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RESUMO 

 

BARRETO-VIANNA, André Rodrigues da Cunha. Neuroinflamação induzida por infusão 
intracerebroventricular de palmitato, tratada com Liraglutida (análogo do hormônio peptídeo 
similar ao glucagon 1): efeitos no hipotálamo e hipocampo. 2017. 100 f. Tese (Doutorado em 
Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017. 
 

A neuroinflamação descontrolada desempenha um mecanismo chave no surgimento 
e progressão das doenças neurodegenerativas, que muitas vezes estão relacionadas à 
resistência central à insulina. Os agonistas do hormônio peptídeo similar ao glucagon (GLP) 
-1, como a liraglutida, são mais conhecidos pelos seus efeitos sobre a homeostase da 
glicose e sensibilização da cascata da insulina e, como tal, foram desenvolvidos para uso no 
tratamento de diabetes mellitus tipo 2. Muitas evidências sugerem que os análogos do 
hormônio GLP-1 atravessam a barreira hematoencefálica e atuam como agentes 
neuroprotetores. A liraglutida, apesar de sua já conhecida ação neuroprotetora, ainda não foi 
testada em modelo de neuroinflamação induzida por palmitato. Camundongos receberam 
infusão intracerebroventricular (ICV) por 4 semanas de palmitato e foram tratados por 2 
semanas com liraglutida. Fizemos análises relativas a massa corporal dos animais, ao 
metabolismo de carboidratos, como teste oral de tolerância à glicose (TOTG) e teste 
intraperitoneal de tolerância à insulina (TITI) e aferição dos hormônios insulina e GLP-1 no 
plasma. No hipotálamo e tecidos adiposos, marrom (BAT) e branco, avaliamos por western 
blotting, RT-PCR e microscopia parâmetros relacionados à inflamação e metabolismo 
(balanço energético, termogênese, lipogênese e lipólise). No hipocampo (regiões CA1 e giro 
denteado) avaliamos marcadores relacionados à neuroinflamação e, através da microscopia 
confocal, realizamos a análise morfológica e molecular das micróglias e astrócitos. A infusão 
ICV de palmitato aumentou a massa corporal, diminuiu a tolerância à glicose e gerou 
resistência à insulina. No hipotálamo, o palmitato aumentou a expressão dos marcadores 
inflamatórios: interleucina (IL)-1β e fator de necrose tumoral (TNF)-α, e comprometeu o 
balanço energético, onde observamos aumento dos níveis de neuropeptídio Y (NPY) e 
diminuição dos níveis de pró-opiomelanocortina (POMC), além de resistência hipotalâmica à 
insulina. Observamos que o palmitato aumentou a área dos adipócitos brancos, aumentou a 
lipogênese e diminuiu a lipólise. No BAT, o palmitato aumentou as proteínas relativas ao 
acúmulo de gordura e diminuiu a termogênese. A liraglutida foi efetiva em atenuar ou 
reverter os efeitos hipotalâmicos associados à infusão de palmitato, restaurando o controle 
energético, atenuando a neuroinflamação e a resistência à insulina, além de estimular a 
lipólise e aumentar a termogênese no BAT. No hipocampo a infusão ICV de palmitato 
resultou em pronunciada inflamação, microgliose e astrogliose reativas. As micróglias 
estavam presentes em maior densidade, possuíam morfologia ameboide, hipertrofiadas e 
com diminuição no número de ramos e junções, além de expressarem em maior quantidade 
o complexo de histocompatibilidade (MHC)-II. Observamos no hipocampo dos grupos 
infundidos com palmitato, uma elevação nos níveis das citocinas pró-inflamatórias: TNF-α e 
IL-6. A liraglutida induziu o fenótipo neuroprotetor da micróglia, caracterizado por um 
aumento da complexidade dessas células. Esta morfologia neuroprotetora foi acompanhada 
por uma redução significativa na expressão de TNF-α e IL-6. Em conclusão, o presente 
estudo demonstrou que a liraglutida possui potencial para atuar no combate a 
neuroinflamação induzida por palmitato, a qual é caracterizada por intensa expressão de 
citocinas pró-inflamatórias e alteração no balanço energético, além de microgliose e 
astrogliose reativas, descritos como uma das causas primárias de várias patologias do 
sistema nervoso central. 
 
Palavras-chave: Hipotálamo. Hipocampo. Neuroinflamação. Palmitato. Ácido graxo 

saturado. Balanço energético. 



ABSTRACT 

 

BARRETO-VIANNA, André Rodrigues da Cunha. Neuroinflammation induced by 
intracerebroventricular infusion of palmitate, treated with Liraglutide (analogous to glucagon-
like peptide 1 hormone): effects on the hypothalamus and hippocampus. 2017. 100f. Tese 
(Doutorado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara 
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017. 

 

The uncontrolled neuroinflammation is a key mechanism in the onset and progression 
of neurodegenerative diseases, and are related to insulin resistance. The glucagon-like 
peptide (GLP) -1 agonists, such as liraglutide, are well-known for their effects on glucose 
homeostasis and insulin sensitization they have been developed for use in the treatment of 
type 2 diabetes. Many evidences suggest that the GLP-1 analogues cross the blood brain 
barrier and acts as a neuroprotective agent. The liraglutide, despite its already known 
neuroprotective effects, has not yet been tested in a model of palmitate-induced 
neuroinflammation. Mice received intracerebroventricular infusion (ICV) of palmitate for 4 
weeks and were treated for 2 weeks with liraglutide. We performed analyzes on body mass, 
carbohydrate metabolism, such as oral glucose tolerance test (TOTG) and intraperitoneal 
insulin tolerance test (TITI) and measurement of the insulin and GLP-1 plasmatic hormones. 
In the hypothalamus and adipose tissues, brown (BAT) and white, we evaluated by western 
blotting, RT-PCR and microscopy relating to neuroinflammation and metabolism (energy 
balance, thermogenesis, lipogenesis and lipolysis). In the hippocampus (CA1 and dentate 
gyrus regions) we evaluated markers related to neuroinflammation and, through confocal 
microscopy, we performed the morphological and molecular analysis of microglia and 
astrocytes. The ICV infusion of palmitate increased the body mass, decreased the glucose 
tolerance, and increased the insulin resistance. In the hypothalamus, palmitate increased the 
expression of the inflammatory markers: interleukin (IL)-1β, tumor necrosis factor (TNF)-α 
and altered the energetic balance, where we observed increased levels of neuropeptide Y 
(NPY) and decreased levels of pro-opiomelanocortin (POMC), in addition to hypothalamic 
insulin resistance. It was observed that palmitate increased the lipogenesis and the sectional 
area of white adipocytes and decreased the lipolysis. In BAT, palmitate increased the 
proteins related to fat accumulation and decreased thermogenesis. Liraglutide was effective 
in attenuating or reversing the hypothalamic effects associated with palmitate infusion, 
restoring energy control, attenuating neuroinflammation and insulin resistance, stimulating 
lipolysis and increasing thermogenesis in BAT. In the hippocampus, the ICV infusion of 
palmitate resulted in pronounced neuroinflammation, microgliosis and reactive astrogliosis. 
The microglia were present in higher density, had ameboid and hypertrophied morphology, 
and reduced the number of branches and junctions, besides expressing in more 
histocompatibility complex (MHC) -II. We observed in the hippocampus of the palmitate-
infused groups an elevation in the levels of proinflammatory cytokines TNF-α and IL-6. The 
liraglutide induced the neuroprotective phenotype of the microglia, characterized by an 
increase in the complexity morphology of the microglia. This neuroprotective morphology 
was accompanied by a significant reduction in TNF-α and IL-6 expression. The study 
provides evidence that liraglutide may be a suitable treatment against the palmitate-induced 
neuroinflammation, which it is characterized by the impaired energy balance, intense 
expression of proinflammatory cytokines, reactive microgliosis and astrogliosis, which has 
been described as one of the primary causes of several pathologies of the central nervous 
system. 
 
Keywords: Hypothalamus. Hippocampus. Neuroinflammation. Palmitate. Saturated fatty acid. 

Energetic balance. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

A neuroinflamação descontrolada desempenha um papel chave no surgimento 

e progressão das doenças neurodegenerativas (Baron et al., 2014), que estão 

relacionadas a processos semelhantes aos da resistência periférica à insulina e 

associadas com a obesidade (Gupta et al., 2012). Dessa forma, a demanda por 

drogas que minimizem os efeitos nocivos da obesidade no sistema nervoso central, 

assim como a restauração da sensibilidade central à insulina torna-se cada vez mais 

significativa (Athauda e Foltynie, 2016). 

Indivíduos obesos possuem níveis plasmáticos elevados de ácidos graxos 

saturados, principalmente palmitato (Sabin et al., 2007). O aumento da concentração 

de palmitato é observado no encéfalo de camundongos que foram alimentados com 

dieta hiperlipídica (Rodriguez-Navas et al., 2016). Apesar de os ácidos graxos serem 

essenciais na constituição das membranas celulares, e de serem usados como 

mensageiros celulares do SNC, alterações na sua concentração podem 

desencadear neuroinflamação (Gupta et al., 2012; Stranahan, 2015). Além disso, a 

administração ICV crônica de palmitato, induz fenótipo inflamatório similar ao 

observado em animais obesos, com alteração na sensibilidade à insulina. Também 

tem sido sugerido que doses maiores de palmitato podem induzir resistência à 

leptina e ganho de peso a longo prazo, como visto em animais obesos induzidos por 

dieta (Kleinridders et al., 2009).  

Os agonistas do hormônio similar ao glucagon (GLP) -1, principalmente a 

liraglutida, possuem efeitos neuroprotetores. Apesar de o GLP-1 endógeno 

apresentar meia vida muito curta, a liraglutida (que possui sequência 97% homóloga 

à sequência do GLP-1 endógeno) é resistente à degradação pela enzima dipeptidil 

peptidase (DPP)-4, possuindo assim a meia vida mais longa. O órgão 

governamental dos Estados Unidos da América responsável pelo controle dos 

alimentos e medicamentos (US Food and Drug Administration), aprovou o uso da 

liraglutida como terapia contra diabetes do tipo 2 e obesidade, pois os análogos do 

hormônio GLP-1 são conhecidos pelos seus efeitos benéficos na regulação da 

homeostase da glicose e pelos seus efeitos anorexígenicos (Barreto-Vianna et al., 

2016; Christou et al., 2016). 
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Uma série de estudos tem demostrado os efeitos neuroprotetores da liraglutida 

em modelos de doenças neurodegenerativas (McClean e Holscher, 2014; Sharma et 

al., 2014; Liu et al., 2015; McClean et al., 2015). Porém, a sua ação neuroprotetora 

em modelo de inflamação induzida por palmitato, mesmo que interessante e com 

potencial para novas perspectivas de tratamentos, ainda não foi avaliada. O 

presente estudo foi conduzido para analisar no hipotálamo e no hipocampo os 

possíveis efeitos neuroprotetores da administração subcutânea de liraglutida em 

modelo de infusão ICV de palmitato. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA  

 

 

1.1  Ácido graxo saturado e neuroinflamação 

 

 

A obesidade é o principal fator da resistência à insulina (Antuna-Puente et al., 

2008; Fraulob et al., 2010). Os mecanismos fisiológicos que relacionam a obesidade 

com a resistência à insulina têm sido amplamente estudados, e incluem a alteração 

na produção de diversos fatores como as adipocinas, adiponectina e resistina, 

aumento na secreção das citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-6 e aumento 

dos níveis de ácidos graxos saturados (Tanti et al., 2012). Na última década, a 

obesidade tem sido cada vez mais caracterizada por ser uma doença de 

característica inflamatória, onde as vias pró-inflamatórias estimuladas estão 

diretamente relacionadas com a resistência à insulina (Shi et al., 2006; Tanti et al., 

2012). No entanto, os mecanismos pelos quais a obesidade estimula a via 

inflamatória ainda são mal compreendidos. Os ácidos graxos saturados, cujos níveis 

se apresentam elevados no indivíduo obeso, aparecem nos últimos anos como o 

principal vilão, sendo ele, o responsável direto pela resistência à insulina (Shi et al., 

2006). De fato, a infusão vascular de ácidos graxos saturados prejudica tanto a 

capacidade da insulina em suprimir a produção hepática da glicose, como também 

prejudica a captação da glicose pelo musculatura esquelética (Lam et al., 2003; 

Boden et al., 2005). 

Os indivíduos obesos têm níveis elevados de ácidos graxos saturados, 

principalmente palmitato (Sabin et al., 2007). O aumento da concentração de 

palmitato é observado no cérebro de ratos alimentados com uma dieta rica em 

gordura (Rodriguez-Navas et al., 2016). Embora os ácidos graxos sejam essenciais 

na constituição das membranas celulares e utilizados como mensageiros celulares 

em áreas do sistema nervoso, mudanças na sua concentração podem levar à 

neuroinflamação (Gupta et al., 2012; Stranahan, 2015). 

A exposição à dieta rica em ácidos graxos saturados ativa a família de 

receptores chamada de toll-like (TLR), o mesmo receptor que participa da 

identificação dos lipopolissacarídeos (LPS). Estudos mostram que o componente 

lipídico do LPS é suficiente para desencadear a ativação da sinalização do TLR (Shi 
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et al., 2006; Park e Lee, 2013). Os TLRs são membros da superfamília de 

receptores do tipo Interleucina (IL)-1, que desempenham um papel crucial no 

sistema imune inato, eles detectam a presença e a natureza da infecção e, portanto, 

fornecem a primeira linha de defesa do hospedeiro, ativando a cascata de 

sinalização pró-inflamatória (Shi et al., 2006). Os TLRs são expressos em 

compartimentos celulares distintos e reconhecem vários padrões moleculares 

associados aos patógenos derivados de vírus, bactérias patogênicas, fungos 

patogênicos e protozoários parasitários. Existem diversos subtipos de TLRs, dentre 

eles, o TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR11 que são expressos na superfície 

da célula e o TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 que são expressos em compartimentos 

intracelulares, como no retículo endoplasmático (Konner e Bruning, 2011). 

Os ácidos graxos saturados, como o palmitato, são ligantes do tipo TLR-4, sua 

ativação desencadeia a transcrição de citocinas pró-inflamatórias, como o fator de 

necrose tumoral (TNF)-alfa, a IL-1beta e a IL-6, causando inflamação em diversas 

regiões, dentre elas, no hipotálamo. Essa inflamação hipotalâmica culmina com a 

perda do controle neural e subsequente falha no equilíbrio entre o consumo de 

alimentos e o gasto energético, o que, por sua vez, contribui para a resistência à 

insulina e à leptina (Milanski et al., 2009; Barreto-Vianna et al., 2016).  

Diferentes ácidos graxos produzem diferentes respostas no sistema nervoso 

central. Para avaliar as diferentes respostas, Milanski et al. (2009) administrou por 

via ICV, diferentes misturas de ácidos graxos. Eles avaliaram em camundongos e 

ratos, a resposta à expressão das citocinas relacionadas à inflamação. Nesse 

estudo, eles observaram que o ácido oleico aumentou apenas a expressão de 

citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e IL-6. Por outro lado, tanto as misturas com 

ácidos graxos de origem vegetal, como as misturas de ácidos graxos saturados, 

modularam positivamente a expressão de citocinas pró-inflamatórias, no entanto, a 

mistura composta por ácidos graxos saturados apresentou efeitos mais 

exacerbados. Quando Milanski et al. (2009) testaram os ácidos graxos saturados e 

insaturados isolados, houve uma clara diferença com o maior efeito pró-inflamatório 

estimulado pelos ácidos graxos saturados de cadeia longa. 

Alterações nos níveis de lipídios no sistema nervoso central estão associadas a 

doenças neurodegenerativas e neuropsiquiátricas (Iuliano et al., 2013), além disso, a 

obesidade potencialmente aumenta a permeabilidade da barreira hematoencefálica 

ao ácido graxo saturado. É possível mimetizar a obesidade induzida pela dieta no 
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sistema nervoso central através da infusão ICV de palmitato, que regula a via pró-

inflamatória, levando a resistência hipotalâmica à leptina e insulina (Kleinridders et 

al., 2009; Posey et al., 2009). 

A infusão ICV de palmitato é um bom modelo para mimetizar a obesidade a 

nível central, pois além de os ácidos graxos serem permeáveis à barreira 

hematoencefálica (Smith e Nagura, 2001), estudos mostram que dietas com alto teor 

de gordura podem aumentar a absorção de ácidos graxos no cérebro a partir do 

plasma (Wang et al., 1994; Karmi et al., 2010). O acúmulo de ácidos graxos 

saturados modulam o processo de deposição de placas amilóides em neurônios e 

astrócitos (Patil e Chan, 2005; Patil et al., 2006). Pela localização e função dos 

astrócitos na barreira hematoencefálica, essas células são um alvo provável e 

fisiologicamente significativo para as ações dos ácidos graxos. Quando administrado 

perifericamente, os ácidos graxos se acumulam em grande quantidade nos 

astrócitos (Bernoud et al., 1998). 

