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Resumo 

 

Nas últimas décadas tornou-se claro que indivíduos e animais obesos apresentam um quadro 

subclínico de inflamação sistêmica. Estudos desenvolvidos em nosso laboratório ao longo dos últimos 

10 anos revelaram que a inflamação do hipotálamo está presente em roedores obesos e sua inibição 

por métodos genéticos e farmacológicos resulta na correção do fenótipo obeso e dos distúrbios 

metabólicos comumente associados à obesidade. Ácidos graxos saturados de cadeia longa presentes 

na dieta parecem ser os principais responsáveis pela ativação da resposta inflamatória no hipotálamo. 

Os primeiros sinais de inflamação podem ser detectados 24 h após a introdução de uma dieta rica 

neste tipo de gordura. Pelo menos dois mecanismos moleculares foram identificados como potenciais 

desencadeadores desta resposta inflamatória, sendo eles; a ativação de receptores TLR4, e a indução 

do estresse de retículo endoplasmático.  

Durante a exposição precoce a uma dieta rica em gordura saturada, células da micróglia 

localizadas no hipotálamo, tornam-se ativas e passam a expressar citocinas que, eventualmente, 

levam a ativação de vias inflamatórias em neurônios da região. A ativação de JNK e IKK em neurônios 

resulta na indução de resistência hipotalâmica à leptina e insulina, e, subsequentemente na perda do 

controle coordenado da ingestão alimentar e do gasto calórico. O fato de se observar ativação 

inflamatória no hipotálamo poucas horas após a exposição aos nutrientes desencadeadores sugere 

que células da micróglia residentes participem deste processo. Entretanto, com a manutenção da 

exposição ocorre uma modificação do padrão inflamatório ao longo do tempo, o que sugere que novas 

células estejam sendo recrutadas. Na primeira etapa deste estudo avaliamos a migração de células 

monocíticas da medula óssea para o hipotálamo em animais alimentados com dieta rica em gordura 

saturada. Para tal, transplantes de medula óssea foram realizados para gerar quimeras expressando 
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saturada, além de reduzir o recrutamento de células monocíticas originárias da medula óssea para o 

hipotálamo. 

Assim, concluímos que durante as etapas iniciais da indução da obesidade, células da 

micróglia residentes ativam a produção de fractalkina por neurônios do hipotálamo a qual desempenha 

papel importante no recrutamento de novas células monocíticas da medula óssea, que perpetuarão o 

processo inflamatório do hipotálamo caso a exposição à dieta rica em gordura saturada seja mantida. 

A fractakina constitui-se, portanto, num dos mais precoces sinalizadores durante a instalação da 

inflamação hipotalâmica associada à 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 





xv 

 

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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Introdução 

 

A obesidade é definida pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como um acúmulo 

excessivo de gordura corporal levando à piora da qualidade de vida e a um risco aumentado de 

desenvolvimento de várias co-morbidades (1). Sua prevalência vem aumentando rapidamente em 

várias regiões do planeta e no ano de 2008 já existiam mais de 1,4 bilhões de adultos com sobrepeso 

no mundo, sendo o número de obesos em torno de 500 milhões (2). No Brasil, o número de indivíduos 

com obesidade ou sobrepeso já se aproxima de 30% do total da população (IBGE, 2010). Projeções 

para o ano de 2030 indicam que mais de 50% da população mundial (3,3 bilhões de pessoas) serão 

portadores de sobrepeso ou obesidade (2). Para fins de estratificação utiliza-se o índice de massa 

corporal (IMC), que consiste da divisão da massa corporal do indivíduo (Kg) pela altura (em metros) ao 

quadrado (A2). Quando este índice é menor que 18,5 o indivíduo está abaixo do peso, entre 18,5 – 

25,0 o indivíduo está com peso normal, entre 25,0 – 29,9 o indivíduo está sobrepeso e quando acima 

de 30, há obesidade, sendo classificada em grau I (30,0 a 34,9), grau II (35,0-39,9) ou grau III (a partir 

de 40,0). Entretanto, este índice não é capaz de diferenciar massa magra de gordura, e dessa forma 

alguns indivíduos com excesso de massa magra são classificados como sobrepeso ou com algum 

grau de obesidade. Isso demonstra que este índice apesar de bastante utilizado não reflete a realidade 

corporal do indivíduo.  

Além de se confrontar constantemente com o preconceito sociocultural, que valoriza a extrema 

magreza como padrão de beleza, mesmo sabendo que esta não reflete o real estado de saúde do 

indivíduo, o obeso apresenta um risco maior para o desenvolvimento de outras doenças, como 

diabetes mellitus do tipo II, hipertensão arterial, dislipidemias, aterosclerose, esteatose hepática não 

alcoólica (podendo evoluir para cirrose) e até mesmo alguns tipos de câncer, sendo os mais 
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associados o câncer de cólon, de mama e de fígado (1). O eventual desenvolvimento de uma ou 

algumas destas comorbidades resulta não apenas em maior sofrimento humano, mas também em 

maior gasto com saúde pública. Portanto, existe a necessidade de se adotar políticas de saúde que 

tenham por objetivo prevenir o desenvolvimento da obesidade, além de ser de extrema importância a 

busca por fármacos ou outros métodos que possam ser utilizados para seu tratamento. 

Hábitos sedentários de vida resultantes de atividades profissionais intelectuais aliados à baixa 

prática desportiva, além do aumento do consumo de dietas bastante calóricas, ricas principalmente em 

gorduras saturadas, são alguns fatores importantes para o aumento da prevalência da obesidade (3). 

