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RESUMO 

EFEITOS DA LEPTINA NA ADIPOGÊNESE E RESPOSTA INFLAMATÓRIA 

ASSOCIADA À ADIPÓCITOS 

Lohanna Palhinha do Amaral 

A leptina é uma adipocina essencial na modulação do balanço energético e peso corporal através 

da sua sinalização no hipotálamo, pela qual inibe a ingesta alimentar e induz o gasto energético. 

Além disso, a leptina tem efeitos periféricos importantes, que incluem a ativação de células do 

sistema imune e indução da formação de gotas lipídicas nessas células. Centralmente os efeitos 

lipolíticos da leptina no tecido adiposo são bastante definidos e perifericamente a leptina induz 

a formação de gotas lipídicas em vários tipos celulares. Contudo, as modificações induzidas 

pela leptina localmente nos adipócitos e sua influência na adipogênese não são totalmente 

esclarecidas na literatura. Estes efeitos locais da leptina são importantes na obesidade, onde 

existe resistência central à sinalização desta adipocina e provavelmente seus efeitos periféricos 

prevalecem. Nosso objetivo foi avaliar os efeitos da exposição dos adipócitos à leptina exógena 

in vitro na regulação da adipogênese e da liberação de mediadores inflamatórios. Para isso, nós 

diferenciamos a linhagem murina de pré-adipócitos 3T3-L1 na presença ou ausência de leptina, 

avaliando por Western Blot, ELISA/EIA e microscopia de fluorescência as células na fase não-

diferenciada (pré-adipócitos) e em três fases da diferenciação dos adipócitos. Durante a 

adipogênese em células controle, nós observamos uma diminuição na expressão de 

ADRP/PLIN2 e um aumento de Perilipina/PLIN1, o que foi anteriormente associado ao 

crescimento das gotas lipídicas. Quando as células foram diferenciadas na presença de leptina, 

a redução de PLIN2 e aumento de PLIN1 foram antecipados, sugerindo a predominância de 

gotas lipídicas grandes, como demonstrado pelas nossas imagens de microscopia. Também 

observamos que o tratamento com leptina induziu um aumento na expressão dos fatores pró-

adipogênicos PPARγ e SREBP-1c e de caveolina-1, proteína essencial para a formação de gotas 

lipídicas. Nós também investigamos a via de síntese de eicosanóides, sabidamente importante 

para a inflamação e adipogênese. Observamos uma diminuição na expressão de COX-1 e -2 e 

que este efeito foi potencializado pelo tratamento com leptina. Avaliamos dois dos produtos de 

COXs, as prostaglandinas D2 e E2, associadas à indução e inibição da adipogênese, 

respectivamente. Observamos que, em células controle, a PGD2 aumenta na primeira fase da 

diferenciação e é reduzida progressivamente ao longo da adipogênese, enquanto PGE2 é 

reduzida na primeira fase e mantida em níveis baixos. O tratamento com leptina manteve a 

secreção de PGD2 em níveis altos até as fases finais da diferenciação e não alterou PGE2, 

indicando que a leptina modifica o balanço de eicosanóides em células 3T3-L1, favorecendo a 

adipogênese. A citocina pró-inflamatória TNF-α teve sua expressão e secreção aumentadas ao 

longo da diferenciação, e o tratamento com leptina levou a uma antecipação deste aumento. 

Também demonstramos que a leptina é capaz de sinalizar através de seu receptor LepRb em 

adipócitos 3T3-L1, ativando as vias de PI3K/AKT/mTOR e JAK2/STAT3. Concluímos que a 

leptina antecipa o padrão de expressão e secreção de proteínas relacionadas à adipogênese e à 

inflamação que seria observado apenas nas fases finais da diferenciação em células controle. 

Em resumo, mostramos que na ausência de seus efeitos centrais, a leptina se comporta como 

um fator pró-adipogênico. Estes dados contribuem para o entendimento da ação metabólica da 

leptina e possivelmente para futuras terapias para a obesidade.  
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ABSTRACT 

EFFECTS OF LEPTIN ON ADIPOGENESES AND ADIPOCYTE-RELATED 

INFLAMMATORY RESPONSE 

Lohanna Palhinha do Amaral 

Leptin is an adipokine with essencial roles in the modulation of energy balance and body weight 

through its signaling in the hypothalamus, inhibiting food intake and inducing energy 

expenditure. Besides, leptin also has important peripheral effects, among which are the 

activation and recruitment of immune cells and the induction of lipid droplets formation in these 

cells. Centrally, the lipolytic effects of leptin towards the adipose tissue are well defined, while 

peripherally it’s known that leptin induces lipid droplet formation in various cell types. 

However, what modifications leptin can perform on its own producer cells, the adipocytes, and 

how leptin influences adipogenesis remain as elusive questions. During obesity, there is a 

central resistance to leptin's signaling and its peripheral effects probably prevail. Our aim was 

to evaluate the effects of adipocyte exposure to exogenous leptin in vitro in terms of 

adipogenesis and release of inflammatory mediators. For this purpose, we differentiated the 

murine lineage of preadipocytes NIH3T3-L1 in the presence or absence of leptin, monitoring 

cells in the undifferentiated state (preadipocytes) and in the early, middle and late phases of 

differentiation (adipocytes). During adipogenesis in control cells, we observed a decrease in the 

expression of ADRP/PLIN2 and an increase in Perilipin/PLIN1, which was previously 

associated to lipid droplets' enlargement. When cells were differentiated in the presence of 

leptin, PLIN2 reduction and PLIN1 increase were antecipated, suggesting the predominance of 

large lipid droplets, as demonstrated by our microscopy images. Also, leptin treatment 

increased the expression of proadipogenic factors such as PPARγ and SREBP-1c and of 

caveolin-1, a caveolae protein essencial for lipid droplet formation. Regarding inflammation, 

TNF-α had both its expression and secretion augmented as differentiation advanced. We also 

investigated the arachidonic acid pathway, known to play major roles in inflammation and 

adipogenesis, and observed a decrease in COX-1 and -2 expressions, enzymes that catalyze the 

production of prostaglandins. This decrease was potentiated by leptin treatment. Two of COXs 

products were evaluated, prostaglandins D2 and E2, associated with induction and inhibition of 

adipogenesis, respectively. In control cells, we saw an increase in PGD2 secretion in the first 

phase of differentiation, progressively decreasing along with adipogenesis, while PGE2 is 

reduced in the first phase and kept at low levels. Leptin treatment maintained PGD2 secretion 

at high levels until the final phases of differentiation and didn't alter PGE2, indicating that leptin 

shifts eicosanoid balance en 3T3-L1 cells, favouring adipogenesis. The secretion and 

expression of the proinflammatory cytokine TNF-α were augmented during differentiation, and 

leptin treatment antecipated this increase. We also showed that leptin is able to signal through 

its receptor LepRb in 3T3-L1 adipocytes, activating PI3K/AKT/mTOR and JAK2/STAT3 

pathways. We concluded that leptin antecipates the pattern of expression and secretion of 

adipogenesis- and inflammation-related proteins that would only been observed in later phases 

in control cells. In summary, we showed that, in the absence of its central signaling, leptin 

behaves as a proadipogenic factor. These findings contribute to the understanding of leptin’s 

metabolic actions and possibly for the development of future therapies for obesity. 
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1. Introdução 

A obesidade é caracterizada pelo aumento do peso corporal, desbalanço hormonal, e 

inflamação crônica de baixo grau. Pode ser causada por fatores genéticos, epigenéticos, 

ambientais e até mesmo psicológicos (Hotamisligil 2006). A ingestão de dietas hipercalóricas 

leva à hipertrofia do tecido adiposo devido ao armazenamento do excesso de calorias na forma 

de ácidos graxos (Guilherme et al. 2008; Hotamisligil 2006). O aumento da massa de tecido 

adiposo consiste em um maior acúmulo lipídico pelos adipócitos e na geração destes através da 

diferenciação de pré-adipócitos, processo altamente controlado chamado de adipogênese 

(Lefterova et al. 2014). Além disso, já foi demonstrado que a proliferação de células precursoras 

de adipócitos também é um evento importante para a hipertrofia do tecido adiposo (Jeffery et 

al. 2015). O tecido adiposo é um órgão endócrino importante no controle do peso corporal e 

balanço energético através da produção de adipocinas como a leptina (Varela and Horvath 

2012). A leptina tem efeitos centrais no hipotálamo, onde induz o gasto energético e a inibição 

da ingesta alimentar (Kwon, Kim, and Kim 2016; Varela and Horvath 2012). Além destes, a 

leptina tem efeitos periféricos em vários outros tipos celulares geralmente ativando vias de 

diferenciação (Scheller et al. 2010), de proliferação e sobrevivência, como demonstrado em 

células de câncer de mama (Blanquer-Rosselló et al. 2015; Wei et al. 2016) e células epiteliais 

(Fazolini et al. 2015), além de induzir a ativação de células do sistema imune, como 

demonstrado pelo nosso grupo em macrófagos (Maya-Monteiro et al. 2008). 

O aumento da massa adiposa ativa respostas inflamatórias relacionadas à hipóxia dos 

adipócitos e à lipotoxicidade provocada pelo excesso de ácidos graxos, elevando a produção de 

citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral (TNF)-α e a interleucina (IL)-6 e 

quimiocinas como a proteína quimioatrativa de monócitos (MCP)-1 por adipócitos e 

macrófagos residentes no tecido (Hotamisligil 2006; Hellmann et al. 2013; Ray, Mahata, and 

De 2016; Guilherme et al. 2008). A secreção desses fatores induz o recrutamento de células do 

sistema imune para o tecido adiposo, principalmente macrófagos, que então contribuem para a 

manutenção da inflamação. Já foi mostrado que TNF-α, uma das principais citocinas secretadas 

durante a obesidade, induz lipólise. A lipólise contribui de forma importante para o aumento de 

ácidos graxos livres na circulação observado em pacientes obesos. Os ácidos graxos livres 

podem ser tóxicos para as células e seu excesso acaba levando ao acúmulo ectópico de gordura, 

causando disfunção em células β e células musculares, por exemplo. Isto, combinado ao excesso 

de glicose no sangue e sobrecarga de células β devido à intensa produção de insulina, culmina 

no desenvolvimento de resistência à insulina que frequentemente evolui para o quadro de 

diabetes do tipo 2 (Hotamisligil 2006; Hellmann et al. 2013; Ray, Mahata, and De 2016; 

Guilherme et al. 2008). Outras comorbidades podem se desenvolver a partir do quadro de 
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obesidade: a deposição de placas de gordura em vasos sanguíneos pode levar à diversos 

problemas cardiovasculares (aterosclerose e ao infarto do miocárdio entre outros) e a ativação 

de vias de proliferação celular pode culminar no aparecimento de vários tipos de câncer 

(Bullwinkle et al. 2016; Maya-Monteiro and Bozza 2008). A obesidade vem sendo bastante 

estudada nas últimas três décadas. Porém, devido à complexidade e à influência da doença em 

praticamente todos os sistemas do organismo, a investigação sobre os mecanismos envolvidos 

nas alterações metabólicas se faz cada vez mais necessária. 

 

1.1. Epidemiologia da Obesidade 

A obesidade é uma doença inflamatória crônica cujos índices vêm crescendo 

progressivamente ao redor do mundo. Paradoxalmente, é ao mesmo tempo uma das doenças 

mais visíveis e mais neglicenciadas da atualidade. Segundo a Organização Mundial da Saúde 

(OMS 2016), em 2014, 39% da população adulta mundial tinha sobrepeso e 13% apresentava 

obesidade. O desenvolvimento de sobrepeso e a evolução para a obesidade tendem a aumentar 

com a facilidade de acesso a alimentos de baixo valor nutricional e ricos em gordura e açúcar, 

elevando cada vez mais o risco de incidência de comorbidades como aterosclerose, câncer e 

diabetes tipo 2, além de distúrbios psicossociais e econômicos de grande impacto. 

De acordo com a Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por 

Inquérito Telefônico (VIGITEL), os índices de sobrepeso e obesidade no Brasil em adultos 

cresceram de 43% e 11,9% em 2006 para 52,5% e 17,9% em 2014, respectivamente (Figura 

1.1) (Ministério da Saúde 2015). A classificação do estado nutricional é feita com base no índice 

de massa corporal (IMC), calculado através da fórmula: peso (kg)/altura² (m). O IMC maior ou 

igual a 25 é considerado sobrepeso e maior ou igual a 30, obesidade.  

A obesidade envolve o aumento do tecido adiposo, e isto implica não somente em um maior 

acúmulo lipídico nos adipócitos, mas também na proliferação de células precursoras e 

diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos para que o tecido se adapte à maior demanda de 

armazenamento (Jeffery et al. 2015). Este processo de diferenciação é chamado adipogênese. 
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Figura 1.1. Sobrepeso e obesidade no Brasil. Porcentagem de indivíduos brasileiros com sobrepeso e 

obesidade, no período de 2006 a 2014, de acordo com a VIGITEL. Total de 40853 entrevistas. Imagem 

adaptada de: http://portalsaude.saude.gov.br/images/pdf/2015/abril/15/PPT-Vigitel-2014-.pdf. 

 

 

1.2. Obesidade: metabolismo e inflamação 

O tecido adiposo tem duas funções principais: a de secretar as quantidades apropriadas de 

adipocinas e a de reduzir a circulação de ácidos graxos livres, estocando-os na forma de 

triacilgliceróis em suas gotas lipídicas. O aumento do peso corporal acompanha uma série de 

mecanismos compensatórios para recuperar a homeostase energética do organismo (Amitani et 

al. 2013). Dentre estes mecanismos, estão o aumento da secreção de leptina pelo tecido adiposo 

e o aumento da secreção de insulina pelas células β do pâncreas, devido ao aumento de glicose 

sanguínea (Amitani et al. 2013). O aumento exacerbado da massa de tecido adiposo que ocorre 

na obesidade eleva drasticamente os níveis circulantes de leptina, o que contribui para o 

desenvolvimento de resistência central a este hormônio, mais especificamente no núcleo 

arqueado (ARC) do hipotálamo (Bjorbaek 2009; Gonçalves et al. 2014). Além disso, a 

resistência à insulina está quase sempre presente em indivíduos obesos, devido à 

hiposensibilidade dos tecidos e consequente exaustão e disfunção das células β. Com isso, a 

indução da captação e do metabolismo de glicose e a inibição da ingesta alimentar ficam 

prejudicados. 

O consumo de dietas hipercalóricas leva a uma sobrecarga metabólica, com aumento na 

oferta de triglicerídeos e glicose. Inicialmente, o organismo compensa essa sobrecarga 

aumentando a produção de insulina pelo pâncreas, estocando lipídios no tecido adiposo e 

oxidando ácidos graxos no músculo (Hotamisligil 2006). Nesse estágio, onde a ingesta 

alimentar supera o gasto energético, o indivíduo começa a ganhar peso corporal, passando do 
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estado magro para o de sobrepeso. Uma vez mantida a sobrecarga metabólica, fatores como a 

lipotoxicidade dos ácidos graxos em excesso, a ativação de macrófagos residentes e a secreção 

de quimiocinas e citocinas, como MCP-1 e TNF-α, levam ao recrutamento de células do sistema 

imune para o tecido adiposo. A infiltração de macrófagos no tecido adiposo hipertrofiado é um 

aspecto importante no desenvolvimento da síndrome metabólica uma vez que potencializa a 

secreção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6 e TNF-α (Paniagua 2016; Hotamisligil 

2006; Maury and Brichard 2010; Guilherme et al. 2008). TNF-α é um potente indutor de lipólise 

e inibidor da síntese lipídica, contribuindo desta forma para o aumento de ácidos graxos 

circulantes e causando o acúmulo de triglicerídeos e lipídios ativados ectopicamente em 

hepatócitos, células β e células musculares, o que induz estresse e disfunção nessas células 

(Figura 1.2) (Guilherme et al. 2008; Greenberg et al. 2011). Em conjunto, esses fatores 

constituem a síndrome metabólica associada à obesidade, com o desenvolvimento de resistência 

a hormônios como a leptina e insulina. Com isso, aumentam os riscos do aparecimento de 

comorbidades como diabetes tipo 2 e aterosclerose. 

