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RESUMO 

 

A leptina é um hormônio secretado principalmente pelo tecido adiposo branco, 

caracterizado como uma proteína circulante, inicialmente descrita como importante 

regulador do metabolismo energético e do peso corporal. Após ser produzido, esse 

hormônio atinge seus locais de ação no sistema nervoso central através de um 

sistema de transporte saturável na barreira hematoencefálica. Os receptores para 

leptina estão localizados principalmente no hipotálamo, porém eles também são 

expressos em outras regiões encefálicas, dentre elas, regiões relacionados a 

transtornos como ansiedade e depressão, como córtex pré-frontal, hipocampo e 

amídala, sugerindo que a leptina possa exercer um papel modulador sobre os 

transtornos de humor. Vários neurotransmissores podem modular as respostas 

emocionais relacionadas com o comportamento defensivo, dentre eles o óxido 

nítrico (NO). Dados da literatura demonstram que a leptina parece modular a síntese 

de NO. Baseado nessas evidências, este trabalho investigou a participação da 

leptina em dois modelos animais de ansiedade: o Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e 

o Teste de Lamber Punido de Vogel. Além disso, verificou-se a hipótese de que os 

efeitos da leptina seriam decorrentes da inibição de NO. Os resultados mostram que 

a injeção i.c.v. de leptina (10,0µg/µL) promoveu efeito tipo ansiolítico nos dois 

modelos utilizados, aumentando a porcentagem de entradas nos braços abertos do 

LCE e o número de lambidas punidas no Teste de Lamber Punido de Vogel. O efeito 

tipo ansiolítico verificado no LCE foi revertido quando os animais foram pré-tratados 

com l-arginina, um precursor de NO, sugerindo que esse efeito é mediado por uma 

facilitação da sinalização nitrérgica. Dessa forma conclui-se que a leptina também 

participa nas respostas defensivas relacionadas à ansiedade, possivelmente inibindo 

a neurotransmissão nitrérgica. 

 

Palavras-chave: Leptina, óxido nítrico, ansiedade, labirinto em cruz elevado, teste 

de lamber punido de Vogel. 

 



ABSTRACT 

 

Leptin is an adypokine secreted mainly by adypocites and plays a pivotal role in 

metabolism homeostasis and body weight.  It reaches the central nervous system via 

a saturable transport system through the blood-brain barrier.  The leptin receptors 

are expressed mainly in hypothalamus, however they are also present in brain 

regions related to anxiety and depression related behaviors, such as, prefrontal 

cortex, amygdala and hippocampus suggesting that leptin could also be involved in 

stress related responses. Several neurotransmitters may be involved in the control of 

mood disorders, including nitric oxide (NO). Moreover, leptin may be related with NO 

production.  However, the role of this peptide on behavioral consequences related to 

stressful events is poorly understood. Thus, the aim of this study was verify the role 

of leptin in two animal models of anxiety, the elevated plus maze and Vogel Conflict 

test. We also verified if the leptin effect on anxiety-response were due NO inhibition. 

Our results showed that the injection of 10 μg/1μL significantly increased the 

percentage of entries in the open arms as compared to vehicle group, suggesting an 

anxiolytic-like effect. No effects were observed in the number of entries into the 

enclosed arms, suggesting that its effects were not related to impairment in 

locomotion. Moreover, leptin also induced anxiolytic-like effects in the VCT, observed 

by a significantly increase in the number of punished licks. These effects were not 

related with water consumption or nociceptive threshold, discarding potential 

confounding factors for the Vogel conflict test. The leptin effects in the EPM test were 

prevented by L-arginine, suggesting that its effects were related to NO inhibition. In 

conclusion, our results showed that i.c.v. injections of leptin induced anxiolytic-like 

effects in two different animal models of anxiety, suggesting that this peptide could 

also modulate anxiety-related responses, possibly trough inhibiton of NO synthesis.  

 

Keywords: Leptin, nitric oxide, anxiety, elevated plus maze, Vogel conflict test. 
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1.1. A Leptina 

 

A leptina, codificada pelo gene “obese (ob)”, foi inicialmente caracterizada 

como um hormônio circulante secretado principalmente pelo tecido adiposo (ZHANG 

et al. 1994). Constitui-se por uma proteína de16-kDa, com 167 resíduos de 

aminoácidos, e atinge o encéfalo por sistema de transporte saturável na barreira 

hemato-encefálica (BADO et al. 1996). Atualmente sabe-se que a leptina também é 

produzida por outros tecidos, como placenta (MASUZAKI et al. 1997), músculos 

(WANG et al. 1998) e sistema nervoso central [SNC, (DEL BIANCO-BORGES et al.; 

MORASH et al. 1999; UR et al. 2002)]. 

Seus efeitos são principalmente na regulação do metabolismo, do 

comportamento alimentar, do balanço energético e da reprodução (HIMMS-HAGEN, 

1999; AHIMA et al. 2000). Adicionalmente, a leptina pode modular a liberação de 

hormônios relacionados com a resposta ao estresse, como por exemplo, o hormônio 

liberador de corticotrofina (CRH) no hipotálamo e o hormônio adrenocorticotrófico 

(ACTH) na hipófise (SPINEDI; GAILLARD, 1998). 

O conhecimento que se tem sobre a leptina foi possível graças ao 

desenvolvimento de dois importantes modelos animais, um, inicialmente de 

obesidade, com animais nocautes para a proteína ob e outro, inicialmente de 

diabetes, com animais nocautes para a proteína db. Porém, esses animais com 

diferente genótipo apresentam um fenótipo semelhante, a mutação do gene obese 

(ob), localizado no cromossomo 6, resulta em animais estéreis, com obesidade 

profunda, diabetes tipo II (INGALLS, et al. 1950) e hipercorticosteronemia 

(GARTHWAITE, et al. 1980). Já o genótipo db/db, resultante da mutação do gene db 
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situado no cromossomo 4, promove um fenótipo semelhante aos mutantes do gene 

ob (HUMMEL, et al. 1966). A partir desses trabalhos denominou-se leptina (do grego 

leptós = magro) a proteína codificada pelo gene ob (HALAAS, et al. 1995)].  

A mutação observada em animais ob/ob, resulta em severas anormalidades 

neuroendócrinas e metabólicas, dentre as quais, obesidade mórbida e hiperfagia 

(CAMPFIELD et al. 1995, HALAAS et al.1995), hiperinsulinemia, dislipidemias, 

hiperglicemia e resistência à insulina, além de diminuição do metabolismo e da 

temperatura corporal (PELLEYMOUNTER et al. 1995). A administração central e 

sistêmica de leptina é capaz de reduzir a ingesta alimentar e o peso corporal desses 

animais (CAMPFIELD et al. 1995; HALAAS et al. 1995). Esses efeitos não foram 

observados em animais db/db, sugerindo que esses animais são incapazes de 

responder adequadamente à proteína ob circulante (CAMPFIELD et al. 1995). 

Surpreendentemente, a síntese de leptina não está comprometida em animais 

obesos, ao contrário sua expressão está aumentada na obesidade, sugerindo um 

possível mecanismo de resistência (FREDERICH et al. 1995; MAFFEI et al. 1995; 

CONSIDINE et al. 1995; LONNQVIST et al. 1995; HALAAS et al. 1995). 

Mesmo antes da descoberta da leptina suspeitava-se que havia mecanismos 

hipotalâmicos de regulação da alimentação e do peso corporal (HETHERRINGTON 

et al. 1940; ANAND et al. 1951). Com a descoberta do hormônio codificado pelo 

gene ob, foi possível identificar as áreas cerebrais e os mecanismos moleculares 

envolvidos no controle do comportamento alimentar e do balanço energético 

(GAUTRON; ELMQUIST, 2011). 
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1.2. Leptina e sinalização intracelular 

 

Através da técnica de “binding” foi possível clonar um receptor de alta afinidade 

para a leptina, que é uma proteína homóloga aos receptores de citocina de classe I 

(TARTAGLIA et al. 1995), amplamente distribuído em distintas regiões cerebrais 

como hipotálamo (SCHWARTZ et al. 1996), córtex, hipocampo, tálamo (MERCER et 

al. 1996), trato olfatório, substancia nigra, núcleo dorsal da rafe, cerebelo, córtex 

piriforme (ELMQUIST et al. 1998), área tegmental ventral (FIGLEWICZ et al. 2003), 

além de outros tecidos como pulmão, fígado, músculo (TARTAGLIA et al. 1995). 