Entretanto, o fenótipo obeso decorre não apenas dos fatores ambientais, mas da interação desses 

com algumas características genéticas. Sabe-se hoje que muitos genes estão envolvidos no 

desenvolvimento da obesidade, e que apenas esporadicamente a obesidade decorre da mutação de 

um único gene (4). Portanto, considera-se a obesidade como uma doença de etiologia multifatorial 

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

Para que ocorra a manutenção da massa corporal em um indivíduo com massa corporal considerada 

normal, portanto IMC entre 18,5 – 25,0,é necessário que haja um equilíbrio entre consumo calórico 

(ingestão alimentar) e gasto energético (termogênese e atividade física). Caso o consumo calórico 

exceda o gasto energético, o indivíduo acumula o excedente na forma de gordura. Se esse 

desequilíbrio energético persistir, o quadro de obesidade irá se instalar. O hipotálamo é a região do 

cérebro que atua de forma mais importante na regulação da homeostase energética. Trata-se de uma 

região bastante pequena localizada na base do cérebro, com aproximadamente 4,0 cm3 em humanos. 

Dentre outras funções exercidas pelo hipotálamo destaca-se seu papel na regulação de respostas 

autonômicas como atividade de órgãos viscerais, temperatura corporal, sono e vigília, ingestão hídrica, 

diurese, secreção de hormônios e geração e regulação de ritmos circadianos (5).    
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De acordo com os estudos apresentados acima, observa-se que a manipulação dos diversos 

mecanismos envolvidos na resistência à leptina e à insulina no hipotálamo é capaz de modificar a 

adiposidade. Isto sugere que as alterações hipotalâmicas não sejam apenas uma extensão da 

inflamação presente na periferia, mas que estejam envolvidas na gênese da obesidade em modelos 

animais. Outro achado que corrobora esta hipótese é o de que a inflamação associada à resistência 

aos hormônios adipostáticos no hipotálamo de roedores em resposta a uma dieta obesogênica 

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

Entre os potenciais mecanismos primariamente envolvidos na conexão entre a exposição 

nutricional aos ácidos graxos e a inflamação hipotalâmica estão a ativação do Toll-like receptor 4 

(TLR4) e o estresse de retículo endoplasmático (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 expressão ocorre predominantemente em células da 

micróglia (37). A sinalização pelo TLR4, com indução de resposta inflamatória local, pode ser ativada 

pela injeção intracerebroventricular de ácidos graxos saturados de cadeia longa, mas não por ácidos 

graxos monoinsaturados (14). A deleção tanto do TLR4 quanto da proteína adaptadora MyD88, 

essencial à indução de citocinas pró-inflamatórias pelo TLR4, é capaz de proteger contra o 

desenvolvimento de resistência à insulina e à leptina e de obesidade induzida por dieta (38, 39). O 

excesso de nutrientes, particularmente ácidos graxos saturados, também pode desencadear um outro 

fenômeno chamado de Estresse de Retículo (ER), que por sua vez pode ativar vias inflamatórias (36, 

40).  

O retículo endoplasmático é responsável pela síntese, maturação e tráfico de uma série de 

proteínas. O enovelamento inadequado de proteínas recém-formadas pode ter consequências 

deletérias à célula, e seu acúmulo leva ao início de uma resposta adaptativa chamada UPR (unfolded 
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protein response), durante a qual a tradução global é reduzida, como parte de uma estratégia biológica 

que tem por objetivo sanar o problema (36). O ER parece desempenhar um papel fundamental na 

indução de resistência à leptina no hipotálamo. Inibidores do ER restauram a sensibilidade à leptina e 

levam à diminuição do peso em camundongos submetidos a uma dieta rica em gordura, enquanto a 

indução de ER em neurônios resulta em resistência à leptina e obesidade (41).  

Os mecanismos pelos quais o ER é induzido na presença de dieta hiperlipídica não são bem 

compreendidos. Foi sugerido que os lipídios pudessem afetar diretamente a homeostase do retículo 

endoplasmático, através da alteração da composição da membrana desta organela e depleção de 

cálcio no seu interior (42). No entanto, em estudo realizado por Marciane Milanski, então doutoranda 

do nosso grupo, demonstrou-se que a inibição do TLR4 em animais submetidos a uma dieta rica em 

gordura ou que receberam injeção intracerebroventricular (ICV) de ácidos graxos saturados é 

suficiente para melhorar o ER, sugerindo ser este um evento secundário à ativação do TLR4 (14). 

Além disso, em uma linhagem de células monocíticas, Andressa Coope, na sua tese de doutorado 

realizada em nosso laboratório, mostrou que a ativação persistente de sinalização por meio de TLR4 

leva a uma exaustão da capacidade de tamponamento de proteínas no retículo endoplasmático devido 

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

Foi demonstrado recentemente em roedores que a dieta hiperlipídica pode estar associada 

ainda à perda de neurônios hipotalâmicos por apoptose (44). A ativação de proteínas apoptóticas tem 

maior relação com a composição da dieta do que com a quantidade de calorias consumidas e com o 

peso corporal (44). Além disso, há uma diferença nas subpopulações de neurônios afetadas entre 

animais que apresentam maior ou menor propensão ao desenvolvimento de obesidade e diabetes. 

Ratos Wistar apresentaram redução semelhante na expressão de neurotransmissores anorexigênicos 

e orexigênicos, enquanto camundongos Swiss, que se tornam obesos com maior facilidade, 
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apresentaram níveis diminuídos apenas do peptídeo anorexigênico POMC (44).  Outro nível de 

regulação que pode ser importante no controle da homeostase de energia é a plasticidade sináptica. 

Foi reportado que a dieta e hormônios metabólicos periféricos podem influenciar a organização das 

conexões sinápticas entre os neurônios hipotalâmicos (45, 46). Alterações nestas conexões, 

juntamente com apoptose neuronal, podem estar relacionadas com a dificuldade em reverter 

completamente o aumento da adiposidade, mesmo com a cessação do estímulo que originou a 

inflamação hipotalâmica (47).  

