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RESUMO 

Silva, F.C.. Papel do neuropeptídeo α-MSH na micróglia: implicações 
imunometabólicas.. Dissertação (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) – 
Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas, São Paulo, 2019 

 

A compreensão dos mecanismos da gênese da obesidade, bem como a 

capacidade de reversão do fenótipo obeso, é de extrema importância para a 

prevenção e combate desta patologia e suas comorbidades. O hipotálamo, 

localizado no sistema nervoso central, coordena a homeostase energética, 

através da atuação de duas populações neuronais com funções antagônicas. O 

consumo de dietas ricas em gorduras saturadas promove inflamação 

hipotalâmica e prejudica a sinalização anorexigênica, que possui como efetores 

funcionais os clivados do peptídeo POMC. Sabe-se que a disfunção dos 

neurônios anorexigênicos (neurônios que expressam POMC) ocorre devido a 

instalação do processo inflamatório e em dois níveis distintos: numérico (morte 

celular) e funcional. Os peptídeos clivados de POMC, além de seu papel na 

homeostase energética, apresentam conhecidos papéis anti-inflamatórios. 

Nenhum trabalho até então explorou o impacto da disfunção de tais peptídeos 

na inflamação hipotalâmica. Hipotetizamos que a disfunção de neurônios 

POMC é um dos eventos necessários para a perpetuação e intensificação do 

sinal inflamatório no hipotálamo, uma vez que ocorre diminuição dos níveis 

teciduais de α-MSH, um dos peptídeos clivados a partir de POMC, em 

condições obesogênicas. Avaliamos o papel de α-MSH na função efetora de 

micróglia primária. Nossos dados demonstraram que o α-MSH reduz a 

secreção de citocinas pró-inflmatórias pela micróglia induzida pela ativação 

com LPS devido à atuação do neuropeptídeo no receptor de melanocortina 3 

(MC3R).  O tratamento com α-MSH também aumenta a atividade fagocítica de 

micróglia. Tais efeitos imunorreguladores são dependentes de alterações no 

metabolismo celular, havendo significativa redução da glicólise em células 

tratadas com α-MSH. Porém, não houve participação do metabolismo 

mitocondrial (oxidação fosforilativa e produção de ATP mitocondrial) nos efeitos 

imunorreguladores do α-MSH. Além disso, animais agudamente tratados com 

α-MSH, através de injeção estereotáxica, apresentaram redução da inflamação 
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hipotalâmica, corroborando o fenótipo encontrado em cultura celular. Desta 

maneira, é possível afirmar que o neuropeptídeo α-MSH é modulador da 

micróglia, levando a alterações em sua função efetora em um mecanismo 

dependente de alterações imunometabólicas. 

Palavras chave: hipotálamo, obesidade, micróglia, imunometabolismo. 
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ABSTRACT 

  

Silva, F.C. Role of the neuropeptide α-MSH in microglia; immunometabolic 
implications. Dissertation (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) – 
Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas, São Paulo, 2019 

 

The molecular mechanisms involved in the genesis of obesity are extremely 

relevant for prevention and future treatment of metabolic diseases. The 

systemic metabolic regulation, in mammals, is orchestrated by neurons located 

in the hypothalamus. These neurons are able to sense and integrate peripheral 

signals, which inform the organism its nutritional status. The impairment of 

anorexigenic signals is a multifactorial event and, in diet-induced obesity, is 

mainly induced by the consumption of saturated fatty acids. Effectively, this 

impairment is translated into death and malfunctioning of POMC (Pro-

opiomelanocortin) expressing neurons, triggered by neuroinflammation. 

Microglia are resident macrophages in the central nervous system and are 

directly involved in neuroinflammation. Thereby, microglia activation is an 

essential hub in the genesis of obesity. Our data show that alpha-melanocyte 

stimulating hormone (α-MSH), a POMC-derived peptide, has immunoregulatory 

roles. α-MSH treatment diminished the expression of proinflammatory cytokines 

in primary murine microglia cells, in a mechanism dependent of melanocortin 

receptor 3 – MC3R. Also, α-MSH treatment induced the phagocytic activity of 

microglia, a determinant feature of microglia effector function. We found that the 

immunoregulatory roles of α-MSH in microglia are dependent of 

immunometabolic regulations, centered in damping of glycolytic profile of 

microglia, which is a hallmark of proinflammatory macrophages.  MC3R 

expression is induced by proinflammatory stimuli and is also dependent on 

glycolytic induction. We found that the mitochondrial metabolism is unaltered by 

α-MSH treatment, regardless of LPS activation.  Furthermore, acute α-MSH 

administration into the hypothalamus of mice on high fat diet led to reduction of 

the proinflammatory mediators, as observed in vitro. Thereby α-MSH has anti-

inflammatory properties, translated into damping of the expression of cytokines 

in an immunometabolic dependent pathway. 
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1.Introdução 

A obesidade é caracterizada pelo acúmulo excessivo ou anormal de gordura 

corporal, com extensos prejuízos para a saúde do indivíduo. É uma doença 

multifatorial, que envolve fatores genéticos, endócrinos e ambientais, com 

componentes como aporte/qualidade nutricional e sedentarismo [1, 2]. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), o estabelecimento da 

obesidade é acompanhado por um aumento de risco de outros distúrbios, 

denominados comorbidades; entre eles estão doenças coronarianas, diabetes 

mellitus e alguns tipos de câncer[1, 2].A OMS também estima que em 2015 o 

número de adultos obesos ou com sobrepeso chegou a 3 bilhões, atingindo 

principalmente as sociedades ocidentais [2]. No Brasil, um estudo conduzido 

pelo Ministério da Saúde aponta que 48% da população adulta está com 

sobrepeso (33,1%) ou obesa (15%) [1, 2]. Estudos independentes mostram que 

ambos os gêneros apresentam essa proporção aproximada de indivíduos com 

sobrepesos ou obesos, o que indica que a epidemiologia da obesidade no 

Brasil não é dependente de gênero [1, 2] . O grupo etário de maior destaque 

neste quesito são as crianças e os adolescentes, sendo que aproximadamente 

um terço dos indivíduos desta faixa etária é afetada pela obesidade e 

sobrepeso [3]. 

1.1 Obesidade e Hipotálamo 

A ingestão alimentar é relacionada à obesidade devido ao volume de consumo 

alimentar, bem como a composição e qualidade da dieta. O hipotálamo, 

localizado no sistema nervoso central (SNC) é o principal centro regulador da 

homeostase energética, promovendo o balanço entre ingestão calórica e gasto 
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energético. Nesta região existem populações neuronais distintas que integram 

e coordenam sinais periféricos, informando a respeito do estado nutricional do 

indivíduo. As populações que recebem primariamente estes sinais estão 

presentes no núcleo Arqueado (Arc) e são responsivos a insulina e leptina [4-

12]. Estes dois hormônios atuam em conjunto nos neurônios do Arc, uma vez 

que existe comunicação cruzada entre suas vias de sinalização [13]. A 

população mediadora de efeitos anorexigênicos é caracterizada pela co-

expressão de pro-opiomelanocortina (POMC) e o Transcrito Regulado por 

Cocaína e Anfetaminas (CART) [5-8].  

