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RESUMO 

 

 

SPEZANI, Renata. Cotadutida (agonista duplo GLP-1/glucagon) afeta o pâncreas, tecido 

adiposo marrom e hipotálamo de camundongos obesos. 2025. 94 f. Tese (Doutorado em 

Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025. 

 
Obesidade e Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2): Um Impacto Multifacetado. A obesidade 

combinada com o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) induz alterações profundas nas células alfa e beta, no 

tecido adiposo marrom (TAM) e nos neuropeptídeos hipotalâmicos. As células beta, como reguladoras 

chave da produção de insulina, continuam sendo o principal alvo para terapias de reposição celular e 

regeneração, visando o tratamento do DM2. Estratégias atuais concentram-se em estimular a 

proliferação das células beta e promover sua maturidade funcional. Paralelamente, uma abordagem 

terapêutica emergente envolve a reprogramação de diferentes tipos celulares em produtores de insulina. 

Nesse contexto, as células alfa destacam-se como candidatas promissoras devido à sua semelhança 

fenotípica com as células beta e à acessibilidade do seu genoma para transdiferenciação. Cotadutida: 

Um Novo Agonista Dual do Receptor GLP-1/Glucagon. A cotadutida, um novo agonista dual dos 

receptores GLP-1/glucagon, apresenta potencial para melhorar a arquitetura e a função das ilhotas 

pancreáticas, remodelar o TAM interescapular, aumentar a termogênese e modular os neuropeptídeos 

hipotalâmicos. Este estudo investigou os efeitos da cotadutida em camundongos obesos. Camundongos 

machos C57BL/6, com 12 semanas de idade, foram alimentados com dieta controle (C, 10% kJ de 

gordura) ou dieta hiperlipídica (HF, 50% kJ de gordura) por 10 semanas. Posteriormente, os animais 

foram divididos em quatro grupos e tratados diariamente por 30 dias com injeções subcutâneas de 

cotadutida (30 nmol/kg) ou veículo: C, CC (controle + cotadutida), HF e HFC (hiperlipídica + 

cotadutida). Principais Achados e Efeitos da Cotadutida. A administração de cotadutida no grupo 

HFC resultou em perda de peso significativa e melhora na sensibilidade à insulina. Esses benefícios 

foram evidenciados pelo aumento na expressão de substrato do receptor de insulina 1 e da família de 

carreadores de soluto 2 nas ilhotas pancreáticas isoladas. Além disso, a cotadutida estimulou fatores de 

transcrição associados à transdiferenciação das células das ilhotas e minimizou o estresse do retículo 

endoplasmático (RE). No TAM, a cotadutida reverteu a hipertrofia dos adipócitos, o desarranjo 

estrutural e o acúmulo de lipídios observados no grupo HF. Ademais, promoveu a termogênese, 

aumentou a temperatura corporal, melhorou a angiogênese e a lipólise, além de estimular a biogênese 

mitocondrial. No hipotálamo, o tratamento com cotadutida no grupo HFC melhorou a expressão de 

genes relacionados ao equilíbrio energético e suas vias de sinalização associadas, indicando modulação 

do eixo intestino-cérebro. Conclusões e Implicações. Concluindo, este estudo demonstra que a 

cotadutida exerce benefícios significativos em camundongos obesos, incluindo redução de peso, melhor 

controle glicêmico e aumento da sensibilidade à insulina. A cotadutida também melhorou a remodelação 

adversa das ilhotas pancreáticas, aprimorando marcadores de transdiferenciação, proliferação, apoptose 

e estresse do RE. Além disso, seus efeitos termogênicos no TAM interescapular e seu papel na 

modulação do equilíbrio energético através do eixo intestino-cérebro oferecem novas perspectivas sobre 

seus mecanismos de ação. Esses achados destacam os potenciais benefícios translacionais da cotadutida 

para o tratamento da obesidade e do DM2. 

 

Palavras-chave: Células beta. Dieta hiperlipídica. Neuropeptídeos hipotalâmicos. Termogênese. 

Transdiferenciação.  



  

ABSTRACT 

 

 

SPEZANI, Renata. Cotadutide (a dual agonist of GLP-1/glucagon) affects the pancreas, 

brown adipose tissue, and hypothalamus of obese mice. 2025. 94 f. Tese (Doutorado em 

Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025. 

Obesity and Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM): A Multifaceted Impact. Obesity combined with 

T2DM induces profound alterations in alpha- and beta-cells, brown adipose tissue (BAT), and 

hypothalamic neuropeptides. Beta cells, as key regulators of insulin production, remain a primary target 

for cell replacement and regenerative therapies aimed at treating T2DM. Current strategies focus on 

enhancing beta-cell proliferation and promoting functional maturity. Meanwhile, an emerging 

therapeutic avenue involves reprogramming various cell types into insulin-producing cells. Among 

these, alpha cells stand out as promising candidates due to their phenotypic similarity to beta cells and 

their genomic accessibility for transdifferentiation. Cotadutide: A Novel Dual GLP-1/Glucagon 

Receptor Agonist. Cotadutide, a novel dual GLP-1/glucagon receptor agonist, holds potential for 

improving islet cell architecture and function, remodeling interscapular BAT, enhancing thermogenesis, 

and modulating hypothalamic neuropeptides. This study explored the effects of cotadutide in obese 

mice. Twelve-week-old male C57BL/6 mice were fed either a control diet (C, 10% kJ fat) or a high-fat 

diet (HF, 50% kJ fat) for ten weeks. Subsequently, the animals were divided into four groups and treated 

daily for 30 days with subcutaneous injections of cotadutide (30 nmol/kg) or vehicle: C, CC (control + 

cotadutide), HF, and HFC (high fat + cotadutide). Key Findings and Effects of Cotadutide. Cotadutide 

administration in the HFC group resulted in significant weight loss and improved insulin sensitivity. 

These benefits were evidenced by increased expression of insulin receptor substrate 1 and solute carrier 

family 2 in isolated pancreatic islets. Additionally, cotadutide enhanced transcription factors associated 

with islet cell transdifferentiation and alleviated markers of endoplasmic reticulum (ER) stress. In BAT, 

cotadutide reversed adipocyte hypertrophy, structural disarray, and lipid accumulation observed in the 

HF group. Furthermore, cotadutide promoted thermogenesis, increased body temperature, enhanced 

angiogenesis and lipolysis, and stimulated mitochondrial biogenesis. In the hypothalamus, cotadutide 

treatment in the HFC group improved the expression of genes linked to energy balance and associated 

signaling pathways, indicating modulation of the gut-brain axis. Conclusions and Implications. In 

conclusion, this study demonstrates that cotadutide exerts profound benefits in obese mice, including 

weight reduction, enhanced glycemic control, and improved insulin sensitivity. Cotadutide also 

ameliorated adverse remodeling of pancreatic islets by improving markers of transdifferentiation, 

proliferation, apoptosis, and ER stress. Additionally, its thermogenic effects on interscapular BAT and 

its role in energy balance modulation through the gut-brain axis provide new insights into its 

mechanisms of action. These findings highlight the potential translational benefits of cotadutide for 

addressing obesity and T2DM. 

 

Keywords: Beta cells. High-fat diet. Hypothalamic neuropeptides. Thermogenesis. 

Transdifferentiation.  
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Casp3 Caspase 3 

CEUA Comissão de ética para uso de animais 

Chop Transcrito 3 indutível por dano ao DNA 

Cidea Ativador de morte celular  

CT Colesterol total 

Ctr Receptor de calcitonina 

DIO Obesidade induzida por dieta 



  

DM2 Diabetes mellitus tipo 2 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

DP Desvio padrão 

DPP4 Dipeptidil peptidase 4 

EDTA Ácido etilenodiaminotetracético 

FIRi Índice de resistência à insulina 

GABA Ácido gama-aminobutírico 

Gadd45 Parada do crescimento e indução de dano ao DNA 45 

GCG Glucagon 

Gcg Glucagon (gene) 

GCGR Receptor de glucagon 

Gcgr Receptor de glucagon (gene) 

GHR Receptor do hormônio do crescimento 

GIP Polipeptídeo inibidor gástrico 

GLP1 Peptídeo 1 semelhante ao glucagon 

GLP1R Receptor do peptídeo 1 semelhante ao glucagon  

Glp1r Receptor do peptídeo 1 semelhante ao glucagon (gene)  

Glut2 Transportador de glicose tipo 2 

GPR Receptor acoplado à proteína G 

HF Alto teor de gordura 

Hspg2 Perlecan (heparan sulfato proteoglicano 2) 

IA Ingestão alimentar 

Iapp 

ICV 

Polipeptídeo amiloide de ilhotas 

 Intracerebroventricular 

IE Ingestão energética 

Il6 Interleucina 6 (gene) 

IL6 Interleucina 6 

Insm1 insulinoma associado 1 

Irs1 Substrato 1 do receptor de insulina 

Isl1 Fator de transcrição ISL1, LIM/homeodomínio 

Lep Leptina; receptor de leptina 

Lepr Receptor de leptina 

Maf Família de oncogenes de fibrossarcoma musculoaponeurótico v-maf 



  

Mc4r Receptor de melanocortina-4 

Neurod1 Diferenciação neurogênica 1  

Ngn3 Neurogenina 3  

Nkx2.2 NK2 homeobox 2 

Nkx6.1 NK6 homeobox 1 

NPY Neuropeptídeo Y 

Npy Neuropeptídeo Y (gene) 

Nrf1 Fator nuclear respiratório 1  

Opa1 Dinamina mitocondrial semelhante à GTPase 

OXM Oxintomodulina 

Pax Caixa pareada 

Pcna Antígeno nuclear de células em proliferação 

Pdx1 Homeobox 1 pancreático e duodenal 

Pgc1a Coativador 1 alfa do receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma  

Plin1 Perilipina 1 

PNOC Prepronociceptina 

Pomc Pro-opiomelanocortina (gene) 

POMC Pro-opiomelanocortina 

PPAR Receptor agonista proliferador de peroxisoma 

PPP Polipeptídeo pancreático 

PVN Núcleo paraventricular 

PYY Polipeptídeo intestinal Y 

qPCR Reação em cadeia da polimerase em tempo real 

QUICKi Índice de sensibilidade à insulina 

Ramp3 Atividade do receptor (calcitonina) modificando a proteína 3 

RE Retículo endoplasmático 

Rfx6 Fator regulador X, 6 

RI Receptor de insulina 

RNA Ácido ribonucleico 

SNC Sistema nervoso central 

SNS 

Socs3 

SST                         

Sistema nervoso simpático 

Supressor de sinalização de citocina 3 

somatostatina 



  

TAB 

TAC 

Tecido adiposo branco 

Taquicinina 1 

TAG Triacilglicerol 

TAM Tecido adiposo marrom 

Tbp Proteína de ligação à caixa TATA 

Tfam Fator de transcrição A, mitocondrial 

TOTG Teste oral de tolerância a glicose 

Ucp1 Proteína desacopladora 1 (gene) 

UCP1 Proteína desacopladora 1 (anticorpo) 

Vegfa Fator de crescimento endotelial vascular A 

VMH Núcleo ventromedial hipotalâmico 

Vv Densidade de volume 

Xbp1 Proteína de ligação ao fator X-box 1 

  



  

SUMÁRIO 

 

 

INTRODUÇÃO ......................................................................................................... 16 

1 OBJETIVOS ........................................................................................................... 28 

1.1 Objetivo geral ....................................................................................................... 28 

1.2 Objetivos específicos: ............................................................................................ 28 

2 MATERIAIS E MÉTODOS .................................................................................... 29 

2.1 Animais .............................................................................................................................. 29 

2.2 Dieta ................................................................................................................................... 29 

2.3 Peso corporal, ingestão de alimentos, consumo de energia e metabolismo de glicose 31 

2.4 Termografia interescapular infravermelha ............................................................ 31 

2.5 Sacrifício e extração de tecidos ........................................................................................ 32 

2.6 Análises plasmáticas ......................................................................................................... 34 

2.7 Quantificação de células alfa e beta ................................................................................ 34 

2.8 Imuno-histoquímica do TAM .......................................................................................... 35 

2.9 Imunofluorescência e microscopia confocal de varredura a laser ............................... 36 

2.10 Western blotting ............................................................................................................. 37 

2.11 RT-qPCR ......................................................................................................................... 38 

2.12 Análise estatística ............................................................................................................ 41 

3 RESULTADOS ....................................................................................................... 42 

3.1 Pâncreas ............................................................................................................................. 42 

3.1.1 Benefícios da cotadutida na perda de peso, ingestão alimentar e metabolismo de glicose 

em camundongos obesos .............................................................................................. 42 

3.1.2 Cotadutida melhora o metabolismo lipídico, os hormônios da saciedade e o perfil 

inflamatório .............................................................................................................................. 44 

3.1.3 Cotadutida diminuiu a massa hipertrofiada de células alfa e beta em camundongos 

obesos ....................................................................................................................................... 47 



  

3.1.4 Os marcadores de transcrição e proliferação de ilhotas foram aumentados e a apoptose 

foi diminuída pela cotadutida ................................................................................................... 48 

3.1.5 O estresse do retículo endoplasmático (RE) nas células das ilhotas foi mitigado pela 

cotadutida ................................................................................................................................ 49 

 

3.2 Tecido adiposo marrom interescapular (TAM) ............................................................. 50 

3.2.1 Cotadutida regula marcadores termogênicos no TAM de camundongos obesos ............ 50 

3.2.2 Cotadutida aumenta a temperatura corporal de camundongos obesos ............................ 52 

3.2.3 Cotadutida aumenta a termogênese e os marcadores de angiogênese no TAM 

interescapular de camundongos obesos .................................................................................... 53 

3.2.4 Cotadutida melhora lipólise e biogênese mitocondrial em TAM de camundongos obesos

 .................................................................................................................................................. 54 

3.3 Hipotálamo ........................................................................................................................ 56 

3.3.1 Efeitos da cotadutida nos neuropeptídeos hipotalâmicos anorexígenos e orexígenos .... 56 

3.3.2 A cotadutida altera o equilíbrio energético através dos hormônios e dos seus receptores

 .................................................................................................................................................. 58 

4 DISCUSSÃO ........................................................................................................................ 62 

CONCLUSÃO ......................................................................................................................... 71 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 72 

ANEXO A – Aprovação do comitê de ética ............................................................................ 86 

ANEXO B – Artigo de revisão publicado em 2024 ................................................................. 87 

ANEXO C – Artigo de revisão publicado em 2022 ................................................................ 88 

ANEXO D – Artigo de pesquisa publicado em 2023 .............................................................. 89 

ANEXO E – Artigo de pesquisa publicado em 2024 .............................................................. 90 

ANEXO F – Artigo de pesquisa publicado em 2023 ............................................................... 91 

ANEXO G – Artigo de pesquisa publicado em colaboração em 2023 .................................... 92 

ANEXO H – Artigo de revisão publicado em 2024 ................................................................ 93 

ANEXO I – Artigo de revisão publicado em colaboração em 2023........................................ 94 

 



16 
 

INTRODUÇÃO 

 

 

A obesidade contribui para a disfunção das ilhotas pancreáticas através da inflamação 

crônica dos tecidos e do excesso de nutrientes disponíveis que causam hipertrofia 

compensatória das células beta, insuficiência dessas células e resistência à insulina [1]. Este 

insulto pode progredir para danos relativos ou absolutos à função das células beta e diabetes 

mellitus tipo 2 (DM2) [2], Os mecanismos moleculares relacionados à flexibilidade adaptativa 

da função das células beta fornecem uma visão mais aprofundada sobre a patogênese do DM2 

[3].  