As células que compõem o sistema nervoso central podem ser divididas em dois grandes 

grupos: neurônios e neuroglia. Os neurônios são as unidades fundamentais, com função de receber, 

processar e enviar informações. Já a neuroglia é composta por células com funções de sustentação; 

revestimento; modulação da atividade neuronal e defesa. Vários tipos celulares são encontrados na 

neuroglia, sendo eles astrócitos, oligodendrócitos, microgliócitos e as células ependimárias. Os 

microgliócitos ou micróglia são os macrófagos do SNC, portanto, as células do sistema imune desse 

tecido, com função protetora (48). São células pequenas, alongadas e com poucos prolongamentos 

(48). Além de fagocitar e destruir antígenos que poderiam causar danos às células, também 

apresentam uma função na construção do cérebro em recém-nascidos, atuando na maturação de 

circuitos sinápticos e em seus remodelamentos (49). Neste sentido, investiga-se se defeitos no 

funcionamento da micróglia nesta fase inicial da vida poderia ter algum papel no surgimento de 

doenças neurológicas como autismo, esquizofrenia, Alzheimer e Parkinson (50).  

Além da micróglia, alguns macrófagos também estão infiltrados no SNC e o que os diferencia é 

que a micróglia apresenta dois receptores específicos, CX3CR1hi e CD45low, enquanto os receptores 

F4/80, CD11b e até mesmo o TLR4 são comuns a ambos tipos celulares (50). Podemos encontrar os 

seguintes tipos de macrófagos no SNC: macrófago perivascular, presente nos vasos sanguíneos de 
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pequeno calibre próximos à superfície do crânio; macrófago das meninges, frequentemente 

substituído; macrófago do plexo coroide, presente na interface entre o sangue e o fluido 

cefalorraquidiano (51).  

A micróglia apresenta uma menor frequência de reposição em comparação com esses tipos de 

macrófagos. Para ser reposta, a micróglia pode proliferar in situ a partir de regiões que apresentam 

este tipo celular ainda não totalmente diferenciado, ou a partir de monócitos periféricos circulantes que 

podem atravessa a barreira hematoencefálica, diferenciando-se em micróglia (52, 53). Essa última 

alternativa é ainda controversa, pois alguns estudos sugerem que monócitos não ultrapassariam esta 

barreira, e que a micróglia seria originada a partir de macrófagos do saco vitelínico durante a 

embriogênese, e não de células precursoras da medula, como os monócitos (54). Em contrapartida, 

animais que sofrem irradiação e transplante de medula óssea apresentam células diferenciadas em 

micróglia provindas de seu doador (55), gerando questionamentos a respeito da possível ruptura da 

barreira hematoencefálica em decorrência da irradiação.  

A dinâmica temporal e o padrão de ativação da resposta inflamatória no hipotálamo durante as 

fases iniciais da obesidade (35) sugerem que células residentes da micróglia sejam as primeiras a 

detectar a presença de níveis elevados de ácidos graxos saturados, dando início à resposta imune. 

Entretanto, a persistir o estímulo, o padrão de resposta inflamatória sofre modificações no seu curso e 

intensidade (14, 35). Portanto, é possível que ocorram integrações da sinalização inflamatória entre 

diferentes células do hipotálamo e/ou recrutamento de novas células para a região. Na primeira parte 

deste estudo nós testamos a hipótese de que células monocíticas originárias da medula óssea seriam 

recrutadas para o hipotálamo para compor o corpo de células da micróglia envolvidas no 

desenvolvimento da resposta inflamatória durante a instalação e progressão da obesidade. Para tal, 

realizamos transplante de medula óssea em animais que apresentam mutação com perda de função 
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do gene tlr4. Esses animais, C3H/HeJ, quando alimentados com uma dieta hiperlipídica não ganham 

peso e não apresentam inflamação hipotalâmica da mesma forma que o seu background, C3H/Hepas. 

Irradiamos os C3H/HeJ e pela veia da cauda injetamos a medula óssea de C57BL/6 GFP. Após a 

recuperação dos animais, os submetemos à uma dieta hiperlipídica e observamos a presença de 

células GFP em seus hipotálamos. Realizamos novamente o mesmo experimento, mas agora 

injetando medula óssea de animais C3H/Hepas (background) nos mutantes C3H/HeJ. Os animais 

transplantados (C3H/HeJ) também se alimentaram de uma dieta hiperlipídica e ficaram obesos, além 

de apresentarem inflamação hipotalâmica. Assim, quimeras expressando TLR4 funcional somente nas 

células originárias da medula óssea se tornam suscetíveis a obesidade e inflamação hipotalâmica 

induzida por dieta, enquanto quimeras expressando TLR4 não funcional somente nas células 

originárias da medula óssea são protegidos da obesidade e inflamação hipotalâmica induzida por 

dieta. Desta forma, concluímos que células originárias da medula óssea e expressando TLR4 funcional 

participam do processo que leva à definitiva instalação da inflamação hipotalâmica induzida por dieta, 

e desempenham papel central na gênese da obesidade experimental. 

Os resultados obtidos na primeira parte do estudo geraram novas questões: uma vez que 

células oriundas da medula óssea são necessárias para a expressão completa do fenótipo de 

inflamação hipotalâmica associado à obesidade, quais seriam os fatores envolvidos no recrutamento 

destas células para o hipotálamo e qual seu eventual papel na gênese da obesidade?    

Tanto humanos como animais experimentais não consanguíneos apresentam grande 

variabilidade na expressão fenotípica da obesidade quando expostos a condições ambientais que 

favoreçam a mesma. Desta forma, buscamos por diferenças no padrão de inflamação do hipotálamo e 

na expressão de quimiocinas em duas cepas de camundongos com perfis metabólicos e predisposição 

a obesidade diametralmente opostos, sendo eles: o camundongo Swiss, com grande predisposição a 
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obesidade e diabetes; e, o camundongo Balb-c, protegido da obesidade e dos distúrbios metabólicos 

afins. 