Foram identificadas duas isoformas para esse receptor que diferem quanto ao 

número de resíduos de aminoácidos no domínio citoplasmático, um receptor de 

forma curta (OB-RS), com apenas 34 resíduos de aminoácidos no domínio 

intracelular, expresso em diversos tecidos e outro de forma longa (OB-RL), com 303 

resíduos de aminoácidos no domínio citoplasmático (CHEN et al. 1996), o qual é 

expresso predominantemente no hipotálamo, sendo, portanto, fundamental para o 

controle do peso corporal (MERCER et al. 1996; TARTAGLIA 1997).  

A clonagem do gene que codifica esse receptor permitiu verificar que a falha na 

sinalização para a manutenção do peso corporal observada em animais db/db, 

irresponsivos ao tratamento com leptina, estava relacionada a uma mutação no gene 

db, que resulta em um stop codon prematuro e consequente expressão de um 

receptor semelhante ao de forma curta [OB-RS, (CHEN et al. 1996; CHUA et al. 

1996)]. 
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Para exercer a maioria dos seus efeitos, a leptina secretada por diferentes 

tecidos alcança o SNC por meio de um sistema de transporte saturável através da 

barreira hematoencefálica (BANKS et al. 1996). 

No encéfalo a leptina exerce seus efeitos através da ativação de receptores 

acoplados a tirosina quinases, especificamente as quinases da família Janus (JAK) 

(TARTAGLIA et al. 1995). A ligação da leptina ao receptor desencadeia a 

dimerização do receptor acoplado às JAKS, seguida de uma série de fosforilações, 

incluindo autofosforilação associada às JAKs. O complexo receptor-JAKs 

fosforilados ativam as proteínas citosólicas do tipo STAT (transdutor de sinal e 

ativador de transcrição) promovendo sua dimerização, translocação para o núcleo e 

consequente ativação da transcrição gênica (IHLE, 1996). Especificamente no 

hipotálamo, Vaisse e cols. (1996) demonstraram que a transdução de sinais pela 

leptina ocorre via ativação de STAT3, após única injeção sistêmica do hormônio em 

animais ob/ob, o que não ocorre em animais db/db, que apresentam mutação no 

receptor. 

 

1.3. Leptina e eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 

 

A ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) apresenta uma estreita 

relação com o desenvolvimento de ansiedade (ARBORELIUS et al. 1999) e a 

leptina, por sua vez, também apresenta uma relação bem documentada com esse 

eixo (HEIMAN et al. 1997; SPINED; GAILLARD, 1998). Nesse sentido, observa-se 

que os níveis séricos de leptina são pulsáteis, com pico de concentração plasmática 

entre 20 e 04 horas, e inversamente relacionados aos níveis de cortisol (LICINIO et 
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al. 1997). Adicionalmente, o eixo HPA está ativado, com elevação dos níveis de 

hormônio adrenocorticotrófico na hipófise, em animais ob/ob (GARTHWAITE et al. 

1980), sendo que o tratamento crônico com leptina recombinante corrige a 

hipercorticosteronemia desses animais, mas não em animais db/db (STEPHENS et 

al. 1995). 

Dados da literatura mostram que há redução dos níveis de leptina 

concomitantemente à elevação dos níveis de cortisol, observada após o estresse 

agudo promovido por incisão cirúrgica (KAIN et al. 1999). O pré-tratamento com 

leptina reduz, de maneira dose dependente, os níveis séricos de hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) e corticosterona em animais submetidos ao estresse de 

restrição, um modelo animal que promove ativação do eixo HPA, sugerindo que a 

leptina possui um papel inibitório sobre esse eixo (HEIMAN et al. 1997). 

Interessantemente, animais adrenalectomizados, os quais apresentam falha no 

mecanismo de retroalimentação negativa do eixo HPA, tem seus níveis de ACTH 

extremamente elevados e queda dos níveis de leptina (SPINEDO; GAILLARD, 

1998), o que corrobora a idéia de que esse hormônio participa do mecanismo de 

retroalimentação regulado pelos glicocorticoides (HEIMAN et al. 1997). Esse 

mecanismo é considerado essencial para adaptação do organismo ao estresse e o 

mau funcionamento desse sistema está intimamente relacionado ao 

desenvolvimento de condições patológicas comportamentais, dentre as quais, 

ansiedade e depressão (CHROUSOS, 2009). É possível que indivíduos que 

possuem hipoleptinemia e apresentem depressão ou distúrbios de ansiedade 

apresentem um prejuízo neste mecanismo de retroalimentação do eixo HPA (LIAO 

et al. 2006). 
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Apesar de tantas evidências sobre a importância da leptina para o 

funcionamento adequado do eixo HPA, seu papel em eventos estressores ainda é 

pouco estudado. 

 

1.4. Leptina e ansiedade 

 

Os receptores para leptina são expressos no SNC em diversas regiões 

incluindo regiões extra-hipotalâmicas relacionadas com a elaboração de respostas 

comportamentais relacionadas com ansiedade e depressão, como por exemplo, 

córtex pré-frontal, hipocampo, amídala e mesencéfalo (HARVEY, 2007), sugerindo 

que esse hormônio exerce um controle sobre as respostas emocionais. Porém, os 

dados referentes à sua participação sobre os comportamentos relacionados à 

ansiedade ainda são escassos, ressaltando-se a importância de estudos que 

verifiquem a participação desse hormônio na modulação de respostas emocionais.  

Estudos epidemiológicos mostram que a obesidade apresenta-se 

frequentemente como co-morbidade com alguns transtornos psiquiátricos, 

principalmente depressão e ansiedade (CARPENTER et al. 2000; BECKER et al. 

2001; ONYIKE et al. 2003; SIMON et al. 2006; SCOTT et al. 2008). Dados da 

literatura revelam redução significativa dos níveis plasmáticos e no líquido 

cefalorraquidiano de leptina em paciente deprimidos (JOW et al. 2006; WESTLING 

et al. 2004), reforçando a possibilidade de que a leptina exerça uma modulação 

sobre respostas emocionais.  

Nesse contexto, animais submetidos a diferentes estressores apresentaram 

alteração comportamental, caracterizada pela redução da ingestão de solução de 
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sacarose, acompanhada de redução dos níveis plasmáticos de leptina, sendo esses 

efeitos revertidos pelo tratamento com leptina (LU et al. 2006). Analogamente, 

animais ob/ob (ZHANG et al. 1994), apresentaram comportamento do tipo 

depressivo no teste do nado forçado (COLLIN et al. 2000) e comportamento tipo 

ansiogênico, em modelos bem estabelecidos de ansiedade, como na caixa claro-

escuro (FINGER, et al. 2010) e no labirinto em cruz elevado [LCE, (ASAKAWA et al. 

2003)], sendo que o efeito tipo ansiogênico observado no LCE foi revertido pela 

administração de leptina (ASAKAWA et al. 2003). Adicionalmente, animais db/db, 

mutantes para o receptor de forma longa para o peptídeo codificado pelo gene ob 

(CHEN et al. 1996; CHUA et al. 1996), também apresentaram comportamento tipo 

depressivo no teste do nado forçado, porém demonstraram comportamento tipo 

ansiolítico no LCE (SHARMA et al. 2010). 