A hiperglicemia crônica causa um desequilíbrio na homeostase do cálcio intracelular, 

causando um acúmulo de proteínas mal dobradas no retículo endoplasmático (RE) das células 

beta, levando à disfunção dessas células [4]. O estresse crônico do RE leva à reprogramação 

transcricional e translacional da função das células beta e dos reguladores de identidade, o que 

indica uma elevada plasticidade adaptativa nessas células [5]. 

No pâncreas, cinco células compartilham perfis epigenéticos semelhantes, compondo as 

ilhotas pancreáticas secretoras de hormônios: glucagon (células alfa), insulina (células beta), 

somatostatina (células delta), grelina (células épsilon) e polipeptídio pancreático (células PPP) 

que são essenciais para regular a homeostase da glicose [6]. Apesar de serem caracterizadas 

como uma população celular estável e terminalmente diferenciada, as células endócrinas 

apresentam maior plasticidade quando estressadas [7]. 

As células beta são o foco principal para substituição celular e terapias regenerativas no 

tratamento do DM2. O conceito de reparo endógeno é uma promessa considerável como 

estratégia para restabelecer a massa de células beta e atingir a normoglicemia em indivíduos 

com DM2. Assim, abordagens viáveis têm como alvo subpopulações distintas de células beta 

para aumentar a proliferação ou melhorar a maturidade celular [8].  

Por outro lado, transformar diferentes tipos de células em células produtoras de insulina 

poderia ajudar a melhorar o controle da glicose [9]. As células pancreáticas não beta, como 

células alfa, delta, ductais e acinares, têm um perfil epigenético semelhante às células beta e 

podem ser reprogramadas [10,  11]. 

No entanto, as células alfa são as candidatas mais atraentes para o tratamento do DM2, uma 

vez que são semelhantes em desenvolvimento às células beta, facilitando a reprogramação [12]. 

Notavelmente, as células alfa têm um genoma acessível e são, portanto, suscetíveis à 

transdiferenciação [13]. Além disso, sob condições fisiológicas, a massa de células beta é 
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regulada através da replicação ou transformação de células alfa, controlada através de um 

estágio celular conhecido como “célula beta virgem”, que constitui um nicho neogênico nas 

periferias das ilhotas pancreáticas em humanos e camundongos [14]. 

Fatores de transcrição de células alfa e beta humanas revelam padrões de expressão menos 

específicos durante o desenvolvimento do pâncreas fetal. Durante os estágios iniciais de 

desenvolvimento, Pdx1 e Nkx6.1 são amplamente expressos em todo o epitélio pancreático em 

desenvolvimento, mas estão restritos ao seu destino entre 13 (treze) e 15 (quinze) semanas de 

gestação [15]. Outros fatores de transcrição, como Arx e Nkx2.2, já ficam direcionados às suas 

respectivas linhagens com 9 (nove) semanas de gestação [16]. 

A Figura 1 esquematiza os principais fatores de transcrição que regulam o desenvolvimento 

do pâncreas endócrino e os processos de diferenciação das células alfa e beta. Vale ressaltar 

que muitos desses fatores transcricionais contemplam os dois tipos de células que compartilham 

uma origem comum do desenvolvimento e exibe transcriptomas e epigenomas sobrepostos 

[13]. Portanto, são os alvos mais estudados para o tratamento do diabetes.  

Além disso, as células beta também sofrem transdiferenciação. As células beta em ilhotas 

pancreáticas humanas infectadas com SARS-CoV-2 produziram níveis mais baixos de insulina, 

enquanto o glucagon e a tripsina1 aumentaram, o que mostrou uma maior expressão de 

marcadores de células alfa e acinares, sugerindo transdiferenciação celular pós-infecção [17]. 

Além disso, a deleção da resposta ao estresse do RE, mediada pela proteína de ligação ao fator 

X-box 1 (Xbp1), em células beta adultas de camundongos leva à transdiferenciação beta para 

alfa e ao aumento da massa de células alfa desativando genes de identidade de células beta, 

como insulina, Pdx1, Nkx6.1, Beta2 e Foxa1 [18]. 

A Figura 2 ilustra a potencial transdiferenciação de células alfa para beta resultante de 

intervenções em receptores que afetam os fatores de transcrição. Os receptores podem coexistir 

nas células beta, mediando a função das células endócrinas nas ilhotas pancreáticas. 
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Figura 1. Fatores de transcrição na diferenciação de células alfa e beta 

 

 

Legenda: Arx, homeobox relacionado a aristaless; Foxa2, forkhead box A2; Isl1, fator de transcrição ISL1; Insm1, 

insulinoma associado 1; Maf, família de oncogenes de fibrossarcoma musculoaponeurótico v-maf; 

Neurod1, diferenciação neurogênica 1; Ngn3, neurogenina 3; Nkx, NK homeobox; Pax, caixa pareada; 

Pdx1, homeobox 1pancreático e duodenal; Rfx6, fator regulador X, 6. 

Nota: Ngn3 aumenta durante o desenvolvimento embrionário e afeta todas as células endócrinas    pancreáticas.    

Neurod1 é necessário para a diferenciação inicial de células alfa e beta. Rfx6 reduz Ngn3. Isl1 ativa a 

transcrição de Arx em células alfa. Isl1 e Pdx1 regulam os genes ligados à insulina estimulada por glicose 

nas células beta. Arx inicia a diferenciação, inibe Pax4 e Foxa2 completa a diferenciação das células alfa. 

MafB mantém a função das células alfa e Pax6 promove a produção de glucagon. MafB participa da 

diferenciação de células beta durante a fase embrionária. Ngn3 ativa o Insm1 na diferenciação endócrina 

pancreática, e o Insm1 tem um papel no desenvolvimento da linhagem de células beta pancreáticas. Pax4 e 

Nkx2.2 estão ligados à linhagem de células beta. Nkx6.1 reduz Nkx2.2 na transcrição de células beta 

pancreáticas. Nkx6.1 gera células beta funcionais junto com Pdx1. MafA aumenta a expressão do gene da 

insulina.  

Fonte: A autora, 2024. 
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Figura 2. Representação hipotética da conversão de células alfa em células tipo beta mediada 

por fatores transcricionais 

 

 

Legenda: GABA, ácido gama-aminobutírico; GLP1R, receptor de GLP1; GPR, receptor acoplado à proteína G;     

GPRC6A, membro A da família de receptores acoplados à proteína G; MafA, família de oncogenes de    

fibrossarcoma musculoaponeurótico v-maf, Proteína A; Nkx6.1, NK6 homeobox 1; Pax4, caixa pareada 

4; Pdx1, homeobox 1 pancreático e duodenal. 

Nota: A - A nicotinamida ativa o GPR e inibe a apoptose das células beta; B - A insulina exógena ativa o receptor 

de insulina e inibe a apoptose das células beta; C - O GABA ativa o receptor GABA A e inibe os fatores 

de transcrição das células alfa, aumenta o fator de transcrição das células beta e aumenta o número relativo 

de células 'bihormonais', expressando insulina e glucagon ; D - Incretinas (mono, duplas ou triagonistas) 

ativam o GLP1R e potencializam fatores transcricionais (Pax4, Pdx1, Nkx6.1 e MafA); E - A osteocalcina 

ativa o GPRC6A e aumenta os fatores transcricionais, principalmente Pdx1, para controlar a proliferação 

de células beta.  

Fonte: A autora, 2024. 

 

Medicamentos antidiabéticos clinicamente aprovados, baseados em incretinas, 

restringem a transdiferenciação de células beta em alfa, diminuindo o dano às células beta e a 

resistência à insulina [19]. A terapia medicamentosa antidiabética favorece a transdiferenciação 

de células alfa para células beta pancreáticas [20] como, por exemplo, a administração de 

liraglutida a longo prazo em camundongos adultos com DM2 preserva a capacidade de 

neogênese pancreática a partir do botão primitivo [21]. 

Além disso, a adição exógena de insulina ou GABA em um cenário de estresse grave 

de células beta levou à transdiferenciação de células alfa em direção à linhagem de células beta 

'bi-hormonais' positivas para insulina/glucagon em camundongos [22]. Ademais, a 

nicotinamida, um fator na diferenciação das células-tronco em células beta, reduziu a apoptose 
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de células beta [23], indiretamente tornando a avaliação da massa de células beta um achado 

significativo para inferir sobre a função das células beta [24,  25]. 

A polifarmacoterapia pode ativar vias de transdiferenciação de células de ilhotas 

aditivas ou redundantes simultaneamente. Uma abordagem farmacológica tripla (insulina mais 

GLP-1-estrogênio) foi testada para aumentar a eficácia de ambos os medicamentos e, mais 

especificamente, reduzir a necessidade de insulina. A terapia combinada restaurou a tolerância 

padrão à glicose, aumentou a secreção de insulina estimulada pela glicose e aumentou a 

contagem de células beta [26]. 

A suplementação de osteocalcina aumentou a expressão nuclear de Pdx1 e Nkx6.1 em 

camundongos LDLr-/-, indicando aumento da identidade das células beta pancreáticas [27]. A 

osteocalcina se liga e ativa o receptor GPRC6A regulando a proliferação de células beta e a 

secreção de insulina [27,  28]. 

Além disso, os efeitos de curto e longo prazo da taurina nas células beta pancreáticas 

foram suscetíveis à forma como ela interagiu com GLP-1, forscolina, tolbutamida e 

despolarização da membrana, contribuindo para o efeito antiapoptótico do GLP-1 [29]. 

Embora a transdiferenciação seja uma estratégia potencial para o tratamento do DM2, 

persiste uma limitação quanto à possibilidade de as células endócrinas se transdiferenciarem 

em células beta em indivíduos com doença pancreática, uma vez que experimentos de 

rastreamento de linhagem não podem ser realizados em humanos [9]. Células polihormonais 

também são observadas durante o desenvolvimento pancreático normal em humanos. No 

entanto, é incerto se essas células sofrem desdiferenciação para um estado mais embrionário ou 

se transdiferenciam em outro tipo de célula endócrina [7]. A sequência de eventos – se a 

transdiferenciação endócrina precede a reprogramação – permanece não elucidada em humanos 

e roedores. 

Como evidências experimentais e clínicas demonstraram que o tecido adiposo marrom 

(TAM) é funcional em humanos adultos [30,  31], ele tem sido considerado um complemento 

ao controle da obesidade. O objetivo é preservar os adipócitos marrons e estimular o 

desenvolvimento de precursores marrons pré-existentes [32], estimulando a termogênese 

adrenérgica adaptativa [33]. 

Além disso, a associação entre obesidade e alterações metabólicas relacionadas à 

resistência à insulina e ao descontrole da glicemia que levam ao DM2 e ao aumento do risco de 

doenças coronarianas [34], podem se beneficiar da ativação do TAM. O TAM é um local 

essencial de eliminação de glicose, depuração de triglicerídeos e ação da insulina, sendo, 

portanto, potencialmente um alvo no controle da obesidade e suas comorbidades [35], por 
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exemplo, nas terapias que utilizam agonista do receptor do peptídeo semelhante ao glucagon 

tipo 1 (GLP-1R) [36]. Além disso, no modelo de obesidade, o transplante de TAM de animais 

magros para animais obesos leva à perda de peso em animais obesos com melhora das 

comorbidades [37]. 

Uma característica essencial dos adipócitos marrons é o seu conteúdo mitocondrial e 

atividade termogênica [38,  39]. As mitocôndrias produzem calor pelo vazamento de H (+) 

através de sua membrana interna para o espaço da membrana sob a regulação da proteína 

desacopladora (UCP) -1 e do transportador ADP/ATP [40]. No entanto, mecanismos 

termogênicos independentes de UCP1 expandem a função dos adipócitos marrons e beges na 

homeostase energética [41]. 

Intervenções nutricionais de longo prazo contribuem não farmacologicamente para 

aumentar a massa e a atividade do TAM, ajudando no controle da obesidade [42]. Além disso, 

a beta-oxidação mitocondrial de ácidos graxos de cadeia longa ajuda a manter o fenótipo dos 

adipócitos marrons durante a ativação e quiescência [43]. 

Dentro do sistema nervoso central (SNC), numerosas populações neuronais expressam 

GLP-1R, incluindo núcleos hipotalâmicos cruciais para a regulação do balanço energético [44]. 

Além disso, muitas áreas extra hipotalâmicas possui sítios de ligação para GLP-1. Foi 

demonstrado que a administração periférica de GLP-1 ativa neurônios em diferentes regiões do 

SNC, sugerindo a existência de locais cerebrais acessíveis pela corrente sanguínea [45]. 

A contribuição hipotalâmica para o controle do balanço energético é especialmente 

evidente nos neurônios dos núcleos arqueado (ARC) e paraventricular (PVN) [46]. As vias 

envolvidas na saciedade e no apetite em casos de obesidade são parcialmente conhecidas [47,  

48]. O objetivo é o equilíbrio dos neuropeptídeos orexígenos (neuropeptídeo Y - NPY e 

peptídeo relacionado à agouti - AgRP) e neuropeptídeos anorexígenos (pro-opiomelanocortina 

– POMC – e transcrito regulado por cocaína e anfetamina - CART) e como os peptídeos podem 

ser modulados por diferentes dietas e drogas [49-51]. 

A administração central de GLP-1 resulta na redução dos níveis de NPY e AGRP, 

enquanto eleva a expressão de POMC e CART durante o jejum. A ativação do GLP-1 no SNC 

não apenas inibe a ingestão de alimentos, mas também controla a regulação glicêmica [52]. 

Adicionalmente, o GLP-1 no cérebro influencia o metabolismo de lipídios no tecido adiposo 

branco (TAB) e a termogênese no TAM por meio da ativação do sistema nervoso simpático 

(SNS). Com base em evidências de que o glucagon (GCG) pode promover a termogênese do 

TAM por ações no SNC, sugere-se que os agonistas GLP-1R/GCGR intensificam a atividade 
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do SNS no TAM, promovendo a termogênese e contribuindo para o controle do equilíbrio 

energético [53]. 

Em contraste com os agentes antidiabéticos mais antigos, estudos em larga escala 

centrados na segurança cardiovascular, combinados com a falta de efeitos adversos 

potencialmente fatais, como a hipoglicemia [54], estabeleceram tratamentos baseados na 

utilização do agonista de GLP -1R como pedra angular no tratamento do DM2. A perda de peso 

promovida pelo GLP-1R está associada à redução da mortalidade em pacientes com DM2, 

melhorando as comorbidades relacionadas e reduzindo a necessidade de medicamentos para 

hiperglicemia, hipertensão e hiperlipidemia [55]. 

A sinalização sustentada do GLP-1R leva à diminuição do apetite e da ingestão 

alimentar, resultando na consequente redução do peso corporal. Assim, foram desenvolvidos 

análogos do GLP-1R, modificando sua estrutura química para resistir à degradação pela 

dipeptidil-peptidase 4 (DPP4) que permite uma dosagem mais conveniente, seja diária ou 

mesmo semanalmente [56] (Fig. 3A). 
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Figura 3. Agonismo duplo GLP-1R/GCGR comparado ao monoagonista GLP-1R 

 

 

Legenda: DPP4, dipeptidil peptidase 4; GCGR, receptor de glucagon; GLP1R, receptor de GLP1; OXM, 

oxintomodulina. 

Nota: A - A ativação do GLP-1RA melhora o controle glicêmico, reduz o peso corporal, mas aumenta os efeitos 

gastrointestinais adversos. B - A ativação do GCGR reduz a ingestão de alimentos e aumenta o gasto 

energético. Análogos de OXM resistentes à DPP4 foram desenvolvidos para estender seus efeitos através de 

substituições peptídicas. A combinação de GLP-1R/GCGR promove melhor controle glicêmico e reduz o 

peso corporal sem efeitos adversos graves. 