O camundongo Swiss (Swiss albinus) desenvolve uma intolerância à glicose mesmo quando 

em dieta padrão (ração), e quando em dieta hiperlipídica fica rapidamente obeso e resistente à insulina 

e à leptina, tornando-se diabético. Esse camundongo desenvolve ainda inflamação hipotalâmica em 

consequência da dieta hiperlipídica (17). O camundongo Balb-c diferentemente do camundongo Swiss, 

não apresenta ganho de peso expressivo quando em dieta hiperlipídica (56) e é mais sensível à 

glicose, não apresentando diabetes tipo II. Procedemos a caracterização dos modelos animais, e 

observamos diferenças metabólicas entre eles, como já era esperado. Com relação à expressão 

gênica hipotalâmica, encontramos um gene de uma quimiocina que apresentou diferença na sua 

expressão entre os dois modelos. Esse gene foi o cx3cl1 que codifica a proteína CX3CL1 (fractalkina).  

O nome quimiocina significa citocina quimioatraente.  As quimiocinas fazem parte do maior 

grupo de citocinas até agora identificado, sendo responsáveis pelo recrutamento e ativação de 

leucócitos em processos inflamatórios; pela adesão celular e até mesmo neurogênese (57). Há 

aproximadamente vinte e cinco anos atrás foi descoberta a primeira quimiocina, a IL-8 (interleucina 

8)/CXCL8, um fator quimiotático de neutrófilos (58). Até o momento já foram descritas por volta de 

cinquenta quimiocinas e vinte receptores (59). Esse número elevado de quimiocinas existente reflete a 

importância dessas moléculas para a homeostase do sistema imune (60). 

Existem dois grupos de quimiocinas, as inflamatórias que recrutam leucócitos em resposta a 

estresse fisiológico (infecções, por exemplo) a fim de que essa inflamação seja contida; e as 

homeostáticas, que são responsáveis pela manutenção do tráfego de leucócitos e pela formação da 

arquitetura de órgãos linfóides secundários - linfonodos, baço, medula óssea (61, 62). As quimiocinas 

são produzidas nos tecidos por diversos tipos de células em resposta a agentes inflamatórios, 
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antígenos ou citocinas, e geralmente seus receptores encontram-se nos leucócitos (60). Dessa forma, 

podem regular os processos inflamatórios ou perpetuá-los através do constante recrutamento e 

ativação de leucócitos. São proteínas bem pequenas (8-14kDa), bastante conservadas ao longo da 

evolução, com a presença quase ubíqua de quatro cisteínas. Foram classificadas em quatro grupos 

segundo o número ou rearranjo de cisteínas na cadeia peptídica: CXC; CC; XC e CX3C. CXC 

representa que as cisteínas foram separadas por 1 aminoácido; CC que as duas cisteínas são 

adjacentes; XC que a proteína apresenta apenas duas ciesteínas; e por fim, CX3C em que as duas 

primeiras cisteínas são separadas por 3 aminoácidos. Este último grupo é composto por uma única 

quimiocina, a CX3CL1 (57).  

A CX3CL1 foi descoberta no fim dos anos 90, inicialmente chamada de neurotactina. Apresenta 

373 aminoácidos, sendo expressa em fibroblastos, células endoteliais, dendríticas e no SNC em 

neurônios. Pode ser sintetizada como proteína de membrana, apresentando um domínio 

transmembrana em forma de alfa-helix, um domínio extracelular rico em resíduos de mucina, e uma 

cauda intracelular bastante curta; ou solúvel. A forma transmembrana tem função na adesão de 

leucócitos, principalmente ao endotélio inflamado (63). Já a forma solúvel apresenta função 

quimiotática para monócitos, células natural killer e linfócitos T (64). Todas as quimiocinas, inclusive a 

CX3CL1, exercem suas funções através de sua ligação a receptores específicos, que apresentam sete 

domínios transmembrana e são acoplados à proteína G. São classificados segundo o grupo de 

quimiocinas que a eles se ligam, sendo eles CXCR; CCR; XCR e CX3CR. Geralmente cada 

quimiocina se liga apenas a receptores de seu grupo, por exemplo, a CCL2 (MCP-1) se liga ao 

receptor CCR2, mas também ao CCR11. Portanto, uma quimiocina pode se ligar a mais de um 

receptor, mas este deve ser restrito ao seu grupo. Da mesma forma, um receptor pode ter vários 

ligantes, mas restritos ao seu grupo (57).  
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A participação de quimiocinas no desenvolvimento de algumas doenças vem sendo 

amplamente estudada, sendo relacionadas à distúrbios alérgicos (65, 66), dermatites (67), 

aterosclerose (68, 69), diabetes mellitus tipo II e obesidade (70). Um estudo relatou que na ausência 

de expressão de MCP-1 (uma quimiocina que estimula a infiltração de monócitos para regiões 

inflamadas) ou de seu receptor (CCR2), camundongos ficam protegidos do desenvolvimento de 

aterosclerose (71). Outros estudos mostram que a CX3CL1 também está envolvida na formação inicial 

das placas de ateroma por aumentar a ativação, adesão e infiltração de monócitos nessas regiões (69, 

72). Além da formação da placa aterosclerótica, a CX3CL1 também parece estar envolvida em seu 

rompimento. Acredita-se que a CX3CL1 aumente a infiltração de monócitos nessas regiões de placas, 

culminando numa ativação exagerada da resposta imune por estas células, ocorrendo a ruptura (73). 

A participação de quimiocinas no desenvolvimento do processo inflamatório em obesidade e 

diabetes também já foi estudada em alguns contextos. Já se sabia que o aumento de MCP-1 no tecido 

adiposo de obesos era responsável pelo recrutamento de leucócitos a essas regiões, colaborando 

para a inflamação deste tecido e para o desenvolvimento da resistência à insulina (70). Entretanto, a 

ausência de MCP-1 não foi suficiente para limitar a infiltração de macrófagos no tecido adiposo, 

sugerindo que outras quimiocinas estariam envolvidas neste processo (74). Outro estudo (70) mostrou 

que a CX3CL1 pode ser uma das quimiocinas responsáveis pela infiltração de macrófagos no tecido 

adiposo, visto que indivíduos obesos apresentam um aumento desta quimiocina neste tecido. Além 

disso, o estudo também revelou que a concentração plasmática de CX3CL1 está aumentada em 

indivíduos diabéticos.  

