Além de sua reconhecida acao neuroprotetora, o fator neurotroéfico ciliar
(CNTF) tem a capacidade de atuar sobre o metabolismo energético (1, 2,
10,11). Esta propriedade do CNTF tem atraido grande interesse em virtude
da similaridade de seus efeitos com aqueles produzidos pelo horménio
Iephna sobre o compor e a do do peso
corporeo (12). Em camundongos obesos da linhagem ob/ob, que nao
produzem a forma funcional da leptina, bem como em camundongos da
linhagem db/db, cujo receptor para a leptina ndo é funcional, o
tratamento com CNTF é capaz de induzir perda de massa corporea (4).
Recentemente, verlllcou-se que o CNTF tambem é capaz atuar sobre os
pela ter do
metabolismo da gordura marrom (GM) (2,7). A aplicacdo subcutanea de
CNTF em camundongos adultos que apresentavam obesidade induzida
por dieta levou a um aumento da expressédo da proteina desacopladora
mitocondrial UCP1 na gordura marrom (2). Contudo, ainda nao se
conhece o mecanismo pelo qual o CNTF aumenta a express@o da UCP1
nesse tecido. Quanto a leptina, sabe-se que sua capacidade de aumentar
a expressao génica da UCP1 é dependente de inervacdo simpatica da
gordura marrom (9). Recentemente, verificamos em nosso Iaboratono que
o tratamento com CNTF reduziu a idade de lij nos p
da gordura marrom e o crescimento corporal de ratos (8).
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A andlise do indice de massa de gordura (GMIi) na idade P7, definido como
sendo o cociente entre peso da gordura marrom (PG) e peso corporal (PC), nao

Outros autores observaram que o tratamento desses animais com leptina

ém reduziu seu il 1to corporal (13). Contudo, ndo se sabe se
tais efeitos estao relacionados com possiveis alteracdes da expresséo da
UCP1 na gordura marrom dos ratos neonatos. Sendo assim, o presente
trabalho teve como objetivo investigar a expressao da UCP1 durante o
tratamento desses animais com CNTF ou leptina.

viE |

Tratamento Subcutaneo por 5 dias (P2-P7)

CNTF
0,25 pg/g/dia,

leptina
0,3 pg/g/dia

Gordura Marrom Interescapular

Andlise Histologica, Western Blot para UCP-1 e Real-Time PCR (mRNA UCP1)
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0| Efeito dos tratamentos sobre o crescimento dos animais

Taxa de Crescimento

4 5
Idade dos animais

o h do cr dos animais entre P2 e P7 mostrou
que os ratos tratados subcutaneamente com CNTF tiveram um ganho de
peso significativamente maior que os tratados com leptina e menor que
os animais do grupo controle (PBS). O crescimento dos animais do grupo
CNTF comecou a apresentar diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle na idade P4 (p<0,01). Tal diferenca se manteve até a idade P6 e
aumentou na idade P7 (p<0,001). Por sua vez, os animais do grupo
tratado com leptina também exibiram menor crescimento corporal a partir
da idade P4, quando comparados ao grupo controle (p<0,001). Além
disso, a partir da idade de P5, o peso corporal dos animais tratados com
leptina foi significativamente inferior ao dos animais tratados com CNTF
(p<0,001). Andlise estatistica: ANOVA seguida do teste de Student-
Newman-Keuls.

diferencas entre os grupos tratados com CNTF ou leptina
(0,0056+0,0003 e 0,0053+0,0002, respectivamente; p>0,05). Por outro lado, ambos
0s grupos apresentaram GMIi significativamente menor que os animais do grupo
controle (0,0067+0,0002;p<0,01), (médiate.p.m.; * p<0,01). Andlise estatistica:
ANOVA seguida do teste de Student-Newman-Keuls.

O/ Analise morfologica dos adipocitos

A andlise histolégica da gordura marrom interescapular evidenciou que nos
animais tratados com CNTF (Figura A) ou Ieptlna (Flgura B) durame 5 dias (P2-
P7) houve reducédo do tamanho das dos

comparado ao observado nos animais controle (Figura C). Nestes ultlmos,
todos os adipécitos apresentaram vesiculas lipidicas de tamanho grande, médio
ou pequeno, com predominancia dos dois primeiros; sendo sua distribuicao
relativamente homogénea no tecido. Nos animais tratados com CNTF
predominavam os adipécitos contendo vesiculas médias. Estes se distribuiam
de maneira ndo homogénea no tecido. Além disso, pode ser observada grande
quantidade de adipécitos contendo vesiculas lipidicas muito pequenas, ou
mesmo destituidos delas. Por sua vez, nos animais tratados com leptina,
predominavam os adipdcitos de tamanho médio, com distribuicio mais
homogénea quando comparada ao observado no grupo CNTF. Ainda,
diversamente deste ultimo grupo, nos animais que receberam leptina foram
observados poucos adipdcitos com a0 total de lipid Barra=100pm.

0 Real-Time PCR

Expressao Génica Relativa ao PBS

LEPTINA

Os resultados do real-time PCR mostraram que houve reducéo significativa da
expressdo génica da UCP1 nos animais tratados com leptina em relacdo aos
animais controle (0,4286+0,12; p<0,01). Além disso, néo foi encontrada diferenca
significativa comparando-se os animais tratados com CNTF ao grupo PBS
(1,038+0,01; p>0,05). Asterisco indica diferenca significativa: * p<0,01. Analise
estatistica: teste t pareado comparando-se o grupo controle aos demais grupos.