 

1.5. Ansiedade 

 

Os transtornos mentais representam importante problema de saúde pública 

mundial. Segundo um estudo epidemiológico,121 milhões de pessoas sofrem de 

depressão em todo o mundo (BROMET, et al. 2011). De acordo com a Organização 

Mundial de Saúde, a depressão constitui a segunda maior causa de incapacidade do 

mundo, perdendo apenas para as doenças cardiovasculares, que ocupam o primeiro 

lugar. Os transtornos da ansiedade também relevância estatísticas, sendo que o 

transtorno de ansiedade generalizado (TAG) consiste no transtorno mental com 

maior prevalência no mundo após a depressão (World Health Organization (WHO), 

2014). 
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A ansiedade é uma emoção semelhante ao medo, contudo, esse é 

consequência de ameaça definida enquanto a ansiedade manifesta-se quando a 

fonte de perigo é incerta ou desconhecida (GRAEFF, 2001). A ansiedade, como 

resposta fisiológica, pode ser considerada um fenômeno adaptativo com duração e 

intensidade apropriadas, fundamental ao homem no enfrentamento das situações 

que lhe são impostas pela vida. É considerada uma das respostas inatas mais 

importantes dos indivíduos, já que a antecipação mental de um possível ataque por 

predadores possibilitou o surgimento de estratégias eficazes de fuga ou 

enfrentamento, o que garantiu a integridade física e a continuidade da espécie 

(NUTT, 1990; DRACTU & LADER, 1993). 

Níveis normais de ansiedade são benéficos aos indivíduos, já que promovem 

uma melhoria no desempenho de atividades motoras e cognitivas (GRAEFF, 1999). 

Porém, quando esses níveis ultrapassam certo limiar, o qual varia de pessoa para 

pessoa, e causam prejuízos funcionais, estabelece-se uma condição patológica, 

denominada “Transtorno de ansiedade”. A distinção entre a ansiedade normal e a 

patológica baseia-se na intensidade e duração das manifestações, grau de limitação 

provocado e na proporcionalidade entre o evento desencadeante e a reação do 

indivíduo. Portanto, quando a ansiedade é intensa, persistente, desproporcional às 

possíveis causas aparentes e interfere de maneira considerável no funcionamento 

do indivíduo, dever ser considerada doença e alvo de intervenção médica (NUTT, 

1990; HETEM, 2004). 

Os transtornos da ansiedade manifestam-se como um conjunto de alterações 

psíquicas e somáticas, desencadeadas, dentre outros fatores, pela ativação do 

sistema nervoso simpático e do eixo HPA, que muitas vezes não são exclusivas 
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desses distúrbios, dessa forma, para facilitar o diagnóstico são adotados manuais 

internacionais, como o Manual de Diagnóstico e Estatística das Doenças Mentais 

(DSM – Diagnostic Statistical Manual of Mental Diseases) desenvolvido pela 

Associação Americana de Psiquiatria, em sua quinta revisão (DSM-V, 2013), 

conforme a Tabela 1. 

 

Tabela 1: Classificação dos transtornos de ansiedade, segundo DSM-V, 2013. 

Transtorno de ansiedade da separação 

Mutismo seletivo 

Fobia específica 

Transtorno de ansiedade social (fobia social) 

Transtorno de pânico 

Ataque de pânico  

Agorafobia 

Transtorno de ansiedade generalizado 

Transtorno de ansiedade induzido por substâncias/medicamentos 

Transtorno de ansiedade associado a uma condição médica 

Transtorno de ansiedade de outra especificação 

Transtorno de ansiedade inespecífico 
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1.6. Comportamento defensivo 

 

 Os modelos animais de ansiedade fundamentam-se nas perspectivas 

evolutivas instituídas por Charles Darwin em seu livro “The Expression of Emotions 

in Man and Animals” (1872), no qual ele descreve as cinco emoções básicas que se 

preservaram nas diferentes espécies animais, são elas, alegria, medo, raiva, nojo, 

surpresa. No que diz respeito a ansiedade, a perspectiva evolutiva sugere que tal 

emoção está associada às estratégias de defesa emitidas em resposta a perigos 

que os animais encontram em seu nicho ecológico. 

O comportamento defensivo consiste em uma série de respostas defensivas 

que os animais apresentam frente a estímulos ameaçadores ou situações de perigo 

como, por exemplo, a exposição a predadores ou ainda o confronto entre animais da 

mesma espécie. Além desses, fatores ambientais como a iluminação, altura, 

exposição a lugares ou objetos novos também representam condições aversivas 

(BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; GRAEFF; ZANGROSSI, 2002). 

Uma vez expostos a situações de perigo, os animais expressam respostas 

defensivas, tais como fuga, congelamento, avaliação de risco, esquiva, ameaça ou 

ataque defensivo (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; GRAEFF et al, 1998; 

ZANOVELI, 2005). Em seu livro “The Expression of Emotions in Man and Animals” 

Darwin observou uma semelhança entre o comportamento dos humanos e dos 

demais animais na expressão das emoções de natureza aversiva. 

A partir desta perspectiva, diversos trabalhos foram realizados com o intuito 

de determinar as bases neurobiológicas responsáveis pelo desencadeamento de 

respostas comportamentais, bem como as bases envolvidas nos transtornos de 
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ansiedade (CANTERAS et al, 2001; CAROBREZ et al, 2001; BRANDÃO et al, 2003; 

BERGINK et al, 2004; JAVITT, 2004; GUIMARÃES et al, 2005). 

 

1.7. Neurotransmissores envolvidos na modulação de respostas defensivas 

 

Diferentes neurotransmissores estão envolvidos na modulação da atividade 

dos circuitos neuroanatômicos responsáveis pelas respostas defensivas, dentre eles 

o hormônio liberador de corticotrofinas, neuropeptídeo Y, substância P, 

transmissores monoaminérgicos (noradrenalina, serotonina e dopamina), ácido 

gama-aminobutírico (GABA), óxido nítrico, glutamato, vanilóides e canabinóides 

(BERGINK et al. 2004; DEAKIN; GRAEFF, 1991; GUIMARÃES et al. 2005; 

MOREIRA et al. 2009; MOREIRA et al. 2011).  

1.8. Óxido nítrico  

 

Até o final da década de 70, o óxido nítrico (NO) era considerado membro de 

uma família de poluentes atmosféricos, participando da chamada chuva ácida e da 

formação de carcinógenos em potencial. 

Em 1980, Furchgott e Zawadzki, utilizando-se de preparações de aortas de 

coelho pré-contraídas com noradrenalina, demonstraram que a acetilcolina era 

capaz de promover o relaxamento da musculatura lisa vascular dependente da 

integridade da camada endotelial. A interação da acetilcolina com receptores 

muscarínicos presentes em células endoteliais levaria à liberação de um fator 

responsável pela vasodilatação, inicialmente denominado Fator de Relaxamento 
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Derivado do Endotélio (EDRF). Mais tarde, em 1987, Ignarro e colaboradores 

identificaram quimicamente o EDRF como sendo o óxido nítrico (NO), estabelecendo 

sua importância como molécula sinalizadora no sistema vascular. 

O NO é produzido endogenamente a partir da conversão de L-arginina em L-

citrulina pela enzima NO sintase (NOS) (MONCADA et al. 1991; MONCADA et al. 

1989), a qual possui três isoformas, uma induzível pelo estímulo inflamatório (iNOS) 

e duas constitutivas: a NOS endotelial (eNOS) e a neuronal (nNOS), ambas com 

atividade dependente do aumento da concentração de cálcio citoplasmático 

(MONCADA et al. 1991).  

Além do relaxamento vascular, o NO modula uma série de processos 

fisiológicos, dentre eles: regulação genética, apoptose, função plaquetária, 

neurotransmissão, memória, ativação do sistema imune, reprodução, dentre outros 

(LANCASTER, 1996; NAPOLI; IGNARRO, 2003). 