 

 

1.2 Neuroinflamação  

 

 

A inflamação é uma resposta biológica das células ou tecidos aos danos 

causados por agressões físicas, como radiações e ondas de ultrassom, agressões 

químicas, como ácidos, e agressões biológicas, como toxinas, bactérias, 

protozoários, fungos e vírus. A inflamação pode se apresentar de diversas formas, 

variando de acordo com a natureza, o tempo e a intensidade do estímulo 

inflamatório, assim como, também varia de acordo com o tecido que está sendo 

afetado, esses fatores determinam se o processo inflamatório é agudo ou crônico. 

Quando a inflamação ocorre em tecidos pertencentes ao sistema nervoso, ela é 

chamada de neuroinflamação (Headland e Norling, 2015). 

A neuroinflamação crônica é observada em estádios relativamente iniciais das 

doenças neurodegenerativas. No sistema nervoso central os processos 

neurodegenerativos são caracterizados por mudanças morfológicas, anatômicas e 

funcionais que levam a perda neuronal precoce, de forma crônica e progressiva. 

Esses processos influenciam a função das células da glia causando ativação das 

microglias e astrócitos, essa ativação provoca a produção e liberação de grandes 
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quantidades de citocinas pró-inflamatórias e espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio (Waisman et al., 2015; DiSabato et al., 2016). 

A ativação crônica das micróglias está ligada à degradação proteica, à 

disfunção mitocondrial e aos defeitos no transporte axonal, que têm um efeito 

prejudicial na função dos neurônios e levam à morte celular. Além disso, a 

neuroinflamação resulta na subsequente infiltração de células imunes da periferia ao 

sistema nervoso central através da barreira hematoencefálica, o que acelera e 

agrava o processo de neuroinflamação e a neurodegeneração (Waisman et al., 

2015; DiSabato et al., 2016; Kempuraj et al., 2016). 

O sistema nervoso central já foi considerado imunologicamente privilegiado 

devido à proteção da barreira hematoencefálica e devido à falta de resposta imune 

humoral envolvendo leucócitos e anticorpos, como a observada na periferia. As 

principais características da inflamação, também chamadas de pilares da 

inflamação, como edema, rubor, dor e calor, não são observadas no cérebro. O 

conceito de privilégio imune do cérebro foi revisado na década de 1990, e agora é 

geralmente reconhecido que algumas áreas cerebrais, como as meninges, os 

ventrículos cerebrais e os órgãos periventriculares (órgãos que estão ao redor dos 

ventrículos cerebrais) não são imunologicamente privilegiados e que o parênquima 

cerebral é capaz de uma resposta imune inata, embora diferente da característica 

resposta imune inata periférica (Matyszak, 1998). O sistema nervoso central tem 

uma resposta imunológica ativa e dinâmica, onde os macrófagos residentes no 

sistema nervoso central, chamados de micróglias realizam a vigilância do tecido 

contra patógenos, além de mobilizar, fagocitar, apresentar antígenos e produzir e 

secretar uma gama de citocinas envolvidas na inflamação (Jin e Yamashita, 2016). 

No sistema nervoso central, as microglias sempre examinam o microambiente 

produzindo fatores que influenciam astrócitos e neurônios adjacentes, 

particularmente em resposta a infecção ou lesão celular neuronal. Isso culmina com 

a ativação de uma resposta inflamatória que envolve ainda uma resposta transitória 

e auto-limitante através do sistema imunológico, para que se inicie o reparo tecidual. 

Em condições patológicas, quando os mecanismos de resolução normais falham, há 

uma ativação anormal e produção exacerbada de fatores inflamatórios, levando ao 

estado neuroinflamatório crônico e à progressão de alterações neurodegenerativas 

(Chen e Trapp, 2016; Jin e Yamashita, 2016; Liddelow et al., 2017). 
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1.2.1 Neuroinflamação crônica 

 

 

A neuroinflamação possui potencial para proteger e prejudicar. A resposta 

imune protege o sistema nervoso central contra agentes patogênicos, promove a 

cicatrização após lesões, ela conserva energia acelerando a morte de células 

(quando o dano é irreversível), e promove o reparo celular (Hauss-Wegrzyniak et al., 

2002; Luo e Chen, 2012). No entanto, os mecanismos pelos quais a micróglia pode 

proteger o sistema nervoso também podem causar danos ao tecido. Independente 

da fisiopatologia da agressão que iniciou o processo inflamatório, a neuroinflamação 

crônica pode ter como consequência a neurodegeneração (Allan e Rothwell, 2003; 

Lehnardt et al., 2003; Ransohoff, 2016). 

A micróglia com ativação clássica (M1, que será explicada no próximo tópico) 

produz e secreta fatores pró-inflamatórios para atrair e estimular a ativação de mais 

micróglias, criando um ciclo de ativação. Em circunstâncias normais, esta resposta é 

transitória e não causa danos ao tecido. A micróglia, então, passa de ativação 

clássica (M1) para alternativadamente ativada (M2), seguida por estágio de repouso. 

No entanto, se a fase pró-inflamatória for mantida, o processo inflamatório passa de 

protetor para predominantemente patológico (Luo e Chen, 2012; Ransohoff, 2016; 

Sochocka et al., 2016). 

Quando o sistema nervoso apresenta uma patologia, é observada a presença 

de micróglias em vários estágios de ativação. Nas doenças neurodegenerativas, as 

lesões e exacerbada morte de células fazem com que a neuroinflamação seja 

sustentada ao longo do tempo (em algumas doenças, essa ativação pode ser 

mantida por anos), onde é possível encontrar micróglias ativadas e desativadas, 

com predominância das micróglias ativadas (Lull e Block, 2010; Kempuraj et al., 

2016; Sochocka et al., 2016).  

Além da exposição contínua à agressão que ativou o sistema imune, uma 

resposta neuroinflamatória crônica também é autosustentável, pois as citocinas pró-

inflamatórias liberadas pelas micróglias ativadas induzem a ativação de mais 

micróglias, como um ciclo vicioso (Hauss-Wegrzyniak et al., 1998; Hauss-

Wegrzyniak et al., 2002; Liu et al., 2007).  

Da mesma forma, a complexa cascata de eventos iniciada pela ativação 

crônica das micróglias inclui aumento da expressão de MHC-II. O MHC-II na 
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membrana das micróglias estimula as células T, que em seguida estimula a 

micróglia a secretar mais fatores pró-inflamatórios (Lynch, 2009).  

 

 

1.3 Micróglias 

 

 

As micróglias são as principais células imunes do sistema nervoso central, elas 

são análogas aos macrófagos encontrados na periferia e compreendem cerca de 5 a 

20% de todas as células que compõe a glia. As micróglias foram citadas pela 

primeira vez por volta de 1900 por William Ford Robinson, o qual as chamou de 

células de mesoglia, em sua descrição ele sugeriu que as mesoglias possuem ação 

fagocitária em certas condições patológicas, porém, na ocasião ele não entrou em 

maiores detalhes. Duas décadas depois, em 1921, Pio del Rio-Hortega alterou o 

nome de mesoglias para micróglias e descreveu as alterações morfológicas na 

transição entre os estágios de repouso e fagocítica, onde ele demonstrou no estágio 

fagocítico a morfologia amebóide com o encurtamento das ramificações 

(Kettenmann et al., 2011). Quase 100 anos depois, as propriedades macrofágicas 

das microglias são bem estudadas e a linhagem compartilhada entre micróglias e 

macrófagos foi detalhada. Através da técnica de mapeamento de genes, Ginhoux et 

al. (2010) descreveram os macrófagos em embriões de camundongos e revelaram 

que quase toda a população de micróglias dos adultos surgiu de uma única 

população de macrófagos, confirmando as origens compartilhadas entre as 

micróglias e os macrófagos. Similar aos macrófagos, as micróglias podem 

apresentar três estágios principais, o estágio de repouso, o estágio de ativação 

clássica (M1) e o estágio ativação alternativa (M2) (Kettenmann et al., 2011; Moehle 

e West, 2015).  

As micróglias ativadas são polarizada em células de fenótipo M1 e M2. A 

micróglias M1 produzem fatores pro-inflamatórios destrutivos. Em contrapartida, as 

micróglias M2 produzem fatores protetores e tróficos, além de possuirem maior 

capacidade fagocítica para remoção dos debris celulares (Jin e Yamashita, 2016). 
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1.3.1 Estágio de repouso 

 

 

As micróglias em repouso nunca estão realmente em repouso, as micróglias 

possuem processos longos e finos que se movem continuamente, tendo a 

capacidade de "escanear" todo o parênquima em algumas horas. Sua morfologia é 

caracterizada por longos e delgados processos, com um pequeno corpo celular. O 

fenótipo imunológico deste estado é caracterizado pela baixa expressão de 

proteínas do complexo de histocompatibilidade maior (MHC)-2 e outros receptores 

da superfície envolvidos na apresentação de antígenos (Lull e Block, 2010). 

 

 

1.3.2 Estágio de ativação clássica (M1) 

 

 

A ativação clássica (M1) é a expressão de uma resposta imune inata pró-

inflamatória, em resposta à lesão ou invasão por patógenos (Lull e Block, 2010). 

Nimmerjahn et al. (2005) demonstram através de vídeo de lapso de tempo que 

as microglias em estado de repouso apresentam uma vigilância ativa do 

microambiente e quando elas recebem estímulo através do contato com LPS, as 

micróglias ficam ativadas e seus processos se dirigem rapidamente em direção à 

ponta da pipeta que está liberando o LPS. 

 A micróglia em estágio M1 se encontra com ativação dos fatores transcrição, 

como o transdutor de sinal e os ativadores da transcrição 1 e 4 (STAT1, STAT4) e 

NFKB indicando a ativação de genes para uma resposta pró-inflamatória (Colton e 

Wilcock, 2010). 

As citocinas pró-inflamatórias são fatores secretados pelas microglias em 

estágio M1 envolvidos na comunicação celular para propagar a resposta imune entre 

as células. Em particular, a micróglia M1 expressa as citocinas pró-inflamatórias 

TNFa, IL-1ß, IL-6, IL-12 e IFNy. Algumas dessas citocinas pró-inflamatórias, como 

TNFα e IL-1ß, também são suficientes para caracteriar o estado M1 (Chen et al., 

2008).  

A microglia M1 retrai seus processos em uma morfologia para se apresntar 

com uma forma ameboide, permitindo sua mobilização para as áreas de interesse. A 
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microglia ativada em estágio M1 aumenta a expressão de proteínas de superfície, 

como TLRs, para reconhecer patógenos. Ela também aumenta a expressão do 

complexo de histocompatibilidade II (MHCII), principal complexo utilizado para 

apresentar antígeno aos linfócitos T e iniciar uma resposta imune humoral (Tooyama 

et al., 1990). 

 

 

1.3.3 Estágio de ativação alternativa (M2) 

 

 

O estágio de ativação alternativa (M2) é caracterizado pela liberação de 

citocinas anti-inflamatórias (Szczepanik et al., 2001). Embora M2a seja um estado 

anti-inflamatório, a microglia permanece fagocíticos e, em alguns casos, são mais 

fagocíticas do que a microglia em estágio M1 (Durafourt et al., 2012). 

Ao contrário da liberação tóxica de TNF-α e de espécies reativas de oxigênio, 

como visto pela microglia M1, o estágio M2 apresenta a fagocitose ativada. A 

fagocitose é um processo interno e controlado que auxilia na homeostase do 

microambiente através da remoção de agentes patogênicos e detritos celulares. 

Além da produção reduzida de mediadores pró-inflamatórios e do aumento da 

produção de mediadores anti-inflamatórios, o estresse oxidativo diminui. A principal 

função da micróglia M2 é a supressão da inflamação (Colton e Wilcock, 2010; 

Fernandes et al., 2014). 

 

 

1.4 Hipotálamo – balanço energético 

 

 

O controle fisiológico da adiposidade é realizado pelo sistema nervoso central. 

Entre as diferentes áreas cerebrais envolvidas, uma das mais estudadas é o 

hipotálamo, que está localizado no diencéfalo. O hipotálamo atua como sensor 

homeostático, recebendo múltiplas tarefas que estão relacionadas à experiência 

sensorial de comer, ao processo de ingestão e digestão e à manutenção dos níveis 

de armazenamento de energia (Gonzalez-Garcia et al., 2017). Uma vez que esta 

informação está integrada, o hipotálamo tem a capacidade de responder com 
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resultados apropriados, alterando o metabolismo basal, a atividade física, a 

termogênese e o uso dos nutrientes (Bruce et al., 2017; Gonzalez-Garcia et al., 

2017). 

Em situações de abundância de alimentos, o hipotálamo promove sinais para 

que o indivíduo cesse o consumo alimentar e aumente o gasto energético. Em 

contrapartida, situações em que ocorre deficiência, ou eminência de deficiência 

nutricional, o hipotálamo estimula o aumento do consumo alimentar e a diminuição 

do gasto energético (Seeley e Woods, 2003). 

A principal área do hipotálamo responsável pelo controle do balanço energético 

é o núcleo arqueado, situado em sua base. O núcleo arqueado pode ser 

considerado como o "recepcionista" do hipotálamo. Isto é devido à sua posição 

anatômica, pois na base do hipotálamo existe uma região chamada de eminência 

media, que é um porção periventricular onde o endotélio da barreira 

hematoencefálica é fenestrado, permitindo que os neurônios do núcleo arqueado 

tenham acesso a sinais humorais, metabólicos e nutricionais circulantes (Myers et 

al., 2009; Schaeffer et al., 2014) . 

O núcleo arqueado contém duas populações de neurônios, que são altamente 

especializadas em controlar o consumo alimentar e o gasto energético, sendo eles: 

os neurônios produtores dos peptídeos POMC/CART (neurônios POMCérgicos, ou 

neurônios POMC) e os neurônios produtores dos peptídeos NPY/AgRP (neurônios 

NPY/AgRPérgicos ou neurônios NPY) (Konner et al., 2009; Arruda et al., 2011). 

Enquanto o POMC e o CART atuam como neuropeptídeos anorexigênicos, ou seja, 

reduzem o consumo alimentar e aumentam o gasto energético, o NPY e o AgRP 

atuam como neuropeptídeos orexigênicos, ou seja, estimulam o consumo alimentar 

e diminuem o gasto energético. Dentre esses neuropeptídeos, o NPY e o POMC se 

destacam por terem maior relevância no controle do balanço energético (Konner et 

al., 2009; Sanchez-Lasheras et al., 2010). O NPY é expresso predominantemente no 

núcleo arqueado, porém os neurônios desse núcleo se projetam em direção aos 

neurônios chamados de “segunda ordem”, localizados principalmente nos núcleos 

paraventricular e lateral do hipotálamo (Mashiko et al., 2009; Sanchez-Lasheras et 

al., 2010).  

As duas populações de neurônios supracitadas expressam receptores de 

leptina e insulina que, quando estão ativados, acionam as vias de sinalização que 
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controlam a transcrição de neurotransmissores e modulam a atividade dos neurônios 

NPYérgicos e POMCérgicos (Benoit et al., 2002; Kitamura et al., 2006).  

Uma vez que exista o perfeito equilíbrio, tanto na atuação dos neuropeptídeos 

hipotalâmicos, como da leptina e da insulina, o corpo é capaz de manter o índice de 

adiposidade a nível fisiológico. 

Recentes estudos, mostram que a exposição de animais a dietas ricas em 

ácidos graxos saturados desencadeia, principalmente através da ativação TLR4, o 

aumento da transcrição de citocinas inflamatórias como TNF-α, IL-1β, IL-6 e IFN-γ, 

levando à inflamação do hipotálamo com perda do controle neural e subsequente 

falha no equilíbrio entre consumo alimentar e gasto energético, culminando com a 

resistência central à leptina e insulina (Velloso et al., 2008; Milanski et al., 2009). 

Caso a exposição com dietas ricas em ácidos graxos se prolongue por mais tempo, 

a inflamação pode ativar a cascata de apoptose, levando à morte dos neurônios 

hipotalâmicos (Moraes et al., 2009). 