A população anorexigênica é então ativada durante o período pós-prandial, em 

que existe aumento dos níveis plasmáticos de leptina e insulina. A sinalização 

destes hormônios promove uma cascata de sinalização neuronal, que levará à 

transcrição dos neuropeptídeos anorexigênicos [5-8]. A partir da ação de 

convertases, com destaque para a PC1/3 no hipotálamo médio-basal, o POMC 

é clivado em polipeptídeos funcionais [11]. O  hormônio estimulante de 

melanócitos alfa (α- MSH) é o principal efetor funcional anorexigênico, sendo 

composto por treze resíduos de aminoácidos e amplamente conservado 

evolutivamente [11]. Após sua maturação, o α- MSH é liberado dos terminais 

axonais neuronais e perpetua o sinal anorexigênico, se ligando em neurônios 

de segunda ordem, presentes principalmente no núcleo paraventricular (PVN) 

do hipotálamo [11-13].  As conexões do PVH com o núcleo parabraquial são 

responsáveis pela supressão do apetite; e também a partir do núcleo 

parabraquial existem sinapses com o núcleo do trato solitário que serão 

responsáveis pelas repercussões periféricas da sinalização hipotalâmica, como 

a diminuição da glicemia [11, 14-24].  O α-MSH é o principal ligante de 
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receptores específicos de melanocortinas no hipotálamo, especialmente o 

receptor de melanocortina 4 (MC4R), expresso em tais populações neuronais 

de segunda ordem reponsáveis pela perpetuação do sinal anorexigênico [11-

13]. Desta forma, a este sistema denominamos sistema de melanocortina 

central. 

As populações orexigênicas presentes no Arc possuem maior atividade durante 

o jejum, quando os níveis plasmáticos de leptina e insulina são reduzidos, e 

sua ativação resulta em aumento de fome e diminuição do gasto energético [8]. 

Essas populações são caracterizadas pela expressão de Neuropeptídeo Y 

(NPY)/Proteína Relacionada ao Agouti (AgRP). Os dois neuropeptídeos 

orexigênicos apresentam função redundante [12]. Acredita-se que a ação de 

NPY esteja relacionada com a necessidade mais imediata de consumo 

alimentar, enquanto que as repercussões da sinalização de AgRP tenham 

efeitos a longo prazo [12]. A promoção do apetite pelos neurônios AgRP é 

resultado da inibição da atividade de neurônios POMC (através de sinapses 

gabaérgicas inibitórias) e inibição da atividade das melanocortinas no PVN, 

uma vez que o AgRP é um agonista inverso do MC4R  [25-32]. A conexão 

direta de neurônios AgRP com neurônios do núcleo parabraquial, recentemente 

demonstrada, é um mecanismo pouco conhecido da promoção do apetite 

independente do sistema de melanocortinas [33]. No modelo murino, a 

obesidade induzida por dieta leva à resistência hipotalâmica aos sinais 

induzidos via insulina e leptina. Milanski e colaboradores [34] demonstraram 

que a gordura saturada é o principal indutor deste quadro inflamatório. A 

persistência do processo inflamatório leva à morte neuronal a longo prazo, 

especialmente de neurônios POMC [35]. A regulação anômala de POMC 
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precede a presença de marcadores inflamatórios em um modelo de 

predisposição e propensão a obesidade em camundongos heterogênicos [36]. 

A inflamação crônica de baixo grau é comum nas patologias relacionadas à 

obesidade, atingindo não só o hipotálamo, mas outros tecidos relevantes na 

homeostase energética, como por exemplo o tecido adiposo visceral [37]. Os 

prejuízos acarretados pela neuroinflamação, que levam à uma sinalização 

disfuncional de leptina e insulina, resultam em aumento do consumo alimentar 

e diminuição do gasto energético, que culmina no fenótipo obeso.  

1.2 Micróglia 

A neuroinflamação é o processo de ativação de células do SNC e orquestrado 

por células imunes residentes, como a micróglia. Tipicamente, o processo 

neuroinflamatório é desencadeado pela presença de toxinas, infecções, injúrias 

e autoantígenos.  A micróglia é o macrófago residente do sistema nervoso 

central, responsável pela manutenção da homeostase tecidual, imunovigilância 

e resposta a injúrias [38]. Assim como os demais macrófagos residentes 

teciduais, como as células de Kupffer (fígado) e células de Langerhans 

(epiderme), a microglia não é derivada de células tronco hematopoiéticas, mas 

sim de progenitores eritromielóides na fase fetal [38] . Os progenitores dos 

macrófagos residentes se desenvolvem no saco vitelínico em estágios iniciais 

do período embrionário, e colonizam o tecido em que permanecerão 

posteriormente [38]. Desta forma, estes macrófagos são classificados como 

células de vida longa (do inglês long lived macrophages), uma vez que a sua 

taxa de substituição é extremamente baixa, e nos tecidos em que estão 

presentes um conjunto de seus progenitores é mantido para que se 

autorenovem [38]. 
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A micróglia ativamente molda a arquitetura do SNC no início do período 

embrionário interagindo diretamente com os neurônios, na ausência das 

demais células da glia [39]. A contribuição mais notória da micróglia no período 

embrionário é o controle do número e destino de neurônios no SNC, através 

com da indução de apoptose de progenitores neurais e o engolfamento de 

células mortas [40-42]. A micróglia também é capaz de promover a proliferação 

e maturação de células tronco neurais[39, 43, 44].  No cérebro adulto, a 

micróglia apresenta diversas funções, que contemplam a imunovigilância, 

apoptose de células mortas e participação na modulação de sinapses [38] . 

Os macrófagos periféricos e residentes podem apresentar um grande espectro 

de fenótipos, sendo melhor caracterizados dois estados de ativação, 

denominados M1 (ativação clássica) ou M2 (ativação alternativa) [45-49]. O 

primeiro apresenta ativação através da sinalização das citocinas do perfil Th1 

(como o Interferon gama) e produzem citocinas inflamatórias (TNFα, il-1β, IL-

6). As citocinas do perfil Th2 (como por exemplo IL-4 e IL-13) induzem a 

polarização para o perfil M2, que possui funções reparadoras [45-49]. No caso 

da micróglia, a polarização para um perfil M1 é extremamente precoce na 

obesidade induzida por dieta em relação aos macrófagos de outros órgãos 

metabolicamente relevantes, havendo relatos de ativação do perfil inflamatório 

após um dia de consumo de dieta hiperlipídica [50].  

No SNC, além da regulação da homeostase energética, as melanocortinas – 

peptídeos clivados a partir de POMC – apresentam ação anti-inflamatória, 

através da sinalização dos receptores de melanocortina (MCRs) [51-54]. 

Acredita-se que tais peptídeos possam afetam o perfil inflamatório através de 

quatro mecanismos em macrófagos periféricos: inibição da expressão de 
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citocinas pró-inflamatórias, através da inibição da sinalização de TLR2 e TLR4 

[51] inibição da quimiotaxia para leucócitos [52], indução da expressão de 

citocinas anti-inflamatórias [53] e aumento de fagocitose [54]. Apesar de tais 

relatos, o papel de melanocortinas no contexto da inflamação orexigênica é 

inexplorado ate então.   

 Existem cinco receptores para as melanocortinas descritos (MCR1-5), com 

particularidades em sua distribuição tecidual, bem como afinidade por 

diferentes ligantes [55]. O α-MSH possui afinidade pelo MC1R (presente em 

melanócitos e implicados com a pigmentação do indivíduo), MC3R e MC4R, 

sendo esses dois últimos implicados com a obesidade [56]. A ligação do α-

MSH com estes receptores é responsável pelo aumento citoplasmático de 

adenosina 3’,5’ – monofosfato cíclico (AMPc), que ativará a cascata de 

sinalização mediada pela Proteína Kinase A [57]. Porém, não existem dados 

que apontem qual receptor de melanocortina é responsável pela regulação 

imune no SNC. 

 

 
1.3 Imunometabolismo 

Estudos recentes têm demonstrado que o metabolismo celular é essencial na 

montagem da resposta imune [58-72]. Alterações no metabolismo celular dão 

suporte para que efetores funcionais da resposta inflamatória sejam 

sintetizados, que células migrem para o seu destino de atuação e permitem 

que o programa transcricional da resposta imune seja implementado.  O 

imunometabolismo surgiu como uma fronteira de conhecimento que integra os 

conhecimentos de disciplinas historicamente distintas: o metabolismo e a 

imunologia. O objetivo desta disciplina é a investigação de como as adaptações 
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metabólicas afetam o fenótipo de células imunes e suas implicações para o 

desenvolvimento, proliferação, sobrevivência e diferenciação dessas células.  