Fonte: A autora, 2022. 

 

No entanto, a modulação de múltiplos alvos metabólicos surgiu com uma nova geração 

de medicamentos que combinam dois ou três receptores para aumentar os efeitos terapêuticos, 

utilizando mais de uma via regulatória para tratar doenças metabólicas devido a efeitos 

sinérgicos de medicamentos [57]. 

GLP-1RA combinado com outros hormônios intestinais, que podem ter benefícios 

complementares, foram propostos em várias combinações de agonistas de receptores duplos ou 

triplos (GLP-1 com GIP, GLP-1 com GCG e GLP-1 com GCG e com GIP) para promover o 

tratamento da obesidade e DM2 e melhorar os benefícios comprovados do agonista de GLP-

1R. Além disso, esses hormônios estão associados ao chamado efeito incretina, que ocorre 

quando a glicose oral leva ao aumento da secreção de insulina pelas células beta pancreáticas 

em comparação com a administração intravenosa de glicose [58]. 

O glucagon é um potencial candidato ao agonismo duplo, pois apresenta efeitos 

insulinotrópicos, reduz a ingestão alimentar, melhora o gasto energético e a oxidação de ácidos 

graxos, reduzindo a esteatose hepática [56].  

O gene do receptor de glucagon é expresso no fígado, tecido adiposo, rim, coração, 

baço, ovário e ilhotas pancreáticas. A expressão aumentada do receptor no fígado e nos rins 

torna esses órgãos os principais responsáveis pela depuração do glucagon, principalmente 

através da endocitose mediada pelo receptor e, em menor grau, pela proteólise endovascular 
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pela DPP4 e pela degradação enzimática na membrana celular, levando a uma curta meia-vida 

do glucagon no plasma circulante [59]. 

Embora o agonismo do GCGR pareça contraintuitivo como tratamento para o DM2 

devido ao seu efeito no aumento da glicose hepática, o glucagon pode suprimir o apetite devido 

ao atraso no esvaziamento gástrico e ao aumento do gasto energético consequente ao 

catabolismo de aminoácidos, ureagênese e oxidação de ácidos graxos [60]. 

GLP-1 e GCG são hormônios glicorreguladores com ações opostas na regulação da 

glicose plasmática. No entanto, ações complementares na regulação da ingestão alimentar e do 

gasto energético sugerem que o duplo agonismo GLP-1R/GCGR poderia proporcionar 

benefícios adicionais em relação ao agonismo de GLP-1R isolado, gerando interesse em 

desenvolver agonistas duais unimoleculares estáveis, ligando a alta potência de GLP-1R e 

GCGR [61]. Além disso, os efeitos relativos da ativação induzida em cada um dos receptores 

são provavelmente cruciais para uma eficácia ótima, uma vez que uma ativação robusta do 

GLP1R tende a induzir eventos adversos, como náuseas [62]. Por outro lado, a regulação 

positiva do GCGR pode aumentar a glicemia por gliconeogênese e glicogenólise, neutralizando 

o melhor controle da glicemia oferecido pelo GLP-1R [63]. Portanto, resíduos não conservados 

foram substituídos nos segmentos médio e C-terminal dos peptídeos para gerar agonismo duplo 

GLP-1R/GCGR de alta potência, melhorando a dinâmica conformacional do peptídeo e 

aumentando sua eficiência na ativação de GLP-1R em comparação ao GCGR [61] (Fig.3B). 

Terapias agonistas duplas com doses mais baixas e efeitos sinérgicos em mais de um 

receptor simultaneamente podem minimizar os efeitos adversos (Fig.4). Atualmente, os 

compostos em desenvolvimento utilizando o eixo incretina exemplificam melhor esta 

vantagem. Além disso, a secreção de insulina induzida pela incretina é indireta e dependente 

da glicose, prevenindo assim a hipoglicemia ao recrutar a microbiota intestinal e seus 

metabólitos para diversificar a resposta induzida por drogas [64]. 
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Figura 4. Efeitos sinérgicos de agonismo de GLP-1R/GCGR 

 

 

Legenda: AMPc, adenosina monofosfato cíclico; GCGR, receptor de glucagon; GLP1R, receptor de GLP1; PKA, 

proteína quinase A; OXM, oxintomodulina. 

Nota: Estimulação de células beta pancreáticas por análogos da OXM induz a secreção de insulina, inibindo a 

secreção de glucagon pelas células alfa. Além disso, diminuição dos níveis circulantes de glucagon resultam 

em menor indução da produção hepática de glicose. O análogo de OXM no hepatócito ativa a adenilil 

ciclase via proteína G com subsequente geração de AMPc e ativação da PKA e outros mediadores a jusante 

como modo primário de sinalização intracelular. 

Fonte: A autora, 2022. 

 

A oxintomodulina (OXM) é um peptídeo duplo endógeno e unimolecular GLP-

1R/GCGR secretado pelas células L do intestino delgado em resposta à ingestão de nutrientes 

como um produto adicional do processamento diferencial de proglucagon intestinal [65]. Como 

outras incretinas intestinais, a OXM regula o metabolismo da glicose e a secreção de insulina, 

reduz a ingestão de alimentos e aumenta o gasto energético [66]. A secreção de OXM é 

estimulada por nutrientes luminais, incluindo carboidratos, lipídios e proteínas [67]. Em 

indivíduos com obesidade mórbida, alterações nos hormônios gastrointestinais, como OXM e 

glicentina, estão implicadas na supressão pós-operatória da ingestão alimentar, levando à perda 

de peso após bypass gástrico em Y-de-Roux e gastrectomia vertical [68]. Além disso, a cirurgia 

bariátrica pode aumentar a OXM, ativando o GLP-1R/GCGR [69]. 

No entanto, a utilidade clínica do OXM é limitada devido à sua menor potência in vitro, 

meia-vida curta (~ 10 min) e rápida depuração renal in vivo do OXM nativo, dificultando seu 

desenvolvimento como tratamento de longo prazo para a obesidade [56,  70]. Assim, a 
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administração diária repetida de doses suprafisiológicas (três ou quatro vezes ao dia) de OXM 

seria necessário para alcançar um efeito farmacológico satisfatório em humanos. Portanto, 

análogos de OXM resistentes a DPP4 com efeitos prolongados foram desenvolvidos através de 

substituições de peptídeos para evitar a digestão por protease e rápida filtração glomerular para 

melhorar a meia-vida circulatória in vivo [71,  72]. 

Adicionalmente, existem desvantagens dos agonistas GLP-1R relacionadas a eventos 

adversos dose-dependentes, o que pode limitar seu uso em altas doses (náuseas intensas e outros 

eventos adversos gastrointestinais). Assim, a implementação clínica de uma dose escalonada é 

necessária para limitar a gravidade destes efeitos [73]. Além disso, quando os efeitos 

secundários são consistentes e intoleráveis após semanas/meses de titulação, deve ser 

implementada uma dose mais baixa ou uma combinação de terapêuticas antidiabéticas para 

evitar a descontinuação do tratamento [74]. Assim, o interesse em desenvolver terapias mais 

eficazes e com menos efeitos adversos foi crescendo, contribuindo para o desenvolvimento de 

agonistas unimoleculares duais e tri-agonistas, que atuam em dois ou mais receptores GLP-1R, 

GCGR e GIPR [75], tendo como foco aumentar ou equilibrar a potência dos peptídeos nos 

receptores alvo e diminuir efeitos adversos [70]. 

Portanto, a relação de atividade entre o GLP-1 e o glucagon foi estudada para atingir o 

impacto benéfico máximo de cada receptor no agonismo [76,  77]. Assim, a cotadutida 

(anteriormente referido como MEDI 0382) é um agonista duplo balanceado GLP-1R/GCGR 

com perfil de atividade in vitro de 5:1 GLP-1R/GCGR [78], apresentando farmacocinética 

adequada para otimizar a segurança e a eficácia [79,  80]. Nos estudos de fase 1 e 2, a cotadutida 

demonstrou ter a capacidade de facilitar a perda de peso e o controle glicêmico e tem potencial 

para ser usado no tratamento da obesidade e do DM2 [78,  81,  82]. 

Além disso, a ativação do componente GCGR da cotadutida aumenta a função 

mitocondrial, estimulando o gasto energético e a oxidação de gordura, um mecanismo essencial 

na resolução de NASH em camundongos [69].  

Em abril de 2023, a AstraZeneca decidiu encerrar o seu programa clínico de seu agonista 

diário de GLP1R/GCGR, a cotadutida, em favor do desenvolvimento de AZD9550, um 

GLP1R/GCGR injetável uma vez por semana. 

No presente trabalho investigamos o efeito da cotadutida nos componentes da via de 

transdiferenciação nas ilhotas pancreáticas, bem como na remodelação das ilhotas, na 

termogênese no TAM e, finalmente, na sinalização nos neurônios presentes no ARC do 

hipotálamo (vias orexígenas e anorexígenas) para contribuir para o efeito da cotadutida na perda 

de peso. Optamos por realizar o estudo em camundongos obesos induzidos por dieta (DIO) 
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porque este modelo reproduz de perto a obesidade e suas comorbidades observadas em 

humanos [83-85].  

A hipótese desse trabalho é que a cotadutida beneficia potencialmente a função das 

células beta através da transdiferenciação celular e mitigação do estresse do RE, contribuindo 

para a plasticidade adaptativa das ilhotas de camundongos DIO. Além disso, a cotadutida pode 

atuar no aumento da termogênese no TAM interescapular, em consonância com o aumento do 

gasto energético e, para mais além, contribuir no balanço da fome e saciedade através da 

regulação dos neuropeptídeos orexígenos e anorexígenos presentes no hipotálamo. 
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1 OBJETIVOS 

 

 

1.1 Objetivo geral  

 

 

Avaliar as alterações estruturais e moleculares na célula beta pancreática, no TAM e no 

hipotálamo em camundongos obesos induzidos por dieta sob o efeito da cotadutida. 

 

 

1.2 Objetivos específicos: 

 

 

a) Avaliar as alterações da massa corporal, ingestão, energia alimentar e do 

metabolismo de glicose; 

b) Analisar a histologia do pâncreas, do tecido adiposo marrom e do 

hipotálamo; 

c) Analisar a expressão gênica na ilhota pancreática dos fatores de transcrição 

relativos à identidade e função de células beta, da inflamação e dos 

marcadores de estresse do retículo endoplasmático; 

d) Analisar a expressão gênica e proteica no tecido adiposo marrom dos 

marcadores de termogênese e biogênese mitocondrial; 

e) Analisar a expressão gênica e proteica do hipotálamo dos marcadores de 

fome e saciedade.  

 

 

  



29 
 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 Animais 

 

 

Para este estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6, devido 

à sua predisposição à obesidade quando alimentados com dieta hiperlipídica [86]. Os animais 

foram alocados em caixas de polipropileno no biotério do Laboratório de Morfometria, 

Metabolismo e Doença Cardiovascular (LMMC), sendo mantidos em ambiente controlado de 

temperatura (21±2º C) e umidade (60±10 %), ciclos de luz de 12/12h claro-escuro, com acesso 

livre à comida e à água. 

Os experimentos foram realizados de acordo com as normas estabelecidas no guia 

convencional para a experimentação com animais (Publicação NHI Nº. 85-23, revisado em 

1996). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética para Cuidados e Uso de 

Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes da Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro (protocolo nº CEUA 002/2021). 

 

 

2.2 Dieta 

 

 

As dietas experimentais foram feitas pela empresa Pragsoluções (Jaú, SP, Brasil), seguindo as 

recomendações da AIN-93, sendo a composição detalhada na Tabela 1. 
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Tabela 1. Composição e conteúdo energético das dietas experimentais 

 

Legenda: Grupos: C (dieta controle), HF (dieta hiperlipídica) 

Fonte: Adaptado de Reeves, Nielsen, Fahey [87] 

 
Inicialmente, os camundongos com 12 semanas foram divididos aleatoriamente em dois 

grupos (n=40 por grupo) e receberam dietas diferentes durante um período de dez semanas. Um 

grupo recebeu dieta controle (ração padrão para roedores), designado como grupo C. O outro 

grupo recebeu uma dieta hiperlipídica (high-fat), designado como grupo HF.  

Após as dez semanas com as suas respectivas dietas experimentais, os animais dos 

grupos C (n=40) e HF (n=40) foram divididos novamente em quatro grupos (n=20 por grupo) 

e tratados com cotadutida (ou veículo) por mais quatro semanas. A cotadutida foi administrada 

diariamente por via subcutânea a 30 nmol/kg de peso corporal (Astrazeneca, Gaithersburg, MD, 

EUA) diluída em veículo (50 mM fosfato tampão, pH 7,5, contendo 1,85 % propileno glicol e 

0,04 % v/v Tween 80, Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, Mo., EUA) ou apenas no veículo [88]. 

Assim, foram estabelecidos quatro grupos experimentais: C (dieta controle + veículo), CC 

(dieta controle + cotadutida), HF (dieta com alto teor de gordura + veículo) e HFC (dieta com 

alto teor de gordura + cotadutida). Os grupos foram formados conforme o esquema 

representado na figura 5. 

COMPOSIÇÃO(g/Kg) Grupos 

C 

 

HF 

 

Caseína 140 175  

Amido de milho 620,7 348  

Sacarose 100 100  

Óleo de soja 40 40  

Banha de porco - 238  

Fibra 50 50  

Mistura de Vitaminas 10 10  

Mistura de Minerais  35 35  

Cistina 1,8 1,8  

Colina 2,5 2,5  

Antioxidante 0,008 0,060  

Total (g) 1000 1000  

Energia (kJ /Kg) 16000 21000  

Hidrato de carbono (%) 76 36  

Proteína (%) 14 14  

Lipídio (%) 10 50  
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Figura 5. Desenho experimental 

 

Legenda: Grupos: C (controle + veículo), CC (controle + cotadutida), HF (alto teor de gordura + veículo) e HFC 

(alto teor de gordura + cotadutida). 

 Fonte: A autora, 2021. 

  

2.3 Peso corporal, ingestão de alimentos, consumo de energia e metabolismo de glicose 

 

 

 Uma vez por semana, o peso corporal foi mensurado (terça-feira, 11h), e a ingestão 

alimentar (g/dia) foi monitorada diariamente, subtraindo-se da quantidade total de alimentos 

oferecidos, a quantidade remanescente na caixa após 24h. O consumo de energia foi o produto 

da ingestão de alimentos pelo valor energético da dieta (kJ/g).  

 O teste oral de tolerância à glicose (TOTG) foi medido antes (10ª semana) e após o 

tratamento (14ª semana). Os animais permaneceram em jejum por seis horas e receberam 

sobrecarga de glicose (2 g glicose/kg, solução salina estéril a 25 %, NaCl a 0,9 %) por gavagem 

oral. Amostras de sangue foram coletados na veia da cauda. A concentração de glicose foi 

medida em zero,15, 30, 60 e 120 min (glicômetro Accu-Chek, Roche, SP, Brasil) e a “área sob 

a curva” foi analisada (GraphPad Prism v.9.5.1 para Windows, GraphPad Software, San Diego, 

CA, EUA). Além disso, o índice de resistência à insulina em jejum [FIRi = glicose*insulina/25] 

[89] e índice quantitativo de sensibilidade à insulina [QUICKi = 1/ (log (I0) + log (G0))] [90] 

foram determinados. 