 

 

1.5 Tecido adiposo marrom - termogênese 

 

 

A produção de calor (termogênese) pode ser classificada de duas formas: 

termogênese obrigatória “intrínseca” ou termogênese facultativa “adaptativa”. A 

primeira delas se refere à produção de calor devido às reações exotérmicas (como 

as que envolvem canais de Na+ e K+ dependentes de ATP), que ocorrem em todos 

os órgãos do corpo. A segunda delas se refere ao sistema de proteção que produz 

calor em resposta à alterações no clima (proteção contra o frio – termogênese 

induzida pelo frio) ou alterações na dieta (regulação do balanço energético – 

termogênese induzida pela dieta), e o principal órgão responsável pela termogênese 

adaptativa é o BAT (Lowell e Spiegelman, 2000). 

O BAT teve sua primeira descrição em 1551, pelo suíço Konrad Gessner, 

médico e naturalista, ao estudar a anatomia da Marmota Alpina (Marmota marmota). 

O BAT foi encontrado na região interescapular e descrito como “nem gordura e nem 

carne” (nec pinguitudo nec caro) (Tews e Wabitsch, 2011; Whittle et al., 2013). 

Atualmente, o BAT é descrito como sendo um órgão produtor de calor devido à 

transformação de energia, através de processos que não envolvem contração de 
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tecido muscular, ou seja, processos que não envolvem tremor ou calafrio (Cannon e 

Nedergaard, 2004). 

No decorrer do século 20 o BAT foi foco de diversos estudos, porém 

acreditava-se não ter muita relevância para humanos adultos, em parte, pelas 

limitações em avaliar a sua presença e sua ativação (Whittle et al., 2013). Em 2007, 

Nedergaard et al. publicou um trabalho mostrando, através de PET-CT, a existência 

de BAT ativo em humanos e, a partir desse estudo, inúmeros trabalhos têm sido 

realizados visando principalmente o tratamento da obesidade através da ativação do 

BAT. 

Em camundongos, é possível encontrar BAT em diversas regiões do corpo, 

entretanto, aquele encontrado na região interescapular (iBAT) parece ser o mais 

metabolicamente ativo e, por se apresentar melhor delimitado e em maior volume 

neste sítio, é o mais estudado (Cannon e Nedergaard, 2004).  

A termogênese adaptativa é controlada pelo sistema nervoso central, através 

da mediação de centros autonômicos localizados no hipotálamo, como os núcleos 

arqueado, paraventricular e dorsomedial do hipotálamo (Richard, 2007; Berthoud e 

Morrison, 2008; Whittle et al., 2012), mais especificamente pelo sistema 

melanocortina (Cone, 2006; Richard et al., 2010), pelo qual aumenta a atividade do 

SNS. O BAT é ricamente inervado e a ativação da termogênese se inicia através de 

estímulo direto do sistema nervoso simpático, ativando com catecolaminas 

(noraepinefrina e epinefrina) várias isoformas de receptores beta-adrenérgicos, 

principalmente a isoforma tipo 3 (β3AR) (Cannon e Nedergaard, 2004; Richard et al., 

2010; Liu et al., 2012). 

A ativação dos receptores beta-adrenérgicos localizados na membrana celular 

dos adipócitos marrons desencadeia uma série de reações, culminando com a 

estimulação da UCP1, assim como com aumento de sua produção. A UCP1 é uma 

proteína do BAT, encontrada na membrana interna das suas mitocôndrias. Ela é 

responsável por gerar calor através do desacoplamento dos prótons que seriam 

usados para formação de ATP. A atividade da UCP1 aumenta em poucos segundos 

após a estimulação adrenérgica e se a estimulação for crônica (horas ou dias) 

culmina com o aumento da transcrição desta proteína (Lowell e Spiegelman, 2000; 

Richard et al., 2010). 

No que diz respeito à relação entre a resistência central à leptina e à 

termogênese, uma vez que a resistência central à leptina esteja instalada, causando 
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uma perturbação no controle central do balanço energético, seria natural o 

pensamento de que o controle central da termogênese também estivesse alterado 

devido ao estado de resistência. Contudo, estudos atuais têm mostrado que, apesar 

de os núcleos hipotalâmicos envolvidos no controle central da termogênese serem 

os mesmos envolvidos no balanço energético, principalmente no que diz respeito ao 

controle do apetite (Berthoud e Morrison, 2008; Whittle et al., 2012; Whittle et al., 

2013), o controle central da termogênese não entra em estado de resistência, 

surgindo o termo “resistência seletiva à leptina” (Morgan et al., 2008; Enriori et al., 

2011; Konner e Bruning, 2012).  

Recentemente, avaliou-se a termogênese pelo BAT em camundongos obesos 

induzidos por dieta e verificaram que, apesar da resistência central à leptina, a 

termogênese nesses animais estava aumentada comparada a animais não obesos 

e, ao analisarem a termogênese em animais ob/ob (não produtores de leptina), essa 

se apresentou diminuída em relação ao controle, confirmando que o estímulo 

simpático para o BAT é dependente de leptina e não é alterado em situações de 

resistência a este hormônio (Enriori et al., 2011). 

Nos últimos anos, têm sido muito estudados os efeitos da ativação dos 

receptores GLP-1 no estímulo da termogênese. Embora o GLP-1R não seja 

essencial para o controle homeotérmico em resposta ao frio, ele utiliza os 

mecanismos eferentes comuns, componentes do sistema nervoso simpático, para 

aumentar a termogênese do iBAT. A conexão entre o BAT e o GLP-1 se da pela 

ativação do sistema nervoso simpático, uma vez que a infusão ICV de GLP-1 

aumenta a atividade eletrofisiológica das fibras simpáticas que inervam o 

iBAT(Lockie et al., 2012; Lopez et al., 2015; Contreras et al., 2017). Lockie et al. 

(2012) mostraram que a termogênese do iBAT seja um dos múltiplos mecanismos 

pelos quais, juntamente com o controle da alimentação e do metabolismo do tecido 

adiposo branco, os agonistas do hormônio GLP-1contribuem para a manutenção do 

balanço energético. 

A infusão ICV de GLP-1 reduz o peso corporal e aumenta a termogênese pela 

ativação do iBAT, esse efeito é independente de mudanças na alimentação e 

independente da capacidade de resposta da insulina. A expressão de genes 

envolvidos na ativação da termogênese, como os que codificam o co-ativador-1 alfa 

do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PGC1α) e a proteína de 

desacoplamento-1 (UCP1) foram reguladas no BAT de camundongos tratados com 
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agonistas do GLP-1. Em contraste, camundongos genéticamente manipulados para 

não expressar o receptor de GLP-1 não apresentam nenhuma alteração na 

temperatura do BAT ou na expressão dos genes relacionados com a termogênese 

(Lockie et al., 2012; Lopez et al., 2015; Contreras et al., 2017). 

Como visto anteriormente, além do controle do comportamento alimentar, o 

núcleo arqueado do hipotálamo também regula o gasto energético. Dessa forma, a 

ação da leptina no núcleo arqueado é necessária para a indução do potencial de 

ação e ativação dos nervos simpáticos que alcançam o BAT (Rahmouni e Morgan, 

2007; Harlan et al., 2011). Curiosamente, a ativação de neurônios do núcleo 

arqueado que expressam NPY diminuiu a termogênese do BAT (Bewick et al., 2005; 

Shi et al., 2013). Por outro lado, os neurônios POMC têm sido relacionados ao 

aumento da termogênese através da ativação da via adrenérgica para o BAT (Butler 

e Cone, 2002; Yasuda et al., 2004). Como consequência, camundongos que não 

possuem genes a que ativam os neurônios POMC, como o gene MC4R, suprimiram 

o aumento da termogênese dependente de leptina no BAT (Zhang et al., 2005). 

 

 

1.6 Hipocampo 

 

 

O hipocampo é uma das estruturas mais pesquisadas do sistema nervoso 

central, suas funções mais estudadas se relacionam com o aprendizado e a 

memória. Sua localização se dá caudalmente entre o neocórtex e o diencéfalo antes 

de se curvar ventralmente em direção ao lobo temporal, o hipocampo recebe 

informação sensorial através de suas comunicações com o córtex entorrina e se 

apresenta repleto de conectividade aferente e eferente com estruturas corticais e 

subcorticais (Martin e Clark, 2007). O hipocampo consiste de duas finas camadas de 

neurônios, dobradas uma sobre a outra. Uma camada é chamada de giro denteado 

(GD), enquanto a outra camada é denominada Corno de Amon (CA). O CA, por sua 

vez, pode ser dividido em regiões CA1, CA2 e CA3 (Bear et al., 2007). 

Nos últimos anos houve o aumento nos estudos correlacionando a obesidade 

com distúrbios da função cognitiva (funções relacionadas com a memória, raciocínio, 

tomada de decisões, atenção, entre outros). Em estudo de meta-análise com mais 

de 25 mil participantes, os autores encontraram uma forte associação entre 
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obesidade e distúrbios neurológicos, como a doença de Alzheimer e outras 

demências, segundo este estudo, o sobrepeso e a obesidade na vida adulta 

aumentarm os risco de demência. E quando os resultados foram estratificados, 

separando indivíduos por sexos, as mulheres apresentaram efeitos mais 

exarcebados da obesidade relacionada a demencias. Por exemplo, mulheres adultas 

com sobrepeso apresentaram 3,1 vezes maior para a doença de Alzheimer, 

enquanto os homens apresentaram 2,4 vezes maior (Anstey et al., 2011). 

Além disso, os dados de um estudo pós-mortem mostraram que os pacientes 

idosos com obesidade mórbida apresentaram maiores concentrações (em 

comparação com indivíduos não obesos) de proteína β-amiloide e tau no 

hipocampo, que são marcadores de doença de Alzheimer, do que aqueles que não 

eram obesos (Mrak, 2008). 

As mudanças estruturais e diminuição da integridade do hipocampo podem ter 

como consequência os sintomas de insuficiência congnitiva leve ou até mesmo 

doença de Alzheimer. Pacientes com doença de Alzheimer apresentam atrofia no 

lobo temporal enquanto os pacientes com comprometimento cognitivo leve mostram 

um padrão similar, mas em menor grau do que aqueles com doença de Alzheimer. 

Da mesma forma, essa atrofia do hipocampo também é observada em indivíduos 

obesos (De Santi et al., 2001; Gustafson et al., 2004). O hipocampo e o córtex pré-

frontal, regiões particularmente vulneráveis às mudanças relacionadas à obesidade, 

são essenciais para o aprendizado e a memória, sua redução de volume 

correlaciona-se com o declínio no desempenho da memória (Henneman et al., 

2009). 

Corroborando os dados clinicos, inúmeros estudos experimentais usando 

modelos de animais obesos induzidos por dieta rica em gordura, revelaram 

modificações na estrutura e função do hipocampo, esses animais também 

apresentam deficiência no aprendizado e memória. A potenciação de longa duração 

(Long Term Potentiation ou LTP, em inglês) no hipocampo, considerada um 

mecanismo importante na aprendizagem e na memória, é prejudicada em modelos 

de roedores alimentados com dieta hiperlipídica (Stranahan et al., 2008; Karimi et 

al., 2013).  

Experimentos in vivo mostram que a administração de dietas ricas em ácidos 

graxos saturados aumentam a permeabilidade da barreira hematoencefálica. A lesão 

hipocampal em indivíduos obesos é causada pela microgliose reativa e aumento da 
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circulação de citocinas pró-inflamatórias, que ocorrem devido ao aumento da 

concentração de ácidos graxos e triglicerídeos livres (Callaghan et al., 2012; 

Callaghan et al., 2016). A diminuição da função cognitiva também está relacionada a 

resistência à insulina nos neurônios (Grillo et al., 2015). 

O aumento da permeabilidade da barreira hematoencefálica e dos marcadores 

pró-inflamatórios no hipocampo, incluindo a ativação microglial, são detectados em 

animais obesos que ingeriram dieta hiperlipídica por longos períodos (Jeon et al., 

2012). Ao longo do tempo, o aumento da permeabilidade permite a entrada em 

maior quantidade de citoquinas, ácidos graxos livres e triglicerídeos que potenciam 

ainda mais a lesão do hipocampo culminando com posterior atrofia dessa região. 

Estes resultados fornecem uma ligação mecanicista entre a ruptura da barreira 

hematoencefálica e a diminuição da cognição vista em indivíduos obesos (Farr et al., 

2008). 

 

 

1.7 Análogo do hormônio GLP-1 – Liraglutida 

 

 

O GLP-1 é um hormônio secretado principalmente pelas células L do intestino 

delgado distal e do cólon em resposta à ingestão de alimentos. Pela sua atividade 

fisiológica, este hormônio é classificado como incretina (intestinal secretion of 

insulin) (Holst et al., 2009). Esta classificação se baseia em um estudo realizado nos 

anos 60 (Elrick et al., 1964), onde foi observado que a glicose administrada por via 

oral resulta em aumento muito maior da insulina plasmática do que a glicose 

administrada por via intravenosa. Este efeito ficou conhecido como “efeito incretina”. 

A atividade do hormônio GLP-1 é mediada por um receptor próprio, o GLP1R, 

que é encontrado em diversos órgãos, como pâncreas, rins, coração, estômago, 

pulmões, intestinos, SNC e periférico. O principal uso terapêutico de agonistas do 

hormônio GLP-1 é em indivíduos diabéticos, pois a ativação do GLP1R no pâncreas 

causa aumento da secreção de insulina e supressão da secreção de glucagon, além 

de suprimir também a apoptose das células beta e estimular sua proliferação 

(Baggio e Drucker, 2007). 

Após a secreção, o GLP-1 endógeno é rapidamente degradado (cerca de 1-2 

minutos em humanos) pela DPP-4, e consequentemente esse peptídeo possui 
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potencial limitado para ser utilizado de forma terapêutica. A descoberta de que o 

GLP-1 poderia ser uma opção no tratamento de diabéticos estimulou a indústria 

farmacêutica a criar peptídeos sintéticos com ação similar ao hormônio GLP-1, 

porém com meia-vida prolongada (Unger e Parkin, 2011). Atualmente existem vários 

agonistas do GLP1R aprovados para tratamento de diabetes tipo 2 (DM2), os mais 

conhecidos são a exenatida (Byetta®; Eli Lilly & Co, Indianapolis, IN, EUA) 

administrada uma ou duas vezes ao dia em humanos, e a liraglutida (Victoza®, Novo 

Nordisk, Copenhagen, Dinamarca) administrada uma vez ao dia em humanos. 

A liraglutida é um análogo do GLP-1 indicada para o tratamento de diabetes 

tipo 2 e obesidade, como adjuvante na dieta e exercício físico. A administração de 

liraglutida pode ser feita a qualquer hora do dia, independente dos horários de 

alimentação, por via subcutânea através de uma caneta multidoses. Seu uso foi 

aprovado na Europa em 2009 e, nos EUA e no Brasil em 2010, então muitas 

pesquisas ainda estão sendo realizadas e muitos efeitos pleiotrópicos ainda estão 

sendo descobertos. 

A liraglutida possui, no que diz respeito à sequência de aminoácidos, 97% de 

identidade com o GLP-1 endógeno. Pequenas modificações na cadeia de 

aminoácidos permitiram uma maior afinidade de ligação à proteína albumina e 

diminuição da suscetibilidade à DPP-4, resultando em uma meia-vida plasmática de 

aproximadamente 13 horas em humanos (Bode, 2012; Hurren e Pinelli, 2012). 

Juhl et al. (2002) verificaram que em humanos diabéticos uma única dose de 

liraglutida diminui a glicemia plasmática, aumenta a secreção de insulina e melhora 

os indicadores de disfunção das células beta em jejum. Bock et al. (2003) e 

Ellenbroek et al. (2013) verificaram que em ratos e camundongos a administração de 

liraglutida leva ao aumento da sensibilidade à insulina, tanto em animais do grupo 

controle alimentados com dieta padrão, como em animais obesos induzidos por 

dieta. Ellenbroek et al. (2013) verificaram ainda que em ambos os grupos, houve 

aumento da secreção de insulina durante o teste oral de tolerância à glicose e 

diminuição da glicemia apenas no grupo de animais obesos.  

Através de cultura de ilhota pancreática, esses pesquisadores mostraram que 

os animais do grupo controle tratados com liraglutida apresentaram secreção basal 

de insulina aumentada quando comparada aos animais não tratados. Ellenbroek et 

al. (2013) sugeriram que em camundongos normoglicêmicos, a administração por 

seis semanas de liraglutida aumenta a secreção de insulina, melhorando a função 
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secretora das células beta já existentes, diminuindo assim, a proliferação de novas 

células. 