O/ Analise da Expressao de UCP1 por' Western Blot

Densidade Optica Relativa ao Controle

LEPTINA

leptina

o-Tubulina B3

Expressao da UCP1 apés 5 dias de tratamento s.c. com PBS, CNTF
ou leptina. Os valores correspondem a densidade éptica obtida da
expressdao da UCP1 dividida pela densidade optica do controle
(PBS) (médiate.p.m). Foram encontradas diferencas significativas
entre o grupo controle e o grupo CNTF (0,299310,0613; p<0,0003).
Do mesmo modo, o tratamento com leptina (0,5344+0,0957;
p<0,0082) também diminuiu a expressdo da UCP1 em relacao aos
animais do grupo controle. Asterisco indica diferenca significativa:
** p<0,0003, * p<0,0082. Andlise estatistica: teste t pareado
comparando-se o grupo controle aos demais grupos.

O Fator Neurotrofico Ciliar (CNTF) tem acdo p
sobre motoneurdnios. Porem, tesles clinicos em portadores de
esclerose lateral i veri efeitos is importantes,
como a reducdo do peso corporal. Sendo este efeito similar ao
produzido pela leptina (LEP), cresceu o interesse por sua agdo no
tecido adiposo. Sabe-se que CNTF e LEP estimulam a capacidade
ter énica do tecido adi marrom pelo aumento da expresséo da
proteina UCP1 em ratos adultos. Contudo, ha poucos estudos sobre a
acao destas moléculas na expressdo de UCP1 em ratos neonatos. Este
estudo il igou o efeito do com CNTF e LEP sobre a
expressdo da UCP1 na gordura marrom desses animais. Ratos Wistar
neonatos (P2) foram tratados por 5 dias com dose diaria (s.c.) de CNTF
(0,25 pg/g; n=13), LEP (0,30 pg/g; n=11) ou PBS (n=11). O peso corporal
(pC) foi verificado diariamente e 24hs apds a ultima dose (P7) a gordura
marrom i lar (GMI) foi coletada e pesada (pGM) para obtencédo
do indice de gordura marrom (GMIi=pGM/pC). Foi realizada a analise da
histologia e da expressdo da UCP1, por Western Blot, neste tecido. Os
ratos tratados com CNTF ou LEP tiveram ganho de peso corporal (P2 a
P7) inferior ao dos controles. Em P7, ratos tratados com CNTF, LEP ou
PBS llveram taxas de cresclmenlo de 1,8910,03; 1,630,04 e 2,07+0,02
( p<0,001), O GMIi foi inferior nos
grupos CNTF (5,610,3) e LEP (5,3+0,2) quando comparados ao grupo
PBS (6 710, 2 p<0,f 01) A hlSlDngla da GMI corroborou estes resultados
ao das i nos grupos CNTF e LEP
em comparacdo ao controle. Por sua vez, ambos os tratamentos
reduziram a expressao protéica de UCP1 (CNTF 0,30:0,06; LEP
0,5310,10; Densidade Op!ica Relativa ao PBS; p<0,0003 e p<0,0082,
respectivamente). No que se refere a expresséo génica, verificou-se que
a LEP diminuiu a expressao de UCP1 (0,4286+0,12; p<0,01) em relagdo
aos animais controle (PBS), ao passo que o CNTF nao a alterou
significativamente (1,038+0,01; p>0,05). Sabe-se que em ratos neonatos
ha uma reducgéo da expressdo de mRNA UCP1 a partir do nascimento.
Embora nao tenha sido demonstrado, o mesmo deve ocorrer com a
expressdo da proteina. Nossos resultados sugerem que a
administragcdo de CNTF e LEP acelerou este processo, pelo menos com
relacéo a proteina. Além disso, a reducéo da proteina UCP1 nos animais
pode nao d apenas da red da lranscrlgao do seu
mRNA, mas de de pos-tr
como o sistema proteossomo-ubiquitina. Neste sentido, uma hipétese
plausivel e a de que em virtude da importancia da gordura marrom para
a ter em ratos exista neste tecido um mecanismo
de controle da i de gordura que dep da
regulacao da quantidade de UCP1.

0O CONCLUSOES E HIPOTESES

- Ambos os tratamentos provocaram diminuicéo do crescimento corporal e da massa da gordura marrom em relacéo ao grupo controle (PBS).

- Interessantemente, o CNTF e a leptina ndo induziram aumento de express@o génica e protéica de UCP1 como observado em roedores adultos (2, 3, 9).

- A reducéo da expressao gemca de UCP1 causada pela leptina foi acompanhada de queda da quantldade de protema O mesmo néo ocorreu com o CNTF,

pois a reducdo na expressao da proteina UCP1 por Western Blot nao foi

- Sendo assim, a reducdo da UCP1 nos néo

1hada de dimii na exp

génica.

apenas da diminuicdo da transcricio do seu mRNA, mas devem existir

mecanismos de regulacdo pos-traducionais sobre os quais o CNTF e a leptina parecem ter atuado. Neste sentido, ambos os tratamentos podem ter
ativado o sistema proteassomo-ubiquitina (5,6), que estaria envolvido na degradacao de UCP1.

- Portanto, em virtude da importancia do tecido adiposo marrom para a termogénese em ratos neonatos, pode existir neste tecido um mecanismo de

controle da

- nerentucus |

de gordura

que depende da regulacdo da quantidade de UCP1.
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