 

 

2.4 Termografia interescapular infravermelha 

 

 

A temperatura interescapular dos animais foi obtida à temperatura ambiente em 

camundongo previamente treinado e alojado em câmara transparente Plexiglas especialmente 

destinada a este fim. A distância entre a câmera e o animal foi fixada e a fotografia térmica foi 



32 
 

tirada de cima com o animal em repouso, focando na região interescapular (infrared FLIR C2 

camera, FLIR Systems, Wilsonville, Oregon, EUA). Em cada animal, as análises foram 

realizadas na semana 10 (antes do tratamento) e na semana 14 (após o tratamento). 

 

 

2.5 Sacrifício e extração de tecidos 

 

 

 Os camundongos foram mantidos em jejum por seis horas e parte deles foram 

submetidos à anestesia profunda com injeção intraperitoneal 240 mg/kg de cetamina e 30 mg/kg 

de xilazina, Cristalia, Itapira, SP, Brasil). O sangue foi coletado por punção cardíaca, 

heparinizado (dalteparina de sódio, Fragmin, Pfizer, São Paulo, SP, Brasil), em seguida abriu-

se a caixa torácica e o coração foi exposto para a coleta por punção cardíaca de amostras 

sanguíneas, que em seguida, foram centrifugadas em temperatura ambiente (712 G por 15 

minutos), com a finalidade de separar o plasma, sendo imediatamente estocados a -80 ºC até a 

realização das análises bioquímicas.  

 Os hipotálamos desses animais foram removidos cuidadosamente (dorsalmente pelo 

tálamo, ventralmente pelo quiasma óptico e caudalmente pelos corpos mamilares), congelados 

em nitrogênio líquido e armazenados a -80º C para as técnicas de biologia celular e molecular. 

O pâncreas e o tecido adiposo marrom (TAM) interescapular foram dissecados, pesados e 

mantidos em fixação recém-preparada (formaldeído a 4% w/v, tampão fosfato 0,1 M, pH 7,2, 

48 h a temperatura ambiente) ou congelados a -80 °C para análise molecular. O TAM e o 

pâncreas fixados foram incorporados em Paraplast Plus (SigmaAldrich Co., St. Louis, Mo., 

USA), e os blocos foram seccionados com 5 μm de espessura. Os cortes foram corados com 

hematoxilina e eosina ou processados para análises imuno-histoquímicas.  

 Os animais destinados ao isolamento de ilhotas pancreáticas tiveram o ducto biliar 

comum acessado por uma cânula para insuflar o pâncreas com solução de Hanks (14025126, 

Invitrogen, CA, EUA), soro bovino (1 mg/mL) e colagenase (C9263, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA) [91], dissecado e imerso em solução de colagenase a 37 °C (20 min). Ilhotas foram 

coletados sob ampliação (Microscópio Estéreo Zoom Luxeo 4D, Labomed, CA, EUA). 

 Os animais destinados a perfusão cerebral foram profundamente anestesiados e 

perfundidos por pressão pelo ventrículo esquerdo com solução salina a 0,9 % para a remoção 

total do sangue e, em seguida com solução fixadora de paraformaldeído a 4 % (PFA, tampão 

fosfato 0,1 M, PBS, pH 7,4) [92]. Os encéfalos foram isolados e rapidamente imersos em uma 
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solução de PFA a 4 % (4 horas a 4º C). Posteriormente, foram crioprotegidos com sacarose a 

30 % em PBS e mantidos durante à noite a 4 ºC. Feito isso, os cérebros foram congelados em 

meio de inclusão específico para corte (Tissue-Tek, Sakura Finetek Europa, Holanda) e 

congelados em nitrogênio líquido. Finalmente, os blocos foram seccionados em plano coronal 

de acordo com coordenadas estereotáxicas buscando a região hipotalâmica de interesse (região 

do ARC, Bregma –1,23 mm a –2,79 mm) [93], obtendo-se cortes com espessura nominal de 25 

µm em criostato (Leica Biosystems modelo Leica CM1860) a -16±2 ºC. Os cortes foram 

aderidos a lâminas adesivas (Leica Micro Systems, Wetzlar, Alemanha), permanecendo a -20º 

C até a realização da imunofluorescência.  
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2.6 Análises plasmáticas 

 

 

 As amostras de sangue coletadas no momento da eutanásia dos camundongos foram 

utilizadas para avaliar quantitativamente as concentrações plasmáticas de glicose, colesterol 

total e triacilglicerol feitas por método enzimático colorimétrico utilizando um 

espectrofotômetro automático e kits comerciais de acordo com as instruções especificadas 

(Bioclin System II, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil). 

 As concentrações plasmáticas de adiponectina (EZMADP-60K) e GLP-1 (total) 

(EZGLP1T-36BK) foram realizadas em duplicata, utilizando kits de ensaio imunoenzimático 

(ELISA) (Millipore, Merck, Temecula, CA, EUA) com o leitor de microplacas Accuris 

SmartReader UV–Vis (modelo MR9610, Nova Jersey, EUA). Além disso, amilina, peptídeo C, 

grelina, GIP, GLP-1 (forma ativa), glucagon, insulina, leptina, PPP e PYY foram medidos por 

imunoensaios Biomarker Multiplex para tecnologia Luminex xMAP, Millipore, Billerica, MA, 

EUA, cat. Nº MMHE-44 K). 

 

 

2.7 Quantificação de células alfa e beta 

 

 

O pâncreas foi seccionado serialmente com 5 μm de espessura a cada vigésimo corte ao 

longo de todo o pâncreas e corado com hematoxilina e eosina (HE). Os demais cortes foram 

incubados com anticorpos anti-insulina (sc 9168, Santa Cruz Biotech, CA, EUA; 1:100) e anti-

glucagon (CSB PA002654, Cusabio; 1:100). Os anticorpos secundários foram conjugados com 

estreptavidina-peroxidase e revelado com diaminobenzidina líquida (DAB, Histostain Plus Kit, 

Invitrogen, CA, EUA). Então, os cortes foram contra corados com hematoxilina. As imagens 

digitais foram obtidas usando um microscópio Nikon modelo 80i e um digital DS-Ri1 câmera 

(Nikon Instruments, Inc., Nova York, EUA).  

A densidade de volume das ilhotas (Vv [ilhota, pâncreas]) foi estimada nos cortes 

corados com HE por contagem de pontos, conforme descrito previamente [94]. Em seguida, a 

massa da ilhota (M [ilhota, pâncreas]) foi determinada multiplicando-se Vv [ilhota, pâncreas] 

e massa do pâncreas. Além disso, foi estimado a densidade de volume de células alfa (Vv [célula 

alfa, ilhota]) e beta (Vv [célula beta, ilhota]) por análise de imagem em cortes imunomarcados 

com anticorpos anti-glucagon e anti-insulina, respectivamente.  
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Resumidamente, as ilhotas foram delimitadas por ferramenta digital e as imagens 

obtidas na tela de deconvolução correspondeu às imagens DAB computadas em unidades de 

intensidade de cor, assim convertidas em densidade óptica (ImageJ v. 1.53/FIJI 

http://imagej.nih.gov/ij) [95]. Feito isto, as massas de células alfa e células beta foram estimadas 

(o produto de Vv [célula alfa, ilhota], ou Vv [célula beta, ilhota] e M [ilhota, pâncreas]) [25]. 

 

 

2.8 Imuno-histoquímica do TAM 

 

 

Os cortes de TAM foram submetidos a recuperação antigênica com tampão citrato (pH 

6,0 a 60 °C/20 min), bloqueando a peroxidase (RE7157) e proteína (RE7158, Leica Biosystems, 

VISTA, CA, EUA), depois incubados com anticorpo primário para o receptor beta-3 

adrenérgico (B3AR, sc1473; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA); interleucina-6 

(IL6, AB7737, Abcam, Cambridge Biomedical Campus, Cambridge, UK); receptor alfa ativado 

por proliferador do peroxisoma (PPARa, CSB-945095; Cusabio, College Park, MD, EUA; e 

proteína de desacoplamento 1 (UCP1, CSB025554RESHu; Cusabio College, Park, EUA). Foi 

utilizado bloqueio primário, revelado com diaminobenzidina (Método de Detecção de 

Polímeros Novolink, RE7280-K, Leica Biosystems, Vista, CA, EUA), e contra corados com 

hematoxilina. As imagens digitais foram obtidas usando o microscópio Nikon 80i e uma câmera 

DS-Ri1 (Nikon Instruments, Inc., Melville, Nova Iorque, EUA). 
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2.9 Imunofluorescência e microscopia confocal de varredura a laser 

 

 

 As lâminas com os cortes previamente armazenados a -20º C foram retirados do 

freezer para ambientação, alocadas em câmara úmida e, em seguida, tratadas com solução de 

PBS-Triton a 0,3 % e bloqueadas com 5 % de albumina de soro bovino durante uma hora, 

imunomarcadas com os anticorpos primários NPY (PAA879Mu01) e POMC (ab32893) ou 

AgRP (sc-18634) e CART (PAA362Mu01) diluídos em PBS/BSA 1 %, permanecendo em 

refrigeração durante a noite. Na manhã seguinte, as amostras foram lavadas e imunomarcadas 

com um anticorpo secundário conjugado com fluoróforo Alexa 488 (NPY/AgRP) ou 546 

(POMC/CART), contra corados com dicloridrato de 4,6-diamino-2-fenilindole (DAPI, Sigma-

Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). Em seguida, as lâminas foram montadas com slow-fade 

(Invitrogen) com a finalidade de manter a fluorescência. Os controles negativos foram obtidos 

pela omissão dos anticorpos primários.  

 Finalmente, os cortes duplamente marcados com NPY/POMC ou AgRP/CART foram 

identificados e as imagens foram obtidas em microscópio confocal de varredura a laser (Leica 

TCS-SPE; Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e um atlas foi utilizado para auxiliar a 

observação da citoarquitetura das áreas do hipotálamo, compreendendo o ARC correspondente 

a região de bregma -1,23 mm a -2,79mm [93] ilustrada na figura 6. 

 

Figura 6. Citoarquitetura das áreas do hipotálamo na região do núcleo arqueado (ARC). 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Paxinos e Franklin [93]  
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2.10 Western blotting 

 

 

A proteína total do TAM foi extraída usando esferas de vidro e um tampão de lise 

(RIPA, composto por Tris-HCl 50 mM, pH 7,8, NaCl 150 mM, NP-40 1 %, desoxicolato de 

sódio 0,5 %, SDS 0,1 %, EDTA 1 mM, 1 nM NaF, 1 mM Na 3 VO 4 e 1 mM PMSF) contendo 

inibidores, protease (P8340, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e fosfatase (P0044, Sigma-

Aldrich, St Louis, MO, EUA). Quantidades equivalentes de proteína total foram aquecidas em 

tampão de amostra contendo SDS (Laemmli, Biorad; azul de bromofenol e beta 

mercaptoetanol, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) por 5 min a 100 °C e separados por SDS-

PAGE. Após eletroforese, as proteínas foram eletrotransferidas para membranas de 

transferência de difluoreto de polivinila (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA).  

A membrana foi bloqueada por incubação com BSA e depois incubada com os 

anticorpos primários: beta-tubulina (sc-5274, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA); 

B3AR (sc-1473, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA); IL6 (AB7737, Abcam, 

Cambridge Biomedical Campus, Cambridge, Reino Unido); PPARa (CSB-PA945095, 

Cusabio, College Park, MD, EUA); e UCP1 (sc-518024, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

TX, EUA). A beta-tubulina serviu como controle de carga de proteínas.  

A proteína total do hipotálamo foi extraída utilizando tampão de lise e inibidores de 

protease. Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado por 10 min a 4 ºC e o sobrenadante 

foi coletado. A concentração de proteína foi determinada utilizando o kit BCA (Thermo 

Scientific, Rockford, IL, EUA) e padronizada para 40 μg. Após a desnaturação, a eletroforese 

separou as proteínas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferiu-as para uma membrana 

de transferência de PVDF (nº 10600023 Amersham Hybond, GE Healthcare Life Sciences, 

Piscataway, NJ, EUA). As membranas foram bloqueadas com albumina de soro bovino (BSA) 

5 % diluído em tampão salino usando Tris (TBS-T, 20 mmol/L Tris/HCl, pH 7,4 e 500 mmol/L 

NaCl) em temperatura ambiente por uma hora para evitar ligação inespecífica. Em seguida, as 

membranas foram incubadas durante a noite a 4 ºC com os anticorpos primários AGRP (sc-

18634), CART (PAA362Mu01), GCGR (CSB-PA009316LA01HU), GLP1R (CSB-

PA002699), NPY (PAA879Mu01), POMC (ab32893) e a beta-actina (sc-81178) foi utilizada 

como controle de carga de proteína.  

No dia seguinte, cada membrana (TAM ou hipotálamo) foi incubada com o anticorpo 

secundário durante uma hora à temperatura ambiente. A expressão proteica foi analisada por 

quimioluminescência com reagente ECL e as imagens das bandas foram obtidas com 
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ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade das bandas foi quantificada 

utilizando o software FIJI ImageJ (v. 1.52p, NIH, ImageJ.nih.gov/ij, EUA).  

 

 

2.11 RT-qPCR 

 

 

 As ilhotas pancreáticas isoladas, o TAM e os hipotálamos que foram previamente 

congelados em nitrogênio líquido e estocados a -80 ºC, tiveram o RNA total extraído utilizando 

o reagente Trizol (Invitrogen, CA, EUA). Posteriormente, adicionou-se clorofórmio PA sobre 

o material e este foi centrifugado (12 min a 120 G a 4 °C) para retirar resíduos de DNA 

remanescentes. Ao sobrenadante coletado, foi adicionado isopropanol e novamente 

centrifugado, desprezando-se o sobrenadante das amostras e adicionando-se álcool 70 % para 

purificar o material genético. Em seguida, o conteúdo foi descartado, acrescentando-se água 

deionizada para a ressuspensão do RNA. Finalmente, o material foi homogeneizado e levado 

ao banho seco por cinco minutos. 

 A concentração de RNA foi determinada usando a espectroscopia Nanovue (GE Life 

Sciences), e 1 µg de RNA foi tratado com DNAse I (Invitrogen) para eliminar qualquer resíduo 

de DNA e depois foi adicionado EDTA para interromper a reação. A síntese do cDNA da 

primeira cadeia foi realizada usando iniciadores (primers) Oligo (dT) e transcriptase reversa 

superscript III (ambos de Invitrogen) a partir do mRNA e ao terminar a síntese, o material foi 

armazenado a -20ºC. Para a análise, o material reservado foi previamente retirado do freezer 

para ambientação e uma mistura de água deionizada, mix SYBR® Green (Invitrogen) e primer, 

foi adicionada para que o DNA fosse amplificado e quantificado. Após a pré-desnaturação e 

ativação da polimerase por 4 minutos a 95°C, 40 ciclos foram realizados (90ºC durante 10 

segundos e 60ºC por 15 segundos) seguido de uma curva de fusão (60 a 95°C com taxa de 

aquecimento de 0,1 °C/s). Os controles negativos foram feitos em poços em que o cDNA foi 

substituído por água deionizada.  

