupos de animais SF1-cre©®; STAT5M¥Mox e seus controles,
ST AT5fI0x/fI0x.
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Figura 13. Valores médios (+ EPM) da glicemia basal de camundongos fémeas (painel superior) SF1-cre©e™);
STATSMXfox (n = 7) e STATSM¥flox (n = 7) e machos (painel inferior) SF1-cre®™®); STATSf¥flox (n = 7) e
STATSfovflox (n = 8), tratados com dieta hiperlipidica.
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4.4. Efeitos da delecéo especifica de STATS5 em neurdnios SF1 em camundongos fémeas

e machos na resposta aos testes de tolerancia a glicose com dieta padréo

A média da glicemia durante o teste de tolerancia a glicose de camundongos fémeas,
tratados com dieta regular, € mostrada na figura 14. Os resultados, obtidos durante os minutos
30, 60, 90 e 120, ndo mostraram diferencas entre os grupos de animais com delecédo especifica
de STAT5 em neur6nios SF1 do VMH e seus controles.
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Figura 14. Valores médios (+ EPM) da glicemia durante o teste de tolerancia a glicose (painel superior) e
respectivas areas sob a curva (painel inferior) de camundongos fémeas SF1-cre®®); STAT5SMoxflox (n = 5 ¢
STATSMflox (n = 6), tratados com dieta regular.
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A média da glicemia durante o teste de tolerancia a glicose de camundongos machos,

tratados com dieta regular, € mostrada na figura 15. Os resultados, obtidos durante os minutos

30, 60, 90 e 120, ndo mostraram diferencas entre os grupos de animais com delecao especifica
de STAT5 em neur6nios SF1 do VMH e seus controles.
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Figura 15. Valores médios (+ EPM) da glicemia durante o teste de tolerancia & glicose (painel superior) e
respectivas areas sob a curva (painel inferior) de camundongos machos SF1-cre®*); STATSflo¥flox (n = 5) ¢

STATSfovflox (n = B), tratados com dieta regular.
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4.5. Efeitos da delecéo especifica de STATS5 em neurdnios SF1 em camundongos fémeas

e machos nos niveis séricos de leptina e insulina com dieta padréo ou apdés desafio
com HFD

As concentracGes séricas de leptina sdo apresentadas na figura 16. Conforme
demonstrado, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos de animais experimentais, SF1-
cre©e; STATSMXMox e o grupo de animais controles, STAT51¥fX independente do sexo e
do tipo da dieta. Observamos que os valores de leptina serica foram maiores no grupo de
animais tratados com dieta hiperlipidica, quando comparados ao grupo tratado com dieta
padrio, tanto no animais SF1-cre©®; STAT5M/Mox ' como nos STAT5MX/fox,
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Figura 16. Concentragdo sérica de leptina (média + EPM) em camundongos fémeas (painel superior, a
esquerda) SF1-creC®®: STATEMoxflox (n = 8) @ STATSMXox (n = 7), e machos (painel superior, & direita) SF1-
creCe; STATSfloxflox (n = 8) ¢ STAT5SMMlox (n = 6), tratados com dieta regular e em camundongos fémeas
(painel inferior, a esquerda) SF1-cre©®*); STATSfoxflox (n = 6) @ STATSM¥lox (n = 7), e machos (painel inferior,

a direita) SF1-cre©e™); STATSMox (n = 7) e STAT5MXflox (n = 8), tratados com dieta hiperlipidica .
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As concentragdes séricas de insulina sdo apresentadas na figura 17. Conforme
demonstrado, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos de animais experimentais
fémeas, SF1-cre©e®); STATSMXMox e o5 seus controles, STAT51Mox | tratados com dieta
regular ou hiperlipidica, assim como ndo houve diferenca estatistica entre os grupos de
animais experimentais machos, SF1-cre©®™*); STAT5M/MoX ‘e os seus controles, STAT5MoX/Mox
tratados com dieta hiperlipidica. Observa-se, entretanto, que o grupo de animais machos
experimentais, SF1-creC®®): STATSM¥MoX  apresentou concentragbes séricas de insulina

