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Resumo

Nas ultimas décadas tornou-se claro que individuos e animais obesos apresentam um quadro
subclinico de inflamacao sistémica. Estudos desenvolvidos em nosso laboratério ao longo dos ultimos
10 anos revelaram que a inflamacao do hipotalamo esta presente em roedores obesos e sua inibicao
por métodos genéticos e farmacoldgicos resulta na correcdo do fendtipo obeso e dos disturbios
metabolicos comumente associados a obesidade. Acidos graxos saturados de cadeia longa presentes
na dieta parecem ser 0s principais responsaveis pela ativacao da resposta inflamatéria no hipotalamo.
Os primeiros sinais de inflamagédo podem ser detectados 24 h apdés a introdugcéo de uma dieta rica
neste tipo de gordura. Pelo menos dois mecanismos moleculares foram identificados como potenciais
desencadeadores desta resposta inflamatéria, sendo eles; a ativacao de receptores TLR4, e a inducao

do estresse de reticulo endoplasmatico.

Durante a exposicdo precoce a uma dieta rica em gordura saturada, células da microglia
localizadas no hipotalamo, tornam-se ativas e passam a expressar citocinas que, eventualmente,
levam a ativacdo de vias inflamatérias em neurdnios da regido. A ativacao de JNK e IKK em neurénios
resulta na indugao de resisténcia hipotalamica a leptina e insulina, e, subsequentemente na perda do
controle coordenado da ingestdo alimentar e do gasto calérico. O fato de se observar ativagao
inflamatéria no hipotalamo poucas horas apds a exposi¢cdo aos nutrientes desencadeadores sugere
que células da microglia residentes participem deste processo. Entretanto, com a manutengédo da
exposicao ocorre uma modificagcao do padrao inflamatério ao longo do tempo, o que sugere que novas
células estejam sendo recrutadas. Na primeira etapa deste estudo avaliamos a migracao de células
monociticas da medula 6ssea para o hipotalamo em animais alimentados com dieta rica em gordura

saturada. Para tal, transplantes de medula éssea foram realizados para gerar quimeras expressando



TLR4 funcional somente em células da medula 6ssea ou somente em tecidos ndo originarios da
medula 6ssea. A parecenga de TLR4 funcional em células de medula éssea foi necessaria para
expressao completa do fenétipo obeso. Além disso, somente quando TLR4 estava expresso em
células da medula 6ssea, ocorreu infiltracdo hipotaldmica com células de micrdglia oriundas da

periferia.

Como o recrutamento de células monociticas da medula éssea para um determinado sitio
anatémico depende invariavelmente da expressao de quimiocinas, ndés aventamos a hipétese de que
nas etapas iniciais da ativagcdo da inflamacéo hipotaldamica na obesidade alguma(s) quimiocina(s)
poderia(m) desempenhar um papel determinante na progressdao do processo inflamatério e,
consequentemente do fendtipo obeso. Tanto humanos como animais experimentais nao
consanguineos apresentam grande variabilidade na expressdo fenotipica da obesidade quando
expostos a condicbes ambientais que favoregcam a mesma. Desta forma, buscamos por diferencas no
padrao de inflamagao do hipotalamo e na expressédo de quimiocinas em duas cepas de camundongos
com perfis metabdlicos e predisposicdo a obesidade diametralmente opostos, sendo eles: o
camundongo Swiss, com grande predisposicao a obesidade e diabetes; e, o camundongo Balb-c,

virtualmente protegido da obesidade e dos disturbios metabdlicos afins.

ldentificamos a quimiocina CX3CL1 (fractalkina) como aquela, dentre as avaliadas, com maior
distincao de sua expressao no hipotalamo entre as duas cepas de camundongos, encontrando-se mais
expressa em Swiss que em Balb-c. Na segunda parte do estudo mostramos que a expressao da
fractalkina é induzida em neurénios do hipotalamo frente a um estimulo com nutrientes ricos em &cidos
graxos saturados. Em cultura de neurdnios, a expresséo de fractalkina é induzida preferencialmente

por TNFa, mas também por palmitato. A inibigdo da fractalkina no hipotdlamo com siRNA protege

camundongos Swiss da intolerancia a glicose e da obesidade induzidas por dieta rica em gordura
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saturada, além de reduzir o recrutamento de células monociticas originarias da medula éssea para o

hipotalamo.