TNF-α inibe a expressão do receptor γ ativado por proliferadores de peroxissoma  (PPARγ) 

em vários estágios, incluindo a transcrição, estabilidade do RNAm e da proteína em si 

(Guilherme et al. 2008; Tang et al. 2006). Levando em conta a função essencial do PPARγ na 

indução do acúmulo lipídico (Lefterova et al. 2014; Christodoulides and Vidal-Puig 2010; 

Arimura et al. 2004), sua inibição acaba levando ao aumento de ácidos graxos livres circulantes, 

causando grande impacto na sensibilidade à insulina e processos inflamatórios. A ativação de 

quinases de Ser/Thr (resíduos que geralmente causam inibição da proteína quando 

fosforilados), já foi associada à ação dos ácidos graxos livres. A fosforilação inibitória das 

proteínas IRS (substratos do receptor de insulina) pode ser mediada por várias quinases, como 

JNK (quinase c-Jun N-terminal), IKKβ (inibidora da quinase do fator nuclear κB), PKCθ 

(proteína quinase θ), mTOR (alvo da rapamicina em mamíferos), dentre outras, em resposta aos 

ácidos graxos, que também são capazes de sinalizar via TLR4 (receptor semelhante a Toll 4), 

iniciando respostas inflamatórias. Além disso, o PPARγ é indispensável para a polarização e 

ativação de macrófagos. Odegaard e colaboradores mostraram que a deleção de PPARγ em 

células mielóides reduziu a polarização dos macrófagos para o perfil M2 (antiinflamatório), 

pré-dispondo os camundongos à obesidade induzida por dieta e à resistência à insulina 

(Odegaard et al. 2007). Devido às ações benéficas de PPARγ, agonistas da classe das 

tiazolidinedionas (TZDs) vêm sendo utilizados no tratamento da diabetes tipo 2 (Boden et al. 

2005). Portanto, a inibição de PPARγ por TNF-α contribui para a manutenção de um estado 

pró-inflamatório e metabolicamente alterado associado à obesidade. 
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A inibição da sinalização de insulina por TNF-α também acontece diretamente: semelhante 

aos ácidos graxos livres, TNF-α é capaz de reduzir a sinalização de insulina e o transporte de 

glicose. Estas ações são mediadas, pelo menos em parte, pela fosforilação inibitória de proteínas 

IRS e têm a participação das enzimas MAP4K4 (proteína quinase quinase quinase quinase 4 

ativada por mitógenos), JNK1/2 e ERK1/2 (quinase regulada por sinais extracelulares), ativadas 

por TNF-α (Bouzakri and Zierath 2007; Tesz et al. 2007). O grupo de Michael Czech 

demonstrou inclusive que a ativação de MAP4K4 induzida por TNF-α age inibindo PPARγ, 

C/EBPα (proteína ligadora da região intensificadora CCAAT), C/EBPβ e GLUT4 

(transportador de glicose) (Tang et al. 2006). 

 

 

Figura 1.2. Desenvolvimento da síndrome metabólica associada à obesidade. No estado magro, a 

glicose e os lipídios provenientes da dieta são captados pelas células, metabolizados e estocados. Com 

o consumo de dietas hipercalóricas, o excesso de lipídios e glicose causa uma sobrecarga metabólica, 

induzindo a liberação de moléculas de quimioatração, como MCP-1, para macrófagos. Os macrófagos 

residentes ativados em conjunto com os macrófagos recrutados da circulação, contribuem de forma 

importante para a secreção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α. Desta forma, ocorre indução da 

lipólise e inibição da síntese lipídica, o que reduz a β-oxidação e aumenta a liberação de ácidos graxos 

e lipídios ativados para a circulação. Consequentemente, os ácidos graxos livres e triglicerídeos 

acumulam-se ectopicamente em outros órgãos e tecidos, como o músculo esquelético e pâncreas, 

levando à disfunção das células musculares e células β. Além disso, TNF-α e ácidos graxos livres são 

capazes de reduzir a sensibilidade à insulina diretamente, ativando quinases como JNK1/2 e MAP4K4, 

que fosforilam o substrato do receptor de insulina (IRS) e o transportador de glicose GLUT4. Figura 

adaptada de Guilherme e cols, 2008. 
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Em resumo, a obesidade é acompanhada por profundas modificações metabólicas 

decorrentes da hipertrofia do tecido adiposo e excesso de calorias na dieta. O desenvolvimento 

de resistência central a hormônios como leptina e insulina e a perda de sensibilidade periférica 

à insulina, em conjunto com o estado inflamatório, caracterizam a obesidade como uma doença 

metabólica e inflamatória crônica. A redução de peso não é algo simples para indivíduos 

obesos: é uma questão de alterações metabólicas e perda da resposta a alguns hormônios, 

influenciada muitas vezes por fatores genéticos. O entendimento do metabolismo do tecido 

adiposo é importante para o desenvolvimento de futuros tratamentos contra a doença e melhoria 

da qualidade de vida dos pacientes. 

 

1.3. Adipogênese 

Os adipócitos constituem o tipo celular predominante no tecido adiposo. Têm uma 

morfologia característica, com grandes gotas lipídicas que ocupam quase a totalidade de seu 

citoplasma. A geração de adipócitos, conhecida como adipogênese, é um processo altamente 

regulado que envolve mudanças drásticas na morfologia e nas propriedades das células e 

consiste na diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos. Este processo difere da lipogênese 

por não ser um sinônimo de síntese lipídica: a adipogênese ocorre quando a lipogênese supera 

a lipólise, resultando no aumento do acúmulo lipídico. Para que a adipogênese ocorra, é 

necessário o estímulo de fatores associados à regulação do metabolismo lipídico e vias de 

anabolismo, ao passo que genes como PREF-1 (fator de pré-adipócitos 1), característicos de 

células não-diferenciadas, devem ser inativados. 

A família de fatores de transcrição C/EBP, foi a primeira a ser descrita como crítica para a 

diferenciação de adipócitos in vitro (White and Stephens 2010). Em 1997, Tanaka e 

colaboradores geraram camundongos deficientes para as proteínas C/EBPβ e C/EBPδ e 

mostraram que 85% dos animais morriam no estágio neonatal. Além disso, demonstraram que 

os camundongos selvagens possuíam gotas lipídicas no tecido adiposo marrom na região 

interescapular 20 h após o nascimento, o que não era observado nos camundongos deficientes 

(Tanaka et al. 1997). De fato, estes fatores têm a capacidade de se ligar a elementos responsivos 

no DNA mesmo com a cromatina ainda condensada e pouco acessível, constituindo então o 

primeiro aspecto da indução da adipogênese (Lefterova et al. 2014). Isto corrobora com os 

resultados obtidos por Tanaka e colaboradores, uma vez que sem estes dois fatores de 

transcrição iniciais, a adipogênese não tem início (Tanaka et al. 1997). A ligação de C/EBPβ e 

C/EBPδ induz sua própria expressão e a de outros fatores importantes como RXR (receptor de 

retinóide x) e STAT5A (proteína transdutora de sinal e ativadora da transcrição) que então 
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ligam-se à cromatina em um estado menos condensado, constituindo a primeira onda da 

adipogênese que ocorre horas após a sua indução. Os fatores da primeira onda estimulam a 

expressão das proteínas da segunda onda adipogênica, que ocorre por dias após a indução. 

Dentre essas proteínas estão o PPARγ, que se heterodimeriza com RXR já ligado aos seus 

elementos responsivos, C/EBPα e C/EBPβ (Figura 1.3). PPARγ e C/EBPα mutuamente 

induzem a expressão uma da outra e possuem sítios de ligação muitas vezes sobrepostos 

(Tontonoz and Spiegelman 2008). 

 

 

 

Figura 1.3. Mecanismos moleculares da adipogênese. Na fase de pré-adipócitos, as proteínas C/EBP 

ligam-se a regiões responsivas mesmo com a cromatina inacessível e induzem a expressão de fatores 

que darão prosseguimento ao processo de diferenciação, como as próprias C/EBP, GR, RXR e STAT5A. 

A ligação dessas proteínas a elementos responsivos no DNA ocorre h após a indução da adipogênese, 

fase em que a cromatina está mais acessível. Esse processo caracteriza a primeira onda da adipogênese. 

As proteínas da primeira onda induzem então a expressão das proteínas da segunda onda que ocorre dias 

após a indução da diferenciação. Estas proteínas então (PPAR, seu coativador RXR, e C/EBP) se ligam 

a regiões acessíveis de cromatina e resultam no amadurecimento dos adipócitos e manutenção de seu 

metabolismo. Figura adaptada de Lefterova e cols, 2014. 

 

Os sítios de ligação a PPARγ durante a indução da adipogênese são bastante similares na 

maioria dos depósitos de tecido adiposo. Porém, foi demonstrado que existem algumas regiões 

específicas às quais o PPARγ se liga que parecem estar relacionadas ao fenótipo e à localização 

dos adipócitos (tecido adiposo branco ou marrom, epididimal ou subcutâneo, por exemplo). 
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Curiosamente, a ligação de PPARγ a sítios característicos de cada tipo de adipócito parece estar 

associada à expressão de genes específicos que também contribuem para a caracterização da 

célula (Siersbaek et al. 2012). Portanto, PPARγ parece participar tanto da diferenciação 

adipocítica em geral quanto da caracterização dos diferentes adipócitos. 

Uma das proteínas classicamente conhecidas por sua função de ativação da síntese lipídica 

é a SREBP-1c (proteína ligadora do elemento regulatório de esterol), isoforma presente 

principalmente no fígado e tecido adiposo. A SREBP-1c é regulado em resposta à insulina 

(Eberlé et al. 2004) e é responsável pela ativação de proteínas associadas à lipogênese e à 

adipogênese, como ligantes de PPARγ (White and Stephens 2010). 

Sabe-se que a citocina pró-inflamatória TNF-α é um potente indutor da lipólise e inibidor 

de PPARγ (Guilherme et al. 2008). Em 1999, foi demonstrado por Stewart e colaboradores que 

o estímulo com TNF-α durante a indução da adipogênese in vitro levava a uma drástica redução 

na diferenciação e acúmulo lipídico nas células, assim como na expressão de PPARγ, C/EBPα, 

STAT1 e STAT5A e B. Enquanto isso, o tratamento com um agonista de PPARγ foi capaz de 

recuperar todos esses parâmetros, induzindo a adipogênese. Quando o agonista de PPARγ era 

administrado junto ao TNF-α no coquetel de diferenciação dos pré-adipócitos, a redução do 

processo adipogênico causada pelo tratamento com TNF-α sozinho não era observada (Stewart 

et al. 1999), corroborando com o papel essencial de PPARγ na progressão da adipogênese. 

Outra via que regula a expressão de PPARγ e, consequentemente, a adipogênese, é a via 

de produção de eicosanóides. Por ação da enzima fosfolipase A2 (PLA2), o ácido araquidônico 

é liberado por hidrólise de fosfolipídios de membrana. O ácido araquidônico é então convertido 

a leucotrienos pelas lipooxigenases ou à prostaglandina (PG) H2 pelas PGH2 sintases 

ciclooxigenases-1 e -2 (COX-1 e -2). A PGH2 sofre ação de outras sintases, dando origem a 

prostaglandinas como PGD2 e PGE2. É sabido que os produtos de COX têm grande influência 

na adipogênese, geralmente por modularem a expressão de PPARγ (Fujimori 2012). Foi 

demonstrado que PGE2 e PGF2α têm papéis anti-adipogênicos (Hu et al. 2016), enquanto PGD2 

e PGI2 (também conhecida como prostaciclina) estimulam a adipogênese e a sensibilidade à 

insulina (Fujitani et al. 2010; Khan et al. 2016). 

Embora a regulação da lipogênese (síntese lipídica) já tenha sido descrita como dependente 

de hormônios como a insulina (Eberlé et al. 2004), a regulação hormonal da adipogênese não 

foi suficientemente explorada até o presente momento, sendo um dos alvos deste trabalho. A 

adipogênese está diretamente relacionada ao aumento e à biogênese de gotas lipídicas, de forma 

que o estudo destas organelas se faz necessário para o entendimento da regulação deste 

processo. Além de sítios de armazenamento lipídico, as gotas lipídicas são consideradas hoje 

organelas celulares formadas por uma única camada lipídica, envolvidas em processos como 
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sinalização de insulina, síntese de eicosanóides, resposta à infecções e ativação celular (Mattos 

et al. 2010; Silva et al. 2009; Feingold et al. 2010; Toledo et al. 2016; Araújo-Santos et al. 2010; 

Accioly et al. 2008; Greenberg et al. 2011). Dentre as proteínas envolvidas na formação de 

gotas lipídicas e na regulação da sinalização e fluxo de ácidos graxos, estão as caveolinas e as 

proteínas da família das Perilipinas (PLIN). 

 

1.3.1. Caveolinas 

As cavéolas são microdomínios de membrana resistentes a detergentes (lipid rafts) ricos 

em colesterol e esfingolipídios. Estas invaginações membranares são abundantemente 

encontradas em adipócitos (Pilch and Liu 2011), e são capazes de potencializar vias de 

sinalização, participar de processos de endocitose e fluxo de ácidos graxos (Cohen et al. 2003; 

Codenotti et al. 2016; Yamamoto et al. 1998; Jasmin et al. 2006; Pilch and Liu 2011). A 

caveolina (CAV), uma das principais proteínas que constituem as cavéolas, tem a capacidade 

de se ligar a ácidos graxos, participando ativamente do fluxo transmembranar e armazenamento 

de ácidos graxos nas gotas lipídicas (Pilch and Liu 2011; Greenberg et al. 2011). Pol e 

colaboradores mostraram que ao aumentar o conteúdo lipídico no meio de cultura das células 

havia uma redistribuição de caveolinas, que migravam da membrana celular para a membrana 

das gotas lipídicas. Ao reduzir o conteúdo lipídico, os autores mostraram que este efeito era 

revertido (Pol et al. 2004). Desta forma, foi demonstrado que as caveolinas participam 

ativamente da regulação do fluxo de ácidos graxos nas gotas lipídicas.  

Em relação à regulação do metabolismo, sabe-se que as caveolinas são capazes de interagir 

com o receptor de insulina, potencializando sua sinalização (Yamamoto et al. 1998), o que 

justifica o fato de que camundongos deficientes para esta proteína serem resistentes à insulina 

(Cohen et al. 2003). Isto demonstra que cavolinas são importantes mediadores metabólicos e 

podem ser proteínas chave no estudo da obesidade e diabetes tipo 2. 