 O PCR quantitativo (qPCR) usou um sistema termociclador CFX96 em tempo real 

(Biorad). Os primers para os respectivos tecidos (Tabela 2) foram projetados usando o software 

Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). O Tbp (do inglês, TATA-box-binding protein) foi 

utilizado como controle endógeno para normalizar a expressão dos genes selecionados. A 

eficiência do qPCR para o gene alvo e controle endógeno são aproximadamente iguais e foram 

calculados através de uma série de diluição de cDNA. A razão de expressão do mRNA foi 

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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calculada pela equação 2-Ct, onde -CT representa a diferença entre o número de ciclos (CT) 

dos genes alvo e do controle endógeno [96]. A nomenclatura de genes e proteínas foi utilizada 

de acordo com o Comitê Internacional de Nomenclatura Genética Padronizada para 

Camundongos [97]. 
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Tabela 2. Sequências dos primers utilizados no qPCR

 

Gene 5’-3’ 3’-5’  

Ilhota pancreática 

Adipoq TACTGCAACATTCCGGGACT GTAGGTGAAGAGAACGGCCT 

Arx CACCCTAAGCCTACCCAGAG TTGGCCCATACGATGCAATG 

Atf4 GCCTTTTCCGGGACAGATTG GCTCATCTGGCATGGTTTCC 

Bcl2 CTTCAGGGATGGGGTGAACT ATCTCCCTGTTGACGCTCTC 

Casp3 GGGAGCAAGTCAGTGGACTC GGGAGCAAGTCAGTGGACTC 

Chop TCACTACTCTTGACCCTGCG GACTGGAATCTGGAGAGCGA 

Ctr ACTCCAGTTCTTCAGGCTCC GGCAACTGATGAATCCGGTC 

Gadd45 GCAGAGCAGAAGACCGAAAG TATCGGGGTCTACGTTGAGC 

Glp1r AGTCTAAGCGAGGGGAGAGA GCAAGTGTCTGAAGCCAACA 

Gcg GATCATTCCCAGCTTCCCAG CTGGTAAAGGTCCCTTCAGC 

Glut2 TCCCTGGGATGAAGAGGAGA CACCCACCAAAGAATGAGGC 

Iapp CATCCTCTCTGTGGCACTGA TGCACTTCCGTTTGTCCATC 

Il6 TTCTTGGGACTGATGCTGGT CAGGTCTGTTGGGAGTGGTA 

Irs1 CTGCCGAAGATTCCTCCTCT GCAGCTGTGTCTACCTTTCG 

Lep TCAAGCAGTGCCTATCCAGA CGACTGCGTGTGTGAAATGT 

Mafa CTTCAGCAAGGAGGAGGTCA GCACTTCTCGCTCTCCAGAA 

Neurod1 GGTGCATCCCTACTCCTACC GGCTTTCAAAGAAGGGCTCC 

Ngn3 CATCCAAGTGTCCCCAGAGA TGGGGTGGAATTGGAACTGA 

Pax4 GATCCAACACCAGCTTTGCA GTTGAGTCCAGTGCAAGCTC 

Pax6 CGGAGTGAATCAGCTTGGTG CATGGGTCTGCAGAATTCGG 

Pcna GAGAGCTTGGCAATGGGAAC AGGTACCTCAGAGCAAACGT 

Pdx1 AGGAAAACAAGAGGACCCGT GTTCAACATCACTGCCAGCT 

Ramp3 TCTTCCACTGTTGTTGCTGC GTTGCACCACTTCCAGACAG 

Tnfa GTGCCTATGTCTCAGCCTCT GGTCTGGGCCATAGAACTGA 

TAM 

Adrb3 ACAGGAATGCCACTCCAATC TTAGCCACAACGAACACTCG 

Bmp8b CTATGCAGGCCCTGGTACAT AGGCCTGGACTACCATGTTG 

Cidea TGGTGGACACAGAGGAGTTC GTGACTCTGGCTATTCCCGA 

Nrf1 GTTGGTACAGGGGCAACAGT GTAACGTGGCCCAGTTTTGT 

Pgc1a GCACCAGAAAACAGCTCCAA ACACAGCTTGACAGGGATGA 

Ppara TCGGACTCGGTCTTCTTGA TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA 

Tfam GAAGAACGCATGGAGGAGAG TTCTGGGGAGAGTTGCAGTT 

Ucp1 TCTCAGCCGGCTTAATGACT TGCATTCTGACCTTCACGAC 

Vegfa CACGACAGAAGGAGAGCAGA CACAGGACGGCTTGAAGATG 

Hipotálamo 

Agrp AGAAGACAACTGCAGACCGA TCGCGGTTCTGTGGATCTAG 

Calcr ACTCCAGTTCTTCAGGCTCC GGCAACTGATGAATCCGGTC 

Gcgr CAGCTTATGAGTGCAGGCAG AACCTTGGGAGACTACTGGC 

Glp1r AGTCTAAGCGAGGGGAGAGA GCAAGTGTCTGAAGCCAACA 

Lep TCAAGCAGTGCCTATCCAGA CGACTGCGTGTGTGAAATGT 

Lepr TGGATGGGGACGTTACCTTC ATCAGGTGACAGTGTCCAGG 

Mc4r TACTCTGATGGAGGGTGC TTGGCGGATGGCACCAGTGC 

Npy TCGCTCTATCTCTGCTCGTG AGAGCGGAGTAGTATCTGGC 

Pomc GCTTGCAAACTCGACCTCTC TGACCCATGACGTACTTCCG 

Socs3 CTCCAAAAGCGAGTACCAGC GTCGCGGATAAGAAAGGTGC 

Sst GAGCCCAACCAGACAGAGAA CATTGCTGGGTTCGAGTTGG 

Tac1 CCAGATCAAGGAGGCAATGC TGAGAGATCTGGCCATGTCC 

Gene constitutivo 

Tbp CAAACTCTGACCACTGCACC CTGCGGTACAATTCCAGAGC 
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Legenda: Adipoq, adiponectina; Adrb3, receptor beta-3 adrenérgico; Agrp, neuropeptídeo relacionado à agouti;      

Arx, homeobox relacionado a aristaless; Atf4, ativador do fator de transcrição 4; Bcl2, leucemia/linfoma 

de células B 2; Bmp8b, proteína morfogenética óssea; Calcr, receptor de calcitonina; Casp3, caspase 3; 

Chop, transcrição 3 indutível por dano ao DNA; Cidea, ativador de morte celular; Ctr, receptor de 

calcitonina; Gadd45, parada do crescimento e indução de dano ao DNA 45; Glp1r, receptor do peptídeo 

1 semelhante ao glucagon; Gcg, glucagon; Gcgr, receptor de glucagon; Glut2, família de 

transportadores de soluto 2 (transportador de glicose facilitado), membro 2; Iapp, polipeptídeo amilóide 

de ilhotas; Il6, interleucina 6; Irs1, substrato 1 do receptor de insulina; Lep, leptina; Lepr, receptor de 

leptina; Mafa, família de oncogenes de fibrossarcoma musculoaponeurótico v-maf, proteína A; Mc4r, 

receptor de melanocortina-4; Neurod1, diferenciação neurogênica 1; Ngn3, neurogenina 3; Npy, 

neuropeptídeo Y; Nrf1, fator nuclear respiratório 1; Pax, caixa pareada; Pcna, antígeno nuclear de 

células em proliferação; Pdx1, homeobox 1 pancreático e duodenal; Pgc1a, coativador 1 alfa do receptor 

gama ativado por proliferador de peroxissoma; Pomc, pró-opiomelanocortina; Ppara, receptor alfa 

ativado por proliferador de peroxissoma; Ramp3, proteína 3 modificadora da atividade do receptor 

(calcitonina); Socs3, supressor da sinalização de citocina 3; Sst, somatostatina; Tac1, taquiquinina 1; 

Tbp, proteína de ligação à caixa TATA; Tfam, fator de transcrição mitocondrial; Tnfa, fator de necrose 

tumoral alfa; Ucp1, proteína desacopladora 1; Vegfa, fator de crescimento endotelial vascular A. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

2.12 Análise estatística 

 

 

Os dados foram apresentados como média e desvio padrão (DP) após teste de Shapiro-

Wilk para amostras pequenas e teste de Bartlett para homogeneidade de variâncias. O teste t de 

Welch foi utilizado para comparar as diferenças entre os grupos C e HF até a 10ª semana. A 

análise de variância ANOVA bidirecional foi utilizada ao final do experimento, seguida pelo 

teste de comparações múltiplas de Tukey (GraphPad Prism versão 10.1 para Windows, 

GraphPad Software, Boston, MA, EUA). O nível de significância P<0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo.  
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Pâncreas 

 

 

3.1.1 Benefícios da cotadutida na perda de peso, ingestão alimentar e metabolismo de glicose 

em camundongos obesos 

 

 

 Inicialmente o peso corporal do grupo HF não teve diferença significativa quando 

comparado ao grupo C. Na 2ª semana o peso corporal aumentou em 6 % no grupo HF em 

contraste ao grupo C, continuando a aumentar até o final do experimento. Finalmente, na 14ª 

semana, o peso corporal foi 18 % maior no grupo HF do que no grupo C. No entanto, o peso 

corporal diminuiu 8 % no grupo HFC em comparação ao grupo HF (fig. 7). 

 

Figura 7. Evolução do peso corporal 

 

 

Legenda: (média ± DP; 10ª semana, n = 20/grupo; 14ª semana, n= 10/grupo). Grupos: C, controle; CC, controle + 

cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + cotadutida. P < 0,05, quando † ≠ C e 

‡ ≠ HF. 

Fonte: A autora, 2024. 
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 Embora a ingestão alimentar tenha sido menor no grupo HF do que no grupo C antes 

da cotadutida (-17 %), a ingestão energética foi maior no grupo HF em comparação ao grupo 

C (+12 %). Além disso, as concentrações plasmáticas de TAG e CT aumentaram em HF vs. C, 

mas foram significativamente reduzidas em HFC vs. HF (Tabela 3). 

 Houve intolerância à glicose no grupo HF em comparação ao grupo C desde a 10ª 

semana (fig. 8A-B). No entanto, a intolerância à glicose diminuiu no grupo HFC vs. HF na 14ª 

semana (Fig. 8C-D). O peptídeo C, ligado à produção endógena de insulina, foi maior em HF 

vs. C (+150 %), mas menor em HFC vs. HF (- 40 %). Além disso, o nível de insulina aumentou 

em HF vs. C (+30 %), mas diminuiu em HFC vs. HF (- 25 %) (Tabela 3). De forma similar, o 

FIRi foi maior (+120 %) e o QUICKi foi menor (- 12 %) em HF vs. C. No entanto, o FIRi foi 

menor (- 30 %) e o QUICKi foi aumentado (+8 %) em HFC vs. HF (Tabela 3). 

 

Figura 8. Teste oral de tolerância à glicose 

 

 

Legenda: A, Curvas de glicemia na semana 10; B, AUC na semana 10; C, Curvas de glicemia na semana 14; D, 

AUC na semana 10. Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto 

teor de gordura + cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. 

Fonte: A autora, 2024. 
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3.1.2 Cotadutida melhora o metabolismo lipídico, os hormônios da saciedade e o perfil 

inflamatório  

 

 

  A adiponectina (-33 %) e a leptina (+200 %) foram alteradas no grupo HF em 

comparação ao grupo C, mas a leptina foi reduzida no HFC vs. HF (-65 %) (Tabela 3). A 

expressão do gene Adipoq foi maior em HFC vs. HF (+100 %, fig. 9A) e a expressão do gene 

Lep foi maior em HF vs. C (+40 %), mas diminuiu em HFC vs. HF (- 65 %, fig. 9B). Além 

disso, Il-6 (+126 %) e Tnf-alfa (+153 %) foram maiores em HF vs. C, mas reduzidos em HFC 

vs. HF (Il-6, -48 %; Tnf-alfa, -60 %) (fig. 9C-D).  

 

Figura 9. Citocinas 

 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <0,001. 

Nota: (expressões relativas de mRNA, média ± DP, n = 5/grupo). A, adiponectina; B, leptina; C, interleucina 6; 

D, fator de necrose tumoral alfa. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

A amilina plasmática (polipeptídeo amilóide das ilhotas, IAPP, +24 %) e a expressão 

do gene Iapp (+25 %) foram aumentadas em HF vs. C, mas diminuíram em HFC vs. HF (−16 

% e − 68 %, respectivamente) e em CC vs. C (− 30 %) na expressão gênica (Tabela 3 e fig. 
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10A). Além disso, as expressões funcionais do gene do receptor de amilina, Ctr (+173 %) e 

Ramp3 (+190 %), foram maiores em HF vs. C e mais baixas em HFC vs. HF (Ctr, − 37 %; 

Ramp3, − 47 %; fig. 10B-C). 

Ademais, o GLP-1 (total) foi menor em HF vs. C (-6 %), mas maior em HFC vs. HF 

(+18 %). O GLP-1 (ativo) também foi maior em HFC vs. HF (+28 %) (Tabela 3). Além disso, 

a expressão do gene Glp1r foi maior em HFC vs. HF (+35 %) e CC vs. C (60 %) (fig. 10D). 

O glucagon foi maior em HF vs. C (+52 %) e HFC vs. HF (+51 %) (Tabela 3), e a expressão 

do gene Gcg foi maior em HFC vs. HF (+43 %) (fig. 10E). Além disso, Glut2 (+77 %) e Irs1 

(+41 %) foram maiores em HFC vs. HF e em CC vs. C (60 %) (fig. 10F-G). O polipeptídeo 

inibitório gástrico (GIP, +38 %), grelina (+22 %) e polipeptídeo pancreático (PPP, +76 %) 

foram maiores em HFC vs. HF. O peptídeo YY (PYY) não apresentou resultado significativo 

(Tabela 3).  

 

Figura 10. Hormônios e receptores 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. 

Nota: (expressões relativas de mRNA, média ± DP, n = 5/grupo). A, polipeptídio amiloide de ilhotas; B, receptor 

de calcitonina; C, receptor (calcitonina) proteína modificadora de atividade 3; D, receptor do peptídeo 1 

semelhante ao glucagon; E, glucagon; F, membro 2 da família de transportadores de soluto 2 (transportador 

de glicose facilitado); G, substrato 1 do receptor de insulina.  

Fonte: A autora, 2024. 
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Tabela 3. Ingestão alimentar, ingestão de energia, metabolismo de glicose e lipídios e 

hormônios da saciedade 

 

 
 

Legenda: auc, área sob a curva; CT, colesterol total; FIRi, índice de resistência à insulina em jejum; GIP, 

polipeptídeo inibitório gástrico; GLP-1, peptídeo-1 semelhante ao glucagon; IA, ingestão alimentar; IE, ingestão 

energética; PPP, polipeptídeo pancreático; PYY, peptídeo YY; QUICKi, índice quantitativo de verificação de 

sensibilidade à insulina. TAG, triacilglicerol; TOTG, teste oral de tolerância à glicose. 

Nota: Os dados são apresentados como média e SD. Até a 10ª semana, as diferenças entre os grupos foram 

analisadas pelo teste t de Welch. Em seguida, na 14ª semana, as diferenças foram testadas com ANOVA a dois 

fatores e teste de comparações múltiplas de Tukey (P<0,05) quando: †≠C, ‡≠HF. Grupos: C, controle; CC, controle 

+ cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + cotadutida. 

Fonte: A autora, 2024. 