significativamente menores do que os animais controles, STAT5"¥fx " tratados com dieta

regular.
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Figura 17. Concentracdo sérica de insulina (média £+ EPM) em camundongos fémeas (painel superior, a
esquerda) SF1-creC®®): STATSoxflox (n = 8) @ STAT5SMXfox (n = 7) e machos (painel superior, & direita) SF1-
cre@e; STATSflovflox (n = 8) e STATSMox (n = @), tratados com dieta regular e em camundongos fémeas
(painel inferior, a esquerda) SF1-cre©®*); STATSfoxflox (n = 7) @ STATSf¥lox (n = 7), e machos (painel inferior,

a direita) SF1-cre©e™); STATSM¥fox (n = 6) e STATSMOX/fox (n = 8), tratados com dieta hiperlipidica.
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4.6. Efeitos da administracdo de dose Unica de GM-CSF sobre o peso corporal e
ingestdo de alimentos em camundongos machos SF1-cre®™); STATSfloXflox o seys

controles, com dieta padrao

A figura 18, painel superior, apresenta a média da variacdo do peso corporal dos
animais do grupo controle, STAT51¥%% 'machos, nos periodos de 14, 24, 38 e 48 horas apds
reapresentacdo da dieta que, por sua vez, se deu aproximadamente 3 horas apds a
administracdo de dose unica de GM-CSF (0,5 pg/2 ul) ou veiculo (2 ul), icv. Podemos notar
que o peso corporal dos animais STAT5"/Mox que receberam estimulo com a citocina
diminuiu de maneira significativa nos periodos de 14, 38 e 48 horas apds a reapresentacao da
dieta, sendo que houve uma tendéncia de diminuicdo do peso corporal deste grupo no periodo
de 24 horas ap0és a reapresentacao da dieta. Ja o painel inferior da figura 18 apresenta a média
da ingestdo alimentar acumulada dos mesmos animais, nos periodos de 2, 4, 14, 24, 38 e 48
horas apds reapresentacdo da dieta. A ingestdo alimentar acumulada dos animais
STAT5Mflox que receberam estimulo com a citocina diminuiu significativamente nos
periodos de 38 e 48 horas ap0s reapresentacdo de dieta, sendo que houve uma tendéncia de
diminuicdo da ingestdo alimentar acumulada dos animais deste grupo nos demais periodos
analisados. Dessa forma, os resultados demonstram o efeito agudo do GM-CSF na perda de
peso e diminuigio da ingestdo nos animais do grupo controle, STAT5MX/flox,
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Figura 18. Variacdo do peso corporal (média + EPM) de camundongos machos STAT5M¥flox nos periodos de
14, 24, 38 e 48 horas apds reapresentacdo de dieta (painel superior) e ingestdo alimentar acumulada (média +
EPM) dos mesmos animais, nos periodos de 2, 4, 14, 24, 38 e 48 horas (painel inferior) apds reapresentacdo de
dieta. Dieta foi reapresentada 3 horas apds administragdo de GM-CSF ou veiculo icv, sendo que em cinza esta
representado o grupo que recebeu dose Unica de GM-CSF (n = 7) e em vermelho esté representado o grupo que