No SNC, o NO está presente em neurônios do cerebelo, substância cinzenta 

periaquedutal dorsolateral (SCPdl), colículos superior e inferior, giro denteado do 

hipocampo, núcleo do leito da estria terminal, camadas superficiais do córtex 

cerebral, bulbo olfatório, etc. (BREDT et al. 1990), onde atua na regulação da 

excitabilidade e da taxa de disparos neuronais, modulação da plasticidade sináptica, 

neurotoxicidade e neuroproteção (PRAST; PHILIPPU, 2001). Além disso, diversos 

trabalhos demonstram a participação do NO na fisiopatologia de diversos distúrbios 

neuropsiquiátricos (CUNNINGHAM; FERKANY; ENNA, 1994), incluindo distúrbios de 

ansiedade (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARÃES, 2001). 

A nNOS, expressa constitutivamente no SNC, está amplamente distribuída em 

diferentes regiões encefálicas relacionadas com comportamentos de medo e 
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ansiedade, como hipotálamo, amídala e SCPdl (VINCENT; KIMURA 1992). 

Trabalhos da literatura demonstram que o NO exerce um importante controle nos 

estados emocionais relacionados à ansiedade, possivelmente facilitando-os 

(GUIMARAES et al. 2005). 

 

1.9. Neurotransmissão nitrérgica e leptina 

 

Diferentes populações de neurônios nitrérgicos estão distribuídas em regiões 

encefálicas que também expressam neurônios leptinérgicos, dentre elas núcleo 

arqueado hipotalâmico, hipotálamo lateral, hipotálamo ventromedial, núcleo 

dorsomedial hipotalâmico, núcleo pré-mamilar ventral e núcleo do trato solitário 

(VINCENT et al. 1992; ELMQUIST et al. 1998; SCOTT et al. 2009; IWASE et al. 

1998). 

Alguns trabalhos demonstram que a leptina exerce seus efeitos centrais 

através da interação com o NO (CALAPAI et al. 1999; BARATTA et al. 2002; 

KOSIOR-KORZECKA; BOBOWIEC 2006). Nesse sentido, tanto a administração 

sistêmica quanto intra-cerebroventricular de leptina foi capaz de inibir a atividade da 

nNOS em camundongos (CALAPAI et al. 1998). Trabalhos do mesmo grupo 

demonstraram que a via do NO está diretamente relacionada com os efeitos 

promovidos pela leptina no controle da ingestão de alimentos e peso corporal 

(CALAPAI et al. 1999). Adicionalmente, demonstrou-se que a leptina promove 

anorexia em aves através da inibição da nNOS, sendo este efeito revertido pelo 

precursor de NO, L-arginina (YANG; DENBOW, 2007). 
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Mehebik-Mojaat e cols. (2009) demonstraram que a leptina em preparações 

isoladas de adipócitos, induz o aumento da síntese de NO. Niang e cols. (2011) 

demonstraram no mesmo tecido que a leptina induz lipólise e oxidação de ácidos 

graxos não esterificados via aumento da síntese de NO, visto que esse efeito foi 

revertido pelo pré-tratamento com um inibidor de NOS e foi reproduzido pelo pré-

tratamento com um doador de NO. Porém, recentemente, Donato e cols. (2010) 

demonstraram que a leptina é capaz de induzir a fosforilação da nNOS em 

neurônios hipotalâmicos.  

Dessa forma, considerando-se as ações da leptina sobre o eixo HPA e sobre a 

neurotransmissão nitrérgica, seria possível sugerir que os efeitos do tipo ansiolíticos 

promovidos pela leptina sejam devido à inibição dessas vias. 

 



28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivos 



29 

 

2.1. Objetivo geral 

 

O objetivo geral do presente trabalho é verificar se a leptina é capaz de exercer 

efeitos do tipo ansiolítico em modelos animais de ansiedade. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

a) Testar a hipótese de que a leptina exercerá efeitos ansiolíticos em 

animais submetidos ao LCE e ao teste de lamber punido de Vogel; 

b) Testar a hipótese de que os efeitos comportamentais promovidos pela 

leptina decorrem da inibição do óxido nítrico (NO). 
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3.1. Animais 

 

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, pesando entre 300-330 gramas, 

provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG, 

após aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Experimentação 

Animal (protocolo 57/2011). 

Os ratos foram mantidos em grupos de 5 animais por gaiola, com livre acesso à 

água e comida, sob ciclo claro-escuro de 12 h (início às 7:00 h) e temperatura 

controlada (24 ± 2°C). 

 

3.2. Drogas  

 

Foram utilizadas as seguintes drogas: 

 Leptina recombinante (Sigma-Aldrich®): 0,1µg/µL, 1,0µg/µL, 3,0µg/µL e 

10,0µg/µL, diluída em Tris-HCl 20mM, pH 8,0 e cloreto de sódio 0,9% (DEL 

BIANCO-BORGES et al. 2010). 

 L-arginina, l-arg (precursor de NO, Sigma-Aldrich®): 10nmol/µL, 100nmol/µL, 

300nmol/µL, diluída em cloreto de sódio 0,9%  (DEL BEL et al. 2005). 

 N-propil-l-arginina, NPLA (inibidor seletivo de nNOS, Tocris®): 0,1pmol/µL, 

1,0pmol/µL, 10,0pmol/µL, diluído em cloreto de sódio 0,9% (AGUIAR et al. 2009). 

 Morfina (analgésico opioide, Sigma-Aldrich®): 5mg/kg/mL, diluído em cloreto de 

sódio 0,9% (MOREIRA et al. 2006). 
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3.3. Cirurgia estereotáxica 

 

Os animais foram anestesiados com Ketamina (60,0mg/Kg) e Xilazina 

(8,0mg/Kg), via i.p. e fixados a um aparelho estereotáxico. Foi realizada uma incisão 

sagital para exposição da calvária e remoção do periósteo, a calota craniana foi 

perfurada com um orifício (coordenadas: AP-bregma 0,6mm, L-2,0mm, P-3,8mm, 

ângulo-90º, PAXINOS; WATSON, 1997) para introdução da cânula guia (10mm) 

dirigida ao ventrículo lateral direito, a qual foi fixada ao crânio com cimento acrílico, 

conforme descrito em trabalhos prévios (GUIMARÃES et al. 1991; AGUIAR et al. 

2006). Foi introduzido na cânula um mandril de aço inoxidável para evitar obstrução. 

Os animais receberam injeção de pentabiótico e do analgésico, antitérmico e 

antiinflamatório Banamine® (Flunixin Meglumine, 1mL/Kg). Após a recuperação da 

anestesia, os animais foram alojados no biotério até seu restabelecimento (7 dias) e 

então foram submetidos à injeção no ventrículo lateral direito. 

 

3.4. Injeção intracerebroventricular (i.c.v.) 

 

Para o procedimento da injeção segurou-se o animal gentilmente para retirada 

do mandril e introdução, pela cânula guia, de uma agulha odontológica gengival 

(10,5mm), até atingir o ventrículo lateral direito, 0,5mm abaixo da extremidade da 

cânula. A agulha foi conectada a uma seringa Hamilton® de 10μL por meio de um 

segmento de Polietileno (P10). As injeções foram realizadas com ajuda de uma 

bomba de infusão Insight® a uma velocidade de 1μl/min em um volume de 1,0μL. 
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3.5. Testes comportamentais 

 

3.5.1 Labirinto em cruz elevado 

 

O aparelho é constituído de quatro braços de iguais dimensões, sendo dois 

deles abertos e dois fechados situados a 50 cm de altura do solo (Figura 1). 

Após receberem o tratamento específico, cada animal foi colocado na 

plataforma central do equipamento com a face virada para um dos braços fechados 

para explorá-lo livremente durante 5 minutos. Os experimentos foram filmados com 

auxílio de uma câmera de vídeo (Microsoft®) localizada 1,5 metros acima do 

labirinto durante 5 minutos. Simultaneamente, foram analisados com auxílio do 

software ANY-MAZE (versão 4.5), o qual registra a posição do animal no LCE e 

calcula a porcentagem de entradas nos braços abertos, a porcentagem de tempo 

gasto nos braços abertos e o número de entradas nos braços fechados do LCE. No 

intervalo entre os testes de cada animal o labirinto foi limpo com uma solução de 

álcool (70 %). Após o teste os animais sofreram perfusão intracardíaca para 

remoção do encéfalo e posterior análise histológica do sítio de injeção. 
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Figura 1: Labirinto em cruz elevado 

 

3.5.2 Teste de lamber punido de Vogel 

 

A caixa de Vogel (Insight®) é constituída de acrílico (42×50×25 cm) e possui 

um assoalho de grade metálica. A garrafa de água é conectada ao interior da caixa 

através de um suporte metálico (Figura 2). O contato do animal com o assoalho e 

com a garrafa de água fecha um circuito elétrico controlado por sensor, o qual 

produz 7 pulsos/s quando o animal entra em contato com ambos os componentes. 