  

 

Dados C  HF  

Antes da cotadutida (10ª semana, n=20/grupo) 

IA (g/dia/animal) 3,0±0,03  2,5±0,27†  

IE (kJ/dia/animal) 48,2±0,55  54,1±5,42†  

Data C CC HF HFC 

Depois da cotadutida (14ª semana, n=10/grupo) 

IA (g/dia/animal) 3,1±0,02 3,0±0,01 2,9±0,23† 2,7±0,31 

IE (kJ/day/mouse) 48,2±0,27 47,5±0,17 59,8±4,97† 55,7±6,68 

C-peptídeo (pg/mL)  204,9107,84 216,453,95 509,2107,26†  293,593,82‡ 

Insulina (pMol/L) 12,6±1,63 11,9±0,69 20,7±2,74† 12,6±1,22‡ 

FIRi 3,4±0,36  3,3±0,35 7,0±0,90† 3,7±0,38‡ 

QUICKi 0,58±0,01 0,62±0,02 0,46±0,01† 0,57±0,01‡ 

Plasma (14ª semana, n=10/grupo)     

Adiponectina (106 pg/mL) 12,25±1,15 12,60±0,54 8,14±1,15† 9,79±0,06 

Amilina (pg/mL) 9,391,31 9,621,47 11,690,69† 9,840,83‡ 

Grelina (pg/mL) 2,440,34 2,970,43†  2,820,35 3,430,35‡ 

GIP (pg/mL) 167,3936,98 184,9533,54 149,9129,72 249,8431,60‡ 

GLP-1 (ativa) (pg/mL) 1,890,43 2,990,69† 2,310,23 2,960,53‡ 

GLP-1 (total) (pg/mL) 85,670,97 117,598,11† 80,296,23†  94,626,59‡ 

Glucagon (pg/mL) 8,810,96 11,962,41 13,412,67† 20,236,43‡ 

Leptina (102 pg/mL)  17,03±9,44 11,98±2,79 51,70±10,98† 18,55±5,96‡ 

PPP (pg/mL) 6,693,56 15,975,54† 6,971,69 12,294,43‡ 

PYY (pg/mL) 98,6452,12 162,6944,85† 154,5838,52 193,4555,32 

TAG (mg/dL) 285,53±18,8 286,73±15,49 316,01±10,58†  285,83±15,97‡ 

TC (mg/dL) 47,68±3,10 47,94±1,59 56,38±1,94† 48,85±2,51‡ 
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3.1.3 Cotadutida diminuiu a massa hipertrofiada de células alfa e beta em camundongos 

obesos 

 

 

As células alfa e beta das ilhotas marcadas com anticorpos anti-glucagon e anti-insulina, 

respectivamente, foram ilustradas na fig. 11A. As ilhotas estavam hipertrofiadas, comparando 

o grupo HF com os demais grupos. A massa de ilhotas se mostrou maior no grupo HF vs. C 

(+440 %), mas uma massa de ilhotas menor no HFC vs. HF (-71 %) (fig. 11B). As células alfa 

(+470 %, fig. 11C) e células beta (+508 %, fig. 11D) se mostraram quantitativamente maiores 

em HF vs. C, porém menores em HFC vs. HF (célula alfa, -27 %; célula beta, -76 %) (fig. 11C-

D).  

Figura 11. Ilhotas, células alfa e beta 

 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01. 

Nota: (média ± DP, n = 5/grupo). A, fotomicrografias de ilhotas marcadas com anti-glucagon (células alfa, periferia 

das ilhotas) e anti-insulina (células beta, centro das ilhotas) (mesma ampliação para todas as imagens); B, 

massa e diâmetro das ilhotas; C, massa de células alfa; D, massa de células beta.  

Fonte: A autora, 2024. 
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3.1.4 Os marcadores de transcrição e proliferação de ilhotas foram aumentados e a apoptose 

foi diminuída pela cotadutida 

 

 

O homeobox relacionado a aristaless (Arx) foi maior em HF vs. C (+78 %), mas menor 

em HFC vs. HF (- 15 %) (fig. 12A). As caixas pareadas 4 (Pax 4, +36 %) e 6 (Pax 6, +30 %) 

foram maiores em HFC vs. HF (fig. 12B-C). Além disso, o homeobox pancreático e duodenal 

(Pdx1, + 47 %) e a proteína A da família do oncogene do fibrossarcoma musculoaponeurótico 

Vmaf (Mafa, + 55 %) foram aumentados em HFC vs. HF e em CC vs. C (Pdx1, + 50 %; Mafa, 

+ 130 %) (fig. 12D-E).  

Figura 12. Fatores transcricionais 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. 

Nota: (expressões relativas de mRNA, média ± DP, n = 5/grupo). A, homeobox relacionado a aristaless; B, caixa 

pareada 4; C, caixa pareada 6; D, homeobox 1 pancreático e duodenal; E, proteína A da família do oncogene 

do fibrossarcoma musculoaponeurótico v-maf 

Fonte: A autora, 2024. 

 

A expressão do gene neurogenina 3 (Ngn3) foi menor em HF vs. C (- 42 %), mas maior em 

HFC vs. HF (+77 %) e em CC vs. C (30 %) (fig. 13A). Além disso, a diferenciação neurogênica 

1 (Neurod1) foi maior em HFC vs. HF (+190 %) (fig. 13B). Antígeno nuclear de células em 

proliferação (Pcna, +110 %), NK6 homeobox 1 (Nkx6.1, +165 %) e leucemia/linfoma celular 
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2 (Bcl2, +170 %) foram maiores em HFC vs. HF (fig. 13C-E). O Pcna também foi maior no 

grupo CC vs. C (165 %). Contrariamente, a expressão do gene Caspase 3 (Casp3) foi menor 

em HFC vs. HF (-35 %) (fig. 13F). 

Figura 13. Fatores de transcrição, proliferação e apoptose 

 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. 

Nota: (expressões relativas de mRNA, média ± DP, n= 5/grupo). A, neurogenina 3; B, diferenciação neurogênica 

1; C, antígeno nuclear de células em proliferação; D, homeobox NK6 1; E, leucemia/linfoma de células B 

2; F, caspase 3. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

3.1.5 O estresse do retículo endoplasmático (RE) nas células das ilhotas foi mitigado pela 

cotadutida 

 

 

Os marcadores de estresse RE foram maiores em HF vs. C (fator de transcrição ativador 

4, Atf4, +130 %; transcrito 3 indutível por dano ao DNA, Ddit3 ou Chop, +90 %; parada de 

crescimento e fator 45 induzível por dano ao DNA, Gadd45, +40 %) foram maiores em HF vs. 

C, mas menores em HFC vs. HF (Chop, -34 %; Gadd45, - 40 %) e em CC vs. C somente em 

Gadd45 (- 40 %) (fig. 14A-C). 
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Figura 14. Fatores de estresse do retículo endoplasmático 

 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P < 0,05, **P< 0,01, ***P < 0,001. 

Nota: (expressões relativas de mRNA, média ± DP, n= 5/grupo). A, ativador do fator de transcrição 4; B, transcrito 

3 indutível por dano ao DNA; C, interrupção do crescimento e indução de dano ao DNA 45. 

Fonte: A autora, 2024.. 

 

 

3.2 Tecido adiposo marrom interescapular (TAM) 

 

 

3.2.1 Cotadutida regula marcadores termogênicos no TAM de camundongos obesos 

 

 

A estrutura típica dos adipócitos marrons multiloculares observada nos grupos controle 

foi alterada com invasão de gordura, hipertrofia e desordem estrutural nos adipócitos marrons 

do grupo HF (“branqueamento”). A cotadutida recuperou à sua aparência multilocular regular 

no grupo HFC (fig. 15). 

A marcação para PPARa, β3AR, IL6 e UCP1 diminuiu no grupo HF em comparação ao 

grupo C. No entanto, melhorou no grupo HFC em comparação ao grupo HF (fig. 15). Esses 

achados concordam com as expressões gênicas e proteicas, conforme demonstrado por PPARa 

(fig. 16A-B), β3AR (fig. 16C-D), IL6 (fig. 16E-F) e UCP1 (Fig. 16G-H), as quais foram 

diminuídas no grupo HF em comparação com o grupo C, mas aumentou no grupo HFC em 

comparação com o grupo HF. 
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Figura 15. Tecido adiposo marrom interescapular (TAM) 

 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. 

Nota: Fotomicrografias representativas na mesma ampliação coradas por hematoxilina e eosina (HE) e marcadas 

para proteínas típicas do TAM: receptor alfa ativado por proliferador de peroxissoma (PPARα), receptor 

adrenérgico beta-3 (β3AR), interleucina 6 (IL6) e proteína desacopladora 1 (UCP1). No grupo HF, o TAM 

foi invadido por gordura (setas vazadas), uma situação frequentemente descrita na obesidade e conhecida 

como “branqueamento”, que ocorre em paralelo com o declínio da imuno coloração das proteínas do TAM. 

Contudo, após o tratamento com cotadutida, estas proteínas aparecem mais marcadas no grupo HFC (setas 

pretas) e diminuição do “branqueamento”. 

Fonte: A autora, 2024. 
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Figura 16. Marcadores termogênicos do TAM 

 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. 

Nota: Receptor alfa ativado por proliferador de peroxissoma, A - expressão de mRNA, B - expressão de proteína; 

receptor beta-3 adrenérgico, C - expressão de mRNA, D - expressão de proteína; Interleucina 6, E - 

expressão de mRNA, F - expressão de proteína; Proteína de desacoplamento 1, G - expressão de mRNA, 

H - expressão de proteína. I - Bandas representativas quantificadas por densitometria e apresentadas nas 

Figuras 2B, 2D, 2F e 2H. Os dados são apresentados como média ± DP (n = 5/grupo).  

Fonte: A autora, 2024. 

  

 

3.2.2 Cotadutida aumenta a temperatura corporal de camundongos obesos 

 

 

Antes do tratamento (10ª semana), a temperatura corporal foi menor no grupo HF em 

comparação com o grupo C (-5 %, Fig. 17A). No entanto, após o tratamento (14ª semana), a 

temperatura corporal foi maior no grupo HFC em comparação com o grupo HF (+12 %, Fig. 

17B). As imagens infravermelhas termográficas ilustram a variação da temperatura corporal 

(Fig. 17C). 
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Figura 17. Termografia dorsal infravermelha 

 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P < 0,05, ***P < 0,001. 

Nota: As medidas foram realizadas em A, 10ª semana (antes do tratamento) e B, 14ª semana (após o tratamento). 

Os dados são apresentados como média ± DP (n = 5/grupo). C, Imagens termográficas representativas dos 

animais.  

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

3.2.3 Cotadutida aumenta a termogênese e os marcadores de angiogênese no TAM 

interescapular de camundongos obesos  

 

 

Os resultados foram semelhantes, e as expressões gênicas de Adam10 (Fig. 18A) e Bmp8 

(Fig. 18B) foram reduzidas em 50% no grupo HF em comparação com o grupo C, mas 

aumentaram no grupo HFC em comparação com o grupo HF (+200% e +180%, 

respectivamente). 

As expressões gênicas de Vegfa (Fig. 18C) e Hspg2 (Fig. 18D) não mostraram diferença 

comparando C vs. HF. Contudo, a cotadutida melhorou a ação de ambos os genes em CC vs. C 

(Vegfa, +70%; Hspg2, +100%) e HFC vs. HF (Vegfa, +150%; Hspg2, +260%). 
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Figura 18. Termogênese do TAM interescapular e marcadores de angiogênese 

 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. 

Nota: A, Desintegrina e domínio 10 da metalopeptidase; B, Proteína morfogenética 8a; C, Neurregulina 4; D, Fator 

de crescimento endotelial vascular A; E, Perlecan. Os dados são apresentados como média ± DP (n = 

5/grupo).  

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

3.2.4 Cotadutida melhora lipólise e biogênese mitocondrial em TAM de camundongos obesos 

 

 

A lipólise foi relacionada à Plin1 e Cidea, enquanto a biogênese mitocondrial foi 

estudada através das expressões dos genes Nrf1, Tfam, Opa1 e Pgc1a (Fig. 19A-F). As 

expressões gênicas foram reduzidas no grupo HF em comparação ao grupo C e aumentadas no 

grupo HFC em comparação ao grupo HF, exceto para Tfam. Tfam não foi diferente em C vs. 

HF, mas aumentou em 100% HFC vs. HF (Fig. 5D). Além disso, a cotadutida também melhorou 

Cidea (Fig. 5B) e Opa1 (Fig. 5E) em CC vs. C. 
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Figura 19. Lipólise do TAM interescapular e marcadores de biogênese mitocondrial 

 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. 

Nota: A, Perilipina 1; B, Fator alfa de fragmentação de DNA indutor de morte celular; C, Fator respiratório nuclear 

1; D, Fator de transcrição A mitocondrial; E, GTPase mitocondrial tipo dinamina; F, Coativador 1 alfa 

do receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma. Os dados são apresentados como média ± DP 

(n = 5/grupo).  

Fonte: A autora, 2024. 
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3.3 Hipotálamo 

 

 

3.3.1 Efeitos da cotadutida nos neuropeptídeos hipotalâmicos anorexígenos e orexígenos  

 

 

Os neurônios NPY/POMC e AGRP/CART foram duplamente marcados no ARC, 

ilustrando a expressão de neuropeptídeos no grupo HF e HFC (Fig. 20). Além disso, as análises 

de expressão gênicas e proteicas foram consistentes com o painel de imunofluorescência (Fig. 

21). 

Npy (Fig. 21A) foi menos expresso em HFC vs. HF (– 42 %) e CC vs. C (– 33 %) NPY 

e AGRP foram maiores em HF vs. C (NPY, +66 %; AGRP, +24 %) e menores em HFC vs. HF 

(NPY, – 42 %; AGRP, –17 %) (Fig. 21B-C). 

No entanto, o Pomc foi aumentado em CC vs. C (+88 %) e HFC vs. HF (+185 %) (Fig. 

21D). A expressão da proteína POMC foi reduzida em HF vs. C (–34 %), enquanto POMC e 

CART aumentaram em HFC vs. HF (POMC, +47 %; CART, +77 %) (Fig. 21E-F). As bandas 

representativas estão ilustradas na Fig. 21G. 

A dieta afetou as expressões das proteínas POMC e NPY; o tratamento afetou NPY e 

POMC. Dieta e tratamento interagiram, atuando sobre AGRP, NPY e CART. As expressões 

gênicas também foram afetadas pelo tratamento (Npy, Pomc e Agrp) (ANOVA de dois fatores, 

Tabela 4).  
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Figura 20. Imunofluorescência duplamente marcada de cortes coronais da região hipotalâmica 

 

Legenda: AGRP, neuropeptídeo relacionado à agouti; CART, transcrição regulada por cocaína e anfetamina; 

DAPI, 4′,6-diamidino-2-fenilindol; NPY, neuropeptídeo Y; POMC, proopiomelanocortina. Grupos: C, 

controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + cotadutida. 

Nota: Fileira superior: A visão panorâmica inclui o terceiro ventrículo (3v), a eminência mediana (ME) e a região 

do núcleo arqueado (a área delimitada é ampliada nas fileiras inferiores). Microscopia confocal de varredura 

a laser: verde NPY/AGRP (Alexa Fluor 488), vermelho POMC/CART (Alexa Fluor 546) e azul DAPI.  

Fonte: A autora, 2024. 
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Figura 21. Expressão de neuropeptídeos hipotalâmicos 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P<0,05, **P<0,01, **P<0,001. 

Nota: (gene e proteína) (média ± DP, n = 5/grupo). A, Npy (neuropeptídeo Y); B, NPY; C, AGRP (neuropeptídeo 

relacionado à agouti); D, Pomc (pró-opiomelanocortina); E, POMC; F, CART (transcrição regulada por 

cocaína e anfetamina); G - Bandas representativas. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

3.3.2 A cotadutida altera o equilíbrio energético através dos hormônios e dos seus receptores 

 

 

Lep foi menor em HFC vs. HF (-53 %, Fig. 22A), Lepr (-40 %) e Calcr (-49 %) foram 

diminuídos em HF vs. C), mas aumentou em HFC vs. HF (Fig. 22B-C). Além disso, o Socs3 

diminuiu em HFC vs. HF (–51 %, Fig. 22D). 

A expressão do gene Sst foi maior em CC vs. C (+100 %) e HFC vs. HF (+96 %, Fig. 

23A). Tac1 e Mc4r foram menores em HF vs. C (Tac1, –49 %; Mc4r, –60 %), mas aumentaram 

em HFC vs. HF (Tac1, +100 %; Mc4r, +98 %, Fig. 23B-C). 