Cavolina-1 (CAV-1), a isoforma expressa mais abundantemente em células não 

musculares, como tecido adiposo e células endoteliais e epiteliais, também parece ter papéis 

importantes na inflamação. Sabe-se que a via do ácido araquidônico é responsável pela 

produção de eicosanóides, mediadores lipídicos essenciais para a resposta inflamatória. Chen e 

colaboradores demonstraram recentemente que a CAV-1 é capaz de se ligar à porção C terminal 

da COX-2 e induzir a degradação da enzima via proteassoma (Chen et al. 2010), indicando um 

mecanismo pelo qual a expressão de COX-2 é regulada e mantida em níveis homeostáticos. 

De forma interessante, foi proposto que a cavolina-1 pode participar também da 

regulação negativa da atividade das Janus quinase (JAK), função atualmente atribuída às 

proteínas da família SOCS (supressores da sinalização de citocinas) (Jasmin et al. 2006). As 
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proteínas SOCS são importante reguladores das vias de sinalização de várias citocinas e 

adipocinas, como a da leptina. A via JAK2/STAT3 ativada por leptina induz a expressão do 

gene de SOCS3, regulando-a negativamente através da inibição de JAK2 (Kwon, Kim, and Kim 

2016). Já foi mostrado que a expressão de SOCS3 está aumentada no hipotálamo de indivíduos 

obesos, podendo contribuir diretamente para a resistência à sinalização de leptina (Jasmin et al. 

2006). Além de similaridades na sequência genética entre caveolinas e proteínas da família 

SOCS, Park e colaboradores mostraram que camundongos deficientes para CAV-1 mantinham 

a ativação da via JAK2/STAT5a em glândulas mamárias (Park et al. 2002). Também utilizando 

a deleção de CAV-1 em camundongos, Razani e colaboradores mostraram que na ausência de 

CAV-1 há uma maior expressão de eNOS (óxido nítrico sintase endotelial), enzima presente 

em células endoteliais que produz óxido nítrico, um importante mediador pró-inflamatório e 

vasorrelaxante. Além disso, os autores mostraram ainda outra característica em comum entre 

os camundongos deficientes para CAV-1 e SOCS: as células detém uma maior capacidade 

proliferativa (Razani, Engelman, et al. 2001). De fato, vários trabalhos já demonstraram a 

função de supressão tumoral das proteínas SOCS em vários tipos de câncer (Niwa et al. 2005; 

Sutherland et al. 2004; Weber et al. 2005). De forma interessante, a associação de CAV-1 a 

essa função vem sendo bastante explorada (Jasmin et al. 2006; Razani, Schlegel, et al. 2001), 

corroborando com a hipótese de que CAV-1 se comporta como uma proteína da família SOCS. 

Logo, a caveolina-1 parece participar de processos essenciais para a adipogênese, tanto 

em relação ao acúmulo lipídico, quanto à resposta inflamatória e proliferação celular, sendo um 

importante alvo para o estudo molecular da obesidade. 

 

1.3.2. Perilipinas 

Na década de 90, o grupo de Londos descreveu pela primeira vez a perilipina e sua 

regulação mediada por hormônios. Sua denominação foi dada na época pela observação de que 

esta proteína estava na periferia de gotas lipídicas. Hoje a perilipina é chamada de PLIN1 

(perilipina 1) e faz parte de uma família de proteínas associadas a gotas lipídicas, a família das 

Perilipinas (Kimmel et al. 2010). Os autores mostraram que a perilipina era fosforilada pela 

proteína quinase A (PKA) mediante estímulos β-adrenérgicos e que a insulina reduzia essa 

fosforilação através da ativação de uma fosfatase (Egans et al. 1990). Além disso, os autores 

demonstraram pela primeira vez por imunomarcação que a perilipina (PLIN1) estava associada 

a gotas lipídicas de adipócitos (Greenberg et al. 1991). Quanto à sua regulação, foi observado 

que a fosforilação de PLIN1 pela PKA acontecia paralelamente à fosforilação de HSL (lipase 

sensível a hormônios), o que sugeria que a PLIN1 estava envolvida no processo de regulação 

da lipólise (Greenberg et al. 1991). A partir da descoberta de Londos, outras quatro proteínas 



11 
 

associadas a gotas lipídicas foram descritas: ADRP (proteína relacionada ao tecido 

adiposo/PLIN2) e TIP47 (do ingês tail interacting protein/PLIN3), S3-12 (PLIN4) e OXPAT 

(PLIN5) (Bickel, Tansey, and Welte 2009). Estas proteínas foram inicialmente agrupadas na 

família PAT (quando só tinham sido identificadas as proteínas Perilipina/ADRP/TIP47) 

(Bickel, Tansey, and Welte 2009) e recentemente foram agrupadas na família das Perilipinas 

(PLINs), como uma forma de unificar a nomenclatura (Kimmel et al. 2010). As proteínas desta 

família diferem em vários aspectos, dentre eles o tamanho, a estabilidade quando não estão 

ligadas às gotas, sua regulação transcricional e localização tecidual. Quanto à localização das 

PLINs, sabe-se que somente PLIN2 e 3 são ubiquitamente expressas, enquanto PLIN1 é 

expressa principalmente em adipócitos do tecido adiposo branco e marrom, PLIN4, no tecido 

adiposo branco e PLIN5, no coração e em alguns músculos de contração lenta (Brasaemle 

2007). Apesar disso, as PLINs compartilham semelhanças em sua sequência genética e a 

habilidade de participar da regulação do fluxo de lipídios nas gotas (Bickel, Tansey and Welte 

2009). Trabalhos recentes utilizando análise proteômica de gotas isoladas identificaram uma 

série de outras proteínas presentes nas gotas lipídicas, incluindo as que migram do citosol para 

as gotas sob estímulo de GTP, reforçando o papel destas organelas na regulação metabólica 

(Bartz et al. 2007). 

Durante o jejum prolongado, os níveis de insulina circulante encontram-se baixos e os 

níveis de AMP cíclico intracelular altos, o que induz ativação da enzima PKA. Esta ativação 

também pode decorrer de estímulos β-adrenérgicos que, através de receptores acoplados à 

proteína G, ativam a enzima adenilato ciclase aumentando os níveis de AMP cíclico. Uma vez 

ativada, a PKA regula uma série de proteínas cujas fosforilações convergem para a ativação de 

processos catabólicos e inibição de processos anabólicos, de forma a reestabelecer os níveis de 

ATP da célula. Duas das proteínas reguladas por PKA são HSL e PLIN1. Quando fosforilada, 

a HSL é translocada do citoplasma para a periferia das gotas lipídicas, acoplando-se à PLIN1. 

As modificações conformacionais causadas pela fosforilação de PLIN1 favorecem o acesso da 

HSL ao conteúdo lipídico das gotas. O diacilglicerol proveniente da hidrólise de triacilglicerol 

pela lipase de triglicerídeos do tecido adiposo (ATGL), também associada às gotas, é então 

convertido a monoacilglicerol pela HSL (Figura 1.4) e ainda hidrolizado a glicerol e ácido 

graxo pela lipase de monoacilglicerol (MGL). Os produtos da MGL são então exportados dos 

adipócitos para a circulação (Brasaemle 2007; Bickel, Tansey, and Welte 2009; Greenberg et 

al. 1991) . Devido à sua função regulatória, a PLIN1 muitas vezes é chamada de gatekeeper ou 

“porteira”. Nos períodos pós-prandiais, quando os níveis de glicose estão altos, a secreção de 

insulina é aumentada, o que inibe a lipólise e induz lipogênese. Neste caso, a ativação da PKA 

é inibida e a PLIN1 desfosforilada não “permite” o acesso de HSL às gotas lipídicas. 
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Figura 1.4. Regulação da lipólise por PLIN1. A ativação por catecolaminas (CA) de seus receptores 

β-adrenérgicos associados à proteína G levam à ativação da enzima adenilato ciclase que, por sua vez, 

aumenta os níveis de AMP cíclico intracelulares. O aumento de AMPc leva à ativação da proteína 

quinase A (PKA), que então fosforila uma série de proteínas, regulando-as positiva e negativamente. 

Dentre os alvos de PKA estão a HSL (lipase sensível a hormônios) e a PLIN1, proteína associada a gotas 

lipídicas de adipócitos. A fosforilação de HSL causa a sua translocação do citplasma para a periferia das 

gotas lipídicas, onde liga-se à PLIN1 fosforilada. A PLIN1, uma vez fosforilada, muda sua conformação, 

permitindo o acesso de HSL ao conteúdo lipídico das gotas. HSL então hidrolisa o diacilglicerol 

produzido por ATGL (lipase de triglicerídios do tecido adiposo) e seu co-fator CGI-58. (Brasaemle 

2007; Bickel, Tansey, and Welte 2009; Greenberg et al. 1991). Figura adaptada de Bickel e cols, 2009. 

 

A ADRP ou adipofilina, mais recentemente chamada de perilipina 2 (PLIN2), é uma 

proteína associada a gotas lipídicas. Brasaemle e colaboradores mostraram que a PLIN2 é a 

principal proteína em gotas lipídicas pequenas, ou seja, presente na maioria das células, em pré-

adipócitos e adipócitos pouco maduros. À medida que os adipócitos amadurecem e suas gotas 

lipídicas aumentam de tamanho, há uma substituição de PLIN2 por PLIN1, que passa então a 

ser a proteína mais abundante na superfície das gotas hipertrofiadas (Brasaemle et al. 1997). 

PLIN2 foi inicialmente descrita como uma proteína estrutural de gotas lipídicas. Contudo, já 

foi mostrado que PLIN2 pode se associar à ATGL e/ou CGI-58 (um cofator da ATGL), 

sugerindo uma influência de PLIN2 na regulação da lipólise (Yamaguchi et al. 2006). 
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Corroborando para sua função regulatória, o grupo de Andrew Greenberg demonstrou que 

camundongos deficientes em PLIN2 tinham níveis reduzidos de ácidos graxos ciruculantes, 

eram resistentes à obesidade induzida por dieta e à deposição de gordura no fígado, além de 

apresentarem redução na resposta inflamatória associada ao tecido adiposo (McManaman et al. 

2013). 

A TIP47 (do inglês tail interacting protein) ou PLIN3, foi inicialmente descrita por 

interagir com a “cauda” citoplasmática dos receptores de manose 6-fosfato e mediar seu 

transporte para o complexo de Golgi. A PLIN3 tem sua sequência amino-terminal similar às de 

PLIN1 e 2 e é translocada do citoplasma para as gotas lipídicas em resposta ao aumento do 

conteúdo lipídico extracelular. Também associada ao metabolismo lipídico, a S3-12 ou PLIN4 

é abundantemente expressa em tecidos relacionados ao estoque lipídico, principalmente no 

tecido adiposo branco (Dalen et al. 2004; Bickel, Tansey and Welte 2009). Já a OXPAT ou 

PLIN5, é expressa principalmente em tecidos associados à oxidação de ácidos graxos, como no 

tecido adiposo marrom, músculo esquelético, fígado e coração. Além disso, correlaciona-se 

negativamente com o IMC em pacientes não-diabéticos e é regulada por PPARγ (Wolins et al. 

2006), assim como as outras perilipinas (Arimura et al. 2004; Dalen et al. 2004). 

Devido à importância das perilipinas para o metabolismo lipídico, elas são 

diferencialmente reguladas durante as fases da diferenciação adipocítica, aumentando ou 

diminuindo ao longo do amadurecimento das gotas lipídicas nos adipócitos.  

A regulação dos eventos moleculares descritos acima é feita, em grande parte, por 

efeitos centrais modificando o tônus adrenérgico. No entanto, vários hormônios atuam 

diretamente no tecido adiposo modulando a adipogênese, como leptina, insulina e adiponectina. 

Pouco é sabido em relação às ações locais da leptina no tecido adiposo. 

 

1.4. Leptina e balanço energético 

A primeira evidência de que o peso corporal era controlado centralmente foi proposta na 

década de 1940 por Hetherington e Ranson. Eles mostraram que a indução de lesões 

hipotalâmicas tornavam os camundongos obesos (Hetherington and Ranson 1940). 13 anos 

depois, Gordon Kennedy, além de confirmar os resultados de Hetherington e Ranson, propôs 

que esse controle era mediado por fatores solúveis no sangue provenientes do tecido adiposo 

(Kennedy 1953), introduzindo a ideia de que a massa adiposa era regulada endocrinamente. 

Ainda na década de 1950, George Snell e colaboradores identificaram e caracterizaram uma 

mutação que gerou camundongos geneticamente obesos (ob/ob) (Ingalls, Dickie, and Snell 

1950). Uma mutação em outro gene (db/db) que também gerava camundongos obesos, além de 

diabéticos e com baixa expectativa de vida, foi descrita em 1966 pelo grupo de Doug Coleman 
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(Hummel, Dickie, and Coleman 1966). Em 1978, através de experimentos de parabiose entre 

camundongos ob/ob e db/db, os autores confirmaram a existência de um fator solúvel no sangue 

responsável pelo controle do peso corporal. Através desses experimentos, eles concluíram que 

os camundongos ob/ob eram deficientes para esse fator enquanto os db/db não possuíam seu 

receptor (Coleman 1978). Finalmente, na década de 1990, Jeffrey Friedman e colaboradores 

clonaram o “gene ob” e mostraram que camundongos tratados com a “proteína OB” (produto 

do gene ob) apresentavam normalização do peso corporal e correção da diabetes com redução 

de tecido adiposo (Zhang et al. 1994). Essa proteína foi chamada pelo próprio Friedman de 

leptina, do latim leptos (magro) e até hoje é reconhecida como uma das principais adipocinas. 

Desde então o tecido adiposo deixou de ser tratado apenas como estoque energético e passou a 

ser reconhecido também por sua função endócrina. Os fatores produzidos principalmente pelo 

tecido adiposo são chamados atualmente de adipocinas, e exercem seus efeitos à curta e à longa 

distância.  

As ações da leptina são mediadas principalmente por seu receptor de cadeia longa LepRb, 

única isoforma que contém o domínio intracelular completo. Todas as isoformas do receptor 

compartilham o mesmo domínio extracelular, ou seja, a leptina é capaz de se ligar a todas elas. 

Contudo, as isoformas curtas e a isoforma solúvel não possuem os domínios necessários para 

ativar toda a cascata de sinalização, embora possam gerar fosforilação de JAK2 e IRS-1  

(Bjørbæk et al. 1997). Sob a ligação de leptina, seu receptor dimeriza-se e, devido à sua 

atividade tirosina quinase, autofosforila-se, recrutando proteínas JAK2 . Estas se ligam ao 

receptor, transfosforilam-se e fosforilam o receptor em outro sítio. Proteínas STAT3 são então 

recrutadas para este segundo sítio do receptor e fosforiladas por JAK2. Uma vez fosforiladas, 

as proteínas STAT3 desligam-se do receptor e se homodimerizam, translocando-se para o 

núcleo onde vão contribuir para a transcrição dos genes de resposta à leptina. 