Cada pulso é considerado como uma lambida e a cada 20 lambidas o animal recebe 

um choque de 0,5 mA/2s. O sensor registra o número total de lambidas e de 

choques durante o período do teste. 

Inicialmente os animais foram privados de água por 24 horas, após esse 

período eles foram colocados na caixa e beberam água durante 3 minutos (pré-

teste). Vinte e quatros horas após o pré-teste, os animais receberam o tratamento 

farmacológico e 10 minutos após foram colocados na caixa para realização do teste. 
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O teste inicia-se a partir do momento que o animal começa a lamber o bebedouro, 

nessa situação a cada 20 lambidas um choque era administrado. O teste teve a 

duração de 3 minutos, o número total de choques e o número total de lambidas foi 

registrado pelo aparelho. 

 

 

Figura 2: Teste de lamber punido de Vogel 

 

3.5.3 Teste de Retirada de Cauda: Tail-flick 

 

O teste de tail-flick, utilizado para avaliar efeito nociceptivo de drogas, consiste 

em uma plataforma de acrílico com uma resistência metálica, mantidos à 

temperatura ambiente (Figura 3). No momento do teste aciona-se o aquecimento da 

resistência, a qual tem um aumento de temperatura de 9°C/s, através de passagem 

de corrente elétrica. 

Após o tratamento a cauda dos animais, é gentilmente colocada em contato 

com a resistência do equipamento, o aquecimento é acionado até que o reflexo de 
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retirada da cauda seja obtido. Realiza-se a medida basal da latência de retirada da 

cauda e 10, 20, 30 e 40 minutos após a injeção das drogas. 

O teste tail-flick é utilizado para avaliar se o efeito de drogas que apresentam 

efeito ansiolítico no teste de Vogel não é devido a um efeito nociceptivo da mesma 

(MOREIRA et al. 2006). 

 

 

Figura 3: Teste tail-flick 

 

3.6. Histologia 

 

Ao término dos testes realizou-se a verificação do local da injeção. Os animais 

foram anestesiados com Uretana (25%, 5mL/Kg de peso) e sofreram perfusão 

intracardíaca com salina 0,9 % e formol 10 %. Os encéfalos foram extraídos, 

estocados em formol 10 % por três dias, e cortados, ao nível do sítio de injeção, em 

secções de 50 μm de espessura em um criostato (Microm HM 505 N). Os cortes 

foram montados em lâminas de vidro gelatinizadas e foram analisados para a 
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verificação do local de injeção com o auxílio de um microscópio, segundo os 

diagramas do Atlas PAXINOS; WATSON, 1997. 
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3.7. Delineamento experimental 

 

3.7.1 Experimento 1: Efeito da leptina no LCE (n = 9-13 por grupo) 

 

Nesse experimento os animais foram divididos em quatro (4) grupos: Tris-HCl 

20mM: salina 0,9% (3:10) (1,0µL); Leptina 0,1µg/µL; Leptina 1,0µg/µL; Leptina 

3,0µg/µL; Leptina 10,0µg/µL. Os animais foram expostos ao LCE 10 min após a 

administração das drogas e tiveram seu comportamento avaliado por 5 min.  

 

3.7.2 Experimento 2: Efeito da leptina no teste de lamber punido de Vogel (n = 

5-13 por grupo) 

 

Nesse experimento os animais foram divididos nos seguintes grupos: Tris-HCl 

20mM: salina 0,9% (3:10) e Leptina 10,0µg/µL. Os animais foram colocados na caixa 

10 min após a administração das drogas e o teste durou 10 min.  

 

3.7.3 Experimento 3: Efeito da leptina sobre o consumo de água e  no teste 

Tail-flick (n = 5 por grupo) 

 

Esse experimento teve como objetivo verificar se os efeitos da leptina não eram 

decorrentes de alteração do consumo de água nos animais ou alterações na 

resposta nociceptiva. Grupos experimentais: Tris-HCl 20mM : salina 0,9% (3:10) 

(1,0µL); Leptina 10,0µg/µL e Morfina 5mg/kg (utilizada apenas no teste do tail-flick). 
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3.7.4 Experimento 4: Efeito do pré-tratamento de NPLA sobre as 

respostas comportamentais promovidas pela Leptina no LCE.  

 

Inicialmente realizou-se uma curva-dose resposta com o NPLA para determinar 

a dose que seria utilizada no experimento com a leptina. Para isso, realizamos os 

seguintes grupos experimentais: Salina 0,9% ; NPLA 0,1pmol/µL; NPLA 1,0pmol/µL 

e NPLA 10,0pmol/µL (n=7-8/grupo). 

A partir desse experimento, optamos por utilizar a dose de 10pmol. Grupos 

experimentais: Salina (1,0µL) + Salina (1,0µL); Salina (1,0µL) + Leptina 10,0µg/µL;  

NPLA 10,0pmol/µL + Salina 0,9% (1,0µL); NPLA 10,0pmol/µL + Leptina 10,0µg/µL 

(n=9-13/grupo). 

 

3.7.6 Experimento 6: Efeito do pré-tratamento da l-arginina, precursor de NO, 

sobre os efeitos mediados pela leptina no LCE  

 

Da mesma forma que no experimento anterior, realizamos uma curva dose-

resposta com a L-arginina para determinar a dose que seria utilizada no experimento 

com a Leptina. Grupos experimentais: Salina 0,9% (1,0µL); L-arginina 10,0nmol/µL; 

L-arginina 100,0nmol/µL; L-arginina 300,0nmol/µL (n=6-7/grupo). 

A partir desse experimento optamos pela dose de 10,0nmol para a L-arginina.  

Grupos experimentais: Salina 0,9% (1,0µL) + Salina 0,9% (1,0µL); Salina 0,9% 

(1,0µL) + Leptina 10,0µg/µL; L-arginina 10,0nmol/µL + Salina 0,9% (1,0µL); L-

arginina 10,0nmol/µL + Leptina 10,0µg/µL (n=11-15/grupo). 
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3.8. Análise Estatística  

 

Os resultados foram submetidos a análise de variância (ANOVA) ou ANOVA de 

duas vias conforme apropriado, de acordo com a homogeneidade presente nos 

grupos experimentais. O nível de significância estabelecido foi p<0.05, em caso de 

significância análises de post-hoc foram realizadas com o teste de Bonferroni. 
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4.1. Efeito da leptina no LCE 

 

A injeção i.c.v. da maior dose de leptina (10,0µg/µL) promoveu efeito tipo 

ansiolítico no LCE 10 minutos após a injeção. Esse efeito caracterizou-se pelo 

aumento significativo da porcentagem de entradas nos braços abertos do LCE 

(F(4,56)= 1.69, p=0.16 - Duncan p<0.05) em relação ao grupo controle (Figura 4). 

O tratamento não promoveu diferença estatística em relação ao controle na 

porcentagem de tempo nos braços abertos (F(4,56) = 0,89; ns). Não houve diferenças 

entre os grupos no número de entradas nos braços fechados (F(4,56) = 0,87; ns - 

Figura 4), o que sugere que o efeito tipo ansiolítico não se correlaciona com 

alteração da atividade locomotora. 
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Figura 4: Efeito da leptina (0,1µg/µL, 1,00µg/µL, 3,00µg/µL e 10,0µg/µL) injetada 

i.c.v. em ratos expostos ao LCE. As colunas representam a média ± E.P.M do 

número de entradas nos braços fechados (C), da porcentagem de tempo (B) e 

porcentagem de entradas (A) nos braços abertos (*p<0,05 em relação ao grupo 

salina; ANOVA seguida de teste de Duncan, n=9-13/grupo). 
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4.2. Efeito da leptina no teste de lamber punido de Vogel 

 

A injeção i.c.v. da maior dose de leptina (10,0µg/µL) promoveu efeito tipo 

ansiolítico no teste de lamber punido de Vogel, caracterizado pelo aumento 

significativo do número de lambidas punidas ( t21=2.51, p=0.02 teste t Student) em 

relação ao grupo salina (Figura 5). 