As expressões dos genes Glp1r (+63 %) e Gcgr (+50 %) foram maiores em HFC vs C. 

O Glp1r também foi aumentado em CC vs. C (Fig. 24A-C). Além disso, a expressão da proteína 

GLP1R aumentou em HFC vs. HF (+41 %), e o GCGR diminuiu em HF vs. C. No entanto, o 
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GCGR aumentou em HFC vs. HF (+96 %) e o CC foi discretamente menor que o C (-15 %) 

(Fig. 24B-D). As bandas representativas estão ilustradas na Fig. 24E. A dieta alterou a 

expressão da proteína GCGR. O tratamento afetou GCGR e GLP1R. Dieta e tratamento 

interagiram com GCGR e GLP1R. A dieta afetou as expressões gênicas de Glp1r, Lep, Mc4r, 

Sst e Tac1.O tratamento afetou as expressões gênicas de Calcr, Glp1r, Lep, Sst, Tac1 e Socs3. 

Dieta e tratamento interagiram em relação às expressões gênicas (ANOVA de dois fatores, 

Tabela 4). 

Figura 22. Expressão gênica hipotalâmica 

 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.  

Nota: (média ± DP, n = 5/grupo). A, Lep (leptina); B, Lepr (receptor de leptina); C, Calcr (receptor de calcitonina); 

D, Socs3 (supressor da sinalização de citocinas 3).  

Fonte: A autora, 2024. 
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Figura 23. Expressão gênica hipotalâmica 

 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P<0,05, **P<0,01, P<0,001.  

Nota: (média ± DP, n = 5/grupo). A, Sst (somatostatina); B, Tac1 (taquicinina 1); C, Mc4r (receptor de 

melanocortina-4).  

Fonte: A autora, 2024. 

 

Figura 24. Expressão de proteínas e genes hipotalâmicos 

 

 

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + 

cotadutida. *P<0,05, **P<0,01, P<0,001.  

Nota: (média ± DP, n = 5/grupo). A, Glp1r (receptor do peptídeo semelhante ao glucagon 1); B, GLP1R; C, Gcgr 

(receptor de glucagon); D, GCGR; E, Bandas representativas. 

Fonte: A autora, 2024.  
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Tabela 4. Análise de variância de dois fatores 

 

Legenda: Agrp, neuropeptídeo relacionado a agouti; Calcr, receptor de calcitonina; Gcgr, receptor de glucagon; 

Glp1r, receptor do peptídeo 1 semelhante ao glucagon; Lep, leptina; Lepr, receptor de leptina; Mc4r, 

receptor de melanocortina-4; ns, não significativo; Npy, neuropeptídeo Y; Pomc, pró-

opiomelanocortina; Socs3, supressor da sinalização de citocinas 3; Sst, somatostatina; Tac1, 

taquiquinina 1. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

  

 

Dados 

% de variação e teste de significância 

Dieta Cotadutida Dieta vs. Cotadutida 

% P-valor % P-valor % P-valor 

Proteína       

AGPR 1,32 ns 0,001 ns 51,54 ˂0,001 

CART 1,62 ns 7,40 ns 40,66 0,002 

GCGR 14,43 <0,001 15,56 <0,001 57,68 <0,001 

GLP1R 5,23 ns 19,32 0,030 20,38 0,030 

NPY 9,36 0,009 14,07 0,002 59,34 <0,001 

POMC 34,78 <0,001 26,68 0,002 6,98 ns 

       

Gene        

Agrp 9,81 ns 37,14 0,003 3,90 ns 

Calcr 2,86 ns 47,27 <0,001 34,82 <0,001 

Gcgr 2,79 ns 6,35 ns 48,55 <0,001 

Glp1r 25,51 0,003 40,25 <0,001 0,01 ns 

Lep 20,08 0,003 35,19 <0,001 18,19 0,004 

Lepr 23,78 0,010 3,96 ns 24,96 0,010 

Mc4r 27,27 0,001 1,05 ns 42,15 <0,001 

Npy 1,67 ns 78,68 <0,001 0,90 ns 

Pomc 0,06 ns 75,63 <0,001 4,13 ns 

Socs3 0,45 ns 27,32 0,007 27,23 0,007 

Sst 17,79 <0,001 66,08 <0,001 6,35 0,005 

Tac1 5,20 0,050 62,73 <0,001 14,21 0,003 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

A dose foi escolhida com base em estudo prévio que comparou as doses diárias 

subcutâneas de 10 nmol/kg e 30 nmol/kg de peso corporal. Os resultados desse estudo 

mostraram TOTG semelhantes para ambas as doses, enquanto o peso corporal foi reduzido em 

30 % e 21 % com as doses de 30 nmol/kg e 10 nmol/kg de peso, respectivamente [88]. Portanto, 

usamos a dose de 30 nmol/kg de peso corporal durante quatro semanas para tratar nossos 

animais para maximizar as respostas metabólicas à cotadutida. Além disso, de acordo com o 

estudo citado, esta dose está dentro de um intervalo seguro em termos de tolerabilidade pelos 

animais. 

No estudo, os animais ganharam peso e apresentaram alterações metabólicas ao 

consumir uma dieta com alto teor de gordura. Entretanto, perderam peso e controlaram seu 

metabolismo após o tratamento com cotadutida, mesmo mantendo a dieta hiperlipídica.  

Concentrações elevadas de leptina circulante caracterizam obesidade em paralelo a 

baixos níveis de adiponectina, como encontrado em nosso modelo animal. A adiponectina é 

uma citocina anti-inflamatória e o peptídeo mais abundante secretado pelos adipócitos, cuja 

depleção desempenha papel de destaque em doenças relacionadas à obesidade [98]. Além disso, 

a leptina é um potencial marcador de complicações relacionadas à obesidade, incluindo 

resistência à insulina/DM2 e doença cardiovascular [99]. A cotadutida aumentou os níveis de 

adiponectina e diminuiu os níveis de leptina, em concordância com a literatura [88]. 

A cotadutida atenuou os altos níveis de TNF-alfa e IL-6 em nossos camundongos 

obesos, um achado significativo, uma vez que o TNF-alfa está ligado à resistência à insulina na 

obesidade [100]. Além disso O IAPP está relacionado à disfunção das células beta e ao DM2 

devido à sua capacidade de se agregar em espécimes amiloides através de receptores de amilina 

[101]. Nosso grupo HF apresentou aumento do IAPP e de seus receptores, e cotadutida reduziu 

a amilina plasmática e o gene do Iapp. 

O aumento da secreção de incretinas melhorou a função das células beta e a ação da 

insulina, corroborando com relatos anteriores que mostram que terapias baseadas em incretinas 

levam à preservação a longo prazo das células beta melhorando sua função, os níveis de 

peptídeo C em jejum e diminuindo a resistência à insulina e glicemia de jejum [102]. Além 

disso, a cotadutida utiliza o eixo incretina e a secreção de insulina estimulada por glicose através 

da sinalização do AMPc para hormônios secretados pelas células enteroendócrinas intestinais 

em resposta à ingestão alimentar [64]. Ademais, o GLP-1 promove ações glicorregulatórias por 
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aumentar a secreção de insulina estimulada por glicose, levando à saciedade e perda de peso 

[103]. A cotadutida aumentou o GLP-1 total e ativo e houve uma maior expressão gênica do 

Glp1r.  

O GIP potencializa a secreção de insulina estimulada por glicose pelas células beta em 

indivíduos não diabéticos, mas esse efeito é diminuído no DM2 [104]. Além disso, o GIP 

estimula a secreção de glucagon de forma dose-dependente pelas células alfa pancreáticas sob 

concentrações basais de glicose [105]. Camundongos transgênicos com superexpressão de GIP 

melhoraram a função das células beta, a tolerância à glicose e a sensibilidade à insulina, 

protegendo os animais da obesidade induzida por dieta [106,  107]. Ademais, o GIP estimula a 

secreção de PPP, um hormônio das ilhotas que regula o apetite, a motilidade intestinal e a 

glicemia [108].  

A limitação do volume de sangue (cerca de 1 mL) em camundongos C57BL/6 maduros 

e o tempo necessário para restaurar o volume sanguíneo após uma coleta de sangue ligeiramente 

maior (pelo menos 15 dias) impedem a repetição de exames de sangue de GLP-1, GIP e 

glucagon durante o experimento. Sabemos que os testes de jejum são insuficientes para avaliar 

o impacto da cotadutida sobre esses hormônios em resposta à ingestão alimentar. No entanto, 

incretinas medidas no sacrifício indicaram aumento do GIP, PPP e glucagon devido ao 

tratamento com cotadutida. 

Normalmente, os níveis plasmáticos de grelina são mais baixos em indivíduos com 

obesidade do que em indivíduos magros [109]. No entanto, existem duas formas de grelina 

circulante, uma maior porcentagem de grelina inativa e uma menor porcentagem de grelina 

acilada ativa [110], o que limitou a interpretação dessa avaliação. No entanto, nossos animais 

HFC apresentaram níveis de grelina circulante aumentados em relação aos animais HF.  

A função da célula beta pode ser prejudicada devido aos altos níveis de glicose e 

lipídios, levando à resistência à insulina [111]. Nossos animais HFC mostraram níveis 

reduzidos de TAG e CT, como relatado em humanos (ensaio clínico 2b com cotadutida) [76]. 

O peptídeo C é um marcador para detectar o nível de insulina endógena e função das 

células beta, pois o fígado não a degrada [112]. A sinalização de insulina via IRS-1/PI 3-quinase 

desempenha um papel na secreção de insulina pelas células beta [113]. Uma alteração de 

Gly→Arg no códon 972 na variante IRS-1 mais prevalente é comum entre pacientes com DM2, 

e os portadores da substituição Arg972 têm menos níveis de insulina de jejum e peptídeo C em 

comparação com indivíduos saudáveis [114]. Nossos animais HFC apresentaram menor 

peptídeo C, glicemia e resistência à insulina, consistente com um estudo pré-clínico de 
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cotadutida em roedores e primatas não-humanos [88] e um estudo randomizado, controlado e 

duplo-cego de fase 2a em indivíduos com obesidade e DM2 [78].  

Além disso, cotadutida melhorou Irs1 e Glut2. O Glut2 (ou membro 2 da família 

transportadora de solutos ou Slc2a2) é altamente expresso em células beta e tem alta afinidade 

pela glicose. Além disso, o Glut2 proporciona um rápido equilíbrio de glicose entre o meio 

extracelular e intracelular, controlando a taxa de metabolismo da glicose na etapa de 

fosforilação da glicose [115]. Observamos um aumento na expressão gênica de Glut2 e Irs1 

tanto nos animais controle quanto nos obesos tratados com cotadutida. 

A hipertrofia das ilhotas é um achado comum em camundongos DIO devido ao aumento 

da secreção de hormônios das células alfa e beta tentando manter a homeostase metabólica 

[116,  117]. A massa de células alfa e beta está diretamente relacionada à resistência e 

sensibilidade à insulina, pois FIRi aumenta e QUICKi diminui à medida que o DM2 se 

desenvolve e a secreção de insulina se torna deficiente [118]. O armazenamento de insulina é 

dado pelo equilíbrio entre a síntese e a secreção de insulina, que se correlaciona com o volume 

e o número de células beta [119].  

Além disso, as incretinas desempenham um papel vital na função das ilhotas, incluindo 

a secreção de insulina e a manutenção da massa de células beta [120]. No presente estudo, o 

tratamento com cotadutida mostrou um papel na atenuação da alteração das ilhotas em 

camundongos HF, ligada à redução da resistência à insulina e aumento da sensibilidade à 

insulina, o que leva à redução da hipertrofia das ilhotas. Além disso, melhorias nos fatores de 

transcrição das ilhotas e nos marcadores de proliferação são esperadas quando a massa da célula 

beta é diminuída. A expressão gênica transcricional e dos marcadores de proliferação das 

ilhotas depende do equilíbrio de genes expressos e reprimidos, o que pode influenciar a função 

da célula beta [121].  

A regeneração das células beta pode ser facilitada utilizando as próprias células 

intrínsecas do organismo, incluindo células acinares do tecido pancreático exócrino e células 

imaturas e pré-alfa. Essa abordagem busca controlar o DM2 ao promover a regeneração 

endógena das células beta no pâncreas [122,  123]. Dessa forma, Arx e Pax4 afetam as células 

beta em ações opostas, uma vez que a superexpressão de Pax4, ou a supressão de Arx, promove 

a transdiferenciação de células alfa em beta [2]. Além disso, outros marcadores transcricionais 

contribuem para a transdiferenciação, como Mafa e Pdx1 [10]. A cotadutida melhorou Pax4, 

Pax6, Mafa e Pdx1 e diminuiu Arx, consistente com os diferentes efeitos de Pax4 e Arx na 

célula beta. Além disso, em concordância com nossos achados, Pdx1 e Mafa participam da 

transcrição do gene da insulina em resposta à glicose [124]. 
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Ngn3 ativa a expressão transcricional de Neurod1 e determina o destino das células 

endócrinas pancreáticas. Neurod1 é o alvo downstream de Ngn3, uma vez que os membros da 

família de neurogeninas são expressos antes de Neurod1 em domínios sobrepostos ou 

adjacentes [125,  126]. Além disso, a deleção Neurod1 prejudica a expressão de fatores 

transcricionais para diferenciação, proliferação, secreção de insulina e formação de ilhotas 

pancreáticas de células alfa e beta [127]. A cotadutida aumentou Ngn3 e Neurod1 em nossos 

animais obesos. 

Pdx1 e Nkx6-1 são fatores transcricionais determinantes da geração funcional de células 

beta. Portanto, a desregulação de Nkx6-1 pode desempenhar um papel no DM2, uma vez que a 

deficiência de Nkx6-1 suprime Glut2 e Glp1r em ilhotas de camundongos, inibindo a 

proliferação de células beta [128]. Em concordância com os presentes achados, o Pdx1 ajuda a 

regular o ciclo celular, a proliferação e a função das células beta [129]. Além disso, a via 

BAX/BCL2/CASPASE3 está ligada à apoptose, e cotadutida aumenta Bcl2 (antiapoptótico) e 

diminui Caspase3 (proapoptótico) em nossos camundongos obesos.  

Os fatores de transcrição ativadores (ATFs) constituem uma subclasse de proteínas 

pertencentes à família da proteína de ligação ao elemento de resposta ATF/AMPc. Exemplos 

incluem ATF4 e ATF5, cuja regulação positiva tem sido associada ao aumento do estresse do 

RE em ilhotas pancreáticas de camundongos obesos e diabéticos [130]. Além disso, é 

reconhecido que o estresse do RE pode precipitar a senescência das células beta, o que contribui 

para a disfunção dessas células e resulta em desequilíbrios na homeostase da glicose [5,  131]. 

Nossos resultados evidenciam os efeitos favoráveis da cotadutida sobre os marcadores de 

estresse do RE, tais como Atf4, Chop e Gadd45, indicando uma redução do estresse do RE nas 

ilhotas pancreáticas de nossos animais obesos, em consonância com achados anteriores na 

literatura [10]. 

O tecido adiposo visceral é conhecido por ser um órgão endócrino ativo que contribui 

fortemente para a resistência à insulina. Por outro lado, o TAM tem potencial para mitigar a 

resistência à insulina e distúrbios na glicose [132]. O acúmulo de gordura na obesidade leva ao 

clareamento do TAM, acompanhado de intolerância à glicose e resistência à insulina [133,  

134].  