recebeu veiculo (n=7).
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A figura 19, painel superior, apresenta a média da variacdo do peso corporal dos
animais do grupo experimental, SF1-cre©®®): STAT5M/MoX ‘machos, nos periodos de 14, 24,
38 e 48 horas apds reapresentacdo da dieta que, por sua vez, se deu aproximadamente 3 horas
apos a administracdo de dose unica de GM-CSF (0,5 pg/2 pl) ou veiculo (2 ul), icv. Houve
uma tendéncia de diminuicdo do peso corporal dos animais que receberam estimulo com a
citocina em todos os periodos analisados, sendo que essa diferenca foi significativa no
periodo de 24 horas ap0s a reapresentacdo da dieta. J& o painel inferior da figura 19 apresenta
a média da ingestdo alimentar acumulada dos mesmos animais, nos periodos de 2, 4, 14, 24,
38 e 48 horas ap0Os reapresentacdo da dieta. Podemos notar que ndo houve diferenca
significativa na ingestdo alimentar acumulada entre os animais que receberam o estimulo com
a citocina ou veiculo, durante todo o periodo de andlise. Esses dados demonstraram que 0
GM-CSF apresentou apenas modesto efeito de perda de peso e ndo apresentou efeito
hipofégico caracteristico quando administrado nos animais com delecédo especifica de STAT5
em neurdnios do VMH, SF1-cre(*); STATSflox/flox
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Figura 19. Variacio do peso corporal (média = EPM) de camundongos machos SF1-cre®); STATSfloxflox nog
periodos de 14, 24, 38 e 48 horas ap0s reapresentacdo de dieta (painel superior) e ingestdo alimentar acumulada
(média + EPM) dos mesmos animais, nos periodos de 2, 4, 14, 24, 38 e 48 horas (painel inferior) apos
reapresentacdo de dieta. Dieta foi reapresentada 3 horas ap6s administragdo de GM-CSF ou veiculo icv, sendo
que em roxo esta representado o grupo que recebeu dose Unica de GM-CSF (n = 7) e em azul esta representado o

grupo que recebeu veiculo (n = 7).
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A figura 20, painel superior, apresenta um comparativo entre a variagdo do peso
corporal dos animais STAT5M¥flox ¢ SF1-cre©re); STATS¥MoX nos periodos de 14, 24, 38 e
48 horas apds reapresentacao da dieta que, por sua vez, se deu aproximadamente 3 horas apos
a administracdo de dose Unica de veiculo (2 ul), icv. Observa-se que 0s animais ndo
apresentaram diferenca na variagdo do peso corporal, em nenhum dos periodos analisados. Ja
0 painel inferior, da mesma figura, apresenta um comparativo entre a variacdo do peso
corporal dos animais STAT5M1¥foX e SF1-cre©®™); STAT5MMox nos periodos de 14, 24, 38 e
48 horas apds reapresentacao da dieta que, por sua vez, se deu aproximadamente 3 horas apos
a administracdo de dose Unica de GM-CSF (0,5 pg/2 ul). Podemos notar uma tendéncia de
diminuicdo do peso corporal dos animais STATS5M¥* em comparacdo aos animais SF1-
cre©e:; STATSMMlox em todos os periodos analisados, sendo que essa diferenca foi
significativa no periodo de 14 horas apds reapresentacdo do alimento, demonstrando que ha
efeito de genétipo na acdo anorexigena da citocina em questdo. Em relacdo a ingestdo
alimentar, ndo houve diferencas entre os animais STAT5MMox ¢ SF1-cre(©re™); STATSMXMox

em nenhum dos periodos analisados.
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Figura 20. Variagdo do peso corporal (média + EPM) de camundongos machos STAT5/ox (n = 7) e SF1-
cree; STATSMXMx (n = 7) que receberam dose Unica de veiculo icv, nos periodos de 14, 24, 38 e 48 horas
apos reapresentacdo da dieta (painel superior) e variacdo do peso corporal (média + EPM) de camundongos
machos STATSM¥fox (n = 7) e SF1-cre@®™; STAT5MMox  que receberam dose Unica de GM-CSF icv, nos

periodos de 14, 24, 38 e 48 horas ap0s reapresentacdo da dieta (painel inferior).
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4.7. Efeitos do tratamento com leptina ip em camundongos SF1-cre©e*); STATSfloX/flox ¢
STATS5Moxflox sohre a imunoexpresséo de p-STAT5 no VMH

A figura 21 apresenta microfotografias representativas da imunoexpressdo de p-
STAT5 no VMH dos grupos de animais controle, STAT5MMox e animais experimentais,
SF1-cree®); STAT5M¥MX apds injecéo intraperitonial de leptina (5mg/kg). Observa-se que a
leptina promoveu a fosforilagdo e a localizacdo nuclear de STAT5 no ARC e na regido
ventrolateral do VMH dos animais STAT5M1¥floxe SF1-cre(re); STATSM0X/flox,