As quimiocinas também estão presentes no SNC. A CX3CL1 é produzida por neurônios e se 

liga ao seu receptor CX3CR1 presente na micróglia (75). O RNAm do gene cx3cl1 está presente em 

diversas regiões do SNC, como hipocampo, córtex, bulbo olfatório, hipotálamo, dentre outras (76). 
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Sabendo que a CX3CL1 tem um importante papel em algumas doenças inflamatórias e 

degenerativas do SNC, e tendo conhecimento da relação existente entre inflamação e a obesidade, o 

segundo objetivo deste estudo foi avaliar o papel da quimiocina CX3CL1 no hipotálamo de animais 

propensos e resistentes ao desenvolvimento da obesidade quando desafiados com uma dieta 

hiperlipídica. Acreditamos que ao caracterizar mecanismos geneticamente envolvidos com a 

predisposição ao desenvolvimento dessa doença, contribuiremos para a identificação de potenciais 

alvos terapêuticos.  
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Justificativa 

 

A obesidade é um dos principais problemas de saúde pública mundial. Sua alta prevalência 

decorre de alterações em aspectos comportamentais como alimentação e sedentarismo, associados 

com alguns fatores genéticos relacionados ao desenvolvimento desta doença. Além disso, indivíduos 

obesos têm grande dificuldade de efetuar alterações comportamentais a fim de reverter o quadro, 

contribuindo assim para o crescimento dessa doença. Assim, acreditamos que ao compreendermos os 

mecanismos envolvidos no desenvolvimento da obesidade contribuiremos para a identificação de 

novos potenciais alvos para a abordagem terapêutica.  
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Fractalkine (CX3CL1) is involved in the early activation of hypothalamic inflammation in 

experimental obesity 
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Abstract 

Hypothalamic inflammation is a common feature of experimental obesity. Dietary fats are important triggers of 

this process inducing the activation of toll-like receptor-4 signaling and endoplasmic reticulum stress. Microglia 

cells, which are the cellular components of the innate immune system in the brain, are expected to play a role in 

the early activation of diet-induced hypothalamic inflammation. Here, we use bone marrow transplants to 

generate mice chimeras that express a functional TLR4 in the entire body except in bone marrow-derived cells or 

only in bone marrow-derived cells. We show that a functional TLR4 in bone marrow-derived cells is required for 

the complete expression of the diet-induced obese phenotype and for the perpetuation of inflammation in the 

hypothalamus. In an obesity-prone mouse strain, the chemokine CX3CL1 (fractalkine) is rapidly induced in the 

neurons of the hypothalamus following the introduction of a high-fat diet. The inhibition of hypothalamic 

fractalkine reduces diet-induced hypothalamic inflammation and the recruitment of bone marrow-derived 

monocytic cells to the hypothalamus; in addition, this inhibition reduces obesity and protects against diet-

induced glucose intolerance. Thus, fractalkine is an important player in the early induction of diet-induced 

hypothalamic inflammation, and its inhibition impairs the induction of the obese and glucose -intolerance 

phenotypes.  
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activation of microglia plays an important role in the progression of disease (17). Both resident and bone-

marrow derived monocytic cells can, to a variable degree, exert the inflammatory and immunosuppressive 

actions that are frequently observed in chronic neuroinflammatory conditions (17). The recruitment and 

activation of microglia to the site of damage depends on the expression of chemokines and their receptors (18). 

Fractalkine (CX3CL1) is one of the most important chemokines that are involved in the regulation of 

neuroinflammatory conditions (18; 19). In this context, fractalkine is produced and released by neurons, acting 

as mediator in their talk with glial cells (18; 19).  

In the present study, we first show that bone-marrow derived cells are involved in the activation of diet-induced 

inflammation of the hypothalamus in obesity. Next, we show that saturated fatty acids induce an early 

expression of fractalkine in hypothalamic neurons and that the inhibition of this chemokine reduces diet-

induced hypothalamic inflammation and body mass gain in an obesity-prone strain of mice.  

 

Materials and Methods 

Experimental Animals. Six-week-old (four-week-old for mice that underwent bone marrow transplantation) male 

Swiss, Balb-c, TNFRp55
−/−

, TNFRp55
+/?

, C3H/HeJ, C3H/HeN, IL10
-/-

 or IL10
+/?

 mice were used in this study, which 

was approved by the Ethics Committee of the University of Campinas. Mice were housed in individual cages 

under a controlled temperature (23±2ºC), 12 h light/dark cycles and water and food ad libitum. In some 

experiments, mice were randomly selected for feeding on chow or a high-fat diet (HFD) (Table 1) for 2-8 weeks. 

In some experiments, mice were stereotaxically instrumented using a Stoelting stereotaxic apparatus set  on the 

following coordinates: anteroposterior, 0.0 mm; lateral, 0.0 mm; and depth, 4.8 mm. Single doses of an siRNA 

(SI) against fractalkine or a scrambled control (SC) were delivered through the cannula, which was immediately 

withdrawn. The adequacy of the cannulation procedure was ascertained by randomly selecting some animals for 





44 

 

Blood biochemistry, hormone and cytokine determination. Glucose concentrations were determined in blood 

using a glucometer from Abbott (Optimum, Abbott Diabetes Care, Inc., Alameda, CA, USA). Serum insulin and 

leptin levels were determined using ELISA kits from Millipore (Bi llerica, MA, USA). 