Sabe-se que o metabolismo celular não é estático, mas sim um processo 

dinâmico que permite às células adaptarem-se a mudanças no ambiente [5] e 

foram descritas diferenças no metabolismo das células do sistema imune em 

seu estado basal e após a ativação. Macrófagos ativados com LPS, assim 

como macrófagos do perfil M1, apresentam aumento significativo da via 

glicolítica para a geração de ATP, com concomitante interrupção do 

metabolismo mitocondrial [58,59].  O aumento da glicólise tem como racional a 

rápida velocidade de indução desta via [60].  Apesar de amplamente descrito o 

aumento da glicólise em macrófagos M1, os mecanismos que elucidam o elo 

entre reprogramação metabólica e modulação da função efetora ainda não são 

compreendidos.  

Paralelamente, a interrupção do metabolismo mitocondrial (ciclo de Krebs – 

TCA) permite que as células acumulem intermediários metabólicos, utilizados 

posteriormente para a síntese de mediadores inflamatórios; com destaque para 

citrato, itaconato e succinato [58,59]. O acúmulo de citrato leva à lipogênese, 

em que espécies lipídicas pró-inflamatórias são produzidas, e permite a 

produção de óxido nítrico (NO) [60].  O acúmulo de succinato promove o perfil 

pró-inflamatório por diferentes mecanismos.  O acúmulo de succinato aumenta 

sua oxidação, o que acarreta em maior produção de espécies reativas de 

oxigênio mitocondriais (mROS) e consequente estabilização do fator induzido 

por hipóxia 1α (HIF-1α), promovendo o perfil pró-inflamatório [61,62]. O 

succinato também pode ser secretado por macrófagos, e, posteriormente 
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recaptados/reciclado, também atuando na manutenção do fenótipo inflamatório 

[63]. 

Além da indução da via glicólitica, macrófagos M1 apresentam elevado fluxo na 

via das pentoses (PPP), via metabólica necessária para a conversão de 

açucares em nucleotídeos ou proteínas.  Esta indução permite a biossíntese de 

lipídeos, bem como a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), em 

um mecanismo dependente da enzima Óxido Nítrico Sintase (NOS2)  [64-66].  

Tais modulações metabólicas permitem que a célula adquira um potente 

fenótipo pró-inflamatório e atividade microbicida [64-66].  

Recentemente, diversos trabalhos demonstraram que a atividade de enzimas 

glicolíticas suporta o fenótipo de macrófagos M1/ativados com LPS (67-72).  A 

enzima piruvato kinase 2 (PKM2), responsável pela conversão de 

fosfoenolpiruvato em piruvato,  também possui papel fundamental na promoção  

do perfil pró-inflamatório, através da indução de transcrição de interleucinas (IL-

6, IL-1β) (67,68), sendo dependente do fator induzível por HIF-1α, um fator de 

transcrição conhecidamente aumentado em células pró-inflamatórias [68].  

Além da indução transcricional, relatos associam a atividade de PKM2 com a 

clivagem de IL-1β, um mecanismo dependente da maquinaria do inflamassoma 

[71].  

A enzima 6-fosfofruto-2-quinase/frutose-2,6-bifosfatase-3 (PFKFB3), que 

converte frutose-6-fosfato em frutose-1,6-bifosfato, também participa da 

reprogramação metabólica de macrófagos. Sua atividade promove a 

capacidade anti-viral das células, uma vez que permite a produção de 

mediadores que induzirão a captação e eliminação de células infectadas e/ou 
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mortas [69). Finalmente, a enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH), também regula positivamente o perfil inflamatório atuando como 

fator de transcrição da citocina TNF- α [70]. Tais alterações metabólicas, estão 

sumarizadas na Figura 1. 

No entanto, apesar de amplamente descrito o aumento da glicólise em 

macrófagos M1, os mecanismos que elucidam o link entre reprogramação 

metabólica e modulação da função efetora estão em processo de descoberta 

[72]. 

Macrófagos M2 apresentam um perfil metabólico distinto de macrófagos M1 ou 

ativados com LPS [73-80]. Tais macrófagos apresentam indução e 

dependência da glicólise, mas não como fonte de ATP. Alguns trabalhos 

demonstram que o programa transcricional típico de macrófagos M2 é 

dependente da glicólise [73,74]. Em contraste com macrófagos M1 (ou ativados 

com LPS), macrófagos M2 apresentam TCA integro e indução de fosforilação 

oxidativa mitocondrial a fim de obtenção de enregia. Acredita-se que a indução 

da glicólise seja necessária para tais células para a geração de acetil-CoA, um 

intermediário do metabolismo celular, que é diretamente utilizado em 

modificações epigenéticas necessárias para o programa transcricional de 

células anti-inflamatórias [74]. Existe um grande debate em relação ao 

substrato utilizado para abastecer o metabolismo mitocondrial em macrófagos 

M2. Estudos iniciais apontavam que a oxidação de ácidos graxos era 

fundamental para o fenótipo M2 [75,76], mas dados recentes questionam a 

metodologia empregada, e modelos genéticos de deleção de enzimas 

essenciais para a oxidação de ácidos graxos não corroboram a necessidade 

desta via metabólica para o perfil M2 [77,78]. Ip e colaboradores [79] 
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demonstraram que os efeitos anti-inflamatórios da interleucina 10 (IL-10) em 

macrófagos são dependentes de reprogramação metabólica que promove o 

metabolismo mitocondrial.  Estudos do nosso laboratório demonstram que a 

inibição do perfil inflamatório em macrófagos são dependentes de proteção 

ultraestrutural e funcional da mitocôndria [80].  

Apesar de sua relevância para a homeostase do sistema nervoso central, 

poucos trabalhos exploram o imunometabolismo de micróglia até então [81-88]. 

Desta forma, os presentes estudos extrapolam os achados em macrófagos 

para a micróglia. 

Figura 1: Esquema da reprogramação metabólica característica de macrófagos polarizados 

com o perfil M1 ou M2, respectivamente. O perfil M1 é adquirido com a exposição à 
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citocinas/interleucinas pró-inflamatórias (como INFγ e TNF), bem como LPS  e leva a indução 

da via glicolítica e atividade anti-microbicidal. Em contrate, macrófagos M2 é adquirido com a 

sinalização de IL-13/IL-4 e apresentam aumento de metabolismo mitocondrial. EMC = matriz 

extracelular; NO = óxido nítrico; OXPHOS: fosforilação oxidativa; TCA: ciclo do ácido 

tricarboxílico. Retirado de Russel e colaboradores [89]. 

2. Justificativa 

Pacientes obesos apresentam elevadas taxas de recorrência quando 

submetidos a abordagens comportamentais e farmacológicas destinadas ao 

controle do peso. Mesmo pacientes submetidos a cirurgia bariátrica tem 

recorrência superior ao que seria esperado considerando o grau de intervenção 

ao qual são submetidos. Estudos realizados nos últimos 10 anos revelaram que 

tanto modelos animais quanto humanos obesos apresentam perdas funcionais 

e estruturais no hipotálamo, decorrentes da instalação de um processo 

inflamatório no hipotálamo. Desta forma, a busca por mecanismos de resolução 

do processo neuroinflamatório tornam-se de extrema importância como 

abordagem terapêutica à obesidade Hipotetizamos que a disfunção de 

neurônios POMC é um dos eventos necessários para a perpetuação e 

intensificação do sinal inflamatório no hipotálamo, uma vez que ocorre 

diminuição dos níveis hipotalâmicos de α-MSH em indivíduos obesos. Desta 

maneira, investigamos o se o tratamento com o neuropeptídeo α-MSH promove 

alterações na função efetora da micróglia, e se tais alterações metabólicas são 

dependentes de mecanismos imunometabólicos. 