A administração de liraglutida acarreta em alterações no controle central do 

balanço energético, de responsabilidade do hipotálamo, de modo que a 

administração de liraglutida é capaz de alterar o consumo alimentar e o gasto 

energético, causando perda de peso (Jelsing et al., 2012; Flint et al., 2013; Rotondo 

et al., 2013; Barreto-Vianna et al., 2016). 

Em estudo com humanos obesos não diabéticos, foi mostrada perda de 4,8 a 

7,2 kg de massa corporal, variando de acordo com a dose do medicamento. O 

mesmo estudo observou ainda diminuição na pressão arterial e diminuição dos 

marcadores de pré-diabetes, acompanhado com efeitos gastrointestinais 

indesejáveis, porém transitórios, como náuseas (Astrup et al., 2009). A ocorrência de 

eventos gastrointestinais indesejáveis com o uso de liraglutida não é responsável 

pela perda de peso, uma vez que tal perda está presente mesmo em indivíduos que 

não apresentaram efeitos adversos (Niswender et al., 2013). Em curto período de 

tratamento com liraglutida, quatro semanas, Horowitz et al. (2012) mostraram que 

houve diminuição da fome em jejum e da duração das refeições, com elevação não 

significante do gasto energético, levando os autores a concluírem que a redução na 

massa corporal, cerca de 2 kg, foi resultado do efeito combinado sobre a ingestão de 

energia e o gasto energético. 

Em ratos obesos e normais foi verificado que a administração de liraglutida nas 

doses 100 µg/kg e 200 µg/kg, duas vezes ao dia, induziu diminuição do apetite, 

acompanhada por diminuição da massa corporal (Larsen et al., 2001). Kanoski et al. 

(2011) verificaram que a diminuição de apetite em ratos é um efeito tanto mediado 

pela via vagal aferente, quanto diretamente no sistema nervoso central, uma vez que 

animais vagotomizados também teriam o efeito anoréxico da administração de 

liraglutida, porém, demoraria um pouco mais para esse efeito acontecer (Kanoski et 

al., 2011), ou seja, no primeiro instante a liraglutida ativaria a via vagal aferente e 

num segundo instante, o medicamento passaria pela barreira hematoencefálica 

(Hunter e Holscher, 2012) alcançando o hipotálamo. 

Em trabalho anterior do nosso grupo, mostramos que a administração de 

liraglutida ativa as vias anorexigênicas centrais, principalmente através da 

modulação dos neurônios tipo POMC, diminuindo assim a ingestão de energia e 

aumentando o gasto energético. Vimos ainda que a liraglutida apresenta um 



34 

 

 

importante efeito neuroprotetor em camundongos obesos, onde houve a diminuição 

da microgliose e inibição da via apoptótica, esses benefícios da liraglutida ocorreram 

independentemente da perda de massa corporal, que foi observada a partir da 

segunda semana de tratamento (Barreto-Vianna et al., 2016). 

Pesquisas recentes mostraram que os agonistas do hormônio GLP-1 possuem 

a capacidade promissora de gerar neuroproteção contra distúrbios neurológicos, 

incluindo doença de Alzheimer, doença de Parkinson, esclerose lateral amiotrófica e 

acidente vascular encefálico isquêmico (Porter et al., 2010; Hyun Lee et al., 2011; 

Parthsarathy e Holscher, 2013a; Porter et al., 2013; Sun et al., 2013; Holscher, 2014; 

Zhu et al., 2016) 

No cérebro, os receptores GLP-1 são expressos pelos neurônios, em particular 

nos neurônios piramidais no hipocampo e neocórtex, nas células de Purkinje no 

cerebelo e no hipotálamo (During et al., 2003; Perry et al., 2007; Hamilton e 

Holscher, 2009). No hipocampo, estudos têm mostrado que agonistas GLP-1, como 

Val8GLP-1, liraglutide e exendin-4 possuem efeitos benéficos na formação da 

memória e na plasticidade sináptica, além de proteger o hipocampo dos efeitos 

prejudiciais que as placas de β -amilóide têm na plasticidade sináptica no hipocampo 

(McClean et al., 2010; Long-Smith et al., 2013; Parthsarathy e Holscher, 2013a). 

Além disso, os miméticos GLP-1 podem proteger sinapses dos efeitos prejudiciais 

que o β-amilóide tem na plasticidade sináptica (McClean et al., 2010; Gault et al., 

2011). A maioria dos agonistas do GLP-1 pode atravessar a barreira 

hematoencefálica (Kastin e Akerstrom, 2003; McClean et al., 2011; Barreto-Vianna et 

al., 2016), uma propriedade de vital importância para tratar distúrbios 

neurodegenerativos do sistema nervoso central. 

Estudos in vitro mostram que os agonistas GLP-1 podem diminuir a secreção e 

a acumulação de depósitos de β-amilóide, reduzir a morte celular induzida pelos 

depósitos, além de diminuir a toxicidade e os níveis de proteína precursora de 

amilóide (Perry et al., 2003; Qin et al., 2008). Da mesma forma, o tratamento in vivo 

com os análogos de GLP-1 exenatide, liraglutide e lixisenatide demonstrou reduzir a 

hiperfosforilação de tau (Chen et al., 2012; Xu et al., 2015), a quantidade de placas 

β-amilóide e os níveis solúveis de β-amilóide em uma variedade de modelos de 

doença de Alzheimer, contrariando seus efeitos tóxicos e levando a melhorias na 

aprendizagem e na memória. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar no hipotálamo e hipocampo de camundongos C57BL/6, os efeitos da 

infusão intracerebroventricular de ácido graxo saturado (palmitato) e tratamento com 

o agonista do hormônio GLP-1 (liraglutida). 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

a. Induzir neuroinflamação através da infusão intracerebroventricular de palmitato 

em camundongos da linhagem C57BL/6; 

b. Avaliar os efeitos do tratamento com liraglutida infundida pela via subcutânea; 

c. Acompanhar a evolução da massa corporal e da ingestão alimentar nos animais 

durante todo período experimental; 

d. Avaliar a resistência à insulina e tolerância à glicose através do teste 

intraperitoneal de tolerância à insulina e do teste oral de tolerância à glicose; 

e. Analisar a expressão protéica e/ou gênica, verificando possíveis alterações entre 

importantes alvos da via que regula o consumo alimentar e o balanço energético 

no hipotálamo, além da análise das vias controladas pelo hipotálamo relativo à 

termogênese pelo tecido adiposo marrom e lipogênese/lipólise do tecido adiposo 

branco; 

f. Avaliar a inflamação no hipocampo, através da expressão protéica e/ou gênica 

de marcadores pró-inflamatórios e anti-inflamatórios e através da análise 

morfológica das micróglias. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Desenho experimental 

 

 

Todos os procedimentos realizados neste trabalho seguiram as diretrizes atuais 

para a experimentação animal (Publicação NIH No. 85-23, revisada em 2011) e os 

protocolos de experimentais com animais foram aprovados pelo comitê de ética 

animal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Protocolo 030/2014). 

Camundongos machos C57BL/6 foram mantidos em condições controladas no 

sistema NexGen (Allentown Inc., PA, EUA, 12 h / 12 h, ciclo escuro/claro). Aos três 

meses de idade, os animais foram alojados individualmente, com livre acesso a 

alimentos e água. A dieta padrão seguiu o preconizado pelo Instituto Americano de 

Nutrição (AIN 93) (Reeves et al., 1993).  

Inicialmente, os animais foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos (n = 

40 em cada grupo) e receberam infusão ICV de líquor artificial (aCSF) ou palmitato 

(#5710-3, Cayman Chemical Company, MI, EUA): 

 

a) Grupo Controle (C): infusão ICV de aCSF;  

b) Grupo Palmitato (P): infusão ICV de palmitato.  

 

Duas semanas após a cirurgia para implantação da cânula acoplada à bomba 

de infusão ICV, os animais foram redistribuídos em quatro grupos (n = 20 por grupo). 

Cada grupo inicial (C e P) foi dividido em dois novos grupos, onde os animais foram 

tratados com infusão subcutânea (SC) de solução salina ou liraglutida (Novo 

Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca) através de bomba osmótica (conforme descrito a 

seguir) e mantiveram-se por mais duas semanas até a eutanásia. O nome dos 

grupos recebeu letras, onde a primeira delas faz referência ao grupo que foi formado 

inicialmente (C ou P) e, em seguida, denominamos o tratamento (C ou L), da 

seguinte forma (Figura 1):  

 

c) Grupo C/C: infusão ICV de aCSF / infusão SC de solução salina;  

d) Grupo C/L: infusão ICV de aCSF / infusão SC de liraglutida;  
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e) Grupo P/C: infusão ICV de palmitato / infusão SC de solução salina;  

f) Grupo P/L: infusão ICV de palmitato / infusão SC de liraglutida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Desenho experimental. A cirurgia foi realizada no dia 1 para a implantação de 
cânula intracerebroventricular (ICV) acoplada à bomba osmótica para infusão de aCSF 
(grupos C/C e C/L) ou palmitato (grupos P/C e P/L). A infusão ICV foi realizada de forma 
contínua, do dia 1 ao dia 28. No dia 14, foi realizada a segunda cirurgia para implantação da 
bomba osmótica de infusão subcutânea com solução salina nos grupos C/C e P/C ou 
liraglutida nos grupos C/L e P/L. A infusão SC foi realizada de forma contínua do dia 14 ao 
dia 28. No dia 28 os animais foram sacrificados. 

.
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3.2 Infusão intracerebroventricular de palmitato 

 

 

Os animais foram anestesiados ( administração intraperitoneal de cetamina, 90 

mg/kg e xilazina, 10 mg/kg) e colocados em uma plataforma para cirurgia 

estereotáxica (Insight, Ribeirão Preto, SP). Assim, implantamos uma cânula 

esterilizada (Alzet Brain Infusion, Kit 3) no ventrículo lateral esquerdo, de acordo 

com as coordenadas estereotáxicas (rostrocaudal: -0,22 mm; mediolateral: +1 mm; 

dorsoventral: -2,5 mm, usando como referência o Bregma (Paxinos e Franklin, 

2001). A cânula foi fixada ao crânio com adesivo de cianoacrilato e conectada por 

um cateter de vinil à bomba osmótica Alzet (Alzet Corporations, Palo Alto, CA, 

modelo 1004), que foi inserida no compartimento subcutâneo, na região dorsal do 

camundongo. A bomba utilizada possuia a taxa de secreção de 0,11 μl/h, de acordo 

com as diretrizes do fabricante e foi preveamente preenchida com aCSF (250 μM) 

ou palmitato (500 μM). 

A dose de palmitato foi escolhida com base na literatura. Nesta dose, o 

pamitato é capaz de mimetizar no SNC efeitos comparados com o apresentado 

pelos animais alimentados com alto teor de gordura, sem alterar a massa de tecido 

adiposo e a ingestão alimentar durante um período de duas semanas, porém, 

afetando a resistência à insulina (Kleinridders et al., 2009). Dessa forma, 

escolhemos utilizar neste trabalho a mesma dose, porém prolongamos a infusão ICV 

de palmitato por quatro semanas (ao invés de 2 semanas, como visto no trabalho de 

Kleinridders et al. (2009)). Devido à insolubilidade do palmitato em solventes 

polares, adicionamos ciclodextrina (hidroxipropil-beta-ciclodextrina, # 297560250, 

Acros Organics, Bélgica) na solução aCSF. O palmitato, na formulação sólida 

cristalina, foi diluído em aCSF com 40% m/v de ciclodextrina para obter a solução 

final de 500 μM de palmitato. A ciclodextrina na mesma concentração também foi 

adicionada à solução de aCSF utilizada nos grupos C/C e C/L (uma vez que a 

ciclodextrina é um veículo adequado para a distribuição central de ácidos graxos). 

Antes de preencher a bomba osmótica com o palmitato solubilizado, a solução foi 

filtrada através de um filtro com malha de 0,22 μm. 
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3.3 Infusão subcutânea de liraglutida 

 

 

As bombas osmóticas (Alzet Corporations, Palo Alto, CA, modelo 1004) para 

infusão SC foram preenchidas com solução salina (veículo) ou liraglutida (200 μg/kg, 

Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca). Para a implantação das bombas osmóticas 

de veículo ou liraglutida, os animais foram anestesiados com isoflurano (Insight, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil), foi aberto um compartimento na região dorsal dos 

animais e a bomba foi implantada ao lado da bomba de infusão ICV. As feridas 

foram limpas e tratadas com pomada antibiótica (Neomicina + Bacitracina) durante 3 

a 5 dias. 

 

 

3.4 Massa corporal e consumo alimentar  

 

 

A massa corporal foi aferida semanalmente em balança digital de precisão 0,01 

g (BL-3200H), sempre no mesmo dia da semana e no mesmo horário. A massa 

corporal média dos grupos foi calculada para fins comparativos. 

O controle da ingestão alimentar foi realizado através da quantidade fornecida 

subtraída pelo resto do dia anterior e a ração remanescente não foi reutilizada. 

 

 

3.5 Teste oral de tolerância à glicose (TOTG) e teste intraperitoneal de 

tolerância à insulina (TITI) 

 

 

O teste oral de tolerância à glicose (TOTG) foi realizado ao final do 

experimento, após os animais passarem por um período de seis horas de jejum. 

Amostras de sangue para determinação da concentração de glicose plasmática 

foram obtidas após uma pequena incisão na ponta da cauda. Em seguida, uma 

solução de glicose (1,0 g/kg) foi administrada por gavagem orogástrica. A 

concentração de glicose plasmática foi aferida antes da administração de glicose e 
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nos tempos subsequentes: 15, 30, 60 e 120 minutos, utilizando um glicosímetro 

(Accu-chek, Roche Diagnósticos, Alemanha). 

O teste intraperitoneal de tolerância à insulina (TITI) foi realizado na última 

semana do experimento, após os animais estarem com quatro horas de jejum 

alimentar. Após a determinação da concentração de glicose plasmática de jejum, a 

insulina (Humalog Lispro, Lilly) foi administrada na dose de 0,5 UI/kg, via 

intraperitoneal. Em seguida, amostras de sangue da cauda foram coletadas aos 15, 

30, 60 e 120 minutos após a administração de insulina. As concentrações de glicose 

no sangue foram medidas com um glicosímetro (Accu-chek, Roche Diagnósticos, 

Alemanha). 

A área sob a curva (ASC) foi calculada em unidades arbitrárias (u.a.) para 

ambas as análises considerando o tempo total de zero a 120 minutos. Para tanto, 

utilizou-se a ferramenta trapezoidal do programa GraphPad Prisma (versão 6.02 

para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) com objetivo de avaliar a 

tolerância à glicose e a resistência à insulina. 

 

 

3.6 Coleta de sangue 

 

 

Ao final da 4ª semana de experimento os animais receberam por via 

intraperitoneal administração de heparina sódica (0,03 ml), seguida por sobredose 

de cetamina e xilazina. O animal profundamente anestesiado foi colocado em 

decúbito dorsal e sua cavidade torácica foi exposta. O sangue foi coletado por 

punção cardíaca e o plasma foi separado por centrifugação (120 g por 15 min) em 

temperatura ambiente, imediatamente aliquotado, congelado em nitrogênio líquido e 

estocado em freezer a -80ºC para posterior análise. 
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3.7 Microscopia de luz e confocal 

 

 

Para imunofluorescência (n = 5 / grupo), os animais foram profundamente 

anestesiados e perfundidos por via transcardíaca com a solução salina a 0,9%, e 

depois com paraformaldeído a 4% (PFA, tampão fosfato 0,1 M, PBS, pH 7,4). Os 

cérebros isolados foram imediatamente imersos em uma solução de 4% de PFA (por 

4 h a 4°C) e depois crioprotegidos com sacarose com concentrações crescentes de 

10% a 30% em PBS (por 12 h a 4°C). O encéfalo foi congelado em meio específico 

(Tissue-Tek, Sakura Finetek Europa) e exaustivamente seccionado com criostato em 

espessura de 20 μm, contendo todo o hipotálamo e o hipocampo. As secções foram 

tratadas com solução a 0,3% de PBS-Triton e bloqueadas com 5% de albumina 

sérica bovina (BSA) durante 1 h. Após o bloqueio, as secções foram incubadas 

durante 12 horas a 4°C com os seguintes anticorpos primários: 

 

a) POMC (H02930, Phoenix Pharmaceuticals, USA, CA 1:60) 

b) NPY (SC-28943, Santa Cruz, EUA, TX, 1:100),  

c) IBA-1 (019-19741, Wako Chemicals, VA, 1:600),  

d) MHC-II (NB100-65541, Novus Biologicals, USA, CO, 1:50),  

e) GFAP (C9269, Sigma-Aldrich, USA, MO, 1:200),  

f) TNF-alpha (SC-1350, Santa Cruz, USA, TX, 1:50).  