A sinalização de leptina ocorre principalmente no núcleo ARC do hipotálamo, onde regula 

positivamente neurônios anorexigênicos e negativamente neurônios orexigênicos, de forma a 

induzir a saciedade e a diminuição da ingesta alimentar (Amitani et al. 2013). Essa regulação 

ocorre através da ativação dos neuropeptídeos POMC (proopiomelanocortina) e CART 

(transcrito responsivo à cocaína e anfetamina) e da inibição de NPY (neuropeptídeo Y) e AgRP 

(proteína relacionada a agouti) (Amitani et al. 2013). Quando ativados, neurônios POMC 

sintetizam e secretam o peptídeo α-MSH (hormônio estimulante de melanocortina), que age 

inibindo a ingesta alimentar através da ativação dos receptores de melanocortina (MCRs) 

(Varela and Horvath 2012). O neuropeptídeo AgRP estimula o apetite através da inibição do 

efeito do α-MSH (Varela and Horvath 2012). Portanto, neurônios que expressam POMC, 

MCRs e AgRP formam o sistema central de melanocortina, um importante centro regulatório 
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do peso corporal e balanço energético do organismo (Amitani et al. 2013; Gamber et al. 2012; 

Varela and Horvath 2012) diretamente influenciado por leptina e insulina. De fato, foi 

demonstrado que a superexpressão do receptor de leptina (LepRb) especificamente em 

neurônios POMC é suficiente para acelerar o desenvolvimento da doença em camundongos sob 

dieta hipercalórica e induzir a resistência central à esta adipocina (Gamber et al. 2012). 

Recentemente, Denroche e colaboradores demonstraram que a inativação do LepRb fora do 

núcleo ARC, mais precisamente na área lateral hipotalâmica (LHA) e no núcleo pré-mamilário 

(PMV), protegeu contra o ganho de peso induzido por dieta. De forma interessante, a inibição 

de LepRb nestas regiões não alterou significativamente o peso corporal, gasto energético ou 

metabolismo de glicose, mas induziu hiperleptinemia e hiperinsulinemia, além de um aumento 

na secreção de glucagon (Denroche et al. 2016). Desta forma, a sinalização de leptina nas 

regiões LHA e PMV também são importantes na regulação dos níveis de insulina e glucagon e 

contribuem para as alterações observadas na obesidade e na diabetes tipo 2. 

Durante a obesidade, a produção e a secreção de adipocinas são alteradas, e o indivíduo 

acaba desenvolvendo resistência à sinalização central de leptina. A resistência à leptina consiste 

na redução se seus efeitos centrais, principalmente em neurônios POMC e AgRP do núcleo 

ARC. Isto pode ser, em parte, devido ao aumento na expressão de proteínas como SOCS3 e 

PTP-1B (proteína-tirosina-fosfatase 1B), que agem diretamente inibindo a atividade quinase de 

JAK2 (Bjorbaek 2009). Foi demonstrado que uma deficiência no gene Socs3 leva ao aumento 

da sensibilidade à leptina e atenuação da obesidade induzida por dieta hipercalórica (Howard 

et al. 2004) e que os níveis de SOCS3 estão elevados durante a obesidade (Enriori et al. 2007), 

especialmente no núcleo ARC do hipotálamo (Münzberg, Flier and Bjørbæk 2004). A 

contribuição da expressão e atividade do receptor de leptina para as alterações metabólcas 

relacionadas à obesidade e à diabetes é bastante controversa. Neste contexto, alguns grupos 

defendem que há uma diminuição da expressão de LepRb e outros, que ela não é modificada, 

não sendo importante para a resistência à leptina (Enriori et al. 2007). 

Outras adipocinas estão também envolvidas na patofisiologia da obesidade, e são 

importantes para o controle do peso corporal e manutenção da homeostase. Dentre elas, a 

adiponectina possui efeitos periféricos que convergem para uma ação de sensibilização à 

insulina, como redução da gliconeogênese hepática (Nawrocki et al. 2006) e aumento da 

captação de glicose e β-oxidação de ácidos graxos em células musculares (Tomas et al. 2002). 

Além disso, injeções intracereboventriculares (ICV) desta adipocina resultam na redução da 

ingesta alimentar e ativação de proteínas também ativadas por insulina e leptina, como JAK2 e 

AKT (ou proteína quinase B – PKB) (Coope et al. 2008), além de reverter a resistência à 

insulina e inflamação hipotalâmica em camundongos obesos (Koch et al. 2014). A adiponectina 
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tem seus níveis circulantes reduzidos durante a obesidade (Maury and Brichard 2010), 

contribuindo para a resistência à insulina e desbalanço energético associados à doença. 

Em conjunto com a leptina, a insulina – hormônio produzido pelas células β do pâncreas – 

tem um papel muito importante no controle do balanço energético. Ambos agem no mesmo 

grupo de neurônios, inibindo a ingesta alimentar e estimulando o metabolismo e a captação de 

glicose (Figura 1.5). Além de insulina aumentar a fosforilação e ativação de JAK2 (Gual et al. 

1998), outra via também é compartilhada por leptina e insulina: uma vez ligada ao receptor, a 

insulina ativa o IRS, e PI3K (fosfatidilinositol-3 quinase). A PI3K é o ponto de convergência 

entre os dois hormônios, a partir do qual a sinalização prossegue para a ativação da PKB ou 

AKT. A AKT tem vários alvos, incluindo mTOR, AMPK (quinase sensível a AMP) e FoxO1 

(do inglês forkhead box O1). No núcleo ARC do hipotálamo, FoxO1 age como um inibidor dos 

efeitos de leptina, uma vez que se liga aos promotores dos genes Pomc e Agrp impedindo a 

ligação do dímero de STAT3 a estes promotores. A ativação de AKT por leptina e insulina leva 

à fosforilação de FoxO1 por esta enzima, deslocando-a do núcleo para o citoplasma e deixando 

os promotores livres para a ligação de STAT3, que vai então ativar Pomc e inibir Agrp (Figura 

1.6). A proteína mTOR é uma importante para a sensibilidade a nutrientes, sendo ativada 

quando o balanço energético está positivo (Haissaguerre, Saucisse, and Cota 2014; Lopez et al. 

2013) e envolvida com a indução da adipogênese (Shan et al. 2016; Wu et al. 2016; Bell, 

Grunder and Sorisky 2000). Já foi demonstrado também que a ativação de mTOR por leptina 

está envolvida na proliferação e migração celular, sendo fortemente associada à progressão de 

tumores (Lopez et al. 2013; L. Wang et al. 2015). Uma vez ativada por AKT, mTOR fosforila 

S6K (quinase da proteína ribossomal p70 S6) que, além de induzir proliferação e síntese 

proteica, fosforila AMPK, inativando-a (Figura 1.6) (Varela and Horvath 2012). A AMPK é 

uma enzima ativada por baixa disponibilidade de nutrientes, quando os níveis de AMP são 

maiores que os de ATP. Ela então ativa vias de produção energética, inibindo processos de 

anabolismo. Devido à sua função anti-proliferativa, ativadores de AMPK estão sendo estudados 

como potenciais alvos terapêuticos em vários tipos de câncer (El-Masry et al. 2015). 

Recentemente foi mostrado em diferentes linhagens de células de câncer de mama, que a leptina 

inibe AMPK mesmo na presença de seu ativador AICAR. Desta forma, a leptina atenua os 

efeitos de AMPK, contribuindo para a proliferação das células (El-Masry et al. 2015). 
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Figura 1.5. Ações de leptina e insulina no balanço energético. A leptina, produzida por adipócitos 

maduros, e a insulina, pelas células β do pâncreas, têm efeitos convergentes em relação ao controle do 

balanço energético do organismo. Ambos os hormônios agem estimulando a saciedade e inibindo a 

ingesta alimentar enquanto estimulam a captação e o metabolismo de glicose. Estas ações são mediadas 

principalmente por sinalização no núcleo arqueado (ARC) do hipotálamo, onde os dois hormônios 

ativam neurônios POMC (anorexigênicos) e inibem neurônios AgRP (orexigênicos). Figura adaptada 

de Varela & Horvath, 2012 (Varela and Horvath 2012).  
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Figura 1.6. Sinalização de leptina e insulina no núcleo ARC. A ligação da leptina ao seu receptor 

LepRb leva à ativação de duas vias principais: a via de JAK2/STAT3 e a de PI3K. A primeira via 

culmina na translocação do dímero de STAT3 para o núcleo e sua ligação aos promotores dos genes de 

resposta à leptina. A via de PI3K, ativada tanto por leptina quanto por insulina, leva à ativação de AKT 

e consequente fosforilação de FoxO1, que então desloca-se do núcleo para o citoplasma, permitindo a 

ligação de STAT3 aos promotores dos genes de resposta aos dois hormônios. Esta ligação culmina na 

ativação de Pomc e inibição de Agrp, além de vários outros genes importantes para o controle do balanço 

energético. Além disso, AKT também fosforila e ativa mTOR, induzindo, também por esta via, a 

sensibilização da célula aos nutrientes e síntese proteica. A ativação de mTOR também leva à 

fosforilação inibitória de AMPK, proteína ativada por AMP que, quando ativada, inibe vias de síntese e 

ativa vias de produção energética. Figura adaptada de Varela & Horvath, 2012 (Varela and Horvath 

2012). 

 

Em relação ao metabolismo lipídico, é sabido que a insulina estimula a lipogênese e a 

adipogênese (Boucher et al. 2016). Curiosamente, o papel da leptina nesse aspecto não é 

suficientemente explorado. No presente trabalho, nós avaliamos os efeitos da leptina na 

adipogênese e concluímos que a leptina também compartilha o efeito da insulina no estímulo 

do acúmulo lipídico e na diferenciação de pré-adipócitos. Nós avaliamos também proteínas 

relacionadas a gotas lipídicas e mediadores pró-adipogênicos e pró-inflamatórios e observamos 

que células diferenciadas na presença de leptina sofrem uma antecipação do processo de 
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adipogênese. Desta forma, no presente trabalho mostramos uma função ainda controversa e 

pouco explorada da leptina em pré-adipócitos e adipócitos, introduzindo esta adipocina como 

um importante fator pró-adipogênico. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos da leptina no processo adipogênico e na secreção de mediadores inflamatórios 

em pré-adipócitos e adipócitos. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

• Avaliar os efeitos da leptina na formação de gotas lipídicas e na expressão de proteínas 

associadas às gotas durante a diferenciação de células da linhagem murina de pré-adipócitos 

3T3-L1; 

• Investigar as vias de sinalização ativadas por estímulos agudos de leptina em pré-adipócitos e 

adipócitos maduros; 

• Analisar a modulação por leptina de fatores pró-adipogênicos durante a diferenciação; 

• Avaliar a secreção de mediadores inflamatórios ao longo da adipogênese em células 

diferenciadas na presença de leptina. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1. Cultura de células NIH3T3-L1 

A linhagem de pré-adipócitos murinos NIH3T3-L1 foi obtida do Banco Nacional de 

Células, na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Para manter as células em seu 

estado não diferenciado (pré-adipócitos), utilizamos meio Dulbeccos’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) com 4,5 g/L de glicose (Invitrogen) suplementado com penicilina (100 U/mL) e 

estreptomicina (100 µg/mL) (Gibco) e 10% de soro bovino (Invitrogen). As células foram 

plaqueadas em meio DMEM com 4,5 g/L de glicose contendo penicilina e estreptomicina e 

10% de soro fetal bovino (Invitrogen), no qual foram mantidas por 4 dias. A diferenciação foi 

então induzida pela adição de meio DMEM 4,5 g/L de glicose suplementado com penicilina e 

estreptomicina, 10% soro fetal bovino, 1 µM de dexametazona (Sigma Aldrich), 0,5 mM de 

isobutilmetilxantina (IBMX) (Sigma Aldrich) e 0,3 unidades de insulina/mL (Humulin Regular 

– Lily) por 3 dias. Introduzimos então meio DMEM 4,5 g/L de glicose contendo penicilina e 

estreptomicina, 10% de soro fetal bovino e 0,3 unidades de insulina/mL, substituindo 75% de 

seu volume total de 2 em 2 dias até o final da diferenciação. As células foram avaliadas em 

quatro estágios, considerando o momento da indução da diferenciação com o coquetel 

adipogênico como dia zero. Desta forma, o dia -1 corresponde aos pré-adipócitos e os dias 3, 

10 e 17, aos adipócitos progressivamente maduros (Figura 3.1). 

Para a observação dos efeitos da leptina durante a diferenciação de pré-adipócitos, 

administramos leptina recombinante (Peprotech) nas doses de 0; 0,4; 4 e 40 nM (0; 6,4; 64 e 

640 ng/mL, respectivamente) ao longo de toda a diferenciação. A leptina foi reposta a cada 

troca de meio, conforme protocolo descrito acima. 

Para investigar se a leptina substitui a insulina no processo de adipogênese, a insulina 

foi retirada tanto do meio de indução da diferenciação quanto do meio de maturação das células. 

Nestes casos, somente a leptina na dose de 4 nM foi reposta a cada troca de meio. A condição 

controle para este experimento foi a mesma utilizada nos outros ensaios: células diferenciadas 

na presença de insulina, sem leptina. 
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Figura 3.1. Protocolo de diferenciação de pré-adipócitos da linhagem NIH3T3-L1. As células são 

submetidas ao meio de indução da diferenciação (IBMX, dexa, insulina) no dia 0. Após 3 dias são 

mantidas no meio de maturação (insulina) até o final da diferenciação. Nos grupos tratados, a leptina é 

adicionada a cada troca de meio. As células são analisadas em relação ao tempo de diferenciação: -1 

(pré-adipócitos), 3, 10 e 17 dias (adipócitos progressivamente maduros). 

 

3.2. Formação de gotas lipídicas 

As células foram fixadas com 3,7% de formalina por 10 a 15 mins, lavadas com tampão 

salina fosfato (PBS) e então coradas com 0,3% de Oil Red O (ORO) em isopropanol 100%. 

Após incubação com ORO por cerca de 1 min, o excesso de corante foi retirado com 

isopropanol 30% e os poços foram lavados 3 vezes com PBS. As lamínulas retiradas dos poços 

foram então montadas nas lâminas de microscopia com o meio de montagem Vectashield com 

DAPI (Vector), para posterior visualização por microscopia de fluorescência. 

Para a quantificação da coloração foi utilizado o programa Image J, através do qual é 

possível medir a área corada com ORO em pixels e o número de núcleos com DAPI por campo. 

Desta forma, podemos obter uma média da área marcada para gotas lipídicas por célula. Além 

disso, para quantificar a marcação com ORO também utilizamos a técnica de extração de ORO. 