STATSﬂOX/ﬂOX SFl_Cre(creH); STATsflox/flox

VEICULO

LEPTINA

Figura 21. Microfotografias representativas de VMH contendo neurdnios marcados para a forma fosforilada da
proteina STATS5, de animais tratados com leptina ou veiculo. ARC- nicleo arqueado; VMH — nlcleo

ventromedial.
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5. DISCUSSAO

O sistema nervoso central modula a ingestdo alimentar e o gasto energético para
manter o balango energético e o metabolismo dentro de uma janela homeostatica. Dentre 0s
circuitos hipotalamicos relacionados a essa fungdo, encontramos populaces neuronais que
regulam a fome e a resposta a saciedade, tais como o ARC, LHA, PVN, DMH e VMH (LEE
et al., 2008). Citocinas, tais como o fator neurotréfico ciliar (CNTF), leptina, fator estimulante
de col6nias de granuldcitos-macréfagos (GMCSF) e IL-6, por meio da ativacdo do receptor
JAK?2 e as vias dos transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STAT), medeiam muitas
vias metabodlicas para ativar sinais neuronais nessas regides, regulando o balanco energético
(LEE et al., 2008). Alguns estudos demonstraram que STAT3 € essencial para a regulacdo do
balanco energético em resposta a leptina e outras citocinas (GHILARDI et al., 1996 ; BATES
et al., 2003; XU et al., 2003; GAO et al., 2007). A expressdo de STATS foi detectada em
algumas areas envolvidas na regulacdo da alimentacdo e balanco de energia, incluindo o
ARC, DMH, VMH e a LHA, o que sugere um papel potencial para STAT5 na regulacédo da
homeostase energética (LEE et al., 2008).

Os resultados do presente estudo expandem os dados descritos na literatura acerca da
participacdo da STAT5 na regulacdo da homeostase energética, uma vez que analisamos 0s
efeitos da delecdo especifica de STAT5 em neurdnios que expressam SF1, especificos do
VMH, em camundongos. Para tal, utilizamos a metodologia cre-loxP para gerar animais SF1-
cre©e: STATSMXMox oy seja, animais com a delecdo citada. Assim, demonstramos que a
delecdo especifica de STATS5 nos neurbnios SF1 do VMH néo afetou o peso corporal e
ingestdo alimentar de animais machos e fémeas tratados com dieta regular ou dieta
hiperlipidica quando comparados aos camundongos controles, STAT5"¥flox Estudos prévios
acerca da importancia da via da STAT5 na homeostase energética ou importancia das acoes
da leptina no VMH no controle do peso e ingestdo alimentar, utilizando modelos animais
diferentes, demonstraram resultados diversos. Lee e colaboradores (2008) demonstraram que
camundongos com delecdo de STAT5 no SNC apresentaram, sob dieta normocaldrica,
obesidade grave e hiperfagia, comprovando a importancia de STAT5 em circuitos centrais no
controle do peso e ingestdo alimentar. Em relagdo ao modelo animal com dele¢do dos
receptores de leptina nos neurénios SF1, ha descri¢des na literatura de resultados divergentes:
Bingham e colaboradoes (2008) verificaram que os camundongos machos e fémeas com a
delecdo de LepR em neurdnios SF1, sob dieta normocaldrica, ndo apresentaram aumento de

peso corporal e ingestdo alimentar significativos em relacdo aos seus controles. No entanto,
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sob dieta hiperlipidica, machos e fémeas com a referida delecdo mostraram marcante
diferenca de peso corporal e uma pequena diferenca, mas significativa, na ingestdo alimentar,
em relacdo aos seus controles. Ja Dhillon e colaboradores (2006) verificaram significativa
diferenca de peso corporal entre machos e fémeas e seus controles tanto sob dieta
normocalorica quanto hiperlipidica, sendo que o aumento da ingestdo alimentar entre machos
e fémeas e seus controles foi observada apenas sob dieta hiperlipidica.