O teste de lamber punido de Vogel caracteriza-se por privar o animal de água 

durante quarenta e oito horas, dessa forma a leptina poderia aumentar o número de 

lambidas punidas não por um efeito simplesmente tipo-ansiolítico, mas talvez por 

ativação do centro hipotalâmico de sede. Para descartar tal possibilidade, realizou-

se o teste de ingestão de água, sem a administração de choques, com a dose 

efetiva de leptina na caixa do teste de lamber punido de Vogel. A injeção i.c.v. da 

maior dose de leptina (10,0µg/µL) não promoveu diferença estatística no número de 

lambidas não punidas na caixa do teste de lamber punido de Vogel (veículo: 893.6 ± 

71.36, leptina 10,0µg/µL: 669.0 ± 77.32, t8 = 2,14; ns; n=5/grupo), em comparação 

ao grupo controle.  

Adicionalmente, esse teste envolve punição do animal, o que sugere que a 

leptina aumenta o número de lambidas punidas por exercer efeito antinociceptivo. 

Para eliminar essa hipótese realizou-se o teste de retirada da cauda. Nesse 

experimento, observou-se que a morfina (i.p. 5mg/Kg) aumentou significativamente 

em relação ao grupo controle a latência para retirada da cauda (F2,14 = 12,29, p = 

0,03, ANOVA de medidas repetidas, seguida teste de Duncan), sugerindo um efeito 

anti-nociceptivo (Figura 6). A injeção i.c.v. de leptina (10,0µg/µL) não promoveu 

diferença estatística na latência de retirada da cauda, em comparação ao grupo 

controle (Figura 6). 
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Figura 5: Efeito da leptina 10,0µg/µL administrada i.c.v. em ratos avaliados no teste 

de lamber punido de Vogel. As colunas representam a média do número total de 

lambidas punidas ± E.P.M. (*p<0,05 comparado ao grupo salina, teste t Student, 

n=5-13/grupo). 

 

 

Figura 6: Efeitos da morfina 5mg/kg i.p., leptina 10,0µg/µL (icv) e veículo (icv) em 

ratos, no teste de retirada da cauda. Cada ponto representa a média do tempo de 

latência de retirada da cauda ± E.P.M. (* p<0.05, em relação ao grupo salina; 

ANOVA de medidas repetidas seguido do teste de Duncan, n=5/grupo).  
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4.3. Efeito do pré-tratamento de N-propil-l-arginina, um inibidor seletivo da 

nNOS, sobre os efeitos da injeção de leptina no LCE 

 

Inicialmente, realizamos uma curva dose-resposta para o NPLA para 

determinar a dose que seria utilizada no experimento subsequente. A injeção i.c.v de 

NPLA (0,1pmol/µL, 1,0pmol/µL e 10,0pmol/µL) não promoveu diferença estatística 

na porcentagem de tempo (F(3,29) = 1,14; ns) e entradas nos braços abertos (F(3,29) = 

0,08; ns- Figura 7), na porcentagem e no número de entradas nos braços fechados 

(F(3,29) = 0,51; ns), em comparação ao grupo controle. Dessa forma, a dose de n-

propil-l-arginina escolhida para o próximo experimento foi 10pmol/µL. 



47 

 

 

Figura 7: Efeito de NPLA (0,1pmol/µL, 1,0pmol/µL e 10,0pmol/µL) injetado i.c.v. em 

ratos expostos ao LCE. As colunas representam a média ± E.P.M do número de 

entradas nos braços fechados (C), da porcentagem de tempo (B) e porcentagem de 

entradas (A) nos braços abertos (*p<0,05 em relação ao grupo salina; ANOVA 

seguida de teste de Dunett, n=7-8/grupo).  
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Nesse experimento subsequente, verificamos o efeito do pré-tratamento com 

NPLA sobre a injeção i.c.v de leptina 10,0µg/µL. Conforme observado anteriormente, 

a administração de leptina promoveu efeito do tipo ansiolítico no LCE, caracterizado 

por um aumento significativo na porcentagem de entradas no LCE (F(1,40) = 6,47; 

p=0,01; ANOVA de duas vias – Bonferroni p<0.05, em comparação ao grupo 

veículo+veículo, Figura 8). Não houve diferença estatística na porcentagem de 

tempo nos braços abertos [F(1,40) = 2,50; p= 0,12] e no número de entradas nos 

braços fechados em comparação ao grupo veículo-veículo [F(1,40) = 0.0006; p=0,97]. 

O NPLA não promoveu diferenças significativas nos parâmetros avaliados 

(porcentagem de tempo: F(1,40) = 0,73 e p= 0,39; porcentagem de entradas F(1,40) = 

1,61 e p= 0,2; número entradas fechado: F(1,40)= 0,14 e p= 0,70, Figura 8). Não 

houve interação entre os tratamentos de NPLA e leptina em nenhum dos parâmetros 

avaliados (porcentagem de tempo: F(1,40) = 0,85 e p= 0,36; porcentagem de entradas 

F(1,40) = 1,17 e p= 0,28; número entradas fechado: F(1,40)= 0,18 e p= 0,70, Figura 8) . 
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Figura 8: Efeito do pré-tratamento com NPLA 10,0pmol/µL, inibidor seletivo de 

nNOS, no efeito promovido pela leptina injetada i.c.v. (10,0µg/µL) em ratos expostos 

ao LCE. As colunas representam a média ± E.P.M do número de entradas nos 

braços fechados (C), da porcentagem de tempo (B) e porcentagem de entradas (A) 

nos braços abertos. (*p<0,05 em relação ao grupo salina; ANOVA de duas vias 

seguido do teste de Bonferroni, n=9-13/grupo). 
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4.4. Efeito do pré-tratamento de l-arginina, precursor de NO, sobre os efeitos 

da injeção de leptina no LCE 

 

Inicialmente, realizou-se também uma curva dose-resposta com l-arginina, um 

precursor de NO, para verificar qual dose seria utilizada no experimento 

subsequente. 

A injeção i.c.v. da maior dose de l-arginina (300nmol/µL) promoveu efeito tipo 

ansiogênico no LCE 10 minutos após a injeção em comparação ao grupo l-arginina 

(10nmol/µL). Esse efeito caracteriza-se pela redução significativa da porcentagem 

de tempo nos braços abertos do LCE (F(3,24)= 3.47, p=0.03; One-Way ANOVA 

Bonferroni p<0.05, em relação ao grupo l-arginina 10nmol/µL, Figura 9). O 

tratamento não promoveu diferença estatística na porcentagem de entradas nos 

braços abertos (F(3,24) =3,19 e p=0.04; Figura 9) e no número de entradas nos braços 

fechados (F(3,24) = 1,44; ns, Figura 9), em comparação ao grupo controle, o que 

sugere que o efeito tipo ansiogênico não se correlaciona com prejuízo da atividade 

locomotora. 