O clareamento leva à regulação negativa das funções metabólicas do TAM, enquanto o 

escurecimento (do inglês, browning) leva ao aumento do gasto energético e da composição 

lipídica, aumento da sensibilidade à insulina e perda de peso [135,  136]. Henderson et al. (2016) 

anteriormente relataram os efeitos da calorimetria indireta (Oxylet) em um estudo experimental, 

demonstrando um aumento no gasto energético em camundongos DIO [88]. Um estudo recente 
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mostra o protocolo de termografia como método de escolha por ser um método não ionizante, 

não invasivo, repetível, seguro e mais sensível para o estudo da termogênese [137], já testado 

em animais [138], justificando seu uso como método de escolha para estudar os efeitos da 

cotadutida em nosso modelo experimental. Assim, observamos os efeitos termográficos no 

modelo de camundongos obesos, demonstrando conforme a literatura que o análogo de receptor 

GCG/GLP1, a cotadutida, melhora a capacidade de gerar termogênese adaptativa quando 

combinado em uma única molécula [139].  

O sinergismo de PPARg e PPARa in vivo leva ao escurecimento da gordura branca 

[140]. Além disso, os efeitos dos análogos do receptor GLP1 são mediados pelo aumento da 

secreção de IL6 em camundongos, e a sinalização de IL6 em adipócitos ativa a termogênese no 

TAM [141]. Nossos dados mostraram um aumento da transcrição e tradução de IL6 relacionada 

ao tratamento com cotadutida. Além disso, observamos um aumento da ADAM10, que ativa a 

IL6 no tecido adiposo via sinalização trans. Este achado indica que a cotadutida estimula a 

ADAM10 a ativar o receptor IL6 no TAM interescapular de animais tratados com duplo 

agonista do receptor GLP1/GCG, resultando em um aumento na transcrição e tradução de IL6, 

bem como na promoção da termogênese. 

UCP1 é um canal de prótons que descarrega a energia produzida pelo acúmulo de 

prótons no espaço intermembranar das mitocôndrias durante as reações oxidativas do ciclo de 

Krebs [41]. A ativação da UCP1 inicia-se no TAM interescapular, induzindo o desacoplamento 

mitocondrial que leva à produção de calor. Essa ativação aumenta significativamente a 

utilização de glicose e ácidos graxos, combatendo efetivamente os efeitos metabólicos ligados 

à obesidade [136,  141]. No camundongo obeso tratado com cotadutida, houve elevação nos 

níveis de IL6, BMP8, ADAM10 e UCP1. 

Camundongos obesos tratados apresentaram altos níveis de marcadores termogênicos 

nos níveis gênico, proteico e tecidual para PPARa, β3AR, IL6 e UCP1. Abordagens 

farmacológicas como a cotadutida induzem o escurecimento ativando o PPARa, que controla 

os níveis de UCP1 no TAM interescapular maduro [142]. O β3AR induz a expressão ectópica 

de UCP1 devido à estimulação adrenérgica essencial para desencadear a termogênese [143]. 

Com a adição de β3AR, IL6, ADAM10 e BMP8, ganhamos uma compreensão mais ampla da 

via termogênica e dos mecanismos que a desencadeiam. 

A hiperplasia/hipertrofia de adipócitos na obesidade induz uma neoformação 

compensatória de vasos sanguíneos no tecido adiposo, embora isso seja considerado 

insuficiente para prevenir a hipóxia [144]. Esse ambiente pobre em oxigênio regula várias 

alterações metabólicas, incluindo resistência à insulina, modulação fenotípica dos adipócitos e 
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respostas inflamatórias derivadas do tecido adiposo [145,  146]. Camundongos transgênicos 

superexpressando o fator angiogênico VEGF não desenvolvem obesidade, mesmo quando 

alimentados com uma dieta HF, têm melhor sensibilidade à insulina/tolerância à glicose e têm 

menos células inflamatórias no TAB. Notadamente, o TAM nesses animais mostra aumento da 

vascularização, fluxo sanguíneo e aumento da termogênese, e a dieta de HF não afeta seu peso 

[147]. Esses achados são, portanto, consistentes com nossos resultados, uma vez que a 

cotadutida aumentou a expressão gênica de VEGF e HSPG2 (perlecan) em camundongos DIO. 

A liraglutida, um agonista do receptor GLP1, promove maior expressão de VEGF nas células 

endoteliais via JAK2/STAT3 (Janus quinase 2/transdutor de sinal e ativador da transcrição 3) 

[148]. Perlecan é um proteoglicano da membrana basal [149], e sua expressão é paralela à 

angiogênese [150] As expressões aumentadas de VEGF e perlecan em animais tratados são, 

portanto, fortes, embora indiretas, evidências de angiogênese aumentada em TAM. Assim, 

essas alterações induzidas por cotadutida devem contribuir para as melhorias metabólicas 

globais no TAM, incluindo a termogênese. 

BMP8 regula ADAM10 no TAM, que atua centralmente para aumentar a sinalização 

adrenérgica, iniciando o escurecimento do TAM e a termogênese. No entanto, juntamente com 

IL6, BMP8 é um fator crítico para a termogênese, onde ambos regulam positivamente 

ADAM10 [142,  151]. Observamos que nossos camundongos DIO que receberam cotadutida 

tiveram uma expressão aumentada de Il6, Bmp8 e Adam10, provando que a cotadutida é um 

agente termogênico que desencadeia a ativação de diferentes iniciadores da via termogênica. 

É conhecido que camundongos com níveis reduzidos de BMP8 apresentam maior 

suscetibilidade à obesidade induzida por dieta [152], um fenômeno que observamos em nosso 

grupo HF, mas não nos outros grupos. A elevação dos níveis do gene BMP8 está associada ao 

aumento de PPARa, e o incremento de BMP8 está correlacionado com o aumento de β3AR e 

UCP1 [142,  153]. Observamos um aumento em todos esses marcadores em animais do grupo 

HFC, sugerindo que a cotadutida atua por múltiplas vias para ativar a UCP1, resultando na 

termogênese como consequência final. 

A conversão de TAM em TAB que ocorre durante a obesidade, tanto em humanos 

quanto em roedores, está associada à diminuição da sinalização beta-adrenérgica, perda 

mitocondrial, maiores gotículas lipídicas citoplasmáticas nos adipócitos e vascularização 

deficiente associada à menor expressão de VEGF [134].  

O aumento da termogênese auxilia na perda de peso, aumentando o estímulo metabólico 

para a termorregulação e o recrutamento de genes indutores da biogênese mitocondrial, como 

PGC1a e TFAM [41,  154]. A biogênese mitocondrial ocorre juntamente com o aumento de 
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substratos energéticos devido à maior demanda energética, de modo que as mitocôndrias podem 

aumentar em tamanho ou número de acordo com a necessidade, promovendo maior produção 

de energia, como ocorre no processo de lipólise para geração de energia [41,  155]. A cotadutida 

aumentou a expressão de Pgc1a e Tfam no grupo HFC em nosso estudo. 

No processo de perda de peso, há uma mobilização de gordura mais significativa, com 

sinalização CIDEA, e da influência da adipocina PLIN1 que regula a lipólise [156]. Quando há 

um impacto na homeostase energética com um aumento da quantidade de ácidos graxos livres 

para beta-oxidação e produção de energia, mitocôndrias funcionais são necessárias para 

explicar a produção de energia a partir da alta demanda de substratos [157]. A expressão dos 

genes Cidea e Plin1 mostrou que a cotadutida aumentou a mobilização de ácidos graxos e a 

lipólise. 

As incretinas têm um papel complexo na regulação do apetite e adiposidade [158]. O 

efeito de equilíbrio da cotadutida é devido a presença de GLP1R e GCGR no eixo intestino-

cérebro [159]. Consistente com essa afirmação, estudos recentes demonstraram células 

positivas para GLP1R e GCGR no hipotálamo de roedores [160,  161]. O GLP1R é expresso 

no hipotálamo dorsomedial, PVN e ARC [162], enquanto o GCGR é encontrado no ARC e no 

hipotálamo ventromedial [161]. A cotadutida pode modular esses receptores, conforme 

sugerido em nosso estudo. Uma pesquisa de curto prazo com camundongos DIO investigou 

como os agonistas do GLP1R afetam a ingestão alimentar através de vias hedônicas e 

homeostáticas através de substratos neurais, demonstrando o acesso a áreas cerebrais quando 

administrados perifericamente [163]. No entanto, o impacto a longo prazo do tratamento nas 

vias neuronais deve ser comprovado.  

Há evidências de que a ação da OXM no SNC reduz o peso corporal por aumentar o 

gasto energético [53]. Isso pode envolver a ativação do metabolismo do TAM, uma vez que a 

administração intracerebroventricular (ICV) de OXM reduz o peso do TAM interescapular e 

aumenta a temperatura corporal em roedores [164]. A contribuição relativa do GLP-1R e do 

GCGR para esse processo nunca foi investigada; entretanto, um estudo mostrou que a 

estimulação central do GLP-1R por injeção de liraglutida no núcleo ventromedial hipotalâmico 

(VMH) levou ao aumento da perda de peso corporal independente da redução na ingestão de 

alimentos, mostrando que a perda de peso foi causada pela estimulação da atividade 

termogênica no TAM via AMPK no VMH [52]. Adicionalmente, sabe-se que o GCG regula a 

atividade do TAM e esta pode ser, pelo menos em parte, mediada centralmente [165].  

Os componentes peptídicos regulam as principais vias neuronais relacionadas com o 

balanço energético. Nosso estudo demonstrou que a cotadutida diminuiu os neuropeptídeos 
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orexígenos e aumentou os neuropeptídeos anorexígenos no ARC dos camundongos DIO. Os 

neurônios PVN recebem projeções aferentes do ARC neurônios através de MC4R, e a 

sinalização PVN-MC4R é bem conhecida por regular a ingestão alimentar e o peso corporal 

[166]. Entre outros núcleos hipotalâmicos, o PVN tem a maior expressão de MC4R. Em 

consonância com o papel fundamental do MC4R no balanço energético, nossos animais HFC 

mostraram expressão aumentada de Mc4r. 

O ARC abriga corpos celulares neuronais contendo moléculas efetoras orexígenas 

(NPY/AGRP) e anorexígenas (POMC/CART) que desempenham um papel na homeostase 

energética [167,  168]. A sensibilidade à insulina aumenta com a ativação do receptor do 

hormônio de crescimento (GHR) no ARC, indicando a população neuronal que expressa GHR 

no ARC como regulador da glicólise e da sensibilidade muscular à insulina in vivo [169]. Em 

contrapartida, neurônios que expressam prepronociceptina (PNOC) podem ser considerados 

uma nova população GABAérgica de neurônios no ARC ativada após o consumo de alimentos 

palatáveis para promover hiperfagia. Os neurônios PNOCARC exibem uma densa ramificação 

no ARC e oferecem uma entrada sináptica de natureza inibitória para neurônios POMC 

anorexígenos próximos [170].  

A leptina modula a ingestão alimentar de forma diferente nos neurônios POMC/CART 

e NPY/AgRP [171]. Nossos resultados mostraram que a cotadutida pode atenuar a resistência 

à leptina em camundongos DIO. Portanto, nossos animais tratados com cotadutida 

apresentaram aumento da expressão do receptor de leptina. Os receptores de leptina (LepR) são 

altamente expressos no hipotálamo, especialmente no ARC [172], e a transdução reduzida do 

sinal LepR é uma causa potencial de resistência à leptina [173]. Assim, nossos dados sugerem 

que a cotadutida pode estimular a saciedade através da leptina com um efeito sobre os neurônios 

POMC/CART através de seu receptor, inibindo a grelina. 

Como outros receptores de citocinas, a ativação do LepR induz uma ação do SOCS-3, 

que inibe a transdução do sinal da leptina [167]. Consequentemente, a superexpressão de 

SOCS3 no ARC pode causar resistência à leptina [174]. Nossos achados mostraram que a 

cotadutida reduziu a expressão gênica de Socs3. 

A leptina também atua através do receptor de calcitonina (CALCR) nos neurônios 

hipotalâmicos para controlar a alimentação e o balanço energético. Em camundongos C57BL/6, 

os neurônios LepRCalcr desempenham um papel no balanço energético mediado pela leptina 

[175], consistente com o aumento da expressão de Lepr e Calcr em nossos animais tratados 

com cotadutida.  
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A somatostatina (SST) tem sido relatada como potencialmente inibidora da grelina, um 

dos principais hormônios que controlam a ingestão alimentar e o balanço energético, 

destacando a importância da SST na regulação do apetite [176]. Além disso, os receptores SST 

em neurônios contendo RNAm POMC em ARC são uma ligação entre os neurônios SST do 

hipotálamo e POMC [177]. Consistente com os achados do POMC, a expressão de Sst melhorou 

em nossos animais tratados com cotadutida.  

Em roedores, a grelina contribui para o aumento da massa gorda quando a expressão de 

taquicinina 1 (TAC1) é reduzida [178]. Nossos achados mostraram uma diminuição 

significativa na expressão gênica de Tac1 no grupo HF, mas a cotadutida melhorou essa 

expressão no HFC. Além disso, considerando que o TAC1 é regulado negativamente pela 

grelina, o TAC1 promove um balanço energético negativo no hipotálamo, inibindo os neurônios 

AGRP/NPY.  

O entendimento do controle hipotalâmico na ingestão alimentar é fundamental para o 

manejo da obesidade como uma doença crônica. Esse controle envolve a interação entre sinais 

do tecido adiposo e do sistema gastrointestinal, transmitindo informações sobre a massa gorda 

e a ingestão de nutrientes ao SNC [179]. Os núcleos hipotalâmicos integram esses sinais e se 

conectam a circuitos neurais que regulam a atividade simpática, o gasto de energia e os 

comportamentos alimentares [167]. Compreender esse circuito neurobiológico permite explicar 

os comportamentos de hiperfagia em pacientes com obesidade [180], além de fornecer insights 

sobre os mecanismos de ação de medicamentos antiobesidade [179].  
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CONCLUSÃO 

 

 

Em resumo, os resultados obtidos neste estudo revelam os efeitos significativamente 

benéficos da cotadutida em camundongos DIO, incluindo a indução da perda de peso, o controle 

do metabolismo de glicose e melhora da resistência à insulina. Além disso, observou-se que a 

cotadutida exerce um efeito neutralizador sobre os rearranjos celulares adaptativos patológicos 

na ilhota pancreática de camundongos obesos, resultando em melhorias nos marcadores 

relacionados à transdiferenciação celular, proliferação, apoptose e estresse do RE.  

Adicionalmente, foi constatado que a cotadutida promoveu a termogênese e elevou a 

temperatura corporal, enquanto reduziu marcadores pró-inflamatórios e aumentou a expressão 

de fatores como o VEGF e o perlecan no TAM interescapular, sugerindo uma melhora na 

angiogênese. Além disso, a cotadutida demonstrou capacidade de aprimorar a biogênese 

mitocondrial.  

Essas descobertas, foram complementadas pela evidência dos efeitos da cotadutida 

sobre os neuropeptídeos hipotalâmicos e os receptores hormonais, destacando seu papel na 

modulação do equilíbrio energético através do eixo intestino-cérebro e suas vias de sinalização 

associadas. Especificamente, a cotadutida demonstrou aumentar os neuropeptídeos POMC e 

CART, enquanto diminuiu os neuropeptídeos NPY e AGRP. Este estudo contribui 

significativamente para a compreensão dos mecanismos subjacentes aos efeitos antiobesidade 

da cotadutida, sugerindo que uma investigação mais aprofundada desses mecanismos pode 

levar ao desenvolvimento de intervenções terapêuticas mais eficazes e direcionadas para o 

manejo da obesidade e do DM2. 
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