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INTRODUCAO:

A obesidade est4 associada a um estado de inflamac&o cronica de baixo grau, caracterizada pela
expressdo de marcadores pré-inflamatorios nos tecidos metabdlicos e na circulacdo
(PURKAYASTHA e CAl, 2013). Estudos em animais com obesidade induzida pela dieta mostraram
que tanto a inflamacéo periférica quanto o aumento da sinalizagdo inflamatdria no hipotalamo estéo
relacionados ao desenvolvimento de resisténcia central a leptina (WANG et al, 2012; THALER et al,
2012). A resisténcia a leptina, por sua vez, pode estar vinculada a uma falha no transporte da leptina

ou a deficits nos mecanismos de sinalizacdo intracelular a jusante da leptina (YAZDI et al, 2015).

A leptina é um horménio circulante, secretado por adipdcitos, que desempenha papel regulador
da homeostase energética (ZHOU e RUIL, 2013). Os receptores de leptina sdo expressos em todo o
corpo, incluindo o sistema nervoso central, onde a leptina atua para regular a funcéo neuroenddécrina,
0 comportamento alimentar e o gasto energético (KELESIDIS, 2010). A acao bioldgica da leptina é
mediada pela forma longa do receptor de leptina (LEPRD), que é expressa em muitas areas do cérebro,
incluindo o hipotalamo (ZHOU e RUIL, 2013). A ligacdo da leptina ao LEPRDb ativa a JAK2,
iniciando vérias vias de transducdo de sinal que agem para regular o balanco energético e o peso
corporal. A transducdo da sinaliza¢do de leptina é marcada pelo aumento da fosforilacdo do STAT3
(VELLOSO e SCHWARTZ, 2011), um fator critico de transcri¢do para as a¢@es antiobesidade da
leptina (MORRIS e RUI, 2009).

Ainda, o hipotdlamo contém varios subnucleos, dos quais 0 nucleo arqueado € um importante
local de acdo da leptina, ja que esse hormonio tanto inibe os neuropeptidios NPY e AgRP que séo
orexigénicos e aumentam a ingestdo alimentar, bem como estimula POMC, que por sua vez ativa

fatores anorexigénicos, como aMSH que inibem a ingestdo alimentar (CONE, 2005). Além disso,
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pesquisas relataram que a ingestdo alimentar de acidos graxos pode afetar e regular a atividade génica
nos tecidos adiposos (VAN DIJK, 2009). Dessa forma, a diminui¢cdo da ingestdo de &cido graxo
saturado e 0 aumento da ingestdo de acidos graxos poliinsaturados podem reduzir a concentragédo de
leptina (RESELAND, 2001). Portanto, parece que o tipo de gordura na dieta também influencia a
concentracdo plasmatica de leptina (ROJO-MARTINEZ, 2000).

Dados do nosso grupo mostraram que 0 consumo de uma pequena quantidade de éleo de coco
(CO), oleo vegetal composto por cerca de 90% de &cidos graxos saturados, dos quais 60 a 63% sao
acidos graxos de cadeia média, por oito semanas acarretou aumento do peso, maior percentual de
gordura, reducdo do gasto energético e desencadeou um perfil inflamatoério tanto a nivel central
quanto periférico em camundongos Swiss saudaveis (VERAS et al, 2021). Com isso, torna-se
importante investigar a acdo da leptina frente as alteragdes metabdlicas encontradas decorrentes da
suplementacdo com 6leo de coco. Nesse contexto, o objetivo geral do presente estudo foi investigar
os efeitos da suplementacdo com Oleo de coco na sinalizagdo hipotalamica da leptina em

camundongos Swiss.

METODOLOGIA:

Inicialmente, os procedimentos experimentais foram submetidos a aprovacdo da Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Utilizamos
camundongos machos (Mus Musculus), da linhagem Swiss, com 5 semanas de vida e com peso
aproximado de 20g, obtidos da col6nia do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Os animais
foram mantidos, no biotério com ciclo de luz de 12 horas (claro/escuro) e com temperatura controlada

(22-24°C), em gaiolas individuais e com livre acesso a gua e ragao.

Os camundongos foram randomicamente distribuidos em cinco grupos experimentais e
suplementados oralmente por 8 semanas com 300uL de agua para o grupo controle (CV), com 100
ou 300uL de 6leo de coco extravirgem (CO100 e CO300, respectivamente) € com 100 ou 300uL de
6leo de soja (SO100 e SO300, respectivamente). Os volumes da suplementacdo foram pensados de
acordo com a recomendacdo de ingestdo de gordura saturada, que corresponde a no maximo 10% da
dieta (REEVES et al, 1993), equivalendo a 100pL. Enquanto o volume de 300uL ¢ uma quantidade
supra fisioldgica para mimetizar o consumo adicional do 6leo de coco a dieta. Por fim, a massa

corporal foi medida semanalmente.

Na oitava semana de suplementacédo, os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas e
em seguida foram estimulados com leptina (5 mg/kg), via intraperitoneal. Posteriormente ao estimulo,
os animais foram realimentados e testados, durante o periodo de vigilia, no Comprehensive Lab

Animal Monitoring System (CLAMS, Columbus Instruments, Columbus, OH) para mensuragdo da
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ingestdo alimentar, gasto energético e quociente respiratorio apés trés horas da injecdo de leptina,
conforme Garcia-Galiano et al (2017). O CLAMS foi instalado sob temperatura ambiente constante
(22°C) e ciclo claro / escuro (12 h). Para este ensaio, os camundongos foram previamente adaptados,

durante 12 horas, em gaiolas individuais.