Assim, concluimos que durante as etapas iniciais da inducdo da obesidade, células da
microglia residentes ativam a producao de fractalkina por neurénios do hipotdlamo a qual desempenha
papel importante no recrutamento de novas células monociticas da medula 6ssea, que perpetuarao o
processo inflamatério do hipotalamo caso a exposicao a dieta rica em gordura saturada seja mantida.
A fractakina constitui-se, portanto, num dos mais precoces sinalizadores durante a instalacdo da

inflamagao hipotalamica associada a obesidade.
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Abstract

Studies performed during the last 20 years have shown that obese subjects and experimental
models of obesity present a systemic subclinical inflammation. Our group has shown that in
experimental obesity the hypothalamus is affected by an inflammatory response and the employment of
genetic and pharmacological means to inhibit diet-induced hypothalamic inflammation rescues the
obese phenotype and the metabolic disarrangements commonly associated with obesity. Long-chain
saturated fatty acids present in the diet are amongst the most important inducers of the hypothalamic
inflammation in obesity. The first signs of hypothalamic inflammation can be detected as early as 24 h
after the initial exposure to dietary fats. At least two molecular mechanisms have been shown to play a
role in the induction of the hypothalamic inflammation in obesity; i.e., activation of TLR4 and induction

of endoplasmic reticulum stress.

During the early exposition to dietary fats, resident microglia cells are activated and express
cytokines that eventually can lead to the induction of inflammatory signaling in the neighboring neurons.
The activation of JNK and IKK in neurons results in the induction of hypothalamic resistance to leptin
and insulin and, thus, to the loss of the coordinated control of food intake and energy expenditure. As
hypothalamic inflammation can be induced a few hours after the initial exposure to dietary fats, it has
been suggested that resident microglia are involved in this process. However, as the exposure to
dietary fats persists, changes in the pattern of inflammation take place, which may indicate the
recruitment of new cells to the inflamed site. In the first part of this study, we evaluate the migration of
bone marrow-derived monocytic cells to the hypothalamus of obese animals. Chimera mice were
generated by the transplantation of TLR4-expressing bone marrow into TLR4 defective mice and vice-

versa. The presence of functional TLR4 in bone marrow-derived cells was required for the complete
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expression of the obese phenotype. In addition, diet-induced hypothalamic infiltration with bone
marrow-derived microglia was obtained only in the presence of functional TLR4 in bone marrow-derived

cells.

Because the recruitment of bone marrow-derived monocytic cells to a given anatomical site
depends invariably on the expression of chemokines, we have raised the hypothesis that, during the
initial steps of diet-induced hypothalamic inflammation a (some) chemokine (s) could play an important
role in the progression of the inflammatory activity and, consequently, of the obese phenotype. Both
humans and outbreed experimental animals display a huge phenotypic variability whenever exposed to
environmental conditions that favor obesity. With this concept in mind, we searched for differences in
the patterns of hypothalamic inflammation in two strains of mice with different predispositions to obesity
and metabolic diseases. The Swiss mice which are prone to obesity, and the Balb-c mice, which are

protected from obesity and related metabolic conditions.

We identified the chemokine CX3CL1 (fractalkine) as the one, among those that we evaluated,
with highest distinction on its hypothalamic expression levels between the two mouse strains; being
increased in the hypothalamus of Swiss mice. In the second part of the study we demonstrate that
fractakine is induced in hypothalamic neurons by fat-rich diet. In culture, neurons express fractalkine in
response to a TNFo stimulus preferentially, but also in response to palmitate. The inhibition of
hypothalamic expression of fractalkine by siRNA protects mice from glucose intolerance and diet-
induced obesity. Moreover, under hypothalamic fractalkine inhibition, diet-induced recruitment of

monocytic cells from the bone marrow is severely impaired.