 

Após a exposição do anticorpo primário, as lâminas foram incubadas com os 

respectivos anticorpos secundários (Alexa Fluor, Life Technologies). 

Os núcleos foram marcados com dicloridrato de 4,6-diamidino-2-fenilindole 

(DAPI, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO), e as lâminas montadas em meio ProLong 

Gold Antifade (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA) e cobertas com 

lamínulas de vidro. Os procedimentos de controle foram realizados com a omissão 

de anticorpos primários e com a inclusão do anticorpo secundário. As imagens de 

fluorescência foram obtidas com o microscópio laser confocal Modelo C2 (Nikon Inc., 

Tóquio). Foram realizadas cinco imagens contendo o núcleo arqueado (ARC) do 

hipotálamo (n = 5 em cada grupo) e as quantificações da imunorreatividade foram 

avaliadas usando o software Image J (versão 1.50i, 64bit, http://imagej.nih.gov/ij/ ). 
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As quantificações de imunorreatividade foram avaliadas usando o software 

Image J, onde foi definida a região de interesse e o canal do confocal 

correspondente à proteína marcada foi mensurado. Os resultados foram 

apresentados como uma porcentagem do grupo C/C. 

A ativação de micróglia foi avaliada por imunofluorescência com IBA-1 e 

subsequentemente confirmada por uma expressão aumentada do marcador de 

ativação MHC-II, que é expresso pela micróglia ativada. 

O tecido adiposo branco epididimário foi dissecado e mantido em solução 

fixadora (formaldeído a 4% p/v, tampão de fosfato 0,1 M, pH 7,2) durante 48 h à 

temperatura ambiente e depois incorporado em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA). Os blocos foram cortados com uma espessura nominal de cinco 

micrômetros e corados com hematoxilina e eosina. 

A estereologia foi utilizada para estimar a área seccional média dos adipócitos 

como a relação entre a densidade de volume dos adipócitos (Vv [adipócitos] 

determinada pela contagem de pontos) e o dobro da densidade numérica por área 

de adipócitos (QA [adipócito]). QA [adipócito] é a relação entre o número de 

adipócitos contados em um quadro de área conhecida sem atingir a "linha proibida" 

e a área teste (Gundersen, 1977; Mandarim-de-Lacerda, 2003).  

 

 

3.8 Densidade e análise morfológica das micróglias  

 

 

IBA-1 é uma proteína específica de micróglia. As sub-regiões CA1 e giro 

dentado (GD) do hipocampo foram analisadas sobre uma grade de área conhecida 

(AT). A densidade numérica por área (NA) de células imunorreativas foi estimada 

contando o número de células marcadas (N) em quatro lâminas por animal (n = 5 

animais / grupo): NA = N / AT (Mandarim-de-Lacerda et al., 2010). Utilizamos as 

lâminas imunocoradas com IBA-1 para analisar a morfologia das micróglias no 

hipocampo, e os parâmetros foram analisados para, pelo menos, 15 células por 

lâmina (quatro lâminas por animal, n = 5 / grupo). 

Para visualização dos ramos das micróglias, a intensidade máxima do canal 

referente à imunomarcação positiva do IBA-1 em microscopia confocal foi regulada, 

seguida de remoção dos ruídos fluorescentes do fundo da imagem (Morrison e 
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Filosa, 2013). A imagem foi binarizada, esqueletonizada e a imagem resultante foi 

analisada usando o plug-in ImageJ AnalyzeSkeleton (criado por Ignácio Arganda-

Carreras, http://imagej.net/AnalyzeSkeleton). Além disso, a circularidade e o 

diâmetro de Feret (diâmetro máximo da estrutura) foram estimados. A circularidade 

foi calculada como o produto 4π (área/perimetro2) (Zanier et al., 2015). Todas as 

regiões de cada subcampo do hipocampo foram incluídas nas análises (por exemplo 

para o giro denteado foram incluídas as camadas molecular, granular e o hilo). 

 

 

3.9 Análise plasmática de GLP-1 e insulina 

 

 

O plasma foi separado por centrifugação (120 G durante 15 min) à temperatura 

ambiente e armazenado a -80 ° C até os testes bioquímicos serem realizados. A 

concentração plasmática dos hormônios foi analisada em duplicata usando o kit 

específico de ensaio de imunoabsorção enzimática usando o equipamento TP-

READER Thermoplate (Bio Tek Instruments, Inc Highland Park, EUA): GLP-1 ELISA 

Kit Cat. # EZGLP1T-36K (Millipore, Missouri, EUA) e Insulina ELISA Kit Cat. # 

EZRMI-13K (Millipore, Missouri, EUA). 

 

 

3.10 Real-time PCR  

 

 

A expressão do mRNA dos tecidos hipotálamo, tecido adiposo marrom e 

hipocampo foi medida por reação em cadeia da polimerase com transcriptase 

reversa em tempo real (RT-qPCR). O RNA total dos tecidos foi extraído com 

reagente TRIzol (Invitrogen, CA, EUA). Posteriormente, foram adicionados 200 µL 

de clorofórmio, seguido de centrifugação (11.200 RPM, durante 10 minutos a 4 °C) e 

a porção correspondente ao extrato de RNA foi reservada. A essa porção foram 

adicionados 500 µL de isopropanol que reagiu por dez minutos para que o RNA 

precipitasse e logo após foi centrifugado (11.200 RPM, durante 10 min, a 4°C). O 

isopropanol foi retirado, o pellet formado foi ressuspendido com 500 µL de etanol 

75% e, logo após, centrifugado (11.200 RPM, durante cinco minutos a 4°C). O etanol 

http://imagej.net/AnalyzeSkeleton
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foi retirado e o pellet ressuspendido em 20 µL de água deionizada (MilliQ). As 

amostras forma submetidas ao banho seco (50°C, por 5 min) e quantificadas no 

equipamento Nanovue (GE Life Sciences). O produto final, já quantificado, foi diluído 

na proporção 1:100 em água MilliQ. 

Para transcrição do RNA em DNA complementar (cDNA), 1,0 µg de RNA foi 

tratado com DNAse I (Invitrogen, CA, EUA), e a primeira cadeia de DNAc foi 

sintetizada utilizando os iniciadores oligo (dT) para RNAm e o kit SuperScript III 

(Invitrogen, CA, EUA). O RT-qPCR foi realizado utilizando termociclador BioRad 

CFX96 e mix SYBRGreen (Invitrogen, CA, EUA). As reações de amplificação 

seguiram as seguintes condições: pré-desnaturação e ativação da polimerase (95 ºC 

durante 4 min), com subsequentes 44 ciclos, cada um a 95 ºC durante dez segundos 

e a 60 ºC durante 15 segundos. A especificidade da amplificação foi determinada por 

meio de curvas de fusão (60 a 95 ºC, com uma taxa de aquecimento de 0,1 ºC/s). A 

expressão gênica da proteína constitutiva beta-actina foi quantificada em todas as 

amostras, sendo então utilizada como controle endógeno para normalização do 

RNAm. Os sinais foram quantificados utilizando o método ΔΔCt para estimar a 

diferença entre o número de ciclos dos genes-alvo e do controle endógeno. Os 

iniciadores (primers) para RT-PCR estão apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1. Sequências dos primers utilizados no RT-PCR em tempo real para avaliar a expressão gênica 

 

 
Abreviações: Beta-actina (β-actina); Interleucina-1beta (IL-1 β); Neuropeptídeo Y (NPY); Transcrito regulado por cocaína e anfetamina (CART); 

Interleucina-6 (IL-6); Fator de necrose tumoral (TNF-α); Interleucina-10 (IL-10); Grupo de diferenciação-36 (CD-36); Perilipina-2 (PLIN-2); Fator 

de transcrição mitocondrial A (TFAM). 

 

Gene Sequência 5'→3' Sequência 3'→5' 

β-actina TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

IL-1β ACGGATTCCATGGTGAAGTC CTCACAAGCAGAGCACAAGC 

NPY TGGACTGACCCTCGCTCTAT TAGTGTCGCAGAGCGGAGTA 

CART CTACTCTGCCGTGGATGATG AGGACTTCTTCTTGCAACGCTTC 

IL-6 AGTTGCCTTCTTGGGAGTGA ACAGGTCTGTTGGGAGTGGT 

TNF-α TCAGCCGATTTGCTATCTCA TGGAAGACTCCTCCCAGGTA 

IL-10 CCAGAGCCACATGCTCCTAGA GGTCCTTTGTTTGAAAGAAAGTCTTC 

CD-36 CCCTCCAGAATCCAGACAAC TGCATTTGCCAATGTCTAGC 

PLIN-2 AATATGCACAGTGCCAACCA CGATGCTTCTCTTCCACTCC 

TFAM GAAGAACGCATGGAGGAGAG TTCTGGGGAGAGTTGCAGTT 
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3.11 Western blotting 

 

 

Os camundongos foram anestesiados e decapitados para análise de níveis de proteína. 

Imediatamente após a decapitação, o hipotálamo e os tecidos adiposos branco e marrom 

foram dissecados, congelados em nitrogênio líquido e armazenados em um freezer (-80º C) 

até o uso. 

Para a análise protéica do hipotálamo, as proteínas de todo o tecido foram extraídas e 

homegeneizadas com tampão de lise HEPES e inibidores de protease e fosfatase, sendo 

centrifugado (10.000 RPM por  30 min) e o sobrenadante recolhido. Já para a análise 

protéica dos tecidos adiposos branco e marrom, foram separados aproximadamente 40 mg 

de tecido que foi homogeneizado em tampão de lise RIPA, acrescido de inibidores de 

protease e fosfatase e centrifugado (10.000 RPM por 20 min) para separação do 

sobrenadante.  

Em ambos os tecidos, a concentração total de proteínas foi determinada utilizando kit 

de ensaio de proteínas BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Após desnaturação (5 

min a 95 °C), quantidades iguais de proteínas (70 µg) foram separadas por eletroforese em 

gel de poliacrilamida (8 – 12% SDS-PAGE) e transferidos para uma membrana de 

nitrocelulose (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). A membrana foi então 

bloqueada em 5% de leite em pó desnatado ou 5% de BSA, ambos diluídos em tampão 

salina com Tris (TBS-T [20 mmol/L de Tris/HCl (pH 7,4) e 500 mmol/L de NaCl] em 

temperatura ambiente, durante 2 horas para evitar ligações inespecíficas. 

Foram utilizados os seguintes anticorpos: contra beta3-AR (sc-1473, Santa Cruz, EUA, 

TX.), UCP-1 (sc-6529, Santa Cruz, EUA, TX.), HSL (sc-25843, Santa Cruz, EUA, TX.), HSL 

phospho-Ser 660 (orb335694, Biorbyt, EUA, Ca), NFκB (sc-109, Santa Cruz, EUA, TX.), 

IκBalpha (sc-847, Santa Cruz, EUA, TX). , SOCS-3 (SC-7009, Santa Cruz, EUA, TX.), 

POMC (SC-20148, Santa Cruz, EUA, TX.), NPY (SC-28943, Santa Cruz, EUA, TX.), TNF-

alfa (sc-1350, Santa Cruz, EUA, TX.), ERK1 / 2 (sc-135900, Santa Cruz, EUA, TX.), ERK1 / 

2 fosforescente (sc-81492, Santa Cruz, EUA, TX.), JNK (sc-7345, Santa Cruz, EUA, TX.), 

JNK phospho-Thr 183 / Tyr 185 (sc-12882, Santa Cruz, EUA, TX). Adiponectina (Ab62551, 

Abcam, Cambridge, Reino Unido), beta- Actina (SC-81178, Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA). A membrana foi feita usando ECL, e as imagens das manchas foram obtidas 

usando o Sistema de aquisição de imagem ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA). A 

intensidade da quimioluminiscência foi analisada com ECL e as bandas foram quantificadas 
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usando o software ImageJ, versão 1.50i, 64bit, http://imagej.nih.gov/ij/. Os anticorpos ligados 

nas membranas foram removidos e reabastecidos com outro anticorpo. 

Depois de incubada com anticorpo primário, a membrana foi incubada com o anticorpo 

secundário específico para a origem do anticorpo primário, durante uma hora em 

temperatura ambiente. A expressão das proteínas foi detectada por meio de um sistema de 

detecção de quimiluminescência com ECL e as imagens das bandas foram obtidas com o 

sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade das bandas 

quimioluminescentes foi quantificada utilizando o software ImageJ, versão 1.47 (NIH, 

imagej.nih.gov/ij, EUA).  

O complexo de ligação do anticorpo foi desfeito e a membrana foi remarcada com beta-

actina como proteína constitutiva para normalizar os dados obtidos pelo Western blotting. 

 

 

3.12 Análise estatística 

 

 

Testamos os dados para distribuição normal (teste Shapiro-Wilk) e igualdade de grupos 

(teste Brown-Forsythe). Os dados estão apresentados como média e desvio padrão (DP). As 

diferenças estatísticas foram analisadas por pelo teste de variância unidirecional (one-way 

ANOVA) seguida pelo pós-teste de Holm-Sidak. Um valor de p ≤ 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo (Prism versão 6.0c para Mac, GraphPad Software, La Jolla, 

CA). 
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CAPÍTULO 1 

 

 

4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Massa corporal e consumo alimentar 

 

 

No início do experimento os animais não apresentavam diferença em sua massa 

corporal. Após 4 semanas, a massa corporal do grupo P/C (32,1 ± 2,5 g) foi estatísticamente 

maior que a massa corporal dos grupos C/C (28,5 ± 2,7 g, P = 0,0054) e C/L ( 29,2 ± 2,9 g, P 

= 0,0276). Não houve diferença na massa corporal entre os grupos C/C e C/L, nem 

comparando o grupo P/L (30,5 ± 2,7 g) com os demais grupos. O consumo alimentar foi 

aferido diariamente e apresentou diferença estatística entre os grupos (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2. Comportamento alimentar, massa corporal, análise hormonal e metabolismo de 
carboidratos. Valores representados em média ± DP, n= 5-15 por grupo. Diferenças significativas 
(P< 0.05), foram determinadas por one-way ANOVA e pós-teste de Holm-Sidak: grupo C/C [†], grupo 
C/L [‡] e grupo P/C [§]. 

 

Parâmetros C/C C/L P/C P/L 

Consumo alimentar 

(g/semana/animal) 
4,2±0,39 4,2±0,34 4,1±0,36 4,2±0,36 

Massa corporal (g) 28,5±2,75 29,2±2,97 32,1±2,50 †‡ 30,5±2,75 

GLP-1 ativo (pg/mL) 111,5±7,59 155,1±35,77 † 92,3±10,42 ‡ 153,1±28,81 †§ 

Insulina (pg/mL) 677,0±287,5 956,0±340,1 1280,0±555,6 † 1183,0±336,8 † 

TOTG (ASC) 164,3±19,07 178,3±7,87 203,8±9,23 † 185,0±14,54 

TITI (ASC) 105,0±5,43 91,13±4,86 132,8±16,2 †‡ 116,6±16,65 ‡ 

Abreviações: Peptídeo similar ao glucagon (GLP-1); Área sob a curva (ASC); Teste oral de tolerância 

à glicose (TOTG); Teste intraperitoneal de tolerância a insulina (TITI). 
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4.2 Níveis plasmáticos de GLP-1 e insulina 

 

 

Os animais do grupo C/L apresentaram aumento no nível plasmático de GLP-1 em 

comparação aos animais do grupo C/C (+39%: P = 0,0193). Da mesma forma, os animais do 

grupo P/L apresentaram os níveis plasmáticos de GLP-1 aumentados em relação aos 

animais do grupo P/C (+66%: P = 0,0013) porém, não foi observada diferença entre os 

animais dos grupos C/C e P/C (Tabela 2 ). 

A infusão ICV de palmitato aumentou os níveis plasmáticos de insulina e o tratamento 

com liraglutida não diminuiu esses níveis. Os níveis de insulina foram 89% maiores no grupo 

P/C (P = 0,0126) e 74% maiores no grupo P/L (P = 0,0274) em relação ao grupo C/C 

(Tabela 2). 

 

 

4.3 Teste oral de tolerância à glicose e teste intraperitoneal de tolerância à insulina  

 

 

O TOTG indicou intolerância à glicose no grupo P/C  com maior área sob a curva 

(+24%, P = 0,0080) do que a apresentada pelo grupo C/C. A liraglutida diminuiu a área sob a 

curva no grupo P/L em comparação com o grupo P/C (-10%), embora sem significância 

estatística (Tabela 2). 