Outros dados importantes acerca da participacdo da STAT5 na homeostase energética
se verificam em trabalhos que utilizaram animais com delecdo de STAT5 em neurdnios que
expressam receptores de leptina. Singireddy e colaboradores (2013) e Pan e colaboradores
(2019) demonstraram que a dele¢do especifica da sinalizacdo de STATS5 nas a¢des da leptina
ndo tem efeito sobre a regulacdo do peso corporal em camundongos sob dieta normocaldrica.
Além disso, também néo foi verificada alteracdo na ingestdo de alimentos entre os animais
com a delecdo de STATS em neurdnios que expressam LepR e seus controles, sugerindo que
avia da STATS5 ndo é necessaria para os efeitos da leptina sobre a regulacao do peso corporal.
Por fim, o trabalho de Patterson e colaboradores (2012), demonstraram que camundongos
com delegdo do residuo de tirosina Tyrio77 do receptor de leptina, ou seja, que apresentam
blogueio da ativacdo especifica de STATS via receptor de leptina, apresentaram apenas
discreto aumento no peso corporal quando submetidos a dieta hiperlipidica. Esses autores
observaram também que ndo houve diferenca na ingestdo de alimentos em animais
alimentados com dieta normocalérica em ambos 0s sexos, mas a ingestdo cumulativa de
alimentos foi aumentada em camundongos com a delecdo citada sob dieta hipercaldrica, em
relagcdo aos seus controles, em ambos 0s sexos. Esses dados sugeriram um modesto impacto
da acdo da leptina no balanco energético mediada pela via de sinalizacdo da STATS,
notadamente sob desafio, como dieta hiperlipidica. Assim, nossos resultados sugerem gue a
via de sinaliza¢do da STATS5 nos neurdnios SF1 do VMH ndo desempenha agdo importante
na regulacéo do peso corporal e ingestdo alimentar.

Verificamos que a delecdo especifica de STAT5 nos neurénios SF1 do VMH néo
afetou o gasto energético e glicemia basal e nem exerceu efeito importante na tolerancia a
glicose avaliada pelo GTT de animais SF1-creC®*); STAT5"MoX machos e fémeas, tratados
com dieta normocalérica, quando comparados aos camundongos controles, STAT5MoX/flox
Além disso, a delecéo especifica de STATS5 nos neurdnios SF1 do VMH também néo afetou a
glicemia basal de animais machos e fémeas SF1-creC®"); STAT5M¥Mox tratados com dieta
hiperlipidica quando comparados aos camundongos controles, STAT5M"fX Também

observamos que as concentracOes séricas de leptina e insulina ndo tiveram diferencas
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estatisticas entre os grupos de animais machos e fémeas sob condi¢des de dieta normocalorica
ou hiperlipidica, excetuando para as concentracbes sericas de insulina encontrados nos
animais machos SF1-cre®®*); STAT5M¥flox 5oy dieta normocalérica, que foram menores do
que nos animais controle, STAT51¥fx Sape-se que 0 VMH desempenha um papel critico
no controle homeostatico dos niveis de glicose no sangue, equilibrando a producao de glicose
no figado e a utilizacdo de glicose nos tecidos periféricos, como musculo esquelético, tecido
adiposo marrom e coracdo (SHIMAZU, MINOKOSHI, 2017). Além da acdo da leptina nos
neurdnios do VMH, os neur6nios sensiveis a glicose do VMH tém demonstrado contribuir
para a manutencdo da homeostase da glicose. Alguns desses neurdnios parecem ser
responsaveis pelo controle da utilizacdo de glicose periférica em resposta a hiperglicemia
aguda enquanto outros controlam a producdo de glicose hepéatica em resposta a hipoglicemia
(SHIMAZU, MINOKOSHI, 2017).