Hyperinsulinemic–euglycemic clamp. Glucose consumption was assessed after a 12-h fast, when the mice were 

anesthetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg body weight) that was injected ip, and catheters were placed 

in the left jugular vein (for tracer infusions) and the carotid artery (for blood sampling), as previously described 

(25). A primed continuous insulin infusion at a rate of 3.6 mU/kg body weight/min was performed to raise the 

plasma insulin concentration to approximately 800–900 pmol/l. Plasmatic glucose concentrations were 

measured in blood samples at 5-min intervals, and 10% unlabeled glucose was then infused at variable rates to 

maintain the plasma glucose at fasting levels. Blood samples were collected before the start and during the 

glucose infusion period (every 30 min) for the measurement of plasma insulin concentrations. All infusions were 

performed using Harvard infusion pumps.  

Immunoblotting. Liver specimens were homogenized by sonication (15s) in an anti-protease cocktail (10 mmol/l 

imidazole, pH 8.0, 4 mmol/l EDTA, 1 mmol/l EGTA, 0,5 g/l pepstatin A, 2 g/l aprotinin, 2.5 mg/l leupeptin, 30 

mg/l, trypsin inhibitor, 200 µmol/l DL-dithiothreitol and 200 µmol/l phenylmethylsulfonyl fluoride). After 

sonication, an aliquot of the extract was collected and the total protein content was determined by the dye-

binding protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Samples containing 50-125µg of protein from 

each experimental group were incubated for 5 minutes at 80°C with 4x concentrated Laemmli sample buffer (1 

mmol sodium phosphate/l, pH 7.8, 0.1% bromophenol blue, 50% glycerol, 10% SDS, 2% mercaptoethanol) and 

then run on 10% polyacrylamide gels at 120 V for 30 min. Electrotransfer of proteins to nitrocellulose 

membranes (Bio-Rad) was performed for 1h at 120V (constant) in buffer containing methanol and SDS. After 

checking the efficiency of transfer by staining with Ponceau S, the membranes were blocked with 5% skimmed 
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Statistical analysis. Results are presented as means ± SE. Levene’s test for the homogeneity of variances was 

initially used to check the fit of data to the assumptions for parametric analysis of variance. When necessary, to 

correct for variance heterogeneity or non-normality, data were log-transformed (27). All results were analyzed 

by t-test or One-way ANOVA and complemented by the Tukey test to determine the significance of individual 

differences. The level of significance was set at p<0.05. The data were analyzed using Statistic for Windows, 7.0 

(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). 

 

Results 

TLR4-expressing bone marrow-derived monocytic cells are required for the induction of the obese phenotype in 

high-fat feeding. A deficiency of TLR4 protects against diet-induced hypothalamic inflammation and obesity (5). 

In the central nervous system, TLR4 is predominantly expressed in microglia cells (28), which potentially place 

these cells in a pivotal position as triggers of hypothalamic inflammation in obesity. Here, we performed bone-

marrow transplants to generate chimeras that expressed functional TLR4 in all cells of the body except those 

derived from the bone marrow and chimeras that expressed functional TLR4 only in bone marrow-derived cells. 

Figure 1A depicts the protocol that was employed to generate the chimeras and controls, and Figure 1B depicts 

PCR-amplified, BstOI-digested fragments that were generated from transcripts of TLR4-deficient and functional 

TLR4-expressing cells, which were used to monitor the efficiency of the transplants at 6 weeks of age. Four 

weeks on a HFD leads to the activation of microglia only in mice that express a funct ional TLR4 (Fig. 1C). 

However, chimeras that only express a functional TLR4 (and GFP) in bone marrow-derived cells present a 

hypothalamic infiltration of active microglia cells upon high fat feeding (Fig. 1D). Chimeras that only express non-

functional TLR4 in bone marrow-derived cells are protected from diet-induced obesity (Fig. 1E-1H), whereas 
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in the arcuate nucleus (Fig. 7A) compared with the controls that were treated with the scrambled RNA. 

Moreover, there were few Iba1-expressing cells in the hypothalamus of siRNA treated mice (Fig. 7B). In 

additional experiments, Swiss mice were treated with siRNA against fractalkine, and after two weeks on the 

HFD, the phenotype of the microglia/macrophage population in the hypothalamus was evaluated by flow 

cytometry. As depicted in Figure 7C, the inhibition of fractalkine resulted in an increased number of cells that 

expressed the anti-inflammatory marker CD206.  

The inhibition of hypothalamic fractalkine reduces diet-induced body mass gain and adiposity. In the 2-week 

protocol, as depicted in Figure 6B, no significant change in body mass was detected; however, a trend, as shown 

in Figure 6P, prompted us to extend the protocol. Therefore, we repeated the intracerebroventricular 

treatments with either siRNA against fractalkine or its scrambled control and monitored the mice for 6 weeks 

(Fig. 8A). The extended time resulted in significant changes in body mass (Fig. 8B-8D) and adiposity (Fig. 8E) 

without any significant modification in caloric intake (Fig. 8F).  

 

Discussion 

Body mass stability is defended by a complex and integrated neuronal circuitry that controls caloric intake and 

energy expenditure (30). Neurons of the hypothalamus are an important part of this circuitry because they are 

capable of sensing the signals that reflect the amount of energy that is stored in the body and of integrating this 

information with effector neurons of other brain regions (1). For most people, and for experimental animals, 

changes in the defended set point of adiposity are rapidly followed by adaptations that gradually lead to a 

return to the original body mass (31-33). However, environmental and genetic factors can act in concert to 

disrupt this stability (1; 8; 30; 34). The increased consumption of dietary fats is an important environmental 

factor that contributes to the rise of obesity in the world (35). Dietary fats, particularly long-chain saturated fatty 
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acids, can trigger hypothalamic inflammation through the activation of TLR4 signaling and through the induction 

of endoplasmic reticulum stress (4-7; 36). Prolonged exposure to this inflamed milieu results in the loss of 

neurons and in the impaired capacity of neuronal regeneration (12; 13). Therefore, it is currently accepted that 

hypothalamic dysfunction that results from prolonged inflammation is an important mechanism that leads to 

obesity (8; 30). 