Do mesmo modo, a infusão ICV de palmitato afetou o TITI, onde observamos um 

aumento na área sob a curva do grupo P/C (+ 26%, P = 0,03) em comparação com o grupo 

C/C. A liraglutida diminuiu a área sob a curva, indicando melhora na sensibilidade à insulina 

(Tabela 2). 

 

 

4.4 Hipotálamo 

 

 

Medimos as expressões de proteínas e genes de neuropeptídeos relacionados ao 

controle do metabolismo energético (NPY, POMC e CART) para compreender os efeitos da 

infusão ICV de palmitato no hipotálamo. Também avaliamos no hipotálamo os marcadores 

pró-inflamatórios e anti-inflamatórios (TNF-alfa, IL-1beta, IL-10 e IL-6), assim como proteínas 
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relacionadas com a resistência à insulina (NF-κB, IκBalpha e SOCS3). Dessa forma, 

podemos verificar se a resistência à insulina sistêmica demonstrada pelo TITI também 

reflete em resistência hipotalâmica à insulina. 

 

 

4.4.1 Neuropeptídeos hipotalâmicos relacionados a regulação do metabolismo 

 

 

A infusão ICV de palmitato não afetou os níveis gênicos do neuropeptídeo CART, mas 

reduziu a expressão da proteína POMC nos animais do grupo P/C (-22%, P = 0,0343) em 

comparação com os animais do grupo C/C. O tratamento com liraglutida aumentou a 

expressão da proteína POMC nos animais do grupo C/L (+29%, P = 0,0078) em comparação 

com os animais do grupo C/C, essa proteína também foi aumentada nos animais do grupo 

P/L em comparação aos animais do grupo P/C (+25%, P = 0,0395), este resultado mostra 

que a liraglutida é capaz de modular positivamente o neuropeptídeo POMC 

independentemente se o animal recebeu ou não infusão ICV de palmitato. (Figura 2). 
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Figura 2. O palmitato modula a via anorexigênica no hipotálamo. Imagens representativas obtidas por microscopia confocal do hipotálamo 
imunomarcado com anticorpo anti-POMC (verde) e DAPI (azul). A - Análise por Western blotting mostrando que o palmitato diminuiu os níveis 
proteicos do neuropeptídeo POMC no hipotálamo. B - Análise por RT-PCR mostrando que não houveram diferenças nos níveis gênicos do 
neuropeptídeo CART. As diferenças significativas (One-way ANOVA e pós teste de Holm-Sidak) são indicadas por: P <0,05 (*), P <0,01 (**), P 
<0,001 (***). Grupos: C/C: aCSF ICV + solução salina subcutânea; C/L: aCSF ICV + liraglutida subcutânea; P/C: palmitato ICV + solução salina 
subcutânea; P/L: palmitato ICV + liraglutida subcutânea. 3v = terceiro ventrículo. 
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A infusão ICV de palmitato aumentou significativamente os níveis proteicos e gênicos 

do NPY. Nos animais do grupo P/C observamos que os níveis proteicos de NPY 

aumentaram (+26%, P = 0,04) em relação aos animais do grupo C/C. Esse aumento foi 

revertido pela tratamento com liraglutida, como observado nos animais do grupo P/L em 

comparação aos animais do grupo P/C (-66%, P = 0,02). A expressão do gene NPY foi maior 

no grupo P/C (+200%, P = 0,0002) em relação ao grupo C/C e menor no grupo P/L (-60%, P 

= 0.0009) em relação ao grupo P/C (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3. O palmitato modula a via orexigênica no hipotálamo. Imagens representativas obtidas 
por microscopia confocal do hipotálamo imunomarcado com anticorpo anti-NPY (verde) e DAPI 
(azul). As análises por RT-PCR (A) e Western blotting (B) mostraram que a infusão ICV de palmitato 
aumentou os níveis gênicos e proteicos de NPY no hipotálamo. As diferenças significativas (One-way 
ANOVA e pós teste de Holm-Sidak) são indicadas por: P <0,05 (*), P <0,01 (**), P <0,001 (***). 
Grupos: C/C: aCSF ICV + solução salina subcutânea; C/L: aCSF ICV + liraglutida subcutânea; P/C: 
palmitato ICV + solução salina subcutânea; P/L: palmitato ICV + liraglutida subcutânea. 3v = terceiro 
ventrículo. 
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4.4.2 Perfil inflamatório no hipotálamo 

 

 

A infusão ICV de palmitato estimulou a resposta inflamatória no hipotálamo, com o 

aumento das citocinas pró-inflamatórias, como TNF-alfa e IL-1beta, e sem qualquer 

alteração nos níveis de IL-10, que tem efeito anti-inflamatório e IL-6, que tem propriedades 

pró-inflamatórias e anti-inflamatórias. 

As citocínas TNF-alfa e IL-1beta, ambas potentes agentes pró-inflamatórios, 

aumentaram respectivamente 195% (P = 0,003) e 102% (P = 0,02) devido ao palmitato 

(como observado no grupo P/C). Assim, o palmitato estimulou a cascata pro-inflamatória no 

hipotálamo. A liraglutida teve sucesso em reduzir a ativação exacerbada do estímulo pró-

inflamatório, já que tanto os níveis de TNF-alfa quanto os níveis de IL-1beta presentes nos 

animais do grupo P/L atingiram os valores similares aos dos animais do grupo C/C (Figura 

4). 

A infusão ICV de palmitato não alterou os níveis de IL-10, uma citocina anti-

inflamatória, porém nos animais do grupo P/L o tratamento com liraglutida aumentou (+85%, 

P = 0,006) a IL-10 em comparação com aos níveis do grupo P/C, indicando que a liraglutida 

estimulou a via anti-inflamatória. A IL-6, que possui tanto função neuroinflamatória, como 

função neuroprotetora, não apresentou diferença entre os grupos. 
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Figura 4. O palmitato estimula a via pró-inflamatória no hipotálamo. A - Análise por Western blotting dos níveis proteicos de TNF- α. B - 
Análise por RT-PCR dos níveis gênicos de TNF-α. C - Análise por RT-PCR dos níveis gênicos de IL-1β. D - Análise por RT-PCR dos níveis 
gênicos de IL-10. E - Análise por RT-PCR dos níveis gênicos de IL-6. F - Bandas representativas do western blotting. As diferenças 
significativas (One-way ANOVA e pós teste de Holm-Sidak) são indicadas por: P <0,05 (*), P <0,01 (**), P <0,001 (***). Grupos: C/C: aCSF ICV 
+ solução salina subcutânea; C/L: aCSF ICV + liraglutida subcutânea; P/C: palmitato ICV + solução salina subcutânea; P/L: palmitato ICV + 
liraglutida subcutânea. 
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4.4.3 Resistência hipotalâmica à insulina 

 

A infusão ICV de palmitato aumentou os níveis de NFκB e IκBalpha. O NFKB 

está envolvido na ativação do SOCS-3 que, por sua vez, participa na sinalização de 

insulina. Através de um mecanismo de feedback negativo o SOCS-3 diminui a 

sensibilidade à insulina. No presente estudo, verificamos que a infusão ICV de 

palmitato aumentou os níveis da proteína SOCS-3, como observado nos animais do 

grupo P/C (+ 68%, P = 0,0005) em comparação com os animais do grupo C/C. Os 

animais do grupo P/L tiveram redução na transcrição de SOCS-3, mas essa redução 

não foi suficiente para apresentar diferença significativa em relação aos animais do 

grupo P/C, e não houve diferença estatística em relação ao grupo C/C (Figura 4). 

Portanto, esses resultados sustentam nossa hipótese de que o palmitato por si só 

pode levar à resistência central à insulina. 

  

Figura 5. O palmitato causa resistência hipotalâmica à insulina. A infusão ICV de 
palmitato aumentouos níveis proteicos de NFκB (A) e IκBα (B). O NFKB está envolvido na 
ativação do SOCS-3 (C), que, por sua vez, participa na sinalização da insulina através de 
um mecanismo de feedback negativo, diminuindo a sensibilidade à insulina. Bandas 
representativas de western blotting (D). As diferenças significativas (One-way ANOVA e pós 
teste de Holm-Sidak) são indicadas por: P <0,05 (*), P <0,01 (**), P <0,001 (***). Grupos: 
C/C: ICV aCSF + solução salina subcutânea; C/L: ICV aCSF + liraglutida subcutânea; P/C: 
palmitato ICV + solução salina subcutânea; P/L: palmitato ICV + liraglutida subcutânea.
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4.5 Tecido adiposo marrom 
 

 

No tecido adiposo marrom nós quantificamos a expressão gênica do 

transportador de ácidos graxos CD36, e da PLIN, que atua regulando o 

armazenamento e a liberação de ácidos graxos, objetivamos assim, avaliar o 

metabolismo deste tecido. A ativação adrenérgica da termogênese foi avaliada 

através da expressão dos níveis proteicos do beta3AR. Do mesmo modo, avaliamos 

os níveis da proteína de desacoplamento mitocondrial, UCP1, que está diretamente 

envolvida na efetuação da termogênese. 

A infusão ICV de palmitato aumentou a CD36 em comparação com os grupos 

que receberam apenas infusão ICV de aCSF. A liraglutida não alterou os níveis de 

CD36 nos animais do grupo C/L em comparação com os animais do grupo C/C, 

entretanto o grupo P/L apresentou os níveis de CD36 maiores do que no grupo P/C 

(+49%, P = 0,01). Além disso, o grupo P/C apresentou os níveis da PLIN mais 

elevados em comparação com todos os outros grupos, sugerindo que os ácidos 

graxos que estão sendo internalizados nos adipócitos do tecido adiposo marrom 

estão, no grupo P/C, sendo armazenados e, no grupo P/L, sendo utilizados como 

combustível (Figura 6). 

O estímulo adrenérgico é controlado diretamente pelo hipotálamo, centro do 

sistema nervoso autônomo. O tecido adiposo marrom é estimulado pela via 

adrenérgica através da ativação do receptor beta3AR, culminando com lipólise e 

termogênese. Verificamos que os animais do grupo P/C apresentaram menor 

expressão do beta3AR em relação aos animais dos demais grupos. A expressão 

aumentada do beta3AR nos animais do grupo P/L (+210%, P = 0,0002) em 

comparação com os animais do grupo P/C pode indicar que os ácidos graxos que 

estão sendo internalizados pelos adipócitos marrons estão sendo utilizados como 

combustível para a termogênese. Encontramos resultados semelhantes na 

expressão da proteína UCP-1. Os animais do grupo P/C apresentaram menor 

expressão de UCP-1 em comparação com os animais dos demais grupos. Os 

animais do grupo C/L apresentaram maior expressão de UCP-1 (+ 43%, P = 0,03) 

do que os animais do grupo C/C e os animais do grupo P/L apresentaram maior 

expressão de UCP-1 (+100 %, P = 0,01) do que os do grupo P/C (Figura 6). 



57 

 

 

 

Figura 6. Metabolismo do tecido adiposo marrom e termogênese. O palmitato regulou os níveis gênicos do transportador CD36 (A) e do 
regulador de armazenamento de ácido graxo PLIN (B). Além de diminuir os níveis proteicos de β3AR (C) e de UCP-1 (D). Bandas 
representativas de western blotting (E). As diferenças significativas (One-way ANOVA e pós teste de Holm-Sidak) são indicadas por: P < 0,05 
(*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***). Grupos: C/C: aCSF ICV + solução salina subcutânea; C/L: aCSF ICV + liraglutida subcutânea; P/C: palmitato 
ICV + solução salina subcutânea; P/L: palmitato ICV + liraglutida subcutânea. 
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4.6  Tecido adiposo branco 

 

 

A área seccional média dos adipócitos brancos foi maior nos animais do grupo P/C do que a observada nos demais grupos. 

No entanto, não houve diferença na área seccional média entre os grupos C/C, C/L e P/L (Figura 7). 

 

 

Figura 7. O palmitato aumenta a deposição de gordura no tecido adiposo branco. Fotomicrografia representativa do tecido adiposo branco (A) 
mostrando aumento da área seccional média de adipócitos (B). As diferenças significativas (One-way ANOVA e pós teste de Holm-Sidak) são indicadas por: 

P <0,05 (*), P <0,01 (**), P <0,001 (***). Grupos: C/C: aCSF ICV + solução salina subcutânea; C/L: aCSF ICV + liraglutida subcutânea; P/C: palmitato ICV + 
solução salina subcutânea; P/L: palmitato ICV + liraglutida subcutânea. 



59 

 

 

O NFκB é um regulador primário das respostas inflamatórias no tecido adiposo 

branco, sua ativação é relacionada com a resistência à insulina. Os animais do 

grupo P/L apresentaram menor expressão do NFκB em comparação com os animais 

do grupo P/C (-50%, P <0,0001). Não foi observada diferença entre os grupos C/C, 

C/L e P/L. A adiponectina, uma adipocina anti-inflamatória não apresentou diferença 

em seus níveis entre os grupos. 

Devido aos níveis de NFκB se apresentaram elevados no grupo P/C, indicando 

resistência à insulina, medimos os níveis da proteína JNK fosforilada corrigidos 

pelos níveis da JNK total, bem como os níveis ERK-1/2 corrigidos pelos níveis de 

ERK-1/2 total, que atuam como reguladores negativos da sinalização de insulina. 

Nos animais do grupo P/C, a relação entre os níveis de JNK fosforilada e JNK total 

aumentou (+ 95%, P = 0,02) em comparação com os grupos C/C, assim como, em 

comparação com o grupo C/L (+ 177%, P = 0,006). Os animais do grupo P/L não 

apresentaram diferença na relação entre JNK fosforilada e JNK total em comparação 

com os animais dos grupos C/C, C/L e P/C. A relação entre os níveis de ERK-1/2 

fosforilada e ERK-1/2 total não apresentou diferença entre todos os demais grupos 

(Figura 8). 
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Figura 8. Resposta inflamatória e resistência à insulina no tecido adiposo branco. O palmitato aumentou os níveis de proteínas 
envolvidas na resposta inflamatória e resistência à insulina: NFκB (A) e JNK (B), sem alterações nos níveis proteicos de ERK-1/2 (C) e de 
adiponectina (D). Bandas representativas de western blotting (E). As diferenças significativas (One-way ANOVA e pós teste de Holm-Sidak) 
são indicadas por: P <0,05 (*), P <0,01 (**), P <0,001 (***). Grupos: C/C: aCSF ICV + solução salina subcutânea; C/L: aCSF ICV + liraglutida 
subcutânea; P/C: palmitato ICV + solução salina subcutânea; P/L: palmitato ICV + liraglutida subcutânea. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A infusão ICV de palmitato durante 4 semanas culminou com alterações no 

hipotálamo associadas à liberação de citocinas pró-inflamatórias, resistência à 

insulina e alterações nos neuropeptídeos envolvidos no controle do balanço 

energético. Essas alterações também modificaram significativamente o metabolismo 

energético sistêmico, estimulando a lipogênese e diminuindo a termogênese. O 

tratamento com liraglutida reverteu parcialmente estes efeitos do palmitato. 

A liraglutida quando administrada por via periférica atravessa a barreira 

hematoencefálica e tem potencial para atuar sobre o sistema nervoso central 

(Hunter e Holscher, 2012; McClean e Holscher, 2014). Em seres humanos, a 

liraglutida é administrada uma vez por dia em doses de até 3 mg/dia. Para investigar 

os efeitos neuroprotetores da liraglutida na neuroinflamação induzida pelo palmitato, 

utilizamos uma extrapolação de dose entre humanos e camundongos (Nair e Jacob, 

2016). Assim, no presente estudo, usamos uma dose de liraglutida equivalente ao 

máximo recomendado para humanos. 

No hipotálamo, a dieta com alto teor de gordura desencadeia um processo 

inflamatório acompanhado de aumento de citocinas inflamatórias, ativação de 

células gliais, morte de neurônios do tipo POMC, ativação da cascata pró-apoptótica 

e inibição de proteínas autofágicas (Portovedo et al., 2015). Esses efeitos em 

conjunto provocam resistência à insulina e à leptina, aumentando a obesidade. Em 

estudo in vitro com células de linhagem hipotalâmica, foi demostrado que o palmitato 

culminou em ativação inflamatória, estresse do retículo endoplasmático (Diaz et al., 

2015; Dalvi et al., 2017), resistência à insulina e resistência à leptina (Mayer e 

Belsham, 2010; Marwarha et al., 2016). Como consequência, há uma estimulação 

da cascata de apoptose, causando morte celular (Duffy et al., 2016), e mudanças na 

expressão de neuropeptídeos envolvidos no controle do balanço energético (Dalvi et 

al., 2017).  