3. Objetivos 

Determinar a participação da sinalização de α-MSH no perfil inflamatório da 

micróglia por: 
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 Avaliar o impacto do tratamento com o neuropeptídeo na produção de 

citocinas e atividade fagocítica das células; 

 Determinar o receptor envolvido na sinalização do neuropeptídeo na 

micróglia; 

 Avaliar se as ações do neuropeptídeo são dependentes de mecanismos 

imunometabólicos. 

4.Material e Métodos 

4.1 Animais 

Foram utilizados camundongos C57BL/6J wild-type (WT) obtidos do Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de 

Laboratório (CEMIB) – CEUA 4814-4. Os animais foram acondicionados em 

microisoladores coletivos, contendo no máximo cinco animais, com ciclo 

artificial claro/escuro de 12 horas, a uma temperatura ambiente constante de 

22ºC e com suprimentos de água e alimento autoclavados ad libitum. Os 

animais foram mantidos no Biotério SPF do Departamento de Genética, 

Evolução, Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia Unicamp. Os 

animais foram sacrificados de 4 a 8 dias após seu nascimento, quando 

utilizados para obtenção de células para experimentos em cultura celular. 

Animais submetidos à dieta obesogênica foram sacrificados com 12 semanas 

de idade  

4.2 Cultivo Celular 

Linhagem celular BV2 
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A linhagem BV-2 foi empregada nos experimentos, cultivadas com  meio RPMI 

1640, suplementado com 10% FBS (Fetal Bovine Serum, Thermo Scientific), 

10000 U/mL de penicilina (Gibco) e 10 ng/mL streptomicina (Gibco). Ao atingir 

confluência de 80% as células foram tripsinizadas, plaqueadas em placas 

apropriadas para microscopia e destinadas para o experimento de Fluorescent 

Lifetime Imaging Microscopy. 

Micróglia primária murina 

Células primárias da micróglia foram isoladas de cérebros de camundongos 

neonatos – 3 a 5 dias de vida. Os animais foram anestesiados com 

isufluoroano, decapitados e o encéfalo foi retirado. O tecido foi dissociado 

mecanimente, cérebros foram dissociados mecanicamente, homogenizadas e 

passadas por um cell strainer de 40µM. As células foram centrifugadas por 7 

minutos a 1000 RPM, ressuspendidas em meio completo para a geração da 

cultura mista de células da glia (astrócitos e micróglia), e quando esta cultura 

atingiu 90% de confluência foi adicionado ao meio 30% (v/v) de meio 

condicionado de L929 por dois dias para induzir a proliferação de micróglia. 

Após esta etapa as células foram dissociadas mecanicamente, sendo, então, 

possível a cultura com alta pureza de micróglia; as células, então, ficaram em 

meio completo por cinco dias consecutivos, e após esse período as células 

estavam prontas para a realização de experimentos. 

Micróglia primária humana 

A obtenção de micróglia primária de humanos foi realizada a partir de amostras 

de autópsias realizadas no Nederlands Herseinstituut, em Amsterdã. No 

momento da autópsia uma porção do cortex occipital foi dissecada e colocada 
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em meio Hibernato A (Invitrogen) e armazenas em 4ºC até o processamento. 

Os vasos do tecido e as meninges foram dissecados e descartados, realizada a 

dissociação mecânica com aparatos cirúrgicos. A dissociação mecânica foi 

seguida por uma dissociação enzimática com tripsina (Invitrogen), na 

concentração final de 0,0125% em meio Hibernato A por 45 minutos, a 37ºC 

em uma plataforma com agitação.  A digestão enzimática ocorreu na presença 

de 33 µg/mL DNAseI (Roche). O processo de digestão enzimática foi inibido 

com a adição de FBS e a suspensão de células foi centrifugada por 10 

minutos1800 RPM 4ºC. O pellet de células foi ressuspendido em meio DMEM 

(Invitrogen) gelado, suplementado com 10%FBS e 1% coquetel de antibióticos. 

Adicionou-se Percoll 100% (GE) e as células foram submetidas à centrifugação 

1800 RPM por 30 minutos. A seleção positiva de micróglia ocorreu através de 

microbeads magnéticas (Miltennyi) – e realizada de acordo com as instruções 

do fabricante. Células vivas foram contadas e plaqueadas em Labteks 

(ThermoFisher), previamente tratadas com poli-D-lisina  (ThermoFisher) 15 

µg/mL. As células foram tratadas como descrito a seguir. 

Tratamentos  

Células foram tratadas com o sintético recombinante [Nle4, D-Phe7]-α-

Melanocyte Stimulating Hormone na concentração de 1µM e designadas no 

texto como “α-MSH”. A ativação com LPS (Sigma, E. coli 0111:B4) foi realizada 

na concentração de 100ng/mL. Em células co-tratadas com α-MSH e LPS, o 

tratamento com α-MSH foi realizado 45 minutos antes do estímulo com LPS. O 

bloqueio químico do receptor de melanocortina 1 foi realizado com o químico 

MSG606 (R&D) na concentração de 10 µM e o bloqueio do receptor de 
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melanocortina 3, com o SHU9119 (Cayman Chemicals), 10 µM. Ambos 

administrados na cultura 45 minutos anteriores ao tratamento com α-MSH.  

Para a inibição da glicólise foi o utilizado o sintético 2-deoxy-glicose (Sigma), 5 

mM. Para a inibição do transporte de piruvato para a mitocôndria, o UK5099 

(Cayman Chemicals) 10 µM. Ambos os tratamentos realizados 1 hora anterior 

aos estímulos com o neuropeptídeo ou LPS. As células foram avaliadas após 

seis horas de tratamento, contadas a partir do estímulo com LPS.  Células 

humanas foram ativadas com TNF- α recombinante (R&D) 50 ng/mL e 

analisadas após 4 horas. 

4.3 Citometria de Fluxo 

As diferentes amostras de células foram processadas para identificação de 

moléculas de superfície e intracelulares. A leitura das amostras foi realizada no 

equipamento BD FACSVerse (BD Biosciences), usando o software FACSuite 

(BD Biosciences). Os resultados obtidos foram analisados no software FlowJo 

(Tree Star, San Carlo, CA). Para a marcação de citocinas intracelulares, as 

células foram tratadas com PMA (50 ng/ml; Sigma-Aldrich) e Ionomicina (500 

ng/ml; Sigma-Aldrich) por 4 horas, com adição de Brefeldina A (10 µg/mL; 

Sigma-Aldrich) nas útimas 3 horas. Posteriormente, foi utilizado o kit BD 

Cytofix/Cytoperm™ conforme descrito pelo fabricante (BD Bioscience) para 

fixação e permeabilização das células. Para os experimentos de função 

mitocondrial foi utilizado o marcador  MitoTracker™ Red CMXRos 

(Thermofisher) para detecção de mitocôndrias com potencial de membrana. A 

marcação foi feita conforme descrito pelo fabricante. Os conjugados de 

anticorpo-fluorocromo (BD/ Biolegend) estão especificados na Tabela 1.  
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Tabela1: Lista de anticorpos utilizados na citometria de fluxo 

Proteína Fabricante Clone Fluorocromo  

F4/80 Biolegend BM8 BV421 

F4/80 Biolegend BM8 PB 

CD11b Biolegend M1/70 APC/Cy7 

TNF-α Biolegend MP6-XT22 PE/Cy7 

IL-1β Biolegend NJTEN3 PE 

IL-12 Biolegend C15.6 APC 

p-ATF1 (S63) BD 90038551 APC 

 

4.4 Dosagem Extracelular de Citocinas 

O ensaio de ELISA foi utilizado para quantificar as citocinas TNF-α, IL-12 e IL-

6. Os kits utilizados foram das empresas Biolegend ou BD Bioscience e 

realizados conformes instruções dos fabricantes. As amostras foram 

provenientes de sobrenadantes de cultura primária de micróglia com seus 

respectivos tratamentos previamente descritos. As amostras tiveram um fator 

de diluição de 25 vezes e foram lidas nas absorbâncias de 450nm e 570 nm no 

aparelho Synergy HT Biotek. 