We conclude that during the initial steps of diet-induced hypothalamic inflammation, resident microglia
cells induce the expression of fractalkine by neighboring neurons, which in turn recruit additional

monocytic cells from the bone marrow to maintain the inflammatory process under continuous dietary
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fatty acid exposure. Thus, fractalkine is one of the earliest signals generated in the hypothalamus

during the installation of diet-induced obesity.
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Introducao

A obesidade é definida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como um acumulo
excessivo de gordura corporal levando a piora da qualidade de vida e a um risco aumentado de
desenvolvimento de vérias co-morbidades (1). Sua prevaléncia vem aumentando rapidamente em
varias regides do planeta e no ano de 2008 ja existiam mais de 1,4 bilhées de adultos com sobrepeso
no mundo, sendo 0 numero de obesos em torno de 500 milhdes (2). No Brasil, 0 nimero de individuos
com obesidade ou sobrepeso ja se aproxima de 30% do total da populacao (IBGE, 2010). Projecoes
para o ano de 2030 indicam que mais de 50% da populagdo mundial (3,3 bilhdes de pessoas) seréo
portadores de sobrepeso ou obesidade (2). Para fins de estratificagdo utiliza-se o indice de massa
corporal (IMC), que consiste da divisdo da massa corporal do individuo (Kg) pela altura (em metros) ao
quadrado (A%. Quando este indice é menor que 18,5 o individuo est4 abaixo do peso, entre 18,5 —
25,0 o individuo esta com peso normal, entre 25,0 — 29,9 o individuo esta sobrepeso e quando acima
de 30, ha obesidade, sendo classificada em grau | (30,0 a 34,9), grau 1l (35,0-39,9) ou grau Il (a partir
de 40,0). Entretanto, este indice ndo é capaz de diferenciar massa magra de gordura, e dessa forma
alguns individuos com excesso de massa magra séo classificados como sobrepeso ou com algum
grau de obesidade. Isso demonstra que este indice apesar de bastante utilizado nao reflete a realidade

corporal do individuo.

Além de se confrontar constantemente com o preconceito sociocultural, que valoriza a extrema
magreza como padrdo de beleza, mesmo sabendo que esta ndo reflete o real estado de saude do
individuo, o obeso apresenta um risco maior para o desenvolvimento de outras doengas, como
diabetes mellitus do tipo I, hipertensao arterial, dislipidemias, aterosclerose, esteatose hepatica nao

alcodlica (podendo evoluir para cirrose) e até mesmo alguns tipos de céancer, sendo os mais
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associados o cancer de colon, de mama e de figado (1). O eventual desenvolvimento de uma ou
algumas destas comorbidades resulta ndo apenas em maior sofrimento humano, mas também em
maior gasto com saude publica. Portanto, existe a necessidade de se adotar politicas de saude que
tenham por objetivo prevenir o desenvolvimento da obesidade, além de ser de extrema importancia a

busca por farmacos ou outros meétodos que possam ser utilizados para seu tratamento.

Habitos sedentarios de vida resultantes de atividades profissionais intelectuais aliados a baixa
pratica desportiva, além do aumento do consumo de dietas bastante caldricas, ricas principalmente em
gorduras saturadas, sdo alguns fatores importantes para o0 aumento da prevaléncia da obesidade (3).
Entretanto, o fenétipo obeso decorre ndo apenas dos fatores ambientais, mas da interagcdo desses
com algumas caracteristicas genéticas. Sabe-se hoje que muitos genes estdo envolvidos no
desenvolvimento da obesidade, e que apenas esporadicamente a obesidade decorre da mutacao de
um unico gene (4). Portanto, considera-se a obesidade como uma doenca de etiologia multifatorial

com uma série de predisponentes ambientais associados a varios determinantes genéticos.

Para que ocorra a manuten¢do da massa corporal em um individuo com massa corporal considerada
normal, portanto IMC entre 18,5 — 25,0,& necessario que haja um equilibrio entre consumo caldrico
(ingestao alimentar) e gasto energético (termogénese e atividade fisica). Caso o consumo calérico
exceda o gasto energético, o individuo acumula o excedente na forma de gordura. Se esse
desequilibrio energético persistir, o0 quadro de obesidade ir4 se instalar. O hipotalamo é a regiao do
cérebro que atua de forma mais importante na regulagcdo da homeostase energética. Trata-se de uma
regido bastante pequena localizada na base do cérebro, com aproximadamente 4,0 cm®em humanos.
Dentre outras fungbes exercidas pelo hipotalamo destaca-se seu papel na regulacdo de respostas
autonémicas como atividade de érgaos viscerais, temperatura corporal, sono e vigilia, ingestao hidrica,