Assim como nos resultados do presente estudo, a homeostase da glicose ndo foi
impactada em animais com delecdo de STAT5 nos neurdnios responsivos a leptina (PAN et
al., 2019), em animais com delecdo de LepR nos neurdnios SF1 (BINGHAM et al., 2008) e
nem em animais com delecdo do residuo de tirosina Tyrio7z do receptor de leptina
(PATTERSON et al., 2012). J& em relacdo as concentra¢Bes séricas de leptina e insulina, ao
contrario dos nossos achados, foram registradas concentracGes elevadas de insulina e leptina
em camundongos com delecdo de STAT5 no SNC em comparagdo com seus controles,
caracterizando um quadro de hiperleptinemia e resisténcia a insulina nesses animais (LEE et
al., 2008). Bingham e colaboradores (2008) também observaram que os animais com delecéo
de LepR nos neur6nio SF1 séo hiperinsulinémicos. Entretanto, as concentracdes de insulina
ndo diferiram entre os animais com delecdo do residuo de tirosina Tyrio77 do receptor de
leptina e seus controles, em animais alimentados ou em jejum de ambos 0s sexos e tipos de
dieta. Acerca dos niveis circulantes de leptina, houve sutil diferenca em camundongos fémeas
com a delecdo citada, sob condi¢des de dieta normocalérica; ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os gendétipos nos animais alimentados com HFD, independente do sexo
(PATTERSON et al., 2012).

No geral, nossos dados sugerem que a STAT5 presente nos neurénios SF1 do VMH
ndo desempenha um papel direto significativo nos niveis séricos de leptina e insulina por
meio de sua ativacdo pela leptina. Além disso, podemos concluir que STAT5S presente nos
neurdnios SF1 do VMH, assim como nos neurbnios responsivos a leptina, ndo tem papel

significativo no metabolismo glicémico.
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Lee e colaboradores (2008) demonstraram que a delecdo de STAT5 no sistema
nervoso central resultou em alteracdo da regulacdo do gasto energético, apresentado por meio
da taxa metabdlica basal reduzida nos machos sob dieta normocalodrica. A delecdo de LepR
nos neurdnios SF1 também acarretou na diminuicdo do gasto energético em animais sob dieta
hiperlipidica (DHILLON et al., 2006; BINGHAM et al., 2008). J4 os animais machos e
fémeas com delecdo do residuo de tirosina Tyrio77 do receptor de leptina apresentaram um
balanco energético levemente positivo, em relacdo aos controles, provavelmente devido ao
aumento da ingestdo de alimentos. Além disso, ndo ocorreram alteracbes no quociente
respiratério (QR) em ambos os sexos (PATTERSON et al., 2012).

Podemos concluir, a respeito dos nossos achados e somados aos dados presentes na
literatura que a acdo da leptina nos neurdnios SF1 se apresenta importante para a manutencéo
da taxa metabdlica basal apenas sob condicGes de dieta hiperlipidica e, embora a STAT5
presente no sistema nervoso também desempenhe papel importante na manutencdo da taxa
metabdlica basal, ndo se pode atribuir um papel significativo da STAT5 presente nos
neurdnios SF1 do VMH nesta funcdo, como também sugere-se que a importancia da STAT5
na manutencdo da taxa metabolica basal seja para além dos efeitos resultantes da acdo da
leptina.

Como descrito anteriormente, vérias citocinas e outros fatores ativam muitas das vias
de sinalizacéo envolvidas no equilibrio energético (LEE et al., 2008). Dentre essas citocinas e
fatores, podemos citar o hormdnio de crescimento, prolactina, eritropoetina e fator
estimulador de coldnias de granulécitos e de macréfagos (GM-CSF) que, dentre outros,
promovem a fosforilagéo e a ativacdo transcricional de STAT5 em neurdnios hipotaldamicos
(LEE et al., 2008). Tendo em vista que o efeito hipofagico do GM-CSF é atenuado em
animais com delecdo de STAT5 no SNC (LEE et al., 2008), sugere-se que o GM-CSF
também desempenhe o seu papel importante na homeostase energética como mediador da
ativacdo da STATS nos neurbnios SF1, via JAK2. As analises da expressao de neuropeptideos
do ARC, feitas por Lee e colaboradores (2008), revelaram que a expressdao de mRNAS desses
neuropeptideos ndo ¢ alterada em camundongos com delecdo de STATS5 no SNC, indicando
que a agdo da STATS na homeostase energeética se da em outras regides cerebrais.