4.5 PCR em tempo real 

O RNA proveniente das culturas celulares ou do hipotálamo foi extraído 

utilizando-se o kit RNEasy (Qiagen) e quantificado através de 

espectrofotometria no aparelho Nanodrop (Beckman, Fullerton, CA). Após 

constatação de qualidade e pureza, a transcrição reversa do mRNA em cDNA 

foi realizada com 500ng de RNA total utilizando-se o kit Go Script Reverse 



35 

 

 

Transcriptase (Promega Corporation),  conforme descrito pelo fabricante. As 

reações de PCR em tempo real foram realizadas com o RT Real TimeTM 

SYBR Green/ROX PCR master mix (SABioscience) e os equipamento Perkin-

Elmer ABI Prism 7500 Sequence Detection System. O cálculo da quantificação 

relativa (QR) foi realizado pelo método de 2-ΔΔCt e utilizando como gene de 

referência o 18S. O resultado foi calculado com a fórmula ΔΔCt = ΔCt da 

amostra teste – ΔCt da amostra controle, onde ΔCt = Ct gene estudado – Ct 

18s (gene constitutivamente expresso, utilizado como controle interno da 

reação). A sequencia dos genes utilizados estão na Tabela 2. 

Tabela 2: Sequência dos genes-alvo avaliados. 

Gene Foward (3'5') Reverse (3'5') 

MC1R  TGG GCA TCA TTG CTA TAG ACC GCT AAC GGC TGT GTG CTT GTA GTA GGT 

MC3R  CTG CTG CCT GTC TTC TGT TTC T AGA GAA TCT CCT TGA ACG TGT TG 

MC4R CGG ACG GAG GAT GCT ATG AG CGC CAC GAT CAC TAG AAT GTT 

MC5R  CAA GAC CAG AGC CCG GTA AAC CAG GCG CAA AGG TAA GCA TGA TTC T 

NOS2 TGG TGA AGG GAC TGA GCT GT CCA ACG TTC TCC GTT CTC TTG 

TNF-α TAG CCC ACG TCG TAG CAA AC TGT CTT TGA GAT CCA TGC CGT 

IL-1β GGC AGC TAC CTG TGT GTC TTT CCC ATA TGG GTC CGA CAG CAC GAG 

IL-12 ATG ACC CTG TGC CTT GGT AG CTG AAG TGC TGC GTT GAT GG 

IL-6 CTC TGC AAG AGA GACT TCC ATC CA TTG TGA AGT AGG GAA GGC CG 

18S CTC AAC ACGG GAA ACC TCA C CGC TCC ACC AAC TAA GAA CG 

 

4.6 Imunofluorescência 

Após os tratamentos descritos, as células foram fixadas com solução de 

paraformaldeído 4%, por 10 minutos. Após a fixação, as células foram lavadas 
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com tampão PB e posteriormente imersas em solução de peróxido de 

hidrogênio 3% por 10 minutos, e novamente lavadas com tampão PB. As 

células foram incubadas com solução de bloqueio (Albumina sérica bovina 5%, 

0,1% Triton) por 40 minutos em temperatura ambiente, seguida de incubação 

overnight com os anticorpos primários (MC3R, Santa Cruz Biotecnology, 

#sc8990 1:100; COXIV, ThermoFisher, # 60251-1-IG 1:250), diluídos em 

solução de bloqueio. No dia seguinte, as células foram incubadas com 

anticorpos secundários conjugados com AF546 ou AF647 (Life Technologies). 

Em seguida as células foram lavadas, imersas em solução contendo o 

marcador nuclear DAPI (#D1306, Thermo Scientific, MA, USA) e cobertas com 

meio de montagem Prolong (LifeTecnologies).  As imagens foram obtidas 

usando um Microscópio Confocal à laser (SP5, LEICA). 

4.7 Ensaios de Atividade Metabólica 

As células foram coletas após os tratamentos descritos e 2,0 × 105 células 

foram plaqueadas em microplacas de 24 poços do kit Xfe96 em meio próprio 

para o ensaio de glicólise (Glycolytic Stress) ou ensaio de funcionalidade 

mitocondrial (MitoStress) (RPMI modificado para o ensaio de XF), ambos 

provenientes da Seahorse Biosciences (Agilent Tecnhologies), suplementados 

de acordo com as instruções do fabricante. A microplaca foi incubada por 60 

minutos a 37°C em estufa sem CO2 e submetidos a análise da taxa acidificação 

do meio extracelular (ECAR) e taxa de consumo de oxigênio (OCR) em tempo 

real no analisador de fluxo extracelular da Seahorse XF96. Os testes foram 

realizados de acordo com as recomendações do fabricante (Seahorse 

biosciences) utilizando as subsequentes injeções de glicose (10mM), 

oligomicina (1µM) e 2-deoxiglicose (2-DG, 50mM). FCCP (1,5 µM) e 
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rotenona/actinomicina (0,5 µM de cada). Os dados foram analisados pelo 

software Wave Desktop (Agilent Tecnhologies).   

4.8 Fluorescent Lifetime Microscopy 

Células BV2 foram colocadas em cultura e submetidas aos tratamentos 

descritos. Para as medidas, as células foram lavadas e mantidas em meio sem 

fenol red (Gibco). A autofluorescência das células foi determinada com o uso 

do microscópio confocal Zeiss LSM780 NLO. O primeiro parâmetro adquirido 

foi uma curva de emissão espectral. Posteriormente, o espectro obtido foi 

submetido a uma deconvolução espectral para garantir a análise dos maiores 

contribuidores para a autofluorescência. A meia vida da fluorescência foi 

determinada utilizando o sistema Becker &amp; Hickel TCSPC (Time-

Correlated Single Photon Counting) e as curvas analisadas com o uso do 

software SPCImage (Becker &amp; Hickl). 

4.9 Captação de Glicose 

As células foram incubadas em meio completo com 50uM do 2-

NBDG (Thermo) e os anticorpos de superfície e live/dead,  durante 1h a 37°C, 

seguindo as instruções do fabricante. Após lavagem com meio, as células 

foram ressuspendidas em PBS+2% soro fetal bovino e a captação de 2-NBDG 

foi detectada no equipamento BD FACSVerse. 

4.10 Microscopia eletrônica de transmissão: 

Foi realizada no Laboratório de Microscopia Eletrônica do Instituto de Biologia 

da Universidade Estadual de Campinas. Uma monocamada celular crescida 

sobre lamínula de vidro foi fixada com glutaraldeído a 2,5% em cacodilato de 
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sódio a 0,1 M e tampão de CaCl2 a 3 mM e incubada por 1 h em gelo. Após a 

fixação, as amostras foram lavadas em cacodilato de sódio 0,1 M e tampão 

CaCl2 3 mM e fixadas com tetróxido de ósmio 2% em cacodilato de sódio 0,1 

M e tampão CaCl2 3 mM por 30 min e mantidas em acetato de uranila 2% no 

freezer durante a noite. As células foram desidratadas em etanol em gelo. As 

células desidratadas foram infiltradas em resina Epon e colocadas em estufa a 

60 ° C para polimerização por 72 horas. Lâminas ultrafinas de células foram 

cortadas com um micrótomo Leica Ultracut, coradas com acetato de uranila a 

2% e citrato de Reynold e examinadas num microscópio eletrônico de 

transmissão LEO 906-Zeiss a uma tensão de aceleração de 60 kV. 