Ao final do periodo de suplementagdo, a leptina (2.5 mg/g) foi administrada, via
intraperitoneal, nos camundongos e apds 30 minutos (GARCIA-GALIANO et al, 2017) os animais
foram anestesiados, via intraperitoneal, com Ketamina (100 mg/kg) e Xilasina (5 mg/kg) e,
posteriormente decapitados para a coleta do hipotalamo para as devidas analises moleculares (QPCR-
real time e Western Blotting).

Os resultados estdo apresentados em média = SEM. Os efeitos da suplementacao do 6leo de
coco foram comparados entre si e com o grupo controle, utilizando a analise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida de Turkey. Para analisar a agdo da leptina, entre dois grupos de
amostras independentes, foi aplicado o teste T de Student. GraphPad Prism 8 foi o software aplicado

a todas as analises estatisticas. Os valores de P <0,05 foram considerados significantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os animais suplementados com 6leo de coco, independentemente do volume, por 8 semanas,
apresentaram tanto um aumento do ganho de peso corporal quanto reducdo do gasto energético, no
ciclo escuro, quando comparado ao grupo controle (fig. 1a e 1c, respectivamente). Quanto a ingestdo
alimentar e ao coeficiente respiratério, observa-se que ndo houve diferenca entre 0s grupos
experimentais (fig. 1b e 1d, respectivamente). Entretanto, apds o estimulo com leptina, nota-se uma
diminuicdo no coeficiente respiratorio e no consumo dietético de todos 0s grupos, apesar de nesse
ualtimo parametro haver um tendencia de redugdo menor para o grupo CO300 + leptina, quando
comparado ao CV + leptina (fig. 1b e 1d, respectivamente). A administragdo da leptina aumentou o
gasto energético do grupo CV. Contudo, a leptina ndo foi capaz de aumentar o gasto energético dos

animais suplementados com CO (fig. 1c).

Para investigar a acdo da leptina sob os neuropeptideos, avaliou-se a expressdo génica de
NPY, AGRP e POMC no hipotalamo dos animais suplementados com CO. Observa-se que houve
um aumento do transcrito de NPY em ambos os grupos CO em relagéo ao grupo CV (fig. 2a). Além
disso, a presenca de leptina reduziu a expressdo génica tanto de NPY quanto de AGRP em todos os
grupos (fig. 2a e 2b), bem como aumentou o transcrito de POMC apenas no grupo CV, ou seja, a
leptina ndo foi eficaz em elevar a expressdo génica de POMC nos animais suplementados com CO
(fig. 2c).
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Em seguida, avaliou-se os efeitos da suplementagdo com CO na via de sinalizacdo da leptina
no hipotalamo. E percebe-se um aumento da fosforilacdo de STAT3 nos grupos CO100 e CO300 em
relacdo ao CV (fig. 3b). Tal fato pode ter ocorrido devido ao quadro inflamatério, incluindo aumento
do transcrito de IL-6 no hipotadlamo, desencadeado pela suplementacdo com CO como observado no
estudo anterior do nosso grupo (VERAS et al, 2021). Todavia, nos grupos CO100 e CO300 a leptina
ndo foi capaz de promover a fosforilagdo de STATS3, no hipotalamo, nos mesmos niveis do observado
no grupo CV (fig. 3b). Por outro lado, o estimulo com leptina aumentou a fosforilacdo de JAK2 nos

grupos CV e C0O100, mas nao no grupo CO300.
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Figura 1. Mensuragdo de ganho de peso e parametros metabdlicos por respirometria apés 8 semanas de suplementagdo com
6leo de coco (CO100 ou CO300) ou agua (CV) e estimulo com leptina. (A) Ganho de peso ao final do periodo de suplementacéo;
(B) Ingestdo Alimentar ao final do periodo de suplementacédo e apds 3 horas do estimulo com leptina (5mg/g); (C) Gasto Energético
ao final do periodo de suplementacéo e apds 3 horas do estimulo com leptina (5mg/g); (D) Coeficiente Respiratdrio ao final do periodo
de suplementacéo e apds 3 horas do estimulo com leptina (5mg/g). Dados sdo mostrados como médiat SEM; # vs. CV; * vs. respectivo
grupo sem estimulo com leptina; t vs. CV + Leptina, indicam diferengas estatisticas para p<0.05; n = 4-10 animais por grupo.
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Figura 3. Expressdo génica de RNAm de Neuropeptideos no hipotalamo de camundongos suplementados por 8 semanas com
6leo de coco (CO100 ou CO300) ou agua (CV) e estimulados, via IP, com leptina (2,5 mg/g). (A) NPY; (B) AGRP; (C) POMC.
Dados sdo mostrados como médiat+ SEM; # vs. CV; * vs. respectivo grupo sem estimulo com leptina; t vs. CV + Leptina, indicam
diferengas estatisticas para p<0.05; n = 4 por grupo.
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Figura 2. Expressao proteica no hipotdlamo de camundongos suplementados por 8 semanas com éleo de coco (CO100 ou CO300)
ou agua (CV) e estimulados, via IP, com leptina (2,5 mg/g). (A) Representacdo do Western Blotting(B) pSTATS3; (C) pJAK2. Dados séo
mostrados ¢ Dados sdo mostrados como média+ SEM; # vs. CV; * vs. respectivo grupo sem estimulo com leptina; t vs. CV + Leptina,
indicam diferencgas estatisticas para p<0.05; n = 3 animais por grupo.

CONCLUSAO:

O consumo de CO, por 8 semanas pode desencadear a resisténcia central a leptina nos
camundongos Swiss saudaveis com efeitos importantes sobre o gasto energético e expressao de

neuropeptideos.
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