diurese, secregdo de hormonios e geracao e regulagao de ritmos circadianos (5).
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O hipotalamo é dividido em trés principais regides responsaveis pelo controle da fome e
saciedade: nucleo arqueado, hipotdlamo lateral e nacleo paraventricular (6, 7). No nucleo arqueado
encontram-se os neurénios de primeira ordem orexigénicos, que produzem 0s neurotransmissores
NPY e AGRP, e os anorexigéncios, que produzem os neurotransmissores POMC e CART (7, 8). Esses
neurdnios emitem projecées para neurdnios de segunda ordem encontrados no hipotalamo lateral,
conhecido como centro da fome, e para neurbnios de segunda ordem do nucleo paraventricular,
também chamado de centro da saciedade. Os neurdnios NPY, AGRP, POMC e CART apresentam
receptores para os hormonios periféricos insulina e leptina (9). A insulina é liberada pelas células-3
pancreédticas em resposta ao aumento de nutrientes circulantes, portanto em situagdes pos -prandiais.

A leptina é liberada pelo tecido adiposo branco em propor¢do a massa corporal deste tecido.

A regulacdo da homeostase energética ocorre, resumidamente, da seguinte forma: em
situagbes pré-prandiais, ou quando a massa de tecido adiposo é reduzida, as concentragbes de
insulina e leptina circulantes s&o baixas, sendo insuficientes para ativar seus receptores presentes nos
neurbnios do nucleo arqueado. Neste contexto, os neurbnios NPY e AGRP emitem projecoes
excitatorias para os neur6nios de segunda ordem presentes no hipotalamo lateral (centro da fome),
secretores dos neurotransmissores orexina e MCH, aumentando a fome e diminuindo a termogénese

respectivamente (8, 10, 11).

Ja em situagbes poOs-prandiais em que o0s estoques energéticos sao satisfatorios, as
concentragdes de insulina e leptina circulantes aumentam chegando ao nucleo arqueado e ligando-se
aos seus respectivos receptores neuronais. Nesta circunstancia, os neurénios POMC e CART emitem
projecOes excitatérias para os neurbnios de segunda ordem localizados no nucleo paraventricular
(centro da saciedade), secretores de CRH e TRH, resultando na diminuicdo da fome e aumento da

termogénese (6, 7, 11). E importante ressaltar que as vias de sinalizacdo da insulina e leptina s&o
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dependentes uma da outra, apresentando uma comunicagao ou cross-talk, no nivel intracelular. No
hipotdlamo a insulina estimula a transcricdo dos neurotransmissores que irdo inibir a fome e induzir a
termogénese, contudo, essa transcricao é feita pela STAT3, uma proteina que atua como fator de
transcricdo, ativa somente na presenca de leptina (12). Dessa forma, é imprescindivel que o
hipotalamo esteja responsivo a ambos os horménios para que seja capaz manter a homeostase

energética.

Entretanto, durante o desenvolvimento da obesidade desenvolve-se um fendbmeno conhecido
como resisténcia hipotaldmica a insulina e a leptina. A resisténcia a tais hormoénios decorre de um
quadro de inflamagao no qual ha um aumento dos niveis hipotalamicos de citocinas, tais como, TNFa,
IL1-B e IL-6, as quais séo produzidas primordialmente por células do sistema imune inato presentes no
hipotalamo, as células da micréglia (13, 14). A exposi¢cao de neurbnios hipotalamicos a estas citocinas
resulta na ativacao da sinalizagao inflamatoria por meio da quinase c-Jun N-teminal (JNK) e a quinase
do inibidor do NF-xB (IKK), o que por sua vez leva a inibicdo das vias de sinalizacado da leptina e
insulina (15). Trata-se, portanto, de um mecanismo similar ao que resulta na resisténcia periférica a

acao dainsulina (15-17).