Poucos estudos in vivo usaram protocolo de infusão ICV de palmitato como 

modelo de doenças neurodegenerativas, a maioria dos trabalhos existentes 

avaliaram apenas os efeitos agudos. Conforme mencionado, a exposição central 

aguda de palmitato desencadeou a resistência central à leptina (Benoit et al., 2009; 

Pandey et al., 2013; Tung et al., 2015), resistência periférica e central à insulina 



62 

 

 

(Benoit et al., 2009; Posey et al., 2009), diminuição da eficiência da autofagia no 

hipotálamo (Portovedo et al., 2015), e alteraram os neuropeptídeos hipotalâmicos 

relacionados com o controle da energia (Schwinkendorf et al., 2011). Além de 

estimular a inflamação hipotalâmica (Milanski et al., 2009; Posey et al., 2009), e 

diminuição da produção de hepática de glicose (Benoit et al., 2009; Ross et al., 

2010). Em um estudo de administração crônica de palmitato, durante um período de 

duas semanas, a massa de tecido adiposo e a ingestão alimentar não foram 

alteradas significativamente, mas a tolerância à insulina foi prejudicada (Kleinridders 

et al., 2009). 

No presente estudo verificamos que o palmitato causou aumento do NPY e 

diminuição do POMC. Da mesma forma, os achados concordam com o verificado em 

obesidade induzida pela dieta e cultura de neurônios hipotalâmicos. Em um único 

bolus ICV de diferentes ácidos graxos, observou-se níveis aumentados de NPY 24 h 

e 48 h após o insulto, porém, não foram observadas alterações nos níveis de POMC, 

na ingestão alimentar e na massa corporal (Schwinkendorf et al., 2011). De forma 

contrária, observamos no grupo P/C um aumento moderado na massa corporal, mas 

não no consumo de alimentos. Assim como verificado no presente estudo, em 

cultura de neurônios expostos ao palmitato também ocorreu o aumento de NPY 

(Fick et al., 2011; Dalvi et al., 2017). Esses resultados foram consistentes com 

camundongos que receberam infusão aguda de lipídios durante 24 h e com 

camundongos alimentados com dieta com alto teor de lipídeos durante 8 a 20 

semanas, que também mostraram elevação dos níveis de NPY (Dalvi et al., 2017). 

A liraglutida aumentou a expressão de POMC, mas reduziu a expressão de 

NPY. Em estudo anterior do nosso grupo, demonstramos que o agonista de GLP-1 

modulou a expressão dos neurônios do tipo POMC, mas não os níveis de NPY 

(Barreto-Vianna et al., 2016). Da mesma forma, outros mostraram que exendin-4, 

outro agonista de GLP-1, também estimulou os neurônios tipo POMC (Shirazi et al., 

2013; Yang et al., 2014). Interpretamos esses resultados como uma ação potencial 

da liraglutida, que tem a capacidade de restaurar o controle do balanço energético 

perturbado pela infusão ICV de palmitato. 

Em modelo de obesidade induzida por longos períodos de dieta hiperlipídica 

ocorre o aumento da expressão de TNF-alfa em neurônios do tipo NPY, 

acompanhado por uma alta relação entre os níveis de NPY e TNF-alfa nos 

neurônios tipo NPY, como consequência do acúmulo excessivo de energia (Dalvi et 
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al., 2017). Nos neurônios entéricos, durante a inflamação o aumento de TNF-alpha 

estimula a expressão de NPY, essa relação de aumento de NPY em decorrência do 

aumento de TNF-alfa agrava ainda mais a reação inflamatória (Chandrasekharan et 

al., 2013). Verificamos que o grupo P/C aumentou os níveis de NPY, 

concomitantemente com a maior expressão das citocinas pró-inflamatórias (TNF-alfa 

e IL-1b), corroborando com os trabalhos anteriores que utilizaram outros modelos. 

Outros demonstraram que a resposta inflamatória ao ácido graxo saturado é 

mediada pela sinalização de TLR-4, induzindo o aumento da secreção de citocinas 

pró-inflamatórias, como IL-1beta e TNF-alfa (Milanski et al., 2009; Portovedo et al., 

2015). Da mesma forma que o verificado no presente estudo, em modelo de 

obesidade induzida pela dieta hiperlipídica, o hipotálamo apresentou um aumento 

considerável nos níveis de TNF-alfa e outras citocinas pró-inflamatórias (De Souza 

et al., 2005; Dalvi et al., 2017).  

O TNF-alfa desempenha um papel na patogênese da diabetes tipo 2 e da 

obesidade, além de modular os neuropeptídeos hipotalâmicos envolvidos no 

controle do balanço energético, aumentando significativamente os níveis de NPY 

nas células neuronais (Miyazaki et al., 2003; Amaral et al., 2006; Dalvi et al., 2017). 

O aumento dos níveis de NPY, devido ao palmitato, também pode estar relacionado 

à lipotoxicidade, uma vez que a lipotoxicidade induzida por palmitato aumenta a 

síntese de NPY de uma maneira dependente de AMPK (Fick et al., 2011). A 

lipotoxicidade hipotalâmica também possui grande relação com o estresse do 

retículo endoplasmático, já demonstrada em trabalho anterior com exposição crônica 

de células hipotalâmicas ao palmitato culminando com a resistência à insulina e 

apoptose dos neurônios hipotalâmicos (Mayer e Belsham, 2010).  

A inflamação hipotalâmica induzida pelo palmitato promove a resistência à via 

anorexigênica e diminui o gasto energético, que pode ocorrer através da inibição da 

ativação do tecido adiposo marrom pelo sistema nervoso simpático, com 

consequente diminuição da termogênese (Gonzalez-Garcia et al., 2017). Nossos 

dados, relativos aos níveis da proteína beta3AR em BAT, indicam que a infusão ICV 

de palmitato regula negativamente o estímulo simpático, que é diretamente 

controlado pelo hipotálamo. Portanto, a termogênese também pode ser inibida, 

como mostrado pela redução dos níveis de UCP-1. A liraglutida aumentou os níveis 

de B3AR e UCP-1, resultados estes, que sugerem regulação positiva da 

termogênese. Outros estudos também mostraram que o GLP-1 aumenta a 
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termogênese atuando diretamente no aumento da sinalização adrenérgica 

(Nogueiras et al., 2009; Lockie et al., 2012). Além disso, a injeção ICV de GLP-1 

reduziu a massa corporal e aumentou a termogênese do tecido adiposo marrom, 

independente de alterações no consumo alimentar (Lopez et al., 2015), como visto 

neste trabalho.  

O tecido adiposo marrom é inervado através do sistema nervoso simpático, 

porém outros circuitos específicos do SNC, envolvendo o hipotálamo, também 

ativam a inervação simpática do tecido adiposo branco, regulando a adiposidade 

através de efeitos sobre o metabolismo lipídico, esses efeitos são independentes do 

comportamento alimentar (Nogueiras et al., 2009; Contreras et al., 2017). O controle 

simpático fornece uma explicação de como a administração central de peptídeos 

como leptina, insulina, grelina e melanocortina pode alterar o metabolismo dos 

adipócitos. O GLP-1 atua no sistema nervoso central, modulando o metabolismo 

lipídico, diminuindo o teor e a deposição dos lipídios no tecido adiposo branco, 

fatores que ocorrem independentemente de suas ações anorexigênicas (Nogueiras 

et al., 2009). 

A infusão ICV de palmitato levou a um aumento significativo da área dos 

adipócitos brancos e aumento da expressão de NFKB e JNK, que estão envolvidos 

na indução da inflamação, assim como observado em modelos de obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica (De Souza et al., 2005). O metabolismo dos 

adipócitos foi diminuído, independentemente da ingestão de alimentos, sem exercer 

alteração na massa magra de camundongos submetidos a uma infusão ICV de GLP-

1 (Nogueiras et al., 2009). A infusão de GLP-1 minimizou a síntese de triglicerídeos, 

assim como inibiu as vias de deposição, porém Nogueira et al., 2009 administraram 

GLP-1 por via subcutânea por apenas dois dias, enquanto nós administramos por 

duas semanas. No entanto, um estudo in vivo propôs que o GLP-1 possui ação 

direta nos adipócitos, diminuindo os marcadores relativos à lipogênese e 

aumentando os fatores lipolíticos, envolvendo a diminuição da sinalização de 

adenilato ciclase/cAMP. Estes resultados são concomitantes com uma regulação 

positiva de HSL e PLIN, e redução de marcadores pró-inflamatórios (Vendrell et al., 

2011; El Bekay et al., 2016). 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

No modelo que utilizamos neste estudo, com infusão ICV de palmitato a longo 

prazo, os efeitos hipotalâmicos de um consumo crônico de dieta rica em gordura 

foram mimetizados, além de diminuir a termogênese pelo tecido adiposo marrom e 

prejudicar a sinalização de insulina no tecido adiposo branco. O modelo apresenta 

um alteração no controle do balanço energético, neuroinflamação, ativação da via da 

lipogênese e diminuição da termogênese. A liraglutida apresentou efeitos benéficos 

significativos, restaurando, ao menos em parte, o dano causado pela infusão ICV de 

palmitato, reduzindo o processo de neuroinflamação verificado no hipotálamo, 

aumentando a termogênese pelo tecido adiposo marrom e melhorando a sinalização 

da insulina no tecido adiposo branco, com diminuição da lipogênese e aumento da 

lipólise. 
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7 RESULTADOS 

 

 

7.1 Densidade de micróglias e imunorreatividade dos astrócitos 

 

 

A densidade numérica das micróglias foi calculada a partir das lâminas 

imunomarcadas com o anticorpo anti-IBA-1, que é uma proteína envolvida nas vias 

de sinalização do cálcio, específica para identificação de micróglias. A partir da 

análise dessas lâminas, verificamos que os animais do grupo P/C apresentaram 

maior densidade numérica de micróglias do que a dos animais grupo C/C (GD 

+247%, CA1 +338%, P <0,0001) (Figuras 9 e 10). 
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Figura 9. Densidade e morfologia das micróglias. A distribuição e a morfologia das micróglias foram alteradas no giro dentado e na área 
CA1 do hipocampo dos camundongos que receberam infusão ICV de palmitato e receberam tratamento com liraglutida. (A) Densidade de 
micróglias (células/mm2); (B) Índice de circularidade das micróglias (4π * área/perimetro2); (C) Diâmetro de Feret das micróglias (μm). Os 
valores estão representados como média ± DP (n = 5). São indicadas diferenças significativas (P <0,05, one-way ANOVA e pós-teste de Holm-
Sidak): [a] ≠ C/C, [b] ≠ C/L, [c] ≠ P/C. Grupos: C/C: aCSF ICV + solução salina subcutânea; C/L: aCSF ICV + liraglutida subcutânea; P/C: 
palmitato ICV + solução salina subcutânea; P/L: palmitato ICV + liraglutida subcutânea.
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Figura 10. A liraglutida diminui a densidade e a ativação das micróglias no giro denteado. Imagens representativas de microscopia 
confocal do giro dentado imunomarcado com anti-IBA-1 (vermelho), anti-MHC-2 (verde) e DAPI (azul): barra de escala = 50 μm (imagens de 
cima) e imagens das micróglias em maior aumento, mostrando sua co-localização com o MHC-II, que indica ativação (imagens de baixo). 
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A densidade dos astrócitos foi avaliada a partir de lâminas imunomarcadas com 

o anticorpo anti-GFAP, específico para visualização de astrócitos. Devido às 

características morfológicas dessas células, a quantificação foi realizada por 

imunorreatividade. Observamos que os animais do grupo P/C mostraram um 

aumento neste parâmetro tanto no GD, quanto na região CA1 do hipocampo quando 

comparados aos animais do grupo C/C (GD +1455%, CA1 +4392%, P <0,0001). 

Estes resultados indicam que a infusão ICV de palmitato estimula a microgliose e a 

astrocitose nesse modelo (Figura 11). 

Os animais que foram tratados com liraglutida entretanto não receberam 

infusão ICV de palmitato (grupo C/L) também apresentaram um aumento na 

densidade das micróglias em relação ao grupo C/C (GD +153%, CA1 +129%, P 

<0,001) (Figura 9 e 12), porém sem que houvesse aumento na imunorreatividade 

dos astrócitos (Figura 11 e 13).  

 

 

 
 
Figura 11. Imunorreatividade das micróglias e astrócitos. A liraglutida diminuiu a 
microgliose e a astrocitose no giro dentado e na área CA1 do hipocampo de camundongos 
que receberam infusão ICV de palmitato. (A) Imunorreatividade de IBA-1; (B) 
Imunorreatividade de GFAP; (C) Imunorreatividade de MHC-2. Os valores estão 
representados como média ± DP (n = 5). São indicadas diferenças significativas (P <0,05, 
one-way ANOVA e pós-teste de Holm-Sidak): [a] ≠ C/C, [b] ≠ C/L, [c] ≠ P/C. Grupos: C/C: 
aCSF ICV + solução salina subcutânea; C/L: aCSF ICV + liraglutida subcutânea; P/C: 
palmitato ICV + solução salina subcutânea; P/L: palmitato ICV + liraglutida subcutânea. 
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Figura 12. O palmitato aumenta a densidade de micróglias e a expressão de TNF-alfa 
na região CA1 do hipocampo. Imagens representativas de microscopia confocal da região 
CA1 do hipocampo imunomarcadas com anti-IBA-1 (verde), anti-TNF-alfa (vermelho) e DAPI 
(azul): barra de escala = 100 μm. 
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Figura 13. O palmitato aumenta a densidade de astrócitos e a expressão de TNF-alfa 
na região CA1 do hipocampo. Imagens representativas de microscopia confocal da região 
CA1 do hipocampo imunomarcadas com anti-GFAP (vermelho), anti-TNF-alfa (verde) e 
DAPI (azul), barra de escala: 100 μm. 
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7.2  Morfologia das micróglias 

 

 

A morfologia das micróglias foi avaliada a partir das lâminas imunomarcadas 

com o anticorpo anti-IBA-1. Imagens representativas de micróglias imunomarcadas e 

as mesmas células após processamento, utilizando o ImageJ, são mostradas na 

Figura 14. 
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Figura 14. Análise morfológica das micróglias. A morfologia das micróglias foi alterada alterada no giro dentado e na área CA1 do hipocampo de 
camundongos que receberam infusão ICV de palmitato e foram tratados com liraglutida. (A) Imagens representativas de micróglias imunomarcadas com 
IBA-1 (acima) e as mesmas células após processamento de imagem (abaixo). (B) Número de junções das micróglias. (C) Número de processos das 
micróglias. Os valores estão representados como média ± DP (n = 5). São indicadas diferenças significativas (P <0,05, one-way ANOVA e pós-teste de 
Holm-Sidak): [a] ≠ C/C, [b] ≠ C/L, [c] ≠ P/C. Grupos: C/C: aCSF ICV + solução salina subcutânea; C/L: aCSF ICV + liraglutida subcutânea; P/C: palmitato 
ICV + solução salina subcutânea; P/L: palmitato ICV + liraglutida subcutânea. 
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A administração ICV de palmitato (grupo P/C), em comparação com o grupo 

C/C, levou a um grande aumento no número de micróglias ativadas associada a 

uma modificação morfológica das mesmas nas regiões CA1 e GD do hipocampo. As 

mudanças consistiram em um grande corpo celular pouco ramificado em 

comparação com as micróglias do grupo C/C, como mostrado pelo número de 

junções (GD -55%, CA1 -32%, P <0,0001) e pelo número de processos (GD -53%, 

CA1 -41%, P <0,0001) (Figuras 9 e 14).  

No entanto, nos camundongos tratados com liraglutida e infundidos com 

palmitato (grupo P/L), quando comparados com os camundongos de que receberam 

infusão ICV de palmitato, porém não foram tratados com liraglutida (grupo P/C), 

observamos um número diminuído de células positivas para imunomarcação com 

MHC-II (GD -1452% , CA1 -4362%, P <0,0001) (Figuras 10 e 11). 

Além disso, o índice de circularidade do grupo P/C (GD 0,201 e CA1 0,152) 

esteve elevado quando comparado com os demais grupos (C/C = GD 0.116, CA1 

0,076, P <0,0001; C/L = GD 0,055, CA1 0,074, P <0,0001; P/L = GD 0,080, CA1 

0,075, P <0,0001) (Figura 9). 

No grupo C/L observamos o aumento na complexidade morfológica das 

micróglias quando comparada às micróglias do grupo C/C. Esse aumento da 

complexidade se da pelo aumento no diâmetro de Feret (GD +72%, CA1 +108%, P 

<0,0001), maior número de junções no GD (+66%, P <0,0001) e maior número de 

processos (GD +66%, P <0,0001; CA1 +42%, P = 0,0422) (Figuras 9 e 14). 