Dessa forma, a dose de l-arginina escolhida para o próximo experimento foi 

10nmol/µL. 
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Figura 9: Efeito de l-arginina (10nmol/µL, 100nmol/µL e 300nmol/µL) injetada i.c.v. 

em ratos expostos ao LCE. As colunas representam a média ± E.P.M do número de 

entradas nos braços fechados (C), da porcentagem de tempo (B) e porcentagem de 

entradas (A) nos braços abertos (+p<0,05 em relação ao grupo l-arginina 10nmol/µL; 

One-way ANOVA seguida de teste de Bonferroni, n=6-7/grupo). 
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Como previamente observado, a injeção de leptina i.c.v promoveu efeito do tipo 

ansiolítico nos animais expostos ao LCE caracterizado por um aumento significativo 

na porcentagem de entradas nos braços abertos (F(1,48)=8,29 e p=0,005; Two-Way 

ANOVA) em relação ao grupo véiculo-veículo (p<0.05, Bonferroni, Figura 10). O pré-

tratamento com l-arginina na dose de 10,0nmol/µL foi capaz de atenuar esse efeito 

(l-arginina F(1,48) =16,40 e p= 0,001; Two-Way ANOVA), porém independente do 

tratamento (Figura 10). Não houve diferenças para os tratamentos na porcentagem 

de tempo nos braços abertos (leptina F(1,48)=2,67 e p=0,1;l-arginina F(1,48)=2,19 e 

p=0,14) e nos braços fechados (leptina F(1,48)=2,16 e p=0,14; l-arginina F(1,48)=0,004 

e p=0,98; Two Way ANOVA, Figura 10). 
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento de l-arginina 10,0nmol/µL no efeito promovido 

pela leptina injetada i.c.v. (10,0µg/µL) em ratos expostos ao LCE. As colunas 

representam a média ± E.P.M do número de entradas nos braços fechados (C), da 

porcentagem de tempo (B) e porcentagem de entradas (A) nos braços abertos. 

(*p<0,05 em relação ao grupo salina; ANOVA de duas vias seguido de teste de 

Bonferroni, n=11-15/grupo). 
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Discussão 
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Nesse trabalho, observamos o efeito de administrações i.c.v de leptina de 

maneira dose-dependente (0,1-10 µg/µL) em animais expostos ao LCE. Nossos 

resultados mostraram que a leptina promoveu efeito ansiolítico na maior dose 

utilizada, 10,0µg/µL, sendo esse efeito caracterizado por um aumento significativo na 

porcentagem de entradas dos braços abertos no LCE. Esse efeito não foi decorrente 

de aumento da atividade exploratória, pois essa dose não alterou o número de 

entradas nos braços fechados.   

Em outro modelo animal de ansiedade, o teste de lamber punido de Vogel, a 

administração i.c.v de leptina 10,0µg/µL aumentou significativamente o número de 

lambidas punidas em relação ao grupo controle. Nesse teste o animal é privado de 

água por praticamente 48h (MILLAN; BROCCO, 2003) e os efeitos observados 

nesse modelo poderiam relacionar-se com um efeito da leptina sobre o centro 

hipotalâmico de sede. Os dados referentes à ingestão de água descartam tal 

possibilidade, pois a leptina na dose de 10,0µg/µL não aumentou o consumo de 

água dos animais em relação ao grupo controle. Verificamos também que esse 

efeito não estava relacionado com um efeito antinociceptivo, pois também não 

observamos alterações no limiar nociceptivo em animais submetidos ao teste de 

retirada da cauda.  

Nossos dados sugerem que a leptina foi capaz de modular os comportamentos 

relacionados com a ansiedade em dois modelos animais de ansiedade distintos. 

Esses efeitos corroboram dados obtidos após a administração sistêmica de leptina 

em camundongos (LIU et al. 2010).  

A leptina é um hormônio secretado pelo tecido adiposo e foi caracterizada 

inicialmente como hormônio responsável pela regulação do controle energético 



56 

 

atuando principalmente em centros hipotalâmicos, diminuindo a ingestão alimentar, 

aumentando o consumo energético e o metabolismo de glicose/lipídeos (MYERS et 

al. 2008). Atualmente as funções conhecidas desse hormônio vão muito além das 

funções relacionadas ao controle do metabolismo, diversos trabalhos mostram que a 

leptina pode influenciar no controle da reprodução, cognição e transtornos de humor 

(LU et al., 2006; HARVEY, 2007; DEL BIANCO-BORGES et al. 2010; LIU et al. 

2010).  Isso possivelmente está relacionado ao fato de que os receptores para 

leptina estão presentes no hipotálamo como também em regiões extra-

hipotalâmicas, incluindo córtex, hipocampo, amídala e mesencéfalo (ELMQUIST et 

al. 1998).  

Especificamente relacionando a participação da leptina nos transtornos de 

humor, dados clínicos mostram que pacientes deprimidos possuem concentrações 

mais baixas de leptina no soro e no líquido cefalorraquidiano (KRAUS et al. 2001; 

ATMACA et al. 2002; WESTLING et al. 2004; JOW et al. 2006). Adicionalmente, 

pacientes obesos possuem uma incidência 20% maior a desenvolver depressão em 

relação a pacientes não obesos (SIMON et al. 2006). Embora esse último dado 

pareça controverso, é bem documentado que pessoas obesas apresentam 

resistência à leptina causada por deficiência na via de sinalização da leptina em 

vários níveis, incluindo deficiência do transporte da leptina através da barreira 

hemato-encefálica, redução da função do receptor e prejuízo na transdução na 

sinalização da leptina (MUNZBERG; MYERS, 2005).   

Nesse sentido, animais que possuem deficiência na sinalização da leptina 

como os nocautes gene ob, ou ainda nocautes para o receptor da leptina (db/db) 

apresentam comportamentos do tipo depressivo e ansiogênico (ASAKAWA et al. 
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2003; YAMADA et al. 2011). Adicionalmente, ratos expostos a um estresse crônico 

imprevisível apresentam comportamento do tipo depressivo como também redução 

dos níveis basais de leptina no plasma (LU et al., 2006). Esses efeitos 

possivelmente relacionam-se ao prejuízo na sinalização de leptina, pois foram 

revertidos após a administração sistêmica de leptina (ASAKAWA et al. 2003; LU et 

al. 2006; YAMADA et al. 2011). Em conjunto, esses dados sugerem que déficits na 

sinalização de leptina podem precipitar transtornos relacionados ao estresse. 

Nossos resultados estão de acordo com essa possibilidade, pois nós 

observamos que a administração i.c.v. de leptina promoveu efeito do tipo ansiolítico 

em dois modelos animais de ansiedade distintos, o LCE e o teste de conflito de 

Vogel. Recentemente, Haque et al. (2012) demonstraram que a administração de 

leptina foi capaz de reverter as alterações comportamentais induzidas por estresse, 

observados em modelos como o campo aberto, LCE e caixa claro-escuro de 

maneira dose-dependente (HAQUE et al. 2012). 

Após a sua descoberta, a identificação de receptores para leptina em diferentes 

regiões encefálicas, impulsionou uma série de pesquisas com objetivo de se elucidar 

seu papel central, e como resultado diversos pesquisadores demonstraram que além 

do seu papel na regulação da alimentação, do metabolismo e do eixo 

neuroendócrino, ela atua como neuromodulador em diferentes tipos de 

neurotransmissores. 

Inicialmente, os efeitos promovidos pela leptina no controle da ingestão 

alimentar foram correlacionados principalmente com sua ação na redução da 

concentração do neuropeptídeo Y (NPY), sugerindo que o SNC é o principal sítio de 

sua ação (SCHWARTZ et al. 1996). Nesse contexto, a leptina pode ativar neurônios 
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anorexígenos, os pro-opiomelanocortina (POMC) e inibir neurônios orexígenos, que 

expressam neuropeptídeo Y (NPY) e peptídeo agouti relacionado (AgRP). A 

deficiência de POMC em camundongos (CHALLIS, et al. 2004) e humanos (KRUDE, 

et al. 1998) promove hiperfagia e obesidade. O peptídeo agouti-relacionado, um 

antagonista endógeno dos receptores MC4R, é co-expresso com NPY no núcleo 

arqueado hipotalâmico (CONE, 2005; OSWAL; YEO, 2007). Ambos são potentes 

orexígenos, a ativação direta desses neurônios promove hiperfagia e obesidade, 

enquanto sua deleção resulta em redução drástica da ingestão alimentar (BEWICK, 

et al. 2005; GROPP, et al. 2005; LUQUET, et al. 2005). 