A recent study has shown that hypothalamic inflammation is rapidly induced after the introduction of a fat -rich 

diet (10). However, upon continuous and prolonged exposure to dietary fats, the expression of inflammatory 

markers undergoes oscillation, fading away during the second and third weeks, and returning and remaining 

elevated thereafter (10). This oscillatory pattern of inflammatory activity has been described in other contexts 

and is the result of a balance between pro- and anti-inflammatory factors that are allied to the recruitment of 

new cells to the affected anatomical site (37; 38). In the present study, we initially asked whether bone marrow-

derived cells would be recruited to the hypothalamus during the induction of diet-induced obesity. To test this 

hypothesis, we took advantage of the paradigm that a functional TLR4 is necessary for the complete induction of 

diet-induced hypothalamic inflammation (5). Using bone marrow transplantation, we produced chimeras that 

expressed functional TLR4 only in bone marrow-derived cells or only in non-bone marrow-derived cells. In 

addition, we produced chimeras expressing GFP only in bone marrow-derived cells. Taken together, the results 

of these experiments showed that bone marrow-derived cells with a functional TLR4 are important for the full 

induction of diet-induced hypothalamic inflammation and the obese phenotype.  

In other inflammatory conditions of the central nervous system, the recruitment of bone marrow-derived cells is 

known to play important roles in the progression of these diseases. For instance, in experimental Parkinson’s 

disease, bone marrow-derived microglia can express the inducible form of nitric oxide synthase, which is an 

important effector of neurodegenerative damage (39). However, cells that migrate from the bone marrow do 
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rapidly interrupted, then the first wave of inflammation can be self-contained (10); however, upon the 

persistence of the dietary-stimulus, a permanent wave of inflammation is warranted by the recruitment of bone 

marrow-derived cells.  

In summary, this study shows that bone marrow-derived cells are important for the progression of the 

inflammatory process in the hypothalamus in diet-induced obesity and that fractalkine plays an important role 

in this process. 
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Table 

Table 1. Macronutrient composition of diets 

 Chow Diet 
1
 High Fat Diet 

Net protein (g %) 22,5 26,0 

Ether Extract (Fat content) (g %) 4,5 35,0 

Carbohydrates (g %) 55,0 26,0 

Fibrous matter (g %) 8,0 6,0 

Ash matter (g %) 10,0 7,0 

Total  100,0 100,0 

Kcal/g 3,5 5,2 

1
 (NUVILAB® Cr-1, Nuvital, PR - Brasil) 
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Apêndice - Materiais e Métodos 

 

3.1 - Animais experimentais 

Os animais utilizados neste trabalho são provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade 

Estadual de Campinas (UNICAMP). Todos foram mantidos em ambiente silencioso, com temperatura 

controlada, em ciclo artificial de 12 horas de período diurno e 12 horas de período noturno. Foram 

seguidas as recomendações do Comitê de Ética em Pesquisa Animal em todos grupos de animais 

experimentais.   

1) C3H/HeJ e C3H/Hepas - Foram utilizados camundongos machos e fêmeas C3H/HeJ (mutantes, 

com perda de função do receptor TLR4) e seu respectivo controle C3H/HePas (selvagem). Os animais 

com 4 semanas de vida foram acomodados em gaiolas coletivas, em número máximo de 5 animais por 

gaiola sendo iniciados em dieta padrão (ração comercial Nuvilab®) até que completassem 5 semanas 

de vida.  

2) C57BL/6 GFP HET – Machos com 4 semanas de vida foram acomodados em gaiolas coletivas, em 

número máximo de 5 animais por gaiola sendo iniciados em dieta padrão (ração comercial Nuvilab®).  

3) Swiss albinus e Balb-c – Foram utilizados apenas os camundongos machos, que foram 

acomodados em gaiolas individuais. Esses animais foram divididos em 4 grupos:  

1) Swiss com dieta padrão (ração - CTR) por 8 semanas e água “ad libittum” 

2) Swiss com dieta hiperlipídica (HFD) por 8 semanas e água “ad libittum” 

3) Balb com dieta padrão (ração - CTR) por 8 semanas e água “ad libittum” 

4) Balb com dieta hiperlipídica (HFD) por 8 semanas e água “ad libittum” 

Nos grupos acima, os animais saíram do desmame e foram iniciados em dieta padrão (ração 

comercial Nuvilab®) até que completassem 5 semanas de vida. Após completas cinco semanas de 
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vida, dois grupos foram iniciados na dieta hiperlipídica (HFD) e outros dois grupos foram mantidos em 

dieta padrão. Esses animais foram mantidos nas dietas acima descritas por um dia; três dias; uma 

semana; duas semanas; quatro semanas e oito semanas, sendo depois utilizados para a realização 

dos experimentos de caracterização metabólica, abaixo descritos.  

4) TNFRp55-/- (TNFR1 KO) e seu controle C57BL/6J – Machos com 4 semanas de vida foram 

acomodados em gaiolas coletivas, em número máximo de 5 animais por gaiola sendo iniciados em 

dieta padrão (ração comercial Nuvilab®) até que completassem 5 semanas de vida. Em seguida, 

foram submetidos à dieta padrão ou à dieta hiperlipídica, até que completassem 8 semanas em HFD. 

Os animais tiveram o hipotálamo extraído e utilizado para análise de genes por PCR em tempo real.  

5) IL-10 KO e seu controle C57BL/6J – Machos com 4 semanas de vida foram acomodados em 

gaiolas coletivas, em número máximo de 5 animais por gaiola sendo iniciados em dieta padrão (ração 

comercial Nuvilab®) até que completassem 5 semanas de vida. Em seguida, foram submetidos à dieta 

padrão ou à dieta hiperlipídica, até que completassem 8 semanas em HFD. Os animais tiveram o 

hipotálamo extraído e utilizado para análise de genes por PCR em tempo real.  
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concentração de 1mM e em seguida receberam ração ou dieta hiperlipídica. Após 3 horas, a ingestão 

desses animais foi medida e comparada com a ingestão obtida no teste com salina.  