Para extrair o ORO, após a coloração descrita acima, adicionamos 70 µL/1,9 cm² de isopropanol 

100% e deixamos a placa vedada e agitando por 30 min. O isopropanol com o ORO extraído é 

então recolhido e centrifugado a 2500 g por 10 min para excluir a interferência de células soltas 

durante o procedimento na leitura. O sobrenadante é recolhido e 50 µL são transferidos para 

uma placa de 96 poços para posterior leitura em espectrofotômetro. 
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3.3. Análise da expressão de proteínas por Western Blot 

As células foram lisadas diretamente em tampão de amostra (Laemmli Buffer – Bio-Rad) a 

100º C. Os lisados foram imediatamente aquecidos a 100º C por 5 min, agitados e sonicados 

por 10 min antes do congelamento. As proteínas provenientes dos lisados foram então separadas 

por SDS-PAGE em géis de 10% de solução Acrilamida/Bis 37,5:1 (Bio-Rad). As proteínas 

separadas foram transferidas para membranas de nitrocelulose Amershan Protran 0,45 (GE 

Healthcare), bloqueadas com solução de TBS-T (Tris-Buffered Saline – Bio-Rad) com 0,1% de 

Tween-20 (Sigma) suplementada com 5% de leite e incubadas por 18 h com anticorpos 

primários (diluídos 1:1000 em TBS-T 0,1% + 5% leite) contra PLIN2, PPARγ, Caveolina-1, 

COX-1 e -2, SREBP-1, AKT e fosfo-AKT (Santa Cruz Biotechnologies), TNF-α (Peprotech) 

Perilipina/PLIN1 (Biorbyt), JAK2 e fosfo-JAK2, S6K e fosfo-S6K (Cell Signaling). Após 5 

lavagens com TBS-T 0,1%, as membranas foram incubadas por 1 h com anticorpos secundários 

(Vector) conjugados à peroxidase (HRP) anti-IgG de camundongo, coelho ou cabra diluídos 

1:10000 em TBS-T 0,1% + 5% leite e lavadas em seguida por 5 vezes. Para a revelação, foram 

utilizados os reagentes de quimioluminescência SuperSignal™ West Pico e SuperSignal™ 

West Dura (Thermo Fisher Scientific). 

 

3.4. Dosagem de citocinas e mediadores lipídicos 

 Os sobrenadantes de células 3T3-L1 foram recolhidos nos dias -1, 3, 10 e 17, sempre 

com 3 dias de contato com as células (tempo após a última troca de meio). Foram então 

centrifugados a 4ºC e a 500 g para a exclusão de células mortas, seguindo-se uma nova 

centrifugação a 4ºC e a 2500 g para a exclusão de debris celulares. Os sobrenadantes foram 

então congelados a -80º C até o momento do uso. As dosagens de TNF-α, leptina, PGD2 e PGE2 

foram obtidas a partir de ensaios imunoenzimáticos de captura (ELISA e EIA) de acordo com 

as instruções de cada kit (R&D Systems – TNF-α e leptina; Cayman – PGD2 e PGE2). Para a 

dosagem de PGD2 e PGE2, todas as amostras foram diluídas 5 vezes. 

 

3.5. Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism na 

versão 5.0 (GraphPad Software). As variáveis numéricas foram expressas como média ± erro 

padrão da média. Todas as variáveis numéricas foram testadas para distribuição normal usando 

o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para comparações envolvendo mais de dois grupos com 

apenas uma característica responsável pelas modificações, foi utilizada a análise de variância 

OneWay ANOVA e o pós-teste de Bonferroni para identificar as diferenças entre os grupos. Para 

comparações envolvendo mais de dois grupos com duas ou mais características responsáveis 
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pelas modificações observadas, foi utilizada a análise de variância TwoWay ANOVA e o pós-

teste de Bonferroni. Para comparações entre dois grupos apenas, as variáveis contínuas foram 

analisadas através do teste t de student (no caso de distribuição paramétrica/normal) ou o teste 

U de Mann-Whitney (no caso de distribuição não-paramétrica). 
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4. Resultados 

4.1. Diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1 

 Para posterior avaliação dos efeitos da leptina sobre a adipogênese, nós inicialmente 

caracterizamos a diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1. A progressão da diferenciação da 

3T3-L1 em adipócitos foi avaliada comparando-se a biogênese e hipertrofia de gotas lipídicas 

nos dias -1, 3, 10 e 17. As células foram marcadas com Oil Red O (ORO), corante específico 

para lipídios neutros e DAPI, para núcleo, e observadas por microscopia de fluorescência. 

Como mostrado na Figura 4.1 A, quanto maior o tempo de diferenciação das células (10 e 17 

dias), mais marcação com ORO foi observada, indicando que as células estavam em processo 

de adipogênese e que os adipócitos mais maduros eram encontrados no dia 17. Além disso, 

quantificamos a marcação através de extração de ORO e leitura em espectrofotômetro. Como 

mostra a Figura 4.1 B, conforme as células diferenciavam, havia um aumento nos níveis de 

ORO extraído, corroborando com os resultados obtidos a partir das imagens de microscopia 

descritas anteriormente. De modo importante, nosso trabalho mostra que as células têm um 

aumento significativo do acúmulo lipídico quando a diferenciação progride até o dia 17. A 

maioria dos trabalhos que utilizam células 3T3-L1 como modelo procedem com a diferenciação 

somente até os dias 8 a 10 (Yuan et al. 2016; Y.-T. Wang et al. 2016). Nossos dados indicam 

que o dia 17 corresponde a adipócitos mais maduros em relação aos estágios anteriores, sendo 

um estágio mais apropriado para o estudo de células 3T3-L1 diferenciadas. 

 Um dos aspectos que caracterizam a diferenciação de pré-adipócitos é o aumento das 

gotas lipídicas. Na maioria dos tipos celulares, inclusive em pré-adipócitos, PLIN2 (ADRP) é 

a principal proteína estrutural presente na membrana de gotas lipídicas. Porém, conforme a 

adipogênese ocorre e os adipócitos amadurecem, suas gotas lipídicas aumentam e com isso 

ocorre a substituição de PLIN2 por PLIN1 na membrana destas organelas (Brasaemle et al. 

1997). De acordo com isso, nós mostramos que esta substituição também ocorre ao longo da 

diferenciação de células 3T3-L1 na ausência de qualquer estímulo (Figura 4.1 C). 

Além disso, nós realizamos a contagem de células durante a diferenciação e a 

viabilidade foi avaliada pelo teste de exclusão do azul de Trypan (>95% de células viáveis). 

Nós observamos um aumento progressivo da proliferação celular até o dia -1, a partir do qual a 

proliferação é reduzida (Figura 4.1 D). Este dado, em conjunto com os acima descritos, indica 

que a fase de expansão clonal das células ocorre até o dia -1, após o qual a proliferação é 

reduzida e o processo de diferenciação tem início. 
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Figura 4.1. Diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1. (A) Células 3T3-L1 foram marcadas com ORO 

(em vermelho) para lipídios neutros (gotas lipídicas) e DAPI (em azul) para núcleo. As imagens são 

representativas de 10 experimentos. (B) Para a quantificação da marcação, foi feita a extração de ORO 

em isopropanol 100% seguida de leitura em espectrofotômetro. Barras representam média ± erro padrão 

da média de no mínimo 3 experimentos independentes. (C) Análise de Western blot da expressão de 

PLIN2 e PLIN1 ao longo da diferenciação (dias -1, 3, 10 e 17). Representativo de, no mínimo 3 

experimentos independentes. (D) O número de células foi obtido através da tripsinização de células 

plaqueadas e coloração com azul de Trypan nos dias indicados. A curva de crescimento é representativa 

de 3 experimentos independentes.  
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 A leptina é uma adipocina produzida principalmente por adipócitos maduros (Luo and 

Liu 2016). Nós utilizamos, então, a dosagem de leptina para avaliar a funcionalidade das células 

diferenciadas. Nós observamos que a diferenciação é acompanhada por um aumento gradativo 

na secreção de leptina pelas células (Figura 4.2). É importante ressaltar que com 17 dias de 

diferenciação as células secretam aproximadamente o dobro de leptina em relação às células 

com 10 dias. Esse dado corrobora com o aumento do conteúdo lipídico após 17 dias observado 

nas análises de microscopia e extração de ORO (Figura 4.1A e B), reafirmando que as células 

com 17 dias de diferenciação podem ser consideradas adipócitos mais maduros em comparação 

ao dia 10. 

 

 

Figura 4.2. Adipócitos 3T3-L1 secretam leptina. Concentração de leptina no sobrenadante de células 

3T3-L1 em seus estágios não diferenciado (pré-adipócitos, dia -1) e diferenciados (adipócitos com 3, 10 

e 17 dias de diferenciação) foi medida através de ELISA. Barras representam média ± erro padrão da 

média de 7 experimentos independentes. * p < 0,05; ** p < 0,005. 
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4.2. Leptina ativa as vias de JAK2/STAT3 e PI3K/AKT/mTOR em adipócitos 

 Uma vez que os efeitos da leptina em adipócitos são até então pouco explorados, nós  

testamos a responsividade dos adipócitos a esta adipocina, investigando a fosforilação de 

proteínas classicamente ativadas por leptina: JAK2, AKT e mTOR (Maya-Monteiro and Bozza 

2008). Para isso, estimulamos pré-adipócitos (dia -1) e adipócitos (dia 17) com leptina nas doses 

de 0,4, 4 e 40 nM por 20 mins. Nós observamos que a leptina é capaz de induzir a fosforilação 

de JAK2 e AKT em todas as concentrações testadas em adipócitos, mas não em pré-adipócitos 

(Figuras 4.3 A e B, Anexo I). Para investigar a participação do receptor de leptina LepR nas 

vias de sinalização analisadas, nós estimulamos adipócitos com leptina na presença do 

antagonista de LepR LTM (do inglês Leptin Triple Mutant). Adipócitos com 17 dias de 

diferenciação foram estimuladas por 20 mins com leptina 0 ou 4 nM na presença ou ausência 

do antagonista. Observamos que o aumento da fosforilação de JAK2 induzido por leptina não 

ocorreu na presença de LTM (Figura 4.3 C), o que indica que a sinalização da leptina em 

adipócitos é mediada pela ligação ao seu receptor LepR. 

 Tendo em vista a importância da via de mTOR para processos celulares relacionados à 

síntese/anabolismo, e que sua ativação por leptina já foi demonstrada no hipotálamo (Cota et 

al. 2006), e pelo nosso grupo em macrófagos (Maya-Monteiro et al. 2008) e em células epiteliais 

intestinais (Fazolini et al. 2015), nós avaliamos a ativação dessa via por leptina em adipócitos 

com 17 dias diferenciação. Foi observado que mediante o estímulo com 4 nM de leptina por 20 

mins os adipócitos tiveram um aumento na fosforilação de S6K, proteína diretamente 

fosforilada por mTOR (Figura 4.3 D). Em conjunto, esses dados demonstram que a leptina é 

capaz de se ligar ao seu receptor ObR em adipócitos 3T3-L1 e ativar suas vias clássicas de 

sinalização. 
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Figura 4.3. Leptina induz fosforilação de JAK2, AKT e S6K. Pré-adipócitos (dia -1) (A) e adipócitos 

(dia 17) (B) foram submetidos a estímulos de 20 min com leptina nas doses de 0,4, 4 e 40 nM para 

avaliação da fosforilação de JAK2 e AKT. (C) Adipócitos submetidos ao estímulo de 20 mins com 4 

nM de leptina na presença ou ausência de 4 nM do antagonista do receptor de leptina LTM e a 

fosforilação de JAK2 foi avaliada por Western blot. NT, grupo não tratado com o antagonista. (D) 

Fosforilação de S6K avaliada por Western blot de adipócitos com 17 dias de diferenciação sob estímulo 

de 4 nM de leptina por 20 min, provenientes de 3 experimentos independentes. 

 

 

4.3. Leptina induz a diferenciação de adipócitos 3T3-L1 

 Para verificar o efeito da leptina sobre a adipogênese, células 3T3-L1 foram 

diferenciadas na presença ou ausência de leptina a partir do dia -3 de cultura (Figura 3.1). Nós 

inicialmente avaliamos o acúmulo lipídico em adipócitos diferenciados por 17 dias na presença 

de leptina utilizando a coloração com ORO para gotas lipídicas e DAPI para núcleo. Como 

mostra a Figura 4.4 A, adipócitos diferenciados na presença de leptina apresentaram gotas 

maiores em relação aos adipócitos controle. A quantificação da área marcada por ORO é 

mostrada na Figura 4.4B e confirma o maior acúmulo lipídico em adipócitos tratados com 

leptina. 
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Figura 4.4. Leptina induz aumento de gotas lipídicas em adipócitos. Adipócitos foram submetidos 

ao estímulo com leptina a partir do dia -3 e o estímulo foi mantido durante toda a diferenciação até o dia 

17. (A) As imagens mostram a coloração com ORO (vermelho), DAPI (azul) e a sobreposição, e são 

representativas de 2 experimentos independentes. (B) Gráfico mostra a quantificação da área marcada 

com ORO em relação ao número de células após análise das imagens utilizando o programa Image J. 

Cada ponto representa um campo analisado. Barras representam mediana com intervalo interquartil.  
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 Nós então avaliamos a expressão das proteínas envolvidas na formação e estrutura das 

gotas lipídicas PLIN2, PLIN1 e Cav-1 em células 3T3-L1 diferenciadas na presença ou ausência 

de leptina até os dias -1, 3, 10 e 17. Inicialmente as células foram tratadas continuamente com 

quatro doses de leptina (0,04; 0,4; 4 e 40 nM) e a expressão das proteínas em questão foi 

avaliada ao longo da diferenciação (dados mostrados para PLIN2 na Figura 4.5 A). Nós 

observamos que o tratamento com leptina em todas as doses administradas foi capaz de reduzir 

a expressão de PLIN2 nos tempos avaliados (3, 10 e 17 dias de diferenciação) (Figura 4.5 A). 

Foram escolhidas as doses de 4 e 40 nM de leptina para representar as análises subsequentes. 

As replicatas deste experimento encontram-se no Anexo II e III. 

O tratamento contínuo com leptina na dose de 4 nM, mas não na dose de 40 nM, induziu 

um aumento na expressão de PLIN1 em adipócitos diferenciados por 10 e 17 dias em 

comparação às células diferenciadas na ausência do hormônio (Figura 4.5 B e Anexo IV). Em 

conjunto, a redução de PLIN2 e o aumento de PLIN1 ao longo da diferenciação fortalecem o 

papel de leptina na antecipação do amadurecimento das células. Em paralelo, o tratamento 

contínuo das células com as doses de 4 e 40 nM de leptina antecipou a expressão de Cav-1 para 

estágios mais precoces da diferenciação (dia -1), e aumentou a expressão desta proteína em 

adipócitos diferenciados por 3, 10 e 17 dias em comparação aos adipócitos diferenciados na 

ausência de leptina (Figura 4.5 B e Anexo V). 

 Finalmente, nós investigamos a ação da leptina sobre a expressão das proteínas 

relacionadas à adipogênese e à síntese lipídica PPARγ e SREBP1c durante a diferenciação de 

células 3T3-L1. Nós observamos que o tratamento contínuo com leptina nas doses de 4 e 40 

nM induziu um aumento na expressão de PPARγ em pré-adipócitos (dia -1) e adipócitos (dia 

17) (Figura 4.5 B e Anexo VI). Além disso, observamos um aumento da expressão de 

SREBP1c nas fases iniciais da diferenciação (dias -1 e 3) de adipócitos tratados com leptina 

nas doses de 4 e 40 nM em comparação aos adipócitos não tratados (Figura 4.5 B e Anexo 

VII). Em conjunto, esses dados demonstram uma ação pró-adipogênica da leptina. 
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Figura 4.5. Leptina modula a expressão de proteínas relacionadas à adipogênese. Células 3T3-L1 

foram estimuladas continuamente durante a diferenciação com leptina nas doses de 0,04; 0,4; 4 ou 40 

nM e a expressão de PLIN2 (ADRP) (A), Cav-1 e PLIN1, PPARγ e SREBP1c (B) foi avaliada por 

Western blot nos dias -1 (pré-adipócitos), 3, 10 e 17 (adipócitos). Blots representativos de, no mínimo 3 

experimentos independentes. Painel (A) mostra duas exposições da mesma membrana revelada para 

PLIN2. 
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4.4. Leptina substitui insulina na indução da adipogênese 

 A insulina e a leptina compartilham diversos efeitos incluindo a inibição da ingesta 

alimentar e a modulação do balanço energético (Varela and Horvath 2012). Além disso, a 

insulina e a leptina compartilham uma via de sinalização - JAK2/PI3K/AKT (Amitani et al. 