A resisténcia a agao da insulina em tecidos periféricos, induzida por um estado de inflamagao
subclinica associada a obesidade, ja era conhecida ha algum tempo (15, 18-20). O grupo do
pesquisador Bruce Spiegelman, de Harvard, demonstrou em 1993, a inducédo da expressdo de RNA
mensageiro (RNAm) do fator de necrose tumoral-a (TNF-o) no tecido adiposo de modelos animais de
obesidade e diabetes, além de aumento dos niveis locais e sistémicos da proteina, cuja neutralizagao
provocou um aumento significativo da captacéo periférica de glicose em resposta a insulina (20-22).
Entretanto, somente em 2005 descreveu-se um fendmeno semelhante no hipotalamo (23). Claudio de

Souza e Eliana Aradjo, na época pds-doutorandos no nosso grupo, estudaram o efeito da dieta sobre o

23



padréo de expressao génica no hipotalamo de ratos, e demonstraram um aumento da expressao de
proteinas de resposta inflamatéria, como TNF-a e interleucina-1B (IL-1B) apés 16 semanas de dieta
hiperlipidica (23). Este fendmeno se acompanha da ativagdo de proteinas quinases sensiveis a
inflamagao, como a JNK e IKK. A JNK ativada catalisa a fosforilagdo em serina do IRS, reduzindo a
ativagao da PI3K/Akt, e a inibicdo farmacolégica ou genética da JNK no hipotalamo de roedores
restaura a sinalizacao da insulina (15, 24). A proteina IKK é expressa em neurénios do hipotalamo
mediobasal, mas normalmente encontra-se inativa. Quando ativada, ela fosforila a kB, proteina que
sequestra o NF-kB (fator nuclear-kB) no citoplasma, mantendo-o inativo. A IkB fosforilada é
degradada, liberando o NF-xB para exercer suas acbes. Este entdo transloca-se ao nuicleo e leva a
transcricdo de genes inflamatérios (25, 26). A ativagdo desta via em camundongos leva a reducéo da
sinalizagcao da leptina e insulina no hipotadlamo, resultando em hiperfagia e ganho de peso, enquanto

sua supressao protege contra o desenvolvimento de obesidade (18, 23).

Outro mecanismo pelo qual a inflamagao hipotalamica provoca resisténcia local a leptina e a
insulina € através da inducdo de proteinas como a SOCSS3 (26-29) e a PTP1B (26, 30-32), que
funcionam como inibidores enddgenos e fisiologicos da sinalizagao por estes horménios. A SOCS3
pode se ligar diretamente aos receptores ou suas proteinas sinalizadoras, inibindo-as ou facilitando
sua degradacdo. A expressdo de SOCSS3 no nucleo arqueado do hipotdlamo aumenta em
camundongos submetidos a uma dieta rica em gordura (27). Foi demonstrado ainda que a delecéo de
SOCS3 especificamente em neurdnios resulta em protecao contra a obesidade induzida por dieta (28,
30), enquanto a superexpressdao de SOCS3 em neurbnios POMC induz resisténcia a leptina,
obesidade e intolerancia a glicose (26, 29). A PTP1B inibe a sinalizacao pela leptina e pela insulina por
desfosforilar o receptor de insulina, a JAK2 e outras moléculas sinalizadoras de ambas as vias (31).

Sua expressao no hipotdlamo aumenta em resposta a dieta hiperlipidica e a administracao sistémica
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de TNF-a, e a inibicdo da PTP1B no SNC resulta em resisténcia a obesidade induzida por dieta por
melhorar a sensibilidade hipotalamica a leptina e a insulina (30). Existe ainda outra proteina, a PKC-6
(proteina quinase C-B), que pode mediar os efeitos deletérios da dieta rica em gordura sobre a
sinalizacao adipostatica central (33, 34). Demonstrou-se que a exposicao ao acido palmitico induz a
ativacdo da PKC-6, o que reduz a sinalizagdo da insulina no hipotalamo. Ja o knockdown desta
proteina no nucleo arqueado melhora a sinalizagao da insulina local e a homeostase de glicose na

periferia, além de atenuar o ganho de peso induzido pela dieta (33).
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Figura 1. Mecanismos de inflamagao hipotalamica.
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De acordo com os estudos apresentados acima, observa-se que a manipulacéo dos diversos
mecanismos envolvidos na resisténcia a leptina e a insulina no hipotalamo € capaz de modificar a
adiposidade. Isto sugere que as alteracGes hipotaldamicas ndo sejam apenas uma extensdo da
inflamagao presente na periferia, mas que estejam envolvidas na génese da obesidade em modelos
animais. Outro achado que corrobora esta hipétese é o de que a inflamacéo associada a resisténcia
aos hormoénios adipostaticos no hipotdlamo de roedores em resposta a uma dieta obesogénica

precede o ganho de peso e a inducao do processo inflamatério no tecido adiposo (35).