4.11 Injeções Estereotáxicas 

Os animais foram anestesiados por meio da administração intraperitoneal da 

mistura de cloridrato de quetamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Realizou-

se a tricotomia e antissepsia da cabeça do animal e a mesma foi fixada ao 

aparelho estereotáxico (Model 900LS (Lazy Susan) Small Animal Stereotaxic 

Instrument, Kopf), encaixando as orelhas nos pinos de fixação. Os dentes 

incisivos foram encaixados com o mínimo de inclinação anteroposterior. 

Realizou-se a incisão na pele seguindo o plano sagital mediano da altura dos 

olhos até as orelhas de aproximadamente 1,5 cm de extensão. Com auxílio de 

um cotonete, o periósteo foi divulsionado e a região foi higienizada com água 

oxigenada 5%. O bregma foi localizado e a cânula guia (23 gauge com 14 mm 

de comprimento) já fixada na haste do estereotáxico, foi rebaixada até encostar 

na região da intersecção das suturas frontal e temporal. As medidas: 

anteroposterior (AP), lateral (L) e dorsoventral (DV) -7.18mm foram anotadas. A 

região do lambda foi localizada e os procedimentos realizados no bregma 
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foram repetidos. Verificamos a diferença entre as alturas medidas no bregma e 

no lambda, e no caso desta exceder o valor de 0,2 cm, a inclinação 

anteroposterior da cabeça do animal foi ajustada. O posicionamento da cânula 

retornou ao bregma e abaixamos na intersecção para confirmar a exatidão da 

posição. A partir desse ponto, alcançamos as coordenadas do 3º ventrículo 

sendo estas, AP -1,7 mm, L - 0.2 mm e DV -5.2 mm de acordo com o Atlas 

Paxinos-Watson, e estudos prévios. Após o deslocamento da haste até a 

posição determinada pelas coordenadas anteroposterior e mediolateral, 

abaixamos a haste até que a ponta da agulha alcançasse o osso e marcamos a 

região com caneta. Realizamos a trepanação do local com auxílio da broca 

diamantada ponta esférica (FG All-Prime), acoplada ao micromotor elétrico 

(Micromotor elétrico LB 100, Beltec) em baixa rotação. A microseringa foi 

abaixada até atingir a altura da dura-máter e posteriormente foi rebaixada até a 

coordenada DV estabelecida para o 3V. Foi realizada injeção única com α-MSH 

(2µL) 1µM. Os camundongos foram sacrificados seis horas após a injeção, o 

encéfalo retirado e processado para avaliação da expressão gênica. 

4.12 Análises Estatísticas 

Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão. Após checar a 

distribuição de todos os dados, eles foram analisados por teste-t de Student ou 

por ANOVA de uma variável, seguida pelo teste de Tukey ou pela ANOVA de 

duas variáveis seguida do método de Holm-Sidak para determinar a 

significância das diferenças individuais. O nível de significância adotado foi p 

≤0,05 e os dados foram analisados usando o programa estatístico GraphPAD 

6.0 
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5. Resultados  

5.1 α-MSH exerce efeitos imunoreguladores através do MC3R 

Tendo em vista que a molécula de α-MSH liga-se a diversos receptores de 

melanocortina (MC1R, MC3R, MC4R, MC5R), investigamos se frente a um 

estímulo inflamatório clássico (LPS – 6 horas) há modulação na expressão 

desses receptores. Observamos que células não ativadas não apresentam 

expressão detectável de nenhum dos receptores citados e apenas o MC3R 

apresenta expressão induzida com a ativação por LPS (Figura 2 A-D). A 

expressão proteica do MC3R também foi avaliada através de microscopia 

confocal e a ativação com LPS leva ao aumento da expressão do MC3R 

(Figura 2E). A fim de compreender se a modulação da expressão do MC3R é 

dependente de um mecanismo imunometabólico, utilizamos uma abordagem 

glucoprivativa através da adição do composto 2-DG, previamente à ativação 

com o LPS. O tratamento com 2-DG reverteu a indução da expressão de 

MC3R induzida pelo LPS (Figura 2E). 

Em seguida, investigamos o papel do MC3R nos efeitos imunoreguladores do 

α-MSH, o único receptor de melanocortina em que detectamos modulação 

frente ao estímulo inflamatório.  Diversos estudos relacionam a atividade do 

MC3R como o responsável pelos efeitos anti-inflamatórios descritos da 

sinalização melancortinérgica em macrófagos periféricos [90-92]. A fim de 

determinar a partição do MC3R na sinalização em micróglia, utilizamos o 

inibidor químico SHU-9119, um potente antagonista do MC3R e MC4R [73, 79, 

93-105].  A inibição química do MC3R alterou o padrão de citocinas secretadas 

pela micróglia co-tratada com α-MSH e LPS (Figura 2 F-H). 
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Observamos que o tratamento com α-MSH inibiu a secreção de TNF-α induzida 

por LPS (Figura 2F), uma das citocinas mais relevantes na neuroinflamação 

hipotalâmica [96].  O tratamento com α-MSH diminui a secreção de IL-6 e TNF-

α induzida por LPS, sem alterar a secreção de IL-12 (Figura 1.F-H). No entanto, 

o tratamento com SHU-9119 retorna o padrão de secreção de citocinas ao das 

células ativadas com LPS. Nossos dados também demonstraram que o 

tratamento com α-MSH reduziu a fosforilação de ATF-1 (do inglês, Activating 

Transcription Factor 1) (Figura 2I), um importante componente da sinalização 

pró-inflamatória, especialmente mediada pelo Toll-like receptor 4 (TLR4) [97 - 

99]. Adicionalmente, avaliamos o impacto do tratamento com α-MSH na 

atividade fagocítica (Figura 2J) e observamos que o α-MSH aumentou a 

atividade fagocítica da micróglia, comumente associada com um fenótipo mais 

anti-inflamatório [100].  Desta forma, podemos concluir que os efeitos 

imunoreguladores do α-MSH são dependentes do MC3R e que o tratamento 

com o neuropeptídeo foi capaz de induzir a atividade fagocítica e reduzir a 

secreção das citocinas pró-inflamatórias, as quais encontram-se elevadas em 

hipotálamo de indivíduos obesos [34,35,44]. 
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Figura 2: α-MSH exerce efeitos imunoreguladores através do MC3R.  
Análise da expressão dos receptores de melanocortina em micróglia frente ou não à 
ativação. Avaliação do impacto do tratamento com o neuropeptídeo α-MSH na função 
efetora da micróglia, com inibição química do receptor de melanocortina 3 (SHU9119 - 
10µM).  Expressão gênica de Mc1r (A), Mc2r (B), Mc3r (C) e Mc4r (D) em células 
controles ou ativadas com LPS (100ng/mL).  Expressão proteica de MC3R avaliada 
por microscopia confocal (E) em células controle, ativadas com LPS, e ativadas com 
LPS mas previamente submetidas à uma abordagem glucoprivativa (2-DG, 5mM). 
Secreção de citocinas avaliada por ELISA frente aos tratamentos descritos TNF- α (F), 
IL-12 (G), IL-6 (H).  Nível de fosforilação de ATF-1 avaliado por citometria de fluxo 
após 30 minutos de estímulo com α-MSH (I). Imagens representativas de ensaio de 
fagocitose por captação de microbeads (J). n= 3 – 5/ grupo. Resultados demonstrados 
como média +/- SEM, *p<0,05, de acordo com Anova de uma via ou teste-T. 