Os experimentos desenvolvidos para avaliar os efeitos da administragdo de dose Unica
de GM-CSF sobre o peso corporal e ingestdo de alimentos em camundongos machos SF1-
cre@e): STAT5MMox o seys controles, com dieta padrdo, demonstraram que o peso dos
animais diminuiram ap6s administracdo da citocina, icv, porém, o padrdo de resposta foi

diferente entre os dois grupos de genotipo. A diminui¢cdo do peso corporal nos animais do
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grupo controle foi mais persistente, sendo significativa 14, 38 e 48 horas, ap0s a
reapresentacdo da dieta, nos animais que receberam a citocina em relagcdo aos animais que
receberam veiculo, porém nos animais SF1-cre©®®: STAT5M¥Mlox 3 reducdo do peso foi
observada apenas 24 horas ap0s a reapresentacdo da dieta nos animais que receberam GM-
CSF, em relacdo aos animais que receberam veiculo. Acerca da ingestdo alimentar, os
animais do grupo controle tiveram hipofagia apds injecdo de GM-CSF. Contudo, nos animais
SF1-cre©e): STAT51¥Moxn30 houve reducio da ingestdo alimentar induzida pelo GM-CSF.

Reed e colaboradores (2005) verificaram que ratos e camundongos selvagens que
receberam dose icv de GM-CSF diminuiram significativamente a ingestdo de alimento j& nas
primeiras 4 horas apds a injecdo e essa supressdao durou pelo menos 24 horas apds o
tratamento, em associacdo com a diminuicdo do peso corporal apds 24 horas, mostrando,
assim como em nosso trabalho, os importantes efeitos de GM-CSF na homeostase energética.
Lee e colaboradores (2008) verificaram que, enquanto a administragdo icv de GM-CSF
resultou numa reducdo significativa do peso corporal e da ingestdo alimentar em
camundongos controle, esse efeito ndo foi observado em camundongos com delecdo de
STATS5 no SNC, indicando que, para esse efeito do GM-CSF, a via da STAT5 é necessaria.

A respeito dos resultados do presente trabalho, podemos atribuir, em parte, a
diminuicio do peso dos animais controle, STAT5M/Mox 3 correspondente diminuicdo na
ingestdo alimentar. Reed e colaboradores (2005) verificaram que a administracdo central do
GM-CSF causou ndo somente a diminuicdo da ingestdo de alimentos e perda de peso, como
também aumentou o gasto energético dos animais, enquanto a perda da sinalizacdo de GM-
CSF aumentou a ingestdo alimentar e diminuiu o gasto energético. Assim, a perda de peso
corporal apés administracdo de GM-CSF, verificada no presente estudo, poderia ser atribuida
a hipofagia e também a um aumento no gasto energético. Além disso, Reed e colaboradores
(2005) verificaram que a perda da expressdo de GM-CSF causou obesidade de inicio tardio
em camundongos, com um gasto de energia diminuido. Contudo, 0 mais importante a se
verificar € que a perda de peso corporal maior nos animais controles em relagcdo aos animais
experimentais — periodo de 14 horas ap0s a administracao da citocina — comprova o efeito do
genotipo na agdo da citocina e a importancia do papel da STATS5 presente nos neurdnios SF1
nas agdes do GM-CSF na homeostase energética.

Vale ressaltar, no entanto, que o ganho de peso corporal observado em animais com
delecdo de STATS5 no SNC foi maior do que o observado em camundongos com dele¢do

global do gene que expressa 0 GM-CSF, confirmando a participacdo da via de sinalizacéo de
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STAT5 em mdltiplos mecanismos, ndo somente nos efeitos de GM-CSF na homeostase
energética (LEE et al., 2008).