Entre os potenciais mecanismos primariamente envolvidos na conexao entre a exposi¢cao
nutricional aos acidos graxos e a inflamacao hipotaldmica estdo a ativacdo do Toll-like receptor 4
(TLR4) e o estresse de reticulo endoplasmético (ER) (36). O TLR4 é um receptor de membrana que
faz parte do sistema imune inato, reconhecendo lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede celular
de bactérias gram-negativas. No SNC, sua expressao ocorre predominantemente em células da
micréglia (37). A sinalizagéo pelo TLR4, com indugdo de resposta inflamatdria local, pode ser ativada
pela injecao intracerebroventricular de acidos graxos saturados de cadeia longa, mas ndo por acidos
graxos monoinsaturados (14). A delecao tanto do TLR4 quanto da proteina adaptadora MyD88,
essencial a inducdo de citocinas pré-inflamatérias pelo TLR4, é capaz de proteger contra o
desenvolvimento de resisténcia a insulina e a leptina e de obesidade induzida por dieta (38, 39). O
excesso de nutrientes, particularmente acidos graxos saturados, também pode desencadear um outro
fenébmeno chamado de Estresse de Reticulo (ER), que por sua vez pode ativar vias inflamatérias (36,

40).

O reticulo endoplasmatico é responséavel pela sintese, maturacéo e trafico de uma série de
proteinas. O enovelamento inadequado de proteinas recém-formadas pode ter consequéncias

deletérias a célula, e seu acumulo leva ao inicio de uma resposta adaptativa chamada UPR (unfolded
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protein response), durante a qual a traducao global é reduzida, como parte de uma estratégia biol6gica
que tem por objetivo sanar o problema (36). O ER parece desempenhar um papel fundamental na
indugao de resisténcia a leptina no hipotélamo. Inibidores do ER restauram a sensibilidade a leptina e
levam a diminuicdo do peso em camundongos submetidos a uma dieta rica em gordura, enquanto a

inducédo de ER em neurdnios resulta em resisténcia a leptina e obesidade (41).

Os mecanismos pelos quais o ER é induzido na presenca de dieta hiperlipidica ndo sdo bem
compreendidos. Foi sugerido que os lipidios pudessem afetar diretamente a homeostase do reticulo
endoplasmatico, através da alteragcdo da composicdo da membrana desta organela e deplecdo de
célcio no seu interior (42). No entanto, em estudo realizado por Marciane Milanski, entdo doutoranda
do nosso grupo, demonstrou-se que a inibicdo do TLR4 em animais submetidos a uma dieta rica em
gordura ou que receberam injecdo intracerebroventricular (ICV) de acidos graxos saturados €
suficiente para melhorar o ER, sugerindo ser este um evento secundario a ativagcao do TLR4 (14).
Além disso, em uma linhagem de células monociticas, Andressa Coope, na sua tese de doutorado
realizada em nosso laboratério, mostrou que a ativagao persistente de sinalizagao por meio de TLR4
leva a uma exaustao da capacidade de tamponamento de proteinas no reticulo endoplasmatico devido

a insuficiente produgéo de chaperonas, particularmente GPR94 e GPR78 (43).