Contudo, como animais nocaute para NPY são responsivos à leptina 

(ERICKSON; CLEGG; PALMITER, 1996), estudos posteriores demonstraram que a 

leptina também exerce seus efeitos através da modulação de outros 

neurotransmissores, como serotonina (CALAPAI et al., 1999), dopamina, glutamato 

e gaba (FULTON et al., 2006; HOMMEL et al., 2006; LIU et al., 2011; GUO et al., 

2012).  

Guo e cols. (2012) demonstraram que deleção seletiva da isoforma longa do 

receptor para leptina em neurônios glutamatérgicos, no hipocampo e córtex, resultou 

em comportamento tipo depressivo, o qual é revertido pelo pré-tratamento com 

Ro25-6981, antagonista seletivo do receptor GluN2B para glutamato. No mesmo 

trabalho eles demonstraram que esses animais, não apresentavam comportamento 

tipo ansiogênico. 

Em outro estudo, o mesmo grupo demonstrou que deleção do mesmo receptor 

para leptina, porém em neurônios dopaminérgicos, promove comportamento tipo-

ansiogênico em diferentes modelos de ansiedade, como LCE e caixa claro-escuro, o 
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qual foi revertido após administração de um antagonista dopaminérgico seletivo para 

receptores D1 na amídala central (LIU et al. 2011). Adicionalmente, trabalhos 

anteriores demonstraram que a leptina ativa neurônios dopaminérgicos e 

gabaérgicos em regiões extra-hipotalâmicas, como área tegmental ventral (VTA) 

(FULTON et al. 2006; HOMMEL et al. 2006), sendo que injeção intra-VTA de leptina 

reduz a ingestão alimentar em ratos e injeção sistêmica desse hormônio reduz a 

taxa de disparos de neurônios dopaminérgicos (HOMMEL et al. 2006). 

Juntos, esses resultados sugerem que os comportamentos relacionados à 

depressão e ansiedade, e até mesmo o papel metabólico modulado pela leptina são 

mediados por circuitos neuronais diferentes. 

Mais recentemente, diversos trabalhos sugerem que a leptina pode exercer 

seus efeitos centrais também através da interação com NO (CALAPAI et al. 1998; 

CALAPAI et al. 1999; WHITE et al. 2006; LESHAN et al. 2012). O NO, é um gás 

considerado como um neurotransmissor atípico no SNC devido a suas 

características físico-químicas (GARTHWAITE, 1991). Uma vez formado o NO é 

capaz de interagir com diferentes alvos, sendo o principal a ativação da guanilato 

ciclase solúvel (GCs) dependente de NO que, por sua vez, catalisa a síntese do 

segundo mensageiro 3’,5’-monofosfato cíclico de guanosina [GMPc (GUIX et al., 

2005)]. No SNC, a nNOS é expressa constitutivamente e está amplamente 

distribuída em diferentes regiões encefálicas relacionadas com comportamentos de 

medo e ansiedade, como hipotálamo, amídala e a substância cinzenta periaquedutal 

dorsolateral [SCPdl (VINCENT; KIMURA, 1992)].   

Trabalhos da literatura demonstram que o NO exerce um importante controle 

nos estados emocionais relacionados à ansiedade, possivelmente facilitando-os 
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[para revisão ver (GUIMARAES et al. 2005)]. Animais submetidos ao estresse de 

restrição agudo apresentaram aumentos significativos no RNA mensageiro para 

nNOS em regiões encefálicas como o núcleo paraventricular do hipotálamo, amídala 

medial e SCPdl (DE OLIVEIRA et al. 2000), sugerindo que o estresse de restrição 

promove mudanças na expressão do gene da nNOS em áreas relacionadas às 

reações de estresse. Adicionalmente, ratos submetidos a situações de estímulos 

aversivos mais etológicos, como por exemplo, o LCE ou a exposição ao predador 

apresentaram aumento significativo de neurônios nitrérgicos ativados nestas 

estruturas (BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006b; BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006a; 

AGUIAR; GUIMARAES, 2009). 

Considerando-se a possível interação entre a leptina e o NO, a outra hipótese 

testada nesse trabalho foi de que os efeitos ansiolíticos da leptina seriam 

decorrentes da inibição da NOS. Nossos dados mostram que o efeito do tipo 

ansiolítico da leptina no LCE foram atenuados pelo pré-tratamento com L-arginina, 

um precursor de NO. Porém, o pré-tratamento com o inibidor da nNOS não foi capaz 

de potencializar esse efeito.  

Corroborando nossos dados, tanto a administração sistêmica quanto i.c.v. de 

leptina foi capaz de inibir a atividade da nNOS em camundongos (CALAPAI et al. 

1998). Trabalhos do mesmo grupo demonstraram que a via do NO está diretamente 

relacionada com os efeitos promovidos pela leptina no controle da ingestão de 

alimentos e peso corporal (CALAPAI et al. 1999). Adicionalmente, demonstrou-se 

que a leptina promove anorexia em aves através da inibição da nNOS, sendo este 

efeito revertido pelo precursor de NO, L-arginina (YANG; DENBOW, 2007).  
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Reforçando a interação desse sistema, existe a co-localização de neurônios 

que expressam os receptores para leptina e neurônios nitrérgicos no hipotálamo 

(DONATO et al. 2010). Interessantemente, neurônios que contém a nNOS 

correspondem a 20% dos neurônios que possuem o receptor da leptina nessa 

mesma região (LESHAN et al. 2012).  

Uma possível explicação para a discrepância obtida com o inibidor seletivo da 

nNOS, relaciona-se com os efeitos em U invertido observados após a administração 

de inibidores da NOS em diversos modelos de ansiedade [para revisão ver, 

(GUIMARAES et al. 2005)], ou seja, a utilização da dose efetiva de leptina 

juntamente com o inibidor da nNOS possivelmente resultou em uma inibição 

exacerbada da via do NO e o efeito ansiolítico deixou de ser observado. Efeito 

semelhante com inibidores da NOS já foi observado em animais expostos ao 

predador como também ao LCE (GUIMARAES et al. 2005; AGUIAR; GUIMARAES, 

2009).  

Outra hipótese relacionada à ausência de efeito após a administração de 

inibidor da nNOS, diz respeito a dose de leptina utilizada, conforme observado por 

Kosior-Korzecka e Bobowiec (2006) altas concentrações de leptina promoveram 

redução da síntese de NO pela hipófise de ovelhas (in vitro), enquanto baixas 

concentrações do hormônio resultaram em aumento da síntese de NO, o que sugere 

que a dose efetiva de leptina utilizada em nosso trabalho possa ter reduzido a 

síntese de NO, promovido uma inibição exacerbada da via do NO e, dessa forma, o 

efeito ansiolítico deixou de ser observado. 

Como o pré-tratamento com NPLA, inibidor seletivo de nNOS, não foi capaz de 

potencializar o efeito tipo ansiolítico promovido pela leptina no LCE, poderíamos 
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sugerir esse efeito seja devido a um papel inibitório da leptina sobre outra isoforma 

de NOS, a iNOS, localizada em células da glia (LYONS; ORLOFF; CUNNINGHAM; 

1992), visto que Montezuma e cols. (2012) demonstraram, de maneira inédita, que 

tratamento sistêmico com inibidor de iNOS foi capaz de reverter as alterações 

comportamentais observadas em animais em um modelo animal de ansiedade, o 

teste do nado forçado. Dessa forma, para testar essa hipótese, estudos posteriores 

utilizando inibidores seletivos de iNOS devem ser realizados nos modelos animais 

de ansiedade utilizados nesse trabalho. 

Em conclusão, nosso trabalho mostrou que a leptina é capaz de modular os 

comportamentos relacionados com ansiedade, possivelmente através da inibição da 

via do NO, conforme esquematizado a seguir. 

 

 

Figura 11: Efeito inibitório da leptina sobre a formação de NO endógeno e seu papel 

tipo-ansiolitíco.                      
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