2013). A insulina é um hormônio essencial no coquetel adipogênico para que os pré-adipócitos 

3T3-L1 diferenciem (Boucher et al. 2016). Uma vez que a leptina apresentou ação pró-

adipogênica, nós nos perguntamos se a leptina seria capaz de substitutir a insulina na 

diferenciação das células 3T3-L1. Para isso nós diferenciamos os adipócitos na presença de 

insulina (0,3 U/mL) (condição controle dos experimentos descritos anteriormente), substituindo 

a insulina por leptina (4 nM) ou na ausência de ambos os hormônios, e avaliamos a expressão 

de PLIN1, SREBP-1c e Cav-1 no decorrer da diferenciação. Nós observamos que na ausência 

dos dois hormônios as células diferenciaram pouco, como evidenciado pela redução da 

expressão de PLIN1, SREBP-1c e CAV-1 (Figura 4.6 A) e pela presença de muitas células 

não-diferenciadas no dia 17 (Figura 4.6 B – painel central) em comparação com o controle 

com insulina (Figura 4.6 B – esquerda). De forma importante, a leptina é capaz de recuperar 

quase totalmente a adipogênese dessas células mesmo na ausência de insulina, aumentando a 

expressão de PLIN1, SREBP-1c e Cav (Figuras 4.6 A) a formação de gotas lipídicas (Figuras 

4.6 B – direita) em comparação as células diferenciadas na ausência dos dois hormônios. 
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Figura 4.6. Leptina substitui insulina durante a diferenciação de células 3T3-L1. As 

células foram diferenciadas na presença de 0,3 U/mL de insulina, 4 nM de leptina ou na 

ausência dos dois hormônios. (A) Análise da expressão das proteínas PLIN1, SREBP-1c  e 

CAV-1 por Western blot nos dias -1, 3, 10 e 17 de diferenciação. (B) Imagens de adipócitos 

com 17 dias de diferenciação em cada condição.  
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4.5. Leptina modula a produção de eicosanóides durante a adipogênese 

 Ciclooxigenases são enzimas presentes na via do ácido araquidônico. Ambas as 

isoformas (COX-1 e -2) produzem prostaglandinas, sendo COX-1 constitutivamente expressa 

e COX-2 geralmente induzida em situações patogênicas ou metabólicas que exijam um aumento 

na produção de mediadores lipídicos (Yan et al. 2003; Chan et al. 2016). Visto que a expressão 

de COXs e a formação de alguns de seus produtos já foram relacionados à regulação da 

adipogênese (Yan et al. 2003; Chu et al. 2009; Chu et al. 2010), nós investigamos a expressão 

das duas isoformas de COX durante a diferenciação de células 3T3-L1. Nós observamos que, 

durante a diferenciação na ausência de leptina, tanto COX-1 quanto COX-2 tiveram sua 

expressão aumentada logo após a indução da diferenciação (dia 3) e progressivamente reduzida 

ao longo do amadurecimento das células (dias 10 e 17) (Figura 4.7 A e B e Anexos VIII - X). 

Quando as células foram diferenciadas na presença de leptina na dose de 4 nM, a expressão de 

COX-2 foi reduzida em todas as fases da adipogênese (Figura 4.7 B e Anexos VIII e IX). Em 

relação à COX-1, o tratamento contínuo com leptina foi capaz de aumentar sua expressão em 

pré-adipócitos (dia -1) e em adipócitos na fase incial da diferenciação (dia 3) e reduzi-la em 

adipócitos maduros (dias 10 e 17) quando comparados às células controle (Figura 4.7 A e 

Anexo X). O tratamento com leptina na dose de 40 nM só induziu o aumento da expressão de 

COX-1 em pré-adipócitos (dia -1), reduzindo-a nas fases seguintes (dias 3, 10 e 17) (Figura 

4.7 A e Anexo X). A redução na expressão de COX é associada na literatura à indução da 

adipogênese (Chu et al. 2009; Chu et al. 2010), e a antecipação dessa redução por leptina 

corrobora com o papel pró-adipogênico desta adipocina demonstrado neste trabalho. 
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Figura 4.7. Leptina reduz expressão de COX-1 e COX-2. Pré-adipócitos (dia -1) e adipócitos (dias 

3, 10 e 17) foram diferenciados na presença ou ausência de 4 ou 40 nM de leptina e a expressão de COX-

1 (A) e COX-2 (B) foi avaliada por Western blot nos dias -1, 3, 10 e 17. Blots representativos de, no 

mínimo, 3 experimentos independentes. 

 

 

 Os efeitos da PGD2 e da PGE2 têm sido bastante explorados tanto em relação à 

inflamação (Jandl et al. 2016; Hellmann et al. 2013; Woodward et al. 2016) quanto à 

adipogênese, sendo PGD2 sabidamente pró-adipogênica (Virtue et al. 2015) e PGE2 anti-

adipogênica (Yan et al. 2003). Tendo em vista que estes eicosanóides constituem uma 

importante conexão entre inflamação e adipogênese e que os dois processos são essenciais para 

o desenvolvimento da obesidade, nós avaliamos os efeitos da leptina na secreção de PGD2 e 

PGE2 durante a diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1. Para isso, as células foram estimuladas 

continuamente com 4 ou 40 nM de leptina e a secreção das prostaglandinas foi avaliada por 

EIA nos dias -1, 3, 10 e 17. Observamos que a leptina não alterou a secreção de PGE2, que 

decaiu com 3 dias de diferenciação e se manteve em níveis baixos até o dia 17 (Figura 4.8 A). 

Nas células controle, a secreção do mediador pró-adipogênico PGD2 aumentou no terceiro dia 

de diferenciação, e após este dia diminuiu progressivamente ao longo do amadurecimento das 

células (Figura 4.8 B). Porém, quando as células foram diferenciadas na presença de 4 nM de 
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leptina, a secreção de PGD2 foi mantida em níveis altos até o final da diferenciação, o que não 

foi observado com a dose de 40 nM (Figura 4.8 B). Com isso nós concluímos que a dose de 4 

nM de leptina é capaz de modificar o balanço da secreção das prostaglandinas D2 e E2 durante 

a diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1 (Figura 4.8 C), sugerindo que os efeitos pró-

adipogênicos da leptina nas fases mais tardias da diferenciação podem ser, pelo menos em parte, 

mediados por PGD2. 

 

 

 

Figura 4.8. Leptina aumenta a secreção de PGD2 durante a adipogênese. A secreção dos 

eicosanóides PGE2 (A) e PGD2 (B) foi avaliada por EIA em células diferenciadas na presença de leptina 

nas doses de 4 e 40 nM até os dias -1, 3, 10 e 17. (C) Razão PGD2/PGE2 em cada condição avaliada. 

Pontos e barras representam média ± erro padrão da média de 5 experimentos independentes. * p < 0,05; 

** p < 0,001 em relação ao dia -1.  
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4.6. Leptina induz aumento da expressão e secreção de TNF-α 

 Células 3T3-L1 foram estimuladas continuamente com leptina nas doses de 4 e 40 nM 

e a expressão e secreção da citocina pró-inflamatória TNF-α foi avaliada nos dias -1, 3, 10 e 17 

por Western blot e ELISA, respectivamente. Nós observamos que as duas doses de leptina 

foram capazes de induzir aumento na expressão de TNF-α em células não-diferenciadas e com 

3 dias de diferenciação (Figura 4.9 A e Anexo X), mostrando que a leptina administrada nas 

primeiras fases da adipogênese foi capaz de antecipar características de adipócitos maduros. 

Como esperado, a diferenciação das células não estimuladas foi acompanhada por um aumento 

progressivo da secreção de TNF-α (Figura 4.9 B). De forma interessante, somente a dose de 

40 nM foi capaz de induzir aumento na secreção de TNF-α nos dias 3 e 10 (Figura 4.9 C), 

sugerindo que doses mais altas de leptina podem agir por mecanismos diferentes quando 

comparadas a doses mais baixas. 

 

Figura 4.9. Leptina induz aumento de TNF-α em pré-adipócitos e adipócitos. Células 3T3-L1 foram 

estimuladas continuamente com leptina nas doses de 4 e 40 nM. A expressão de TNF-α foi avaliada nos 

dias -1, 3, 10 e 17 por Western blot (A). A secreção da citocina foi avaliada em células não estimuladas 

(B) e estimuladas durante o processo de adipogênese (C). Imagem representativa de 3 experimentos 

independentes. Barras representam média ± erro padrão da média de, no mínimo, 5 experimentos 

independentes. * p < 0,05.  
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5. Discussão 

 

A obesidade é um quadro caracterizado por aumento da massa adiposa, síndrome 

metabólica e ativação inflamatória crônica (Guilherme et al. 2008). A leptina é um hormônio 

produzido principalmente pelo tecido adiposo que participa da modulação do balanço 

energético e peso corporal através de sua sinalização no hipotálamo (Kwon, Kim, and Kim 

2016). Os níveis séricos de leptina se encontram elevados durante o quadro de obesidade, no 

entanto, pacientes obesos desenvolvem resistência à sinalização central (hipotalâmica) da 

leptina (Maffei et al. 1995). Além da sinalização central, efeitos periféricos da leptina foram 

descritos em diversos tecidos e tipos celulares, principalmente em células do sistema imune 

(Zhou et al. 2015; Jitprasertwong et al. 2014; Maya-Monteiro et al. 2008; Maya-Monteiro and 

Bozza 2008). No entanto, os efeitos da leptina no seu tecido de origem, o tecido adiposo, não 

foram até então investigados. Nós demonstramos pela primeira vez que a leptina é capaz de 

gerar sinalização em adipócitos 3T3-L1 e introduzimos esta adipocina como um importante 

fator pró-adipogênico. 

Sabe-se que centralmente a leptina estimula lipólise no tecido adiposo tanto através da 

ativação hipotalâmica dos neurônios anorexigênicos e inibição dos orexigênicos quanto através 

da ativação de fibras simpáticas nas junções neuro-adiposas, recentemente descritas pelo grupo 

de Jeffrey Friedman (Zeng et al. 2015). De forma interessante, nosso trabalho demonstra que a 

sinalização da leptina diretamente no adipócito induz aumento das gotas lipídicas, além de 

antecipar características associadas à adipogênese. Consistente com esses dados, trabalhos 

anteriores do nosso grupo demonstram que a leptina é capaz de ativar macrófagos e células 

epiteliais intestinais induzindo a formação de gotas lipídicas nessas células (Maya-Monteiro et 

al. 2008; Fazolini et al. 2015). Na ausência da obesidade, é provável que os efeitos centrais e 

periféricos da leptina em relação ao tecido adiposo estejam em equilíbrio para a manutenção da 

homeostase. Porém na obesidade, devido à resistência central à leptina, os efeitos periféricos 

devem prevalecer, caso não haja resistência periférica à leptina, o que vem sendo estudado pelo 

nosso grupo. Dessa forma, o esclarecimento dos efeitos da leptina localmente em adipócitos é 

importante para compreender as ações desta adipocina no tecido adiposo na ausência do 

controle do sistema nervoso central. 

Além do aumento do estoque de lipídios nos adipócitos, a obesidade também envolve uma 

maior diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos, formando novas células capazes de 

armazenar o excesso de calorias, processo chamado adipogênese. Foi demonstrado que no 

tecido adiposo branco de camundongos submetidos a dietas hipercalóricas existe uma maior 

proliferação de células precursoras de adipócitos e uma indução do processo adipogênico 
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(Jeffery et al. 2015). A importância do PPARγ para a indução da adipogênese e amadurecimento 

de adipócitos já é bem estabelecida (Lefterova et al. 2014; Fujimori 2012; Zuo, Qiang, and 

Farmer 2006; White and Stephens 2010; Christodoulides and Vidal-Puig 2010; Tontonoz and 

Spiegelman 2008; Luo and Liu 2016; Arimura et al. 2004; Kang et al. 2014). No presente 

trabalho nós mostramos que a leptina potencializa o aumento da expressão de PPARγ ao longo 

da adipogênese, inclusive em pré-adipócitos (Figura 4.5 B), indicando uma indução da 

adipogênese em células diferenciadas na presença de leptina já em estágios precoces da 

diferenciação. Outros fatores além do PPARγ vêm sendo descritos na indução do processo 

adipogênico, como o SREBP-1c. Em 1998, Kim e colaboradores mostraram que a expressão de 

SREBP-1 era alterada de acordo com o estado nutricional dos camundongos, aumentando logo 

após a alimentação. Os autores também descreveram a ativação dos genes de leptina e FAS 

(ácido graxo sintase) por SREBP-1. Curiosamente, a ativação de FAS foi mediada pelo 

elemento responsivo à insulina no promotor de SREBP-1 (Kim et al. 1998). Desde então, 

SREBP-1 vem sendo fortemente associado à sensibilidade à insulina, estado nutricional e 

adipogênese (Bizeau and MacLean 2003; Commerford et al. 2004; Eberlé et al. 2004; White 

and Stephens 2010; Takahashi et al. 2013). Nós observamos que a expressão de SREBP-1c é 

antecipada em células tratadas com leptina, com aumento evidente em pré-adipócitos e 

adipócitos imaturos (-1 e 3 dias de diferenciação, respectivamente) (Figura 4.5 B). A 

antecipação da expressão de SREBP-1c e o aumento da expressão de PPARγ em células tratadas 

com leptina indicam uma função local pró-adipogênica desta adipocina. 

A adipogênese é caracterizada pela biogênese e hipertrofia das gotas lipídicas, o que 

caracteriza o amadurecimento dos adipócitos em formação, além da proliferação e migração de 

células precursoras de adipócitos (Jeffery et al. 2015; Spalding et al. 2008). Em pré-adipócitos 

e outras células que possuem essencialmente gotas lipídicas pequenas, como macrófagos, a 

principal proteína estrutural presente na membrana dessas gotas é a PLIN2 ou ADRP. 

Particularmente em adipócitos, à medida que a célula amadurece e suas gotas lipídicas 

aumentam, com diminuição do conteúdo de PLIN2 aumento do conteúdo de PLIN1 (Brasaemle 

et al. 1997; Heid et al. 2014; Wolins, Brasaemle and Bickel 2006). De modo consistente, nós 

observamos a redução da expressão de PLIN2 e aumento da expressão de PLIN1 à medida que 

as células diferenciavam (Figura 4.1 B). Nossos dados mostram que a leptina potencializa esse 

fenômeno como evidenciado pela antecipação da redução de PLIN2 e pelo aumento da 

expressão de PLIN1 (Figura 4.5 A e B), o que é consistente com o maior tamanho das gotas 

lipídicas em células diferenciadas na presença de leptina (Figura 4.4). A PLIN1  Este resultados 

corroboram com o papel até então desconhecido da leptina como um fator indutor da 

adipogênese. 
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As gotas lipídicas (também chamadas de corpúsculos lipídicos) vêm sendo cada vez mais 

consolidadas, inclusive pelo nosso grupo, como organelas essenciais para processos como 

produção de eicosanóides, ativação celular e resposta a infecções (Mattos et al. 2010; Silva et 

al. 2009; Feingold et al. 2010; Toledo et al. 2016; Araújo-Santos et al. 2010; Accioly et al. 

