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Laboratori de Diabetis i Obesitat
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Leptina: hormona secretada principalment pel teixit adipds, involucrada en
el control de la ingesta i la despesa energetica.



El tungstat sodic és una sal neutra de
tungste.

En solucido aquosa es dissocia formant I'anio
tungstat (W0, 2), d’estructura similar a la del

fosfat (PO,2) @

Fonamental per exercir una de les seves
funcions biologigues meés importants,
I’activitat inhibidora de fosfatases.



Efectes Iin-vivo del tungstat:

Disminueix el guany de pes corporal | la ingesta.
Incrementa la despesa energetica.

Disminueix I'expressio genica dels neuropeptids
Npy 1| Agrp, | incrementa I'expressio de Cart.

Tots aquests efectes es perden quan es tracten
models animals amb la via de la leptina trencada
(ob/ob | Zucker fa/fa).



e

L’'efecte antiobesitat del tungstat podria estar
mediat, si més no en part, per una accio
central del tungstat en la via de la leptina.



PART 1:

Efectes Iin-vivo del tungstat
en el SNC



Determinacio d’'un possible efecte
directe del tungstat en el SNC.



24h after injection
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> L'administracio central de tungstat redueix
el guany de pes corporal, segurament a
través del seu efecte sobre la ingesta.

> El tungstat té un efecte directe sobre el
sistema nervios central.



PART 11:

Efectes In-vitro del tungstat en
la via de la leptina en el SNC



Introduccio

CI5, SOCS, Mcl-1, APPs, TIMP-1, Pim-1,
f— ISRE/GAS c-Myc, cytokines, TFs, efc.




El tungstat actua dins la via de la leptina
utilitzant la seva capacitat com a inhibidor de
fosfatases, modulant aixi I'activitat de STAT3.

Ildentificar la diana molecular del tungstat
dins la via de la leptina, a nivell
d’hipotalem.
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Materials | metodes

o Linia cel-lular hipotalamica N29/4

o A la confluencia, les cel-lules es tracten amb leptina
(1nM) i/0o tungstat (100uM), i es procedeix a I’extraccio
de les proteines o RNA.

o Es realitzen caracteritzacions proteigues mitjancant
western blot o d’expressio genica mitjancant rt-PCR |

real-time.
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Estudis proteics
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Els resultats de western blot mostren que el tractament amb
tungstat:

\

 Augmenta la fosforilacio en JAK2
 Augmenta la fosforilacio en Tyr-STAT
 Augmenta la fosforilacié en ERK
 Augmenta la fosforilacio en Ser-STAIB

; mimetitza I'accio de la leptina

 Augmenta la proporcio de STAT3 dins a nucli vs citosol (resultats no

mostrats)

Un augment de la fosforilacio en Tyr- i Ser-STAT3 implica un augment en
I'activitat d’aquest factor de transcripcio: ho comprovem per PCR gquantitativa



arbitrary units

Arbitrary units

Estudis d’expressio genica

Laboratori de Diabetis | Obesitat

S’estudia I'activitat de Stat3 mitjancant PCR quantitativa, utilitzant
alguns gens diana de Stat3 com cFOS, cMYC, AgRP 1 NPY.

cFOS/icyclo

i

Cn Lept Tung L-Tung  Lept Tung  L-Tung  Lept Tung  L-Tung

30 min 1 hour 2 hours

AgRP/Cyclo

Cn Lept Tung  L-Tung  Lept Tung  L-Tung Lept Tung  L-Tung

30 min 1 hour 2 hours

arbitrary units

arbitrary units

cMYClcyclo

Lept Tung L-Tung  Lept Tung L-Tung

Lept Tung L-Tung

g

30 min 1 hour

NPY/cyclo

2 hours

Lept Tung  L-Tung Lept Tung  L-Tung

Lept Tung  L-Tung

2 hours

30 min 1 hour



Els resultats de real-time PCR mostren que el tractament
amb tungstat:

\

 Augmenta I'expressio de cFOS

 Augmenta I'expressio de cMYC> mimetitza I'accio de la leptina

e Disminueix I'expressio d’AgRP
J

* No té efectes sobre I'expressio de NPY

|

El tungstat incrementa 'activitat de STAT3 com a factor de transcripcio.

Pero, quina és exactament la seva diana molecular?



Estudis amb inhibidors ol

Amb la finalitat de determinar la diana molecular del tungstat en
la via de la leptina, es van utilitzar diferents inhibidors quimics:

La via d’AKT no esta involucrada en I'efecte del tungstat

Lep Tung Lep+ Lep+Tung
Cn Inh Lep  +inh Tung  +inh Tung +inh

— | G S| D SN D cerstat3
P-Tyr-Stat3

P-AKT

Actina




Estudis amb inhibidors s

Amb la finalitat de determinar la diana molecular del tungstat en

Inhibint la via d’ERK, el tungstat perd el seu efecte sobre les
fosforilacions d’ERK | p-Ser-Stat3.

La via d’'ERK podria estar involucrada en I'efecte del tungstat.

Cn Inh L L-inh W W-inh | LW LW-inh

P-ERK

P-Ser-Stat3

P-Tyr-Stat3

GRS GEED G GRS GNP TS| e eump  Actina

ERK total
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Estudis amb inhibidors - e
Control inhibitor G R

Inhibidor d’ERK U0126 - 1hora pretractament u .
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El tractament amb tungstat incrementa I'activitat
de Stat3 gracies a la seva accid sobre p-ERK |
pP-Ser-STATS.
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