Foi demonstrado recentemente em roedores que a dieta hiperlipidica pode estar associada
ainda a perda de neurénios hipotalamicos por apoptose (44). A ativagao de proteinas apoptéticas tem
maior relacao com a composicao da dieta do que com a quantidade de calorias consumidas e com o
peso corporal (44). Além disso, ha uma diferenca nas subpopulagdes de neurfnios afetadas entre
animais que apresentam maior ou menor propensdo ao desenvolvimento de obesidade e diabetes.
Ratos Wistar apresentaram reducao semelhante na expressao de neurotransmissores anorexigénicos

e orexigénicos, enquanto camundongos Swiss, que se tornam obesos com maior facilidade,
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apresentaram niveis diminuidos apenas do peptideo anorexigénico POMC (44). Outro nivel de
regulacéo que pode ser importante no controle da homeostase de energia é a plasticidade sinaptica.
Foi reportado que a dieta e hormdnios metabdlicos periféricos podem influenciar a organizagao das
conexdes sinapticas entre os neurbnios hipotalamicos (45, 46). Alteracdes nestas conexdes,
juntamente com apoptose neuronal, podem estar relacionadas com a dificuldade em reverter
completamente o aumento da adiposidade, mesmo com a cessagcado do estimulo que originou a

inflamagao hipotalamica (47).

As células que compdem o sistema nervoso central podem ser divididas em dois grandes
grupos: neurénios e neuroglia. Os neur6nios sdo as unidades fundamentais, com fungao de receber,
processar e enviar informagdes. Ja a neuroglia € composta por células com fungdes de sustentacéo;
revestimento; modulag@o da atividade neuronal e defesa. Varios tipos celulares sdo encontrados na
neuroglia, sendo eles astrécitos, oligodendrécitos, microgliécitos e as células ependimarias. Os
microgliocitos ou microglia sdo os macréfagos do SNC, portanto, as células do sistema imune desse
tecido, com funcao protetora (48). Sao células pequenas, alongadas e com poucos prolongamentos
(48). Além de fagocitar e destruir antigenos que poderiam causar danos as células, também
apresentam uma fungdo na construcdo do cérebro em recém-nascidos, atuando na maturacédo de
circuitos sinapticos e em seus remodelamentos (49). Neste sentido, investiga-se se defeitos no
funcionamento da micréglia nesta fase inicial da vida poderia ter algum papel no surgimento de

doencas neuroldgicas como autismo, esquizofrenia, Alzheimer e Parkinson (50).

Além da microglia, alguns macréfagos também estéo infiltrados no SNC e o que os diferencia é
que a micrdglia apresenta dois receptores especificos, CX3CR1" e CD45"°", enquanto os receptores
F4/80, CD11b e até mesmo o TLR4 sdo comuns a ambos tipos celulares (50). Podemos encontrar os

seguintes tipos de macréfagos no SNC: macrofago perivascular, presente nos vasos sanguineos de
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pequeno calibre proximos a superficie do cranio; macréfago das meninges, frequentemente
substituido; macréfago do plexo coroide, presente na interface entre o sangue e o fluido

cefalorraquidiano (51).

A microglia apresenta uma menor frequéncia de reposicdo em comparagao com esses tipos de
macréfagos. Para ser reposta, a microglia pode proliferar in situ a partir de regides que apresentam
este tipo celular ainda nao totalmente diferenciado, ou a partir de mondcitos periféricos circulantes que
podem atravessa a barreira hematoencefalica, diferenciando-se em micréglia (52, 53). Essa ultima
alternativa € ainda controversa, pois alguns estudos sugerem que mondcitos ndo ultrapassariam esta
barreira, e que a micrdglia seria originada a partir de macrofagos do saco vitelinico durante a
embriogénese, e ndo de células precursoras da medula, como 0os mondcitos (54). Em contrapartida,
animais que sofrem irradiacao e transplante de medula éssea apresentam células diferenciadas em
microglia provindas de seu doador (55), gerando questionamentos a respeito da possivel ruptura da

barreira hematoencefalica em decorréncia da irradiagéo.