No grupo P/C, as micróglias do hipocampo apresentam características de 

ativação, com morfologia ameboide, sugestivas de estágio M1 (perfil pró-

inflamatório). No entanto, nos animais tratados com liraglutida, as micróglias 

apresentaram longas ramificações celulares, características consistentes com a 

ativação de estágio M2 (perfil neuroprotetor) (Figuras 9, 10 e 14). 
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7.3 Perfil inflamatório 

 

 

O perfil inflamatório foi avaliado através das técnicas de imunofluorescência e 

RT-PCR. Através de imunomarcações duplas com anticorpos anti-MHC-II e anti-IBA-

1 (figura 12), bem como imunomarcações evidenciando as micróglias e os astrócitos 

colocalizados com a citocina pró-inflamatória TNF-alfa (figs 12 e 13). A alta 

imunorreatividade do MHC-II pelas micróglias, e a secreção de TNF-alfa pelas 

micróglias e pelos astrócitos indicam a ativação do fenótipo pró-inflamatório dessas 

células. 

Nos animais do grupo P/C em comparação com os animais do grupo C/C, 

observamos através da técnica de RT-PCR, a maior expressão de genes pró-

inflamatórios no hipocampo: TNF-alfa (+190%, P = 0,01) e IL-6 (+91%, P = 0,01 ). O 

tratamento com liraglutida foi capaz de diminuir a expressão de TNF-alfa (-40%, P = 

0,03) no grupo P/L em comparação com o grupo P/C, indicando uma ação anti-

inflamatória (Figura 15). 

De modo correspondente, no grupo P/C comparado ao grupo C/C, observamos 

um aumento da imunorreatividade TNF-alfa no GD (+1500%, P = 0,03) e na região 

CA1 (+40%, P = 0,03) do hipocampo, corroborando com os resultados do RT-PCR. 

Além disso, a liraglutida suprimiu o aumento da imunorreatividade de TNF-alfa 

induzido pelo palmitato, como observado pela comparação entre os grupos P/L e 

P/C (-1400% na GD, P <0,0001; -180% em CA1, P = 0,02) (Figuras 12, 13 e 15). 
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Figura 15. Análise das citocinas pró-inflamatórias. A liraglutida diminuiu no giro dentado 
e na região CA1 do hipocampo os marcadores de neuroinflamação induzidos pela infusão 
ICV de palmitato. (A) Imunorreatividade de TNF-alfa; (B) Níveis de mRNA dos marcadores 
pró-inflamatórios TNF-alfa e IL-6 no hipocampo. Os valores estão representados como 
média ± DP (n = 5-7). São indicadas diferenças significativas (P <0,05, one-way ANOVA e 
pós-teste de Holm-Sidak): [a] ≠ C/C, [b] ≠ C/L, [c] ≠ P/C. Grupos: C/C: aCSF ICV + solução 
salina subcutânea; C/L: aCSF ICV + liraglutida subcutânea; P/C: palmitato ICV + solução 
salina subcutânea; P/L: palmitato ICV + liraglutida subcutânea. 
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8 DISCUSSÃO  

 

 

A infusão ICV de palmitato ativou as micróglias e astrócitos no hipocampo. 

Essas micróglias alteraram sua morfologia de ramificadas para uma forma 

ameboide, caracterizada pela diminuição do número de ramos e junções, além de 

aumentar a expressão de MHC-II (proteína expressa na membrana das micróglias 

ativadas), com o consequente aumento das secreções das citocinas pró-

inflamatórias TNF-alfa e IL-6.  

Mesmo com a infusão contínua de palmitato, o agonista GLP1, liraglutida, 

diminuiu a ativação dos astrócitos e das micróglias. Também observamos que a 

liraglutida aumentou a densidade das micróglias, porém estas apresentavam 

fenótipo consistente com perfil neuroprotetor, com maior quantidade de ramos e 

maior diâmetro de Feret.  

O índice de circularidade fornece informações sobre a morfologia, ele varia de 

0 (polígono linear) a 1 (objeto circular perfeito), nas micróglias ativadas o diâmetro 

de Feret se apresenta aumentado devido aos ramos encurtados (Zanier et al., 2015), 

como mostrado no grupo P/C. Estes dados mostram que a infusão ICV de palmitato 

culminou com a ativação das micróglias, que apresentaram perfil pró-inflamatório, 

em contra partida, a administração de liraglutida apresentou efeito neuroprotetor 

neste modelo, diminuindo a ativação das micróglias e dos astrócitos, com 

consequente diminuição da neuroinflamação. 

O consumo de ácidos graxos poliinsaturados, particularmente o omega-3, 

apresenta efeitos neuroprotetores (Zhang et al., 2011; Michael-Titus e Priestley, 

2014). Porém, ao contrário do que ocorre no consumo de ômega-3, estudos 

demonstraram que o consumo de ácidos graxos saturados aumenta as 

concentrações de palmitato no sangue e no encéfalo (Sabin et al., 2007; Rodriguez-

Navas et al., 2016). Esse aumento nas concentrações de palmitato está associado à 

ativação das micróglias do hipotálamo e ao comprometimento da plasticidade do 

hipocampo (Hao et al., 2016). Além disso, o consumo de dieta com alto teor de 

gordura é uma das principais causas de diabetes tipo 2, que leva a efeitos deletérios 

sobre a função cerebral, causando acumúmulo de amilina no cérebro e, como 

consequência, pode gerar o desenvolvimento de déficits neurológicos, como a 
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diminuição da atividade exploratória e atividade de vestibulomotor prejudicada 

(Srodulski et al., 2014).  

Outro fator importante a ser considerado são as alterações observadas na 

permeabilidade da barreira hematoencefálica. Estudos mostram que os ácidos 

graxos saturados aumentam a permeabilidade da barreira, causando o acúmulo 

ainda maior de ácidos graxos no sistema nervoso central. O acúmulo de ácidos 

graxos por sí só já apresenta efeitos danosos para o parênquima cerabral, porém ele 

ainda causa o aumento da circulação de citocinas pró-inflamatórias e estimula a 

ativação das micróglias e astrócitos, esse conjunto de efeitos levam à lesão 

hipocampal (Callaghan et al., 2012; Callaghan et al., 2016).  

Estes resultados fornecem uma ligação mecanicista entre a ruptura da barreira 

hematoencefálica e a diminuição da cognição vista em indivíduos obesos (Farr et al., 

2008). Porém a diminuição da função cognitiva também está relacionada à 

resistência à insulina nos neurônios (Grillo et al., 2015). 

Ao contrário dos ácidos graxos insaturados, os ácidos graxos saturados, como 

o palmitato, se ligam ao TLR-4 (Lee et al., 2001), que no sistema nervoso central é 

expresso principalmente pelas micróglias (Lehnardt et al., 2003).  

Nós demonstramos que a infusão ICV de palmitato levou à inflamação do 

hipocampo, esse resultado é muito importante, pois mostra que os de ácidos graxos 

saturados são os principais responsáveis pelos efeitos nocivos relacionados a uma 

maior predisposição aos distúrbios no sistema nervoso central. Através dessa via de 

administração conseguimos, num primeiro momento, excluir os efeitos da inflamação 

sistêmica presente em indivíduos obesos. 

O aumento dos níveis plasmáticos de ácidos graxos livres está associado com 

a disfunção do sistema nervoso central (Kanoski e Davidson, 2011; Santiago e 

Potashkin, 2013) e com o aumento na captação de ácidos graxos pelo encéfalo 

(Karmi et al., 2010). Em camundongos com obesidade genética (ob/ob) (Erion et al., 

2014), e em camundongos obesos induzidos por dieta (Hao et al., 2016), a 

obesidade promoveu microgliose reativa no hipocampo com aumento da IL1β (uma 

citocina pró-inflamatória) e perda de proteínas sinápticas no hipocampo. Da mesma 

forma, o presente estudo demonstrou o potencial que a infusão ICV de palmitato 

possui em induzir microgliose e astrogliose no hipocampo de camundongos. A 

ativação crônica das micróglias acompanhada de efeitos tóxicos (como o aumento 
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das citocinas pró-inflamatórias) são típicas das doenças neurodegenerativas (Lull e 

Block, 2010; McClean et al., 2015).  

Assim como as micróglias, os astrócitos reativos também podem produzir 

citocinas pró-inflamatórias (TNF-alfa e IL6), que são os principais efetores dos sinais 

neuroinflamatórios (Allan e Rothwell, 2003; Liu e Chan, 2014). Os astrócitos também 

são diretamente afetados pelo palmitato, em cultura de astrócitos suplementada com 

palmitato ocorre o aumento da secreção de TNF-alfa.  

Apesar de os astrócitos serem diretamente afetados pelo palmitato, a 

astrocitose também pode ser um efeito indireto da ativação das micróglias. A 

astrocitose foi estimulada in vitro pelo contato com lipopolissacarídeos (LPS, 

também um agonista do receptor TLR4), na presença de micróglias (Holm et al., 

2012). Portanto, podemos dizer que o palmitato pode induzir indiretamente a 

ativação de astrócitos por meio de fatores pró-inflamatórios liberados pelas 

micróglias, como TNF-alfa e IL-6, dessa forma, o astrócito pode se tornar ativo e 

contribuir para a liberação de ainda mais fatores pró-inflamatórios.  

Devido ao cérebro ser altamente responsivo aos mediadores inflamatórios, 

níveis elevados de citocinas inflamatórias como TNF-alfa e IL-6 podem interromper 

as vias envolvidas nas funções do hipocampo (Sahin et al., 2015). Assim, a elevação 

das citocinas no encéfalo pode ter um papel significativo no desenvolvimento de 

complicações neurológicas vistas na obesidade, onde verificamos resistência à 

insulina a nível central (Letra et al., 2014; Proctor et al., 2017). 

Existem evidências substanciais de que a sinalização de insulina é um 

participante obrigatório na função do hipocampo. Esta evidência vem de estudos que 

utilizam injeções intrahipocampal de insulina em animais não obesos e não 

diabéticos (Moosavi et al., 2006; Babri et al., 2007; Stern et al., 2014). As injeções de 

insulina no hipocampo de ratos melhoraram o aprendizado e a memória espacial 

sem alterar os níveis circulantes de glicose (McNay et al., 2010; Stern et al., 2014). 

As consequências fisiológicas do tratamento com insulina intrahipocampal incluem 

redução da glicose extracelular e aumento do lactato extracelular, ambos diminuídos 

em animais com obesidade induzida por dieta (McNay et al., 2010; Stern et al., 

2014). Quando comparados animais normais com animais resistentes à insulina, é 

possível concluir que a sinalização de insulina é necessária para que haja o 
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mecanismo de aprendizado e memória, e esse mecanismo é perdido em animais 

diabéticos (McNay et al., 2010; Stern et al., 2014). 

Em animais obesos com resistência central à insulina, foram observados 

déficits na função do hipocampo, principalmente na área CA1, estas foram 

reversíveis quando o fenótipo obeso foi atenuado por restrição calórica. A 

deterioração da plasticidade funcional nas sinapses da área CA1 do hipocampo foi 

acompanhada por um condicionamento do medo reduzido (Grillo et al., 2011a; Grillo 

et al., 2011b). 

Os agonistas do hormônio GLP-1 são mais conhecidos pelos seus efeitos 

sobre a homeostase da glicose e sensibilização da cascata da insulina e, como tal, 

agentes que ativam o receptor GLP-1 foram desenvolvidos para uso no tratamento 

de diabetes mellitus tipo 2. Muitas evidências sugerem que os análogos do hormônio 

GLP-1 possuem vários efeitos extra-pancreáticos, independentes da homeostase da 

glicose, podendo atravessar a barreira hematoencefálica e atuar em inúmeras vias 

do sistema nervoso central, como na neuroinflamação, função mitocondrial e 

proliferação celular (Athauda e Foltynie, 2016). Além disso, um número crescente de 

estudos demonstram efeitos neuroprotetores da estimulação do resceptor GLP-1 em 

modelos de obesidade e doenças neurodegenerativas (During et al., 2003; 

Parthsarathy e Holscher, 2013a; Cork et al., 2015; Barreto-Vianna et al., 2016; Joers 

et al., 2017). 

As ações do GLP-1 são mediadas pelo GLP-1R, um receptor acoplado à 

proteína transmembrânica G que, embora principalmente expresso em ilhotas 

pancreáticas, também é expresso seletivamente em todo o cérebro, com altas 

densidades no córtex do lobo frontal, no hipotálamo, no tálamo, no hipocampo e no 

cerebelo (Alvarez et al., 2005; Cork et al., 2015). Assim como ocorre nas ilhotas 

pancreáticas, que podem aumentar a expressão de GLP-1 em condições 

estressantes, como na diabetes tipo 2, (Habener e Stanojevic, 2013), foi 

demonstrado recentemente que as micróglias também podem aumentar a expressão 

do receptor do GLP-1 em resposta a estímulos inflamatórios (Kappe et al., 2012), 

sugerindo que o GLP-1 endógeno é uma resposta natural para limitar estímulos 

prejudiciais. 

A iniciação e progressão das doenças neurodegenerativas estão associadas à 

astrocitose e microgliose reativa e à inflamação crônica (Bruck et al., 2016). As 
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micróglias e os astrócitos exibem receptores GLP-1 (Iwai et al., 2006). Em cultura de 

astrócitos que são desafiados com LPS, as células adquirem fenótipo pró-

inflamatório, porém quando tratadas com agonistas GLP-1, este hormônio se liga 

aos receptores na membrana dos astrócitos e é observada uma diminuição da 

secreção de IL-6 e de IL1β (Iwai et al., 2006). 

A morfologia das micróglias, bem como as análises gênicas e protéicas, 

demonstraram um efeito direto da liraglutida no fenótipo das micróglias. A liraglutida 

estimulou a formação de ramificações nas micróglias dos grupos C/L e P/L, ou seja, 

o estímulo para desenvolvimento de ramos ocorre independentemente da micróglia 

ter sido previamente desafiada ou não com palmitato. Além disso, as secreções pró-

inflamatórias foram parcialmente inibidas nas micróglias ativadas pelo palmitato e 

tratadas com liraglutida. Os efeitos neuroprotetores da liraglutida de redução da 

ativação das micróglias e dos astrócitos também foram observados em outros 

modelos de neuroinflamação crônica, como na neuroinflamação induzida por 

irradiação (Parthsarathy e Holscher, 2013b). 

A maior densidade numérica associada à morfologia mais complexa das 

micróglias, observada nos animais tratados com liraglutida, sugere que a liraglutida 

estimula o perfil de neuroproteção. Além disso, Hou et al. (2012) mostraram que o 

GLP-1 (9-36)a, produto da degradação de GLP-1 pela enzima DPP-4, pode atuar em 

conjunto com o GLP-1, inibindo a inflamação. Para que ocorra a função 

neuroprotetora das micróglias, não é pré-requisito que estas apresentem um perfil 

ativado. As micróglias ramificadas não atuam somente como células sentinelas, elas 

são cruciais e possuem um papel ativo na proteção de neurônios contra 

excitotoxicidade (Vinet et al., 2012). 

Para suportar os efeitos anti-inflamatórios do agonista do hormônio GLP-1 

vistos neste estudo, seria de grande interesse para um futuro estudo realizar o 

bloqueio central do receptor do GLP-1. A ausência desse bloqueio é uma limitação 

deste estudo. 
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9 CONCLUSÃO 

 

 

O resumo da interpretação dos achados deste capítulo foi exposto na Figura 

16. O estudo fornece evidências experimentais para o uso eficiente da liraglutida 

como agente terapêutico neuroprotetor contra a inflamação induzida pelo palmitato. 

A inflamação induzida por palmitato é caracterizada por microgliose e astrocitose 

reativas com aumento da expressão gênica e protéica de citocinas pró-inflamatórias. 

O tratamento com liraglutida diminuiu no hipocampo todos os efeitos causados pela 

infusão central de palmitato. 
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Figura 16. Resumo dos efeitos da infusão ICV de palmitato e tratamento com 
liraglutida no hipocampo. A infusão ICV de palmitato desencadeou uma resposta 
inflamatória com extensa astrogliose e microgliose e aumento da expressão de citocinas 
inflamatórias. O palmitato levou a um enorme aumento no número de micróglias ativadas 
associado a uma modificação morfológica nas regiões CA1 e DG. Em animais infundidos 
com palmitato, a liraglutida reduziu o número de células positivas ao MHC-II, indicando uma 
diminuição da ativação das micróglias, aumentou a complexidade das micróglias e diminuiu 
a secreção de citocinas inflamatórias. 
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