 

5.2 α-MSH limita a glicólise induzida por LPS 

A resposta inflamatória leva à reprogramação metabólica da micróglia: células 

ativadas com LPS apresentam indução da via glicolítica, evidenciada pelo 

aumento da captação de glicose e da secreção de lactato e que pode ser 

monitorada por ensaios em tempo real. Desta forma, hipotetizamos que a 

atenuação do perfil inflamatório que observamos estaria associada com a 

redução da glicólise em células tratadas com α-MSH. 

A aquisição e montagem de um perfil pró-inflamatório em células do sistema 

imune está intimamente relacionado com a dependência da glicólise como 

fonte energética [52,53]. Essa mudança é necessária uma vez que uma 

elevada taxa glicolítica fornece intermediários metabólicos para a biossíntese 

de macromoléculas essenciais para a proliferação celular e/ou efetuação da 

resposta imune (citocinas) [54-57]. Desta forma, investigamos se as alterações 

na função efetora em células de micróglia primária frente ao tratamento com α-

MSH são dependentes de alterações imunometabólicas.  

A captação de glicose, determinada através de ensaio com a molécula 

fluorescente 2-NBDG, está aumentada em micróglia ativada com LPS e o 
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tratamento com α-MSH não altera a magnitude da captação em células co-

tratadas (Figura 3A). A dosagem do lactato no sobrenadante das células, que é 

diretamente proporcional ao nível de glicólise anaeróbia, mostrou que a 

ativação com LPS leva a um aumento da glicólise, o qual é normalizado com o 

tratamento com α-MSH (Figura 3B). A microgila também foi submetida ao teste 

de monitoramento do metabolismo em tempo real (Seahorse) (Figura 2C). 

Neste ensaio, a taxa de acidificação extracelular (ECAR) – que é proporcional 

aos níveis de lactato no sobrenadante celular – é avaliada. Dois pontos foram 

avaliados, (i) ECAR basal (medida de ECAR anterior à adição de qualquer 

componente modulador da via glicolítica nas células) e (ii) glicólise (aqui 

consideradas como o ECAR após à injeção de glicose nas células, de acordo 

com recomendação do fabricante do teste).  Não foram considerados os dados 

de reserva glicolítica (ECAR após a injeção de oligomicina subtratido do ECAR 

basal (Figura 3C). Observamos que o ECAR basal estava aumentado em 

células ativadas com LPS, sendo reduzido com o tratamento com α-MSH 

(p=0,06), demonstrando que a glicólise aumentada foi revertida com o 

tratamento com α-MSH (Figura 3C). Por outro lado, a inibição da glicólise 

através de uma abordagem glucoprivativa (2-DG) leva à inibição da resposta 

pró-inflamatória de macrófagos e à diminuição na secreção de citocinas [53-

66]. Dessa forma, avaliamos e comparamos o padrão de secreção de citocinas 

de células ativadas com LPS, com ou sem glucoprivação, e co-tratadas com α-

MSH. O padrão encontrado foi que a secreção de citocinas inflamatórias 

induzida por LPS foi diminuído em magnitudes semelhantes tanto na presença 

do neuropeptídeo quanto com a abordagem glucoprivativa (Figura 3D); a 

ativação com LPS levou ao aumento da frequência de células produtoras de IL-
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12, IL-1β e TNF-α e o tratamento com o neuropeptídeo ou com o composto 2-

DG reduziram significativamente a porcentagem de células produtoras de tais 

citocinas. 
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Figura 3: α-MSH limita a glicólise induzida por LPS. Avaliação do perfil glicolítico de 

micróglia nos tratamentos propostos. Ensaio de captação de glicose fluorescente – 2-NBDG. 

Concentração de lactato no sobrenadante celular (B). Monitoramento do metabolismo da 

micróglia em tempo real – avaliação da taxa de acidificação extracelular ECAR (C). Expressão 

intracelular de citocinas em microglia controles, ativadas com LPS (com ou sem abordagem 

glucoprivativa) e cotratadas com α-MSH e LPS (D). n= 3-5. Resultados demonstrados como 

média +/- SEM, *p<0,05, de acordo com Anova de uma via ou teste-T. 

5.3 O tratamento com α-MSH não leva a alterações no metabolismo 

mitocondrial de micróglia 

A aquisição de um perfil anti-inflamatório está usualmente associada a uma 

reprogramação metabólica em que o metabolismo mitocondrial é favorecido 

[99-105].  Estudos iniciais indicavam a oxidação de ácidos graxos como a 

principal via metabólica em macrófagos M2 [102, 106], porém atualmente 

existe um grande debate da participação desta via metabólica para a função 

efetora destas células e destaque para o metabolismo de glicose direcionado 

para a fosforilação oxidativa mitocondrial (OXPHOS) como o principal eixo 

metabólico engajado na reprogramação de células M2 [77, 107]. 

Uma vez observada a inibição do perfil pró-inflamatório, associado com a 

redução da glicólise anaeróbia, investigamos possíveis modulações no 

metabolismo mitocondrial frente ao tratamento com α-MSH.  Com o objetivo de 

determinar se a OXPHOS é diferencialmente regulada entre os tratamentos 

explorados, utilizamos a probe comercial Mitotraker Red CMXRos.  O acúmulo 

da probe (e consequentemente a intensidade de seu sinal) é dependente de 

potencial de membrana mitocondrial; sendo assim, células em que existe maior 

OXPHOS apresentam maior metabolismo oxidativo.  Observamos que nem a 
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ativação com LPS ou o co-tratamento com α-MSH e LPS levaram a mudanças 

na intensidade do sinal da probe (Figura 4A). Em seguida, as células foram 

submetidas novamente ao teste de monitoramento do metabolismo em tempo 

real (Seahorse, Agilent) (Figura 4B). Porém, neste ensaio, a taxa de consumo 

de oxigênio (OCR) foi avaliada. Dois pontos do teste comercial foram 

analisados: (i) OCR basal (medida de OCR anterior à adição de qualquer 

componente modulador do metabolismo mitocondrial nas células) e (ii) 

respiração máxima (OCR após à injeção de cianeto de carbonila-4-fenil-

hidrazona - FCCP nas células, de acordo com recomendação do fabricante do 

teste).  Condizente com os dados de Mitotracker RED CMXRos, não houve 

modulação no OCR basal ou de respiração máxima (Figura 4B).  Em seguida, 

inibimos quimicamente o transportador mitocondrial de piruvato com o 

composto UK5099, na intenção de bloquear o metabolismo oxidativo e avaliar o 

impacto desta inibição na produção de citocinas pela micróglia. Novamente, a 

ativação com LPS levou ao aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias 

(IL-12, IL-1β, TNF-α), que foi revertido pelo tratamento com α-MSH; no entanto, 

a inibição da OXPHOS foi irrelevante nas células co-tratradas com α-MSH e 

LPS (Figura 4C). Além disso, a expressão da enzima citrato c oxidase (COXIV), 

componente da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, permaneceu 

inalterada entre os grupos analisados (Figura 5A).  Uma vez que forma e 

função da mitocôndria estão intimamente associadas [103], decidimos analisar 

se a morfologia mitocondria apreentava alteração nos grupos estudados 

através de microscopia eletrônica. A ativação com LPS leva ao aparecimento 

de mitocôndrias sem cristas definidas, quando comparadas com o controle 

(Figura 5B), assim como descrito anteriormente [80]. O tratamento com o 
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conforme descrição. Barra de escala de 500 nM. Resultados apresentados como 

média +/- SEM. *<0,05. N= 3-5One way Anova. 