A dindmica temporal e 0 padrao de ativagdo da resposta inflamatéria no hipotdlamo durante as
fases iniciais da obesidade (35) sugerem que células residentes da microglia sejam as primeiras a
detectar a presenca de niveis elevados de &cidos graxos saturados, dando inicio a resposta imune.
Entretanto, a persistir o estimulo, o padréo de resposta inflamatéria sofre modificagdes no seu curso e
intensidade (14, 35). Portanto, é possivel que ocorram integracdes da sinalizagao inflamatéria entre
diferentes células do hipotalamo e/ou recrutamento de novas células para a regido. Na primeira parte
deste estudo nos testamos a hipotese de que células monociticas originarias da medula éssea seriam
recrutadas para o hipotalamo para compor o corpo de células da micréglia envolvidas no
desenvolvimento da resposta inflamatéria durante a instalacdo e progressao da obesidade. Para tal,

realizamos transplante de medula éssea em animais que apresentam mutagdo com perda de funcéo
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do gene tIr4. Esses animais, C3H/HeJ, quando alimentados com uma dieta hiperlipidica ndo ganham
peso e ndo apresentam inflamagao hipotalamica da mesma forma que o seu background, C3H/Hepas.
Irradiamos os C3H/Hed e pela veia da cauda injetamos a medula éssea de C57BL/6 GFP. Apés a
recuperacado dos animais, 0os submetemos a uma dieta hiperlipidica e observamos a presenca de
células GFP em seus hipotdlamos. Realizamos novamente o mesmo experimento, mas agora
injetando medula 6ssea de animais C3H/Hepas (background) nos mutantes C3H/Hed. Os animais
transplantados (C3H/HeJ) também se alimentaram de uma dieta hiperlipidica e ficaram obesos, além
de apresentarem inflamacéao hipotalamica. Assim, quimeras expressando TLR4 funcional somente nas
células originarias da medula 6ssea se tornam suscetiveis a obesidade e inflamagao hipotalamica
induzida por dieta, enquanto quimeras expressando TLR4 ndo funcional somente nas células
originarias da medula 6ssea sdo protegidos da obesidade e inflamacao hipotaldmica induzida por
dieta. Desta forma, concluimos que células originarias da medula 6ssea e expressando TLR4 funcional
participam do processo que leva a definitiva instalagcao da inflamagao hipotalamica induzida por dieta,

e desempenham papel central na génese da obesidade experimental.

Os resultados obtidos na primeira parte do estudo geraram novas questdes: uma vez que
células oriundas da medula éssea s&o necessarias para a expressdo completa do fenétipo de
inflamagao hipotalamica associado a obesidade, quais seriam os fatores envolvidos no recrutamento

destas células para o hipotalamo e qual seu eventual papel na génese da obesidade?

Tanto humanos como animais experimentais ndo consanguineos apresentam grande
variabilidade na expressao fenotipica da obesidade quando expostos a condigbes ambientais que
favorecam a mesma. Desta forma, buscamos por diferengas no padrao de inflamagao do hipotalamo e
na expressao de quimiocinas em duas cepas de camundongos com perfis metabdlicos e predisposicao

a obesidade diametralmente opostos, sendo eles: 0 camundongo Swiss, com grande predisposi¢cao a
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obesidade e diabetes; e, 0 camundongo Balb-c, protegido da obesidade e dos disturbios metabdlicos

afins.

O camundongo Swiss (Swiss albinus) desenvolve uma intolerancia a glicose mesmo quando
em dieta padrao (racao), e quando em dieta hiperlipidica fica rapidamente obeso e resistente a insulina
e a leptina, tornando-se diabético. Esse camundongo desenvolve ainda inflamagao hipotaldmica em
consequéncia da dieta hiperlipidica (17). O camundongo Balb-c diferentemente do camundongo Swiss,
nao apresenta ganho de peso expressivo quando em dieta hiperlipidica (56) e é mais sensivel a
glicose, nao apresentando diabetes tipo Il. Procedemos a caracterizagdo dos modelos animais, e
observamos diferencas metabdlicas entre eles, como ja era esperado. Com relacdo a expressao
génica hipotalamica, encontramos um gene de uma quimiocina que apresentou diferenca na sua

expressao entre os dois modelos. Esse gene foi 0 cx3cl1 que codifica a proteina CX3CL1 (fractalkina).

O nome quimiocina significa citocina quimioatraente. As quimiocinas fazem parte do maior
grupo de citocinas até agora identificado, sendo responsaveis pelo recrutamento e ativacdo de
leucécitos em processos inflamatérios; pela adeséo celular e até mesmo neurogénese (57). Ha
aproximadamente vinte e cinco anos atras foi descoberta a primeira quimiocina, a IL-8 (interleucina
8)/CXCL8, um fator quimi<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>