 

3.4 – Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (ipGTT) 

Os animais foram colocados em jejum por 4 horas. Em seguida, foi realizada a coleta de 

sangue pela cauda para obtenção da glicemia de jejum (tempo 0) com auxílio de um glicosímetro. 

Posteriormente, injetamos intra-peritonealmente (IP) uma solução de glicose 25%. A glicemia de cada 

um dos animais foi medida nos tempo 30, 60, 90 e 120 minutos. Com esses dados foi feita a área sob 

a curva, na qual é possível estimar o consumo de glicose.   

 

3.5 – Teste intraperitoneal de sensibilidade à insulina (ipITT) 

Os animais foram deixados em jejum por 4 horas. Em seguida, foi realizada a coleta de sangue 

pela cauda para obtenção da glicemia de jejum (tempo 0) com auxílio de um glicosímetro. 

Posteriormente, injetamos IP uma solução de insulina humana 0,5U/Kg. A glicemia de cada um dos 

animais foi medida nos tempo 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. Com esses dados foi calculado o kITT, 

na qual podemos estimara taxa de decaimento da glicose sanguínea ao longo do tempo.  

 

3.6 - Clamp Euglicêmico – Hiperinsulinêmico 

 O clamp foi realizado nos camundongos Swiss albinus e Balb-c após 12 horas de jejum. Eles 

foram anestesiados e submetidos à implantação de cânulas na veia jugular e na artéria femoral. 

Iniciávamos com um “Bolus” de insulina humana (800mU/Kg de peso). Logo após o “Bolus”, esses 

animais passavam a receber insulina a uma taxa constante de 0,018ml/min. A injeção de glicose foi 

iniciada após atingido nível euglicêmico numa taxa necessária para sua manutenção (95-100mg/dl). A 
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ligação inespecífica do anticorpo, seguidas a exposição por 12h a 4°C, em câmara úmida, a um painel 

de anticorpos primários, adicionado a todas as lâminas, que foram posteriormente incubadas com 

anticorpos secundários-conjugados à Rodamina/e ou FITC da empresa Santa Cruz Biotechnology 

(Santa Cruz, CA, USA). Em seguida, as lâminas foram coradas com corante nuclear DAPI e montadas 

adequadamente para análise. As análises e documentação dos resultados foram feitos no microscópio 

Leica FW 4500 B.  

3.12.2 - Imunofluorescência Cultura de Célula 

A cultura de neurônios foi feita em lâmínulas, que foram fixadas com paraformaldeído 4% para 

início do procedimento. Após a fixação, as lamínulas foram incubadas em solução de bloqueio 

(solução basal e leite Molico desnatado 5%) para que a ligação dos anticorpos a proteínas não-

específicas fosse reduzida. As lamínulas foram lavadas com PBS 1X para retirada da solução de 

bloqueio. Em seguida, foram incubadas com os anticorpos específicos, diluídos em solução basal e 

leite Molico desnatado 3%, por 4 horas, sendo todos os anticorpos da empresa Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). 

Ao término da incubação, as lamínulas foram lavadas com PBS 1X, sendo feita incubação com 

anticorpo secundário conjugados à Rodamina/e ou FITC da empresa Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA, USA). A diluição desses anticorpos foi feita em solução basal e leite Molico 3%. Após a 

incubação, as lâminas passaram por nova lavagem com PBS 1X para retirada do excesso de anticorpo 

secundário e então foram analisadas em microscópio confocal.  
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2% de soro fetal bovino. As amostras foram filtradas e centrifugadas para posterior preparação para o 

transplante, conforme protocolo previamente descrito (81).  

 Os animais que sofreram imunoablação de medula foram transplantados com a medula do 

doador específico, conforme os 4 grupos descritos abaixo: 

1) C3H/HeJ (mutantes de TLR4): reconstituídos com a medula um doador C3H/HeJ (mutante de 

TLR4); 

2) C3H/HePas (tipo selvagem): reconstituídos com a medula de um doador C3H/HeJ (mutante de 

TLR4); 

3) C3H/HePas (tipo selvagem): reconstituídos com a medula de um doador C3H/HePas (tipo 

selvagem); 

4) C3H/HeJ (mutantes de TLR4): reconstituídos com a medula um doador C3H/HePas (tipo selvagem);  

Após a ablação da medula e transplante, os animais foram mantidos em mini-isoladores para 

recuperação e tratados com antibiótico diluídos em água 4 dias antes e 1 semana após o transplante.  

Posteriormente, os animais foram alimentados por 8 semanas com ração comercial ou dieta 

hiperlipídica (Tabela 1) e água “ad libitum”.  

 

Swiss albinus e c57 GFP – Os camundongos Swiss albinus também foram imunoblados, conforme 

metodologia acima descrita. Entretanto, receberam pela veia caudal uma quantidade de 5x 106 células 

de medula óssea recém-coletadas dos c57 GFP. Em seguida, foram mantidos na ração e água “ad 

libitum” até completarem 8 semanas de vida e receberam através de injeção única ICV siRNA contra 

CX3CL1 ou Scrambled. Após 48 horas, esses animais foram submetidos à dieta hiperlipídica por 2 

semanas e em seguida utilizados para experimentos de imunoflurescência em microscópio confocal.  
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3.16 – Análise dos resultados  

Para comparações entre as duas cepas de camundongos submetidos a diferentes dietas, foram 

realizadas análises de variância (ANOVA two-way). Para comparação entre a mesma cepa de 

camundongos submetidos à dieta hiperlipídica e ração, realizamos teste t de student. Havendo 

diferença entre os grupos, foram aplicados testes de comparações múltiplas pos hoc Bonferroni. 
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