Ao realizarmos a imunofluorescéncia para p-STATS5, ap6s tratamento com leptina ip,
observamos a proeminente expressdo de p-STAT5 no ARC dos animais controles,
STATS5MXMox e experimentais, SF1-cre©®*); STAT5MMoX e na subdivisdo ventrolateral do
VMH (VMHUvI). N&o se observou presenca de STAT5 na subdivisdo dorsomedial do VMH
(VMHdm), local onde se encontram, predominantemente, os neurdnios SF1 ativados por
leptina (SOHN et al., 2016). Sabe-se que a leptina ativa diretamente os neurénios SF1 do
VMH (DHILLON et al., 2006) e também que o receptor de leptina ativa as vias de STATL,
STAT3 e STATS5 em cultura de células HEK293, COS, HIT-T15 e RIN-M5F (GONG et al.,
2007; HEKERMAN et al., 2005; BANKS et al., 2000; BAUMANN et al., 1996). Entretanto,
a auséncia de ativacdo da STATS nos neurdnios SF1 apos tratamento com leptina observada
reforca ainda mais que a STAT5 ndo desempenha papel importante na acdo da leptina in vivo.
Para a visualizacdo de STAT5 por meio de imunofluorescéncia, faz-se necessaria a realizacéo
deste método para p-STATS apoés tratamento com GM-CSF icv, jd que, como mencionado
anteriormente, GM-CSF aumenta a expressao de STATS5 nuclear em neurdnios hipotalamicos
(LEE et al., 2008).
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6. SUMARIO E CONCLUSAO

Ap6s andlise de parametros metabdlicos em animais SF1-cre©®*); STAT5MX/fox g geys
controles, STAT5M1¥Mox gbservamos:
e Peso corporal e ingestdo de alimentos similares entre os grupos, independente do sexo

e do tipo de dieta (dieta normocalorica ou hiperlipidica).

Consumo de O», producdo de CO> e de calor similares entre 0s grupos, independente

do sexo, tratados com dieta normocaldrica.

Glicemia basal similar entre os grupos, independente do sexo e do tipo de dieta
Resposta aos testes de tolerancia a glicose similar entre os grupos, independente do

sexo, tratados com dieta normocaldrica.

Niveis séricos de leptina similares entre os grupos, independente do sexo e do tipo de

dieta.

Niveis séricos de insulina similares entre os grupos de animais fémeas, independente

do tipo de dieta.

Niveis séricos de insulina mais elevados no grupo de animais machos controle em

relacdo aos animais SF1-cre©®*); STAT5M¥Mox tratados com dieta normocalérica.

Niveis séricos de insulina similares entre os grupos de animais machos tratados com

dieta hiperlipidica.

Apds administracio de dose Gnica de GM-CSF icv em animais machos SF1-cre*:
STATS¥flox e seys controles, STATS¥MX  gbservamos:
e Reducdo do peso corporal e ingestdo alimentar no grupo de animais controles,
ST AT loxflox
e Nos animais SF1-cre©®*);STAT51¥Mox nag houve redugdo da ingestdo alimentar
induzida pelo GM-CSF
e Maior reducio do peso corporal no grupo de animais controles, STAT5"Mox quando

comparado ao grupo de animais SF1-cree*); STATSM0X/flox

Em resumo, considerando os dados da literatura, somados aos obtidos no nosso
trabalho, concluimos que, embora a STAT5 seja importante no controle do balango

energetico, a via de sinalizacdo mediada por STATS5, presente nos neurénios SF1 do VMH,
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ndo € necessaria na regulacdo da homeostase energética tanto em condi¢des de dieta regular
como sob dieta obesogénica. Por outro lado, esta via de sinalizagdo em neurdnios SF-1 do
VMH contribui para os efeitos do GM-CSF na homeostase energética. A ativacdo da STAT5S
por meio da citocina GM-CSF promove um efeito anorexigeno e de perda de peso no
organismo, sendo que o0s neurdnios SF1 contribuem significativamente para esse efeito.
Assim, nossos dados trazem informacGes relevantes que expandem os achados da literatura e
tém o potencial de contribuir para as elucidacbes acerca dos mecanismos relacionados a

regulacao do balanco energético.
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