2008). Nosso grupo mostrou que a via do metabolismo do ácido araquidônico, via de síntese de 

eicosanóides, está compartimentalizada também nas gotas lipídicas (Mattos et al. 2010; Silva 

et al. 2009; Toledo et al. 2016; Araújo-Santos et al. 2010; Accioly et al. 2008). Dentre as 

proteínas essenciais para esta via estão as ciclooxigenases COX-1 e COX-2. A COX-1 é 

conhecida por ser constitutivamente expressa, enquanto a COX-2 é ativada frente a alguns 

estímulos metabólicos ou inflamatórios. Na literatura, alguns trabalhos associam a redução da 

expressão de COX-2 à melhora nas condições de resistência à insulina e inflamação associadas 

à obesidade (Gartung et al. 2016; Chan et al. 2016). A redução da expressão de COX-1 e COX-

2 também é bastante correlacionada à indução da adipogênese, como demonstrado pelo 

silenciamento dos respectivos genes ou pelo tratamento com inibidores específicos (Chu et al. 

2010; Fajas et al. 2003; Adi et al. 2015; Rahman et al. 2013; Chu et al. 2009). Nossos resultados 

demonstram a modulação por leptina das duas isoformas de COXs ao longo da diferenciação 

das células 3T3-L1. Nós observamos um aumento das COXs na fase inicial da diferenciação (3 

dias), seguida por uma redução paralela ao amadurecimento dos adipócitos. Por sua vez, a 

leptina agiu potencializando os efeitos da diferenciação na expressão de COX-1 e COX-2 

(Figura 4.7). A redução da expressão de ambas as isoformas da enzima nas células 

diferenciadas na presença de leptina corrobora com o papel pró-adipogênico desta adipocina. 

De forma interessante, a leptina também foi capaz de reduzir a expressão de COX-2 em pré-

adipócitos e adipócitos com somente 4 h de estímulo (Anexo IX). Da mesma forma, os produtos 

de COX, principalmente as prostaglandinas, são também descritos por seus papéis na regulação 

da adipogênese. As prostaglandinas são mediadores lipídicos que agem através de receptores 

específicos. A maioria dos efeitos pró- ou anti-adipogênicos das prostaglandinas são mediados 

pela modulação da expressão de PPARγ (Fujimori 2012). Além disso, a 15-Deoxi-Δ12,14-PGJ2 

(15d-PGJ2), um metabólito não enzimático de PGD2 e um prostanóide também pró-

adipogênico, é capaz de se ligar diretamente ao PPARγ (Fujimori 2012). Sabidamente, PGD2 é 

um mediador pró-adipogênico e PGE2, anti-adipogênico (Hu et al. 2016; Fujimori 2012; 

Lefterova et al. 2014; Christodoulides and Vidal-Puig 2010). De acordo com essa informação, 

nossos resultados demonstram que há uma redução de PGE2 a partir do terceiro dia de 

diferenciação e que a leptina não influencia nos níveis de secreção deste mediador (Figura 4.8 

A). Em relação aos níveis de secreção de PGD2, no entanto, existe um aumento a partir do 

terceiro dia de diferenciação que decai ao longo da diferenciação nas células controle. Porém, 
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nas células diferenciadas na presença de 4 nM de leptina a secreção de PGD2 é mantida em 

níveis altos até o 17º dia de diferenciação (Figura 4.8 B). Portanto, nós mostramos que o 

tratamento contínuo das células com leptina na dose de 4 nM é capaz de alterar o balanço da 

secreção de eicosanóides, favorecendo um perfil pró-adipogênico (Figura 4.8 C). Com base 

nisso, nós pretendemos avaliar a participação de PGD2 nas respostas adipogênicas mediadas 

por leptina utilizando um inibidor de seus receptores (DP), principalmente nas fases tardias da 

diferenciação. O mecanismo envolvido no aumento da secreção de um prostanóide (PGD2) 

apesar da diminuição da expressão de COX ainda precisa ser investigado. Possíveis explicações 

para este fenômeno seriam o aumento da atividade de COX, o aumento da expressão da PGD2 

sintase (PGDS) e/ou do acoplamento entre as duas enzimas. 

A questão da leptina como fator pró- ou anti-adipogênico é pouco explorada, com alguns 

estudos favorecendo a hipótese de que a leptina inibe a adipogênese (Ambati et al. 2010; 

Thomas et al. 1999) e outros, que induz o processo em células tronco mesenquimais (Holloway 

et al. 2002; Scheller et al. 2010). Em 1999, Thomas e colaboradores demonstraram que células 

estromais mesenquimais (ou células tronco mesenquimais) humanas de medula (hMSCs), com 

capacidade de diferenciação osteogênica e adipogênica, eram preferencialmente diferenciadas 

em osteoblastos na presença de leptina (Thomas et al. 1999). Contudo, um dos pontos 

questionáveis do trabalho de Thomas e cols. é a utilização de células hMSCs imortalizadas 

condicionalmente: eles inseriram nas células um gene mutante sensível à temperatura. Desta 

forma, quando as células eram mantidas em determinada temperatura, permaneciam em seu 

estágio indiferenciado. Não é possível avaliar se a modificação genética destas células pode ter 

influenciado outros genes e a capacidade de diferenciação uma vez que os autores não fazem 

controles com células não modificadas. Outra diferença importante em relação a este trabalho 

é a utilização de doses extremamente altas de leptina: os autores chegam a ver efeitos com 160 

nM de leptina. Esta dose corresponde a 2400 ng/mL, cerca de 24 vezes a concentração 

geralmente observada no plasma de pacientes obesos (Maffei et al. 1995). Em vários dos 

ensaios realizados no trabalho de Thomas e cols, a dose administrada foi a de 40 nM. Apesar 

de utilizarmos um modelo diferente dos autores (3T3-L1 versus hMSCs), as doses usadas por 

Thomas e cols podem realmente ser muito altas para influenciar de forma importante a 

adipogênese de acordo com os nossos resultados, uma vez que já vemos sinalização de leptina 

e efeitos nos adipócitos com doses correspondentes a 0,1% da dose utilizada pelos autores na 

maioria dos ensaios (0,64 versus 600 ng/mL). De forma interessante, nós observamos que os 

efeitos do tratamento com a dose de 40 nM de leptina foi semelhante aos controles em diversos 

aspectos, como na expressão de PLIN1 e COX-2 e na indução da secreção de PGD2. A 

supressão dos efeitos da leptina com doses altas de leptina pode ser correlacionado a um 
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aumento da expressão de proteínas responsáveis por controlar sua sinalização. Duas dessas 

proteínas são a SOCS3 e a PTP-1B. A SOCS3 pode reduzir a sinalização de leptina em vários 

níveis, incluindo a inibição de quinases, bloqueio do acesso de STAT3 aos sítios do receptor e 

indução da ubiquitinação de proteínas da via (Howard et al. 2004). A PTP-1B é uma fosfatase 

cuja expressão é induzida pela sinalização de leptina e insulina e sua atividade é  importante 

para o controle de ambas. Ela desfosforila proteínas importantes das vias, como IRS1/2 e JAK2 

(Berthou et al. 2011). Portanto, será interessante avaliar a expressão/atividade dessas proteínas 

para determinar se elas fazem parte dos efeitos observados no nosso trabalho com a dose de 40 

nM de leptina. Nós observamos efeitos da leptina em doses muito baixas, como as doses de 

0,04 e 0,4 nM, correspondentes a 0,64 e 6,4 ng/mL, respectivamente. Tais efeitos foram 

verificados em relação à expressão de proteínas de gotas lipídicas PLIN1, PLIN2 e CAV-1 

(dados mostrados para PLIN2 na Figura 4.5 A) bem como na fosforilação de proteínas das vias 

de leptina (Figura 4.3). Além de ter sido a dose que modulou o maior número de parâmetros 

avaliados, a dose ótima escolhida (4 nM) corresponde a 300 vezes os níveis de leptina 

secretados pelas células 3T3-L1 diferenciadas. Desta forma, podemos excluir a possível 

interferência da leptina endógena nos resultados obtidos. Cada vez mais estudos vêm 

corroborando nossos resultados e mostrando a leptina como fator pró-adipogênico em células 

precursoras. Por exemplo, os grupos de Geoffrey Nicholson e Paul Krebsbach mostraram a 

inibição da osteogênese e indução da adipogênese por leptina (Holloway et al. 2002; Scheller 

et al. 2010). Em 2016, Yue e colaboradores elegantemente demonstraram, através da deleção 

condicional do gene Lepr (receptor de leptina) em MSCs de medula, que a leptina endógena 

agia induzindo a adipogênese em detrimento da osteogênese in vivo. Os autores também 

correlacionam a diferenciação adipocítica das células à dieta, demonstrando que uma dieta 

hipercalórica reduzia o volume ósseo e aumentava o número de adipócitos na medula óssea e 

que isso era, ao menos em parte, mediado pela sinalização através de LepR (Yue et al. 2016). 

Para confirmar os efeitos da leptina nos adipócitos através de seu receptor LepRb, nós 

avaliamos a fosforilação de proteínas classicamente ativadas por leptina: JAK2, AKT e S6K. 

JAK2 é a primeira proteína fosforilada depois do receptor na via JAK2/STAT3 ativada por 

leptina. Nós observamos que adipócitos maduros estimulados por 20 mins com leptina em todas 

as doses avaliadas (0,4, 4 e 40 nM) têm aumento da fosforilação de JAK2. Além disso, também 

avaliamos AKT e S6K, proteínas ativadas por leptina através da via de PI3K. Novamente, o 

estímulo agudo com todas as doses avaliadas de leptina induziu um aumento da fosforilação 

das duas proteínas em adipócitos maduros. Nós não observamos aumento da fosforilação de 

JAK2 quando os adipócitos foram estimulados por 20 mins com leptina na presença do 

antagonista do receptor de leptina (LTM), o que reforça que a leptina está sinalizando através 
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de seu receptor LepRb em adipócitos (Figura 4.3). Curiosamente, nós não identificamos 

fosforilação de JAK2 e AKT em pré-adipócitos estimulados por 20 mins (Figura 4.3 A). Apesar 

disto, o tratamento destas células com leptina induz modificações evidentes, o que sugere que 

a leptina deve ativar proteínas de outras vias em pré-adipócitos, ou ainda, com outros tempos 

de estímulo. Uma possibilidade é de que as ações da leptina em pré-adipócitos sejam mediadas 

pela via de mTOR, que ainda deve ser investigada. 

A via de mTOR é importante para processos de síntese proteica e proliferação celular 

(Fazolini et al. 2015; Haissaguerre, Saucisse, and Cota 2014). mTOR é uma proteína sensível 

a nutrientes e, portanto, é ativada quando os níveis energéticos da célula encontram-se altos. De 

acordo com isso, a ativação da mTOR hipotalâmica é sabidamente importante para a regulação 

da ingesta alimentar e gasto energético (Haissaguerre, Saucisse, and Cota 2014; Cota et al. 

2006; Lopez et al. 2013). Já foi demonstrado que a ativação de mTOR está envolvida também 

com a indução da adipogênese (Shan et al. 2016; Wu et al. 2016). Nossos dados demonstraram 

que a leptina, além de pró-adipogênica, foi capaz de ativar a via de mTOR em adipócitos 

maduros. Com a inibição da via de mTOR por rapamicina, será possível avaliar se os efeitos 

pró-adipogênicos da leptina em pré-adipócitos são dependentes desta via perifericamente. De 

forma importante, a sinalização da leptina via mTOR foi associada pelo nosso grupo com a 

ativação de macrófagos e indução de gotas lipídicas em macrófagos e em células epiteliais 

intestinais (Maya-Monteiro et al. 2008; Fazolini et al. 2015). Além disso, o estímulo da via de 

PI3K/AKT/mTOR por leptina é fortemente relacionado à progressão de tumores, uma vez que 

induz proliferação, migração e sobrevivência das células (Lopez et al. 2013; L. Wang et al. 

2015). Estes dados mostram que mTOR é uma proteína essencial para a regulação de vários 

processos metabólicos e um importante alvo para os estudos dos efeitos da leptina. 

Semelhante à leptina, a insulina também é capaz de ativar JAK2 e PI3K/AKT/mTOR (Gual 

et al. 1998; Varela and Horvath 2012). Em nossos ensaios para avaliar a ativação de vias de 

sinalização sob o estímulo agudo com leptina, a insulina estava sempre presente no meio de 

cultura. Será interessante avaliar se a fosforilação das proteínas em questão é diminuída na 

ausência de insulina e se a leptina é capaz de recuperar total ou parcialmente a ativação destas 

proteínas. De acordo com nossos dados, a leptina foi capaz de recuperar a adipogênese em 

células cultivadas na ausência de insulina. Como demonstrado anteriormente, a ativação da via 

de mTOR por leptina sugere que esta via pode também estar envolvida na substituição de 

insulina por leptina. De forma semelhante, nosso grupo demonstrou que a leptina era capaz de 

substituir a insulina em células de epitélio intestinal de ratos (IEC-6), que também necessitam 

de insulina para sua manutenção e proliferação normais (Fazolini et al. 2015). 
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A regulação do metabolismo é altamente dependente do tecido adiposo. O excesso ou a 

falta de massa adiposa decorrentes da obesidade ou lipodistrofia, respectivamente, levam a 

defeitos no controle do balanço energético, resistência à insulina, intolerância à glicose, dentre 

outros (Rosen and Spiegelman 2006; Luo and Liu 2016). Em grande parte dos casos, a 

obesidade é acompanhada por diabetes do tipo 2, de forma que a hiperleptinemia e a 

hiperinsulinemia acontecem simultaneamente, com consequente perda da sensibilidade à 

insulina e captação de glicose nos músculos e tecido adiposo (Paniagua 2016; Tian et al. 2014). 

A relação entre leptina e insulina vem sendo bastante explorada nas últimas décadas. Os dois 

hormônios participam de processos de indução do metabolismo de glicose e inibição da ingesta 

alimentar através da regulação do mesmo grupo de neurônios no núcleo ARC do hipotálamo 

(Varela and Horvath 2012). Além disso, como mencionado anteriormente, os dois hormônios 

compartilham algumas vias de sinalização. Uma vez que as células 3T3-L1 precisam de insulina 

para diferenciar, nós avaliamos se a leptina seria capaz de substituir a insulina neste processo. 