Também observamos que o tratamento com α-MSH reduziu a expressão 

gênica da enzima óxido nítrico sintase induzível (NOS2/iNos) induzida por LPS 

em células murinas (Figura 6A). A iNOS é uma enzima chave na aquisição do 

perfil pró-inflamatório por macrófagos, com participação fundamental na 

reprogramação metabólica [60]. Uma vez que a atividade de iNOS está 

relacionada com o balanço REDOX da célula, investigamos a produção de 

espécies reativas de oxigênio mitocondriais (mROS) em células murinas 

(Figura 6B). O tratamento com LPS reduz a produção de mROS, mas a adição 

de α-MSH reverte a redução de mROS causada pelo tratamento com LPS. 

Esses dados indicam que o α-MSH não leva a alterações no metabolismo 

mitocondrial em células murinas. O bloqueio da fosforilação oxidativa não 

impacta a produção de citocinas em células co-tratadas com α-MSH e LPS, 

indicando que a reprogramação metabólica que essas células sofrem estão 

centradas na glicólise. Os dados de mROS dão indícios de que o α-MSH pode 

levar a alterações no estado REDOX mitocondrial, mas os impactos de tal 

modulação ainda não são claros. Desta forma, é possível concluir que o 

tratamento com α-MSH não promove imunorregulação através de modulações 

mitocondriais. 
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Figura 7: α-MSH atenua inflamação hipotalâmica induzida por dieta hiperlipídica 
Avaliação da expressão gênica de marcadores inflamatórios após injeção aguda de α-
MSH em animais alimentados por quatro semanas em dieta padrão ou dieta 
hiperlipídica.   A expressão gênica de citocinas e HIF-1 α (A-D) e de marcadores de 
macrófagos M2 (E-G) foi avaliada 6 horas após a injeção estereotáxica do 
neuropeptídeo. Resultados apresentados como média +/- SEM. n=3-5 *<0,05. One 
way Anova.  

 

5.5 Micróglia de humanos é responsiva ao tratamento com α-MSH 

Humanos obesos apresentam disfunção do sistema melanocortinérgico [109-

111] . Investigamos se a micróglia humana era responsiva ao tratamento com 

α-MSH. O tratamento com TNF-α foi escolhido como estímulo inflamatório, pois 

tais células não são responsivas a LPS [112]. Uma vez que macrófagos 

humanos não dependem de glicólise para a montagem da resposta inflamatória 

[113], analisamos parâmetros mitocôndriais das células obtidas e submetidas 

aos tratamentos.  A expressão de COXIV não foi alterada frente aos estímulos 

com α-MSH ou TNF-α sozinhos, mas células co-tratadas apresentam uma 

maior expressão deste fator (Figura 8A). Em seguida, investigamos a 

expressão da enzima NADPH oxidase 2 (NOX2) em micróglia primária de 

humanos. A atividade de NOX2 leva ao aumento de intermediários oxidativos, 

com envolvimento da modulação de vias metabólicas [50, 114-116].  O 

tratamento com TNF-α elevou a expressão de NOX2, o que não foi revertido 

com o tratamento com α-MSH (Figura 8B).  A partir deste dado podemos 

concluir que as células da micróglia humana são responsivas ao α-MSH, ao 

menos quando ativadas. É possível concluir também que o tratamento com α-

MSH leva a mudanças imunometabólicas dependentes do metabolismo 

mitocondrial, diferentemente do que ocorre com células murinas. 
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Ratificando nossa hipótese de que o neuropeptídeo α-MSH apresenta ação 

anti-inflamatória e de que a diminuição de seus níveis teciduais contribuam 

para a inflamação orexigênica, nossos dados indicam que o tratamento com α-

MSH diminui a produção de citocinas pró-inflamatórias induzidas por LPS em 

células primárias de micróglia. Observamos redução significativa na secreção 

de TNF e IL-6, ambas componentes da resposta inflamatória hipotalâmica 

durante a obesidade [117, 118].  Investigamos através de qual receptor o 

neuropeptideo α-MSH apresenta efeitos anti-inflamatórios e observamos que o 

MC3R é modulado positivamente frente a estímulos inflamatórios e sua inibição 

reverte os efeitos na secreção de citocinas promovida pelo tratamento com o 

neuropeptídeo. O MC3R é o receptor pelo qual o α-MSH atua em macrofagos 

periféricos  também [51-56]. Tais dados reforçam nossa hipótese de que o α-

MSH é um potencial imunoregulador no hipotálamo, afetando diretamente a 

produção de mediadores inflamatórios. 

Nossos dados ainda indicam que o tratamento com o neuropeptídeo promoveu 

a atividade fagocítica da micróglia, uma característica típica de células 

reguladoras (107) e de extrema importância para o funcionamento 

homeostático do SNC (40-42).  

A efetuação da resposta imune está intimamente associada com a 

reprogramação metabólica de células imunes [62,79]. De maneira simplificada, 

micróglia M1 apresentam dependência da via glicolítica como fonte de ATP e 

micróglia polarizada para M2 apresentam indução e dependência do 

metabolismo mitocondrial [73-80]. Desta maneira, exploramos se o tratamento 

com o neuropeptídeo α-MSH atuava na micróglia através de modulações 

imunometabólicas. Uma vez que observamos a atenuação da resposta 
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induzida por LPS, investigamos o perfil glicolítico da micróglia frente ao 

tratamento com o neuropeptídeo.  O tratamento com o neuropeptídeo reduz a 

glicólise induzida por LPS, evidenciada por menor concentração extracelular de 

lactato e ensaios de metabolismo em tempo real. O tratamento com α-MSH 

levou ao mesmo padrão de expressão de citocinas que uma abordagem 

glucoprivativas. Dessa maneira é possível determinar que os efeitos 

imunoreguladores do α-MSH são dependentes de alteração no metabolismo 

celular, e centradas na redução da glicólise. 

O aumento da função mitocondrial é característico de células imunes com 

fenótipo anti-infamatório [73-80].  A inibição da expressão/secreção de 

citocinas pró-inflamatórias combinada com a redução da glicólise nas células 

co-tratadas com o α-MSH e LPS nos levou a investigar se o metabolismo 

mitocondrial é modulado frente aos tratamentos propostos. Nossos dados 

indicam não haver modulação do metabolismo mitocondrial em nenhum dos 

grupos tratados. Foram avaliados potencial de membrana mitocondrial, ensaios 

de metabolismo em tempo real e padrão de expressão de citocinas das células 

frente ao tratamento com inibidor químico da oxidação fosforilativa. A nível 

estrutural, a mitocôndria de células ativadas com LPS apresentam mitocôndrias 

fusiformes e com cristas pouco definidas, evidenciando dano funcional; células 

co-tratadas com o neuropeptídeo e LPS não apresentam diferença entre si.   

Em conjunto, tais dados demonstram que a modulação metabólica associada 

ao tratamento com o neuropeptídeo são independentes da funcionalidade 

mitocondrial. Esse resultado sugere que o α-MSH atua como atenuador do 

processo pró-inflamatório, sem necessariamente induzir um fenótipo anti-

inflamatório clássico. 
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A fim de explorar a relevância fisiológica dos nossos dados obtidos em cultura 

primária de micróglia, optamos por utilizar camundongos alimentados com dieta 

padrão ou dieta hiperlipídica, como modelo de inflamação hipotalâmica. Ambos 

os grupos foram submetidos a injeção aguda, através de cirurgia estereotáxica, 

do neuropeptídeo, segundo doses estabelecidas na literatura [119].  Os 

achados são coerentes com os dados de cultura celular: existe redução da 

expressão de citocinas inflamatórias no tecido hipotalâmico, desacoplado da 

indução de expressão de marcadores típicos de células M2.  Dessa maneira, 

sugerimos que o neuropeptídeo apresenta papel na homeostase tecidual, além 

da clássica função anorexigênica, atenuando possíveis sinais inflamatórios que