Nós observamos que na ausência dos dois hormônios há uma drástica diminuição da 

adipogênese, consistente com o modelo in vivo de lipodistrofia causada pela deleção do receptor 

de insulina no tecido adiposo branco (Boucher et al. 2016). Utilizando um modelo semelhante, 

recentemente o grupo de Ronald Kahn demonstrou que camundongos com silenciamento 

condicional de IR e IGF1R (receptor de fator de crescimento semelhante à insulina) nos 

adipócitos desenvolviam lipodistrofia com redução dos níveis de leptina, resistência à insulina, 

hiperglicemia e hiperinsulinemia. Os autores mostraram ainda que a administração de leptina a 

estes camundongos foi capaz de reverter toda a síndrome metabólica associada à redução da 

sinalização de insulina (Sakaguchi et al. 2017), evidenciando uma forte correspondência entre 

as sinalizações de insulina e leptina in vivo. De fato, nós observamos que quando as células são 

tratadas somente com leptina, a diferenciação é retomada e prossegue normalmente mesmo na 

ausência de insulina, o que sugere que os efeitos da leptina em pré-adipócitos e adipócitos 

mimetizam os efeitos lipogênicos da insulina no tecido adiposo. No entanto, esses dados devem 

ser confirmados inclusive em adipócitos diferenciados a partir de células primárias do tecido 

adiposo de camundongos e pacientes obesos. Além disso, a aplicação desta abordagem em 

células primárias obtidas de pacientes obesos com ou sem diabetes tipo 2, pode contribuir para 

a caracterização de uma possível função compensatória da leptina na indução da adipogênese 

em indivíduos com resistência à insulina. 

Uma das alterações observadas durante a obesidade e diabetes do tipo 2 é a redução da 

expressão de GLUT4 (E Carvalho et al. 2001; Shepherd and Kahn 1999) – transportador de 

glicose cuja translocação para a membrana celular é dependente de insulina. Em 2001, o grupo 

de Barbara Kahn mostrou que o silenciamento do transportador de glicose GLUT4 
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especificamente no tecido adiposo gerava camundongos resistentes à insulina, 

hiperinsulinêmicos e intolerantes à glicose. Curiosamente, estes animais expressavam GLUT4 

em níveis normais no músculo, mas a deleção da proteína no tecido adiposo foi suficiente para 

gerar resistência muscular e hepática à insulina (Abel et al. 2001). Além disso, o mesmo grupo 

mostrou que a resistência à insulina e diabetes decorrentes da ausência de GLUT4 no músculo 

(Zisman et al. 2000; J. K. Kim et al. 2001) eram revertidas quando a proteína era superexpressa 

no tecido adiposo destes animais (Eugenia Carvalho et al. 2005). Isto indica que o tecido 

adiposo é essencial para o controle da sensibilidade à insulina e utilização da glicose. No nosso 

modelo, nós observamos papéis convergentes de leptina e insulina na diferenciação de pré-

adipócitos. Será interessante avaliar em células MSCs do tecido adiposo se a translocação ou 

expressão de GLUT4 e a expressão/fosforilação de IRS e IR, são modificadas na presença ou 

ausência de leptina e insulina. Desta forma será possível avaliar a influência de leptina na 

captação de glicose e na sinalização de insulina durante toda a adipogênese. 

Além das suas funções no metabolismo, a leptina tem papéis importantes em relação ao 

sistema imune. A ativação de macrófagos (Maya-Monteiro et al. 2008) e o recrutamento de 

neutrófilos (Souza-Almeida e cols, manuscrito em preparação) mediados por leptina já foram 

mostrados pelo nosso grupo. Além disso, outros aspectos da interação entre obesidade e sistema 

imune vêm sendo explorados (Moraes-Vieira et al. 2014; Jitprasertwong et al. 2014; Y.-T. 

Wang et al. 2016; Ray, Mahata, and De 2016). De forma interessante, no presente trabalho nós 

mostramos que a leptina também é capaz de induzir um perfil pró-inflamatório em pré-

adipócitos e adipócitos, como demonstrado pelo aumento da expressão e secreção de TNF-α 

nas fases iniciais da adipogênese (Figura 4.9). Apesar de TNF-α ser um potente indutor de 

lipólise e inibidor de PPARγ (Tesz et al. 2007; Luo and Liu 2016; Guilherme et al. 2008), a 

indução da adipogênese por leptina supera os efeitos lipolíticos de TNF-α em células 3T3-L1. 

Isto fica evidenciado pelo aumento da expressão de PPARγ e da diferenciação como um todo 

na presença da leptina. O aumento de TNF-α induzido por leptina pode constituir um 

mecanismo de regulação da adipogênese e indução da resposta inflamatória mediada por 

adipócitos. De forma consistente, já foi demonstrado que TNF-α é capaz de reduzir a expressão 

de PLIN1 e que a superexpressão de PLIN1 em adipócitos foi suficiente para bloquear a lipólise 

induzida por TNF-α (Greenberg et al. 2011), indicando que a interação entre as duas proteínas 

é importante para a modulação da lipólise. Para investigar o papel de TNF-α na diferenciação 

de pré-adipócitos e sua influência na sinalização de leptina, o bloqueio desta citocina ou de seus 

receptores com o uso de anticorpos se faz necessário. 

Os dados apresentados nesse trabalho foram obtidos a partir da diferenciação da linhagem 

murina de pré-adipócitos, a 3T3-L1. É sabido que linhagens celulares apresentam modificações 
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decorrentes da imortalização e manutenção em cultura, de forma que a confirmação dos 

principais resultados em células primárias será importante para a compreensão dos efeitos pró-

adipogênicos da leptina. O uso da linhagem de pré-adipócitos 3T3-L1 como modelo in vitro 

para estudos sobre tecido adiposo/obesidade é bem estabelecido e amplamente utilizado. Uma 

das vantagens da linhagem em questão é a menor produção de leptina pelos adipócitos. Desta 

forma, tornam-se ainda mais evidentes os efeitos da leptina exógena observados. Contudo, na 

maioria dos trabalhos, as células são diferenciadas por cerca de 8 a 10 dias (Yuan et al. 2016; 

Y.-T. Wang et al. 2016). Nós mostramos que adipócitos 3T3-L1 diferenciados por 17 dias 

apresentaram diferenças significativas em relação às células diferenciadas por 10 dias, como 

evidenciado em todos os parâmetros analisados. Desta forma, a utilização de células em 

estágios mais tardios do processo de diferenciação parece caracterizar melhor a associação 

destas células com os adipócitos maduros do tecido. 

Em resumo, nossos dados demonstram uma função pró-adipogênica da leptina, pouco 

explorada na literatura. Embora a função da leptina em relação à adipogênese em células tronco 

mesenquimais tenha sido estudada por alguns grupos (Ambati et al. 2010; Thomas et al. 1999; 

Scheller et al. 2010; Holloway et al. 2002), os efeitos da leptina diretamente em pré-adipócitos 

e adipócitos e sua influência na adipogênese ainda não foram explorados. Nós demonstramos 

uma função pró-adipogênica da leptina, evidenciada pelo aumento na expressão de proteínas 

relacionadas a gotas lipídicas e síntese lipídica, além da diminuição de COX-1 e -2 e aumento 

da secreção de PGD2, importante eicosanóide pró-adipogênico. Durante a diferenciação das 

células 3T3-L1, o tratamento com leptina antecipou várias características que só seriam 

observadas em estágios mais avançados da diferenciação em células controle. Nós acreditamos 

que em situações normais, os efeitos da leptina na indução da lipólise via sinalização central 

estão em equilíbrio com seus efeitos periféricos de indução da adipogênese. Porém, durante a 

obesidade e síndrome metabólica, devido ao desenvolvimento de resistência central à leptina, 

é provável que os efeitos periféricos desta adipocina prevaleçam. Portanto, é de extrema 

importância determinar se a sinalização de leptina em pré-adipócitos e adipócitos continua 

ocorrendo durante a síndrome metabólica. Nossa observação de que a leptina pode agir 

substituindo a insulina na indução da adipogênese contribui de forma importante para o 

entendimento dos mecanismos periféricos que ocorrem na presença da obesidade e diabetes do 

tipo 2. De modo interessante, nós demostramos que a leptina também é capaz de induzir um 

perfil pró-inflamatório em pré-adipócitos e adipócitos através do aumento da expressão e 

secreção de TNF-α. Estudos envolvendo a diferenciação de células-tronco mesenquimais de 

tecido adiposo de pacientes obesos e diabéticos na presença ou ausência de leptina poderão 

esclarecer o papel fisiológico da leptina localmente em adipócitos.  
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6. Conclusões 

 

O tratamento com leptina no decorrer da diferenciação de células 3T3-L1 levou ao aumento 

e/ou antecipação de fatores pró-adipogênicos importantes como o PPARγ e o SREBP-1c. De 

modo consistente, a diferenciação na presença de leptina induziu um aumento das gotas 

lipidicas em paralelo à antecipação da redução de PLIN2 e ao aumento de PLIN1 e CAV-1. 

Além disso, o tratamento com leptina modulou a expressão e a atividade de enzimas associadas 

à produção de eicosanóides, reduzindo a expressão de COX-1 e -2 e aumentando a síntese do 

mediador pró-adipogênico PGD2 ao longo da diferenciação. Em adipócitos maduros, a leptina 

sinaliza via JAK2/STAT3 e PI3K/AKT/mTOR. De modo importante, a leptina parece recuperar 

a progressão da adipogênese em células diferenciadas na ausência de insulina. Finalmente, a 

diferenciação na presença de leptina promoveu uma antecipação da síntese e secreção da 

citocina pró-inflamatória TNF-α. Fica evidente que, em células 3T3-L1, o tratamento com 

leptina antecipa várias características que só seriam observadas em estágios mais diferenciados 

em células controle. Nossos dados introduzem a leptina como um importante fator pró-

adipogênico. 

 

Figura 6.1. Efeitos pró-adipogênicos da leptina. A leptina antecipa a adipogênese quando pré-

adipócitos 3T3-L1 são diferenciados na presença desta adipocina. A leptina antecipa e/ou 

aumenta fatores relacionados à adipogênese, como PPARγ e SREBP-1c. Além disso, a leptina 

modula proteínas relacionadas a gotas lipídicas, antecipando a redução de PLIN2 e o aumento 

PLIN1 e CAV-1. A expressão de COXs foi reduzida por leptina, apesar do aumento da secreção 

de PGD2 nas células tratadas. TNF-α, importante citocina pró-inflamatória, também teve sua 

expressão e secreção antecipadas pelo tratamento com leptina. Em adipócitos maduros, a leptina 

foi capaz de ativar seu receptor LepRb e ativar as vias de PI3K/AKT/mTOR e JAK2/STAT3. 
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ANEXO I 

 

 

Anexo I. Leptina ativa JAK2 e AKT em adipócitos. Células 3T3-L1 com -1 (pré-adipócitos) 

e 17 (adipócitos) dias  de diferenciação foram estimuladas por 20 mins com leptina nas doses 

de 0,4; 4 e 40 nM e a fosforilação de JAK2 (A) e AKT (B) foi avaliada por Western blot. 

Replicatas representam experimentos independentes.  
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ANEXO II 

 

Anexo II. Redução de PLIN2 por leptina ao longo da adipogênese. As células 3T3-L1 foram 

diferenciadas por -1, 3, 10 e 17 dias com as doses de 0,4; 4 ou 40 nM e a expressão de PLIN2 

foi avaliada (A) e (B). Os painéis da direita nas figuras (A) e (B) representam recortes dos 

respectivos painéis da esquerda. A figura (B) representa as mesmas amostras aplicadas no gel 

da Figura 4.5 A, porém com orientação diferente e somente com as doses de 0,4 e 4 nM. A 

figura (C) mostra a expressão de PLIN2 em adipócitos maduros em triplicata, frente à 

diferenciação com leptina na dose de 40 nM. As seis bandas não são contínuas, porém estão 

presentes no mesmo gel. As figuras representam experimentos independentes. 
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ANEXO III 

 

 

Anexo III. Leptina diminui expressão de PLIN2 em pré-adipócitos. (A – C) Análise por 

Western blot da expressão de PLIN2 em pré-adipócitos (dia -1) tratados por 48 h com leptina 

nas doses de 0,04; 0,4; 4 e 40 nM. Cada painel representa um experimento independente. 
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ANEXO IV 

 

 

Anexo IV. Leptina aumenta a expressão de PLIN1 em fases tardias da adipogênese. 

Análise por Western blot da expressão de PLIN1 ao longo da diferenciação em células 3T3-L1 

diferenciadas na presença de leptina nas doses de 4 e 40 nM por -1, 3, 10 e 17 dias. Cada painel 

representa um experimento independente. 
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ANEXO V 

 

 

Anexo V. Leptina aumenta caveolina-1 em pré-adipócitos e adipócitos. Análises de Western 

blot para CAV-1 de células diferenciadas na presença de leptina nas doses de 0; 0,4 e 40 nM 

por -1, 3, 10 e 17 dias (A – C). O painel D representa um experimento em quadriplicata no qual 

a expressão de CAV-1 foi avaliada quando adipócitos maduros (17 dias) foram diferenciados 

na presença de leptina na dose de 40 nM. As oito bandas não são contínuas, porém estão 

presentes no mesmo gel. Cada painel representa um experimento independente. O painel E 

mostra a expressão de CAV-1 em 2 experimentos independentes quando pré-adipócitos (dia -

1) foram tratados por 48 h com leptina nas doses de 0,4; 4 e 40 nM.  
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ANEXO VI 

 

Anexo VI. Leptina aumenta PPARγ em pré-adipócitos e adipócitos. Análises de Western 

blot para PPARγ de células diferenciadas na presença de leptina nas doses de 0,4; 4 e 40 nM 

por -1, 3, 10 e 17 dias (A – D). O painel E mostra a expressão de PPARγ avaliada quando pré-

adipócitos (dia -1) foram tratados com leptina nas doses de 0,4; 4 e 40 nM. Cada painel 

representa um experimento independente.  
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ANEXO VII 

 

 

Anexo VII. Leptina aumenta SREBP-1c em pré-adipócitos e adipócitos. Análises de 

Western blot para SREBP-1c de células diferenciadas na presença de leptina nas doses de 4 e 

40 nM por -1, 3, 10 e 17 dias (A – C). Cada painel representa um experimento independente. 

  



72 
 

ANEXO VIII 

 

Anexo VIII. Leptina diminui a expressão de COX-2 em pré-adipócitos e adipócitos. 

Análises de Western blot para PPARγ de células diferenciadas na presença de leptina nas doses 

de 0,4; 4 e 40 nM por -1, 3, 10 e 17 dias (A – D). A figura (E) mostra a expressão de COX-2 

avaliada quando pré-adipócitos (dia -1) foram tratados com leptina nas doses de 0,4; 4 e 40 nM. 

Cada painel representa um experimento independente.  
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ANEXO IX 

 

 

Anexo IX. Leptina diminui agudamente expressão de COX-2 em pré-adipócitos e 

adipócitos. Análises de Western blot para COX-2 de adipócitos (dia 17) (A) e pré-adipócitos 

(dia -1) (B) tratados por 4 h com leptina nas doses de 0,4; 4 e 40 nM. Cada replicata representa 

um experimento independente. 
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ANEXO X 

 

 

Anexo X. Leptina diminui a expressão de COX-1 em pré-adipócitos e adipócitos. Análises 

de Western blot para COX-1 de células diferenciadas na presença de leptina nas doses de 4 e 

40 nM por -1, 3, 10 e 17 dias (A – C). Cada painel representa um experimento independente. 
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ANEXO XI 

 

 

Anexo XI. Leptina aumenta TNF-α em pré-adipócitos e adipócitos. Análises de Western 

blot para TNF-α de células diferenciadas na presença de leptina nas doses de 4 e 40 nM por -1, 

3, 10 e 17 dias (A e B). A figura (B) mostra duas exposições diferentes da mesma membrana. 

Cada painel representa um experimento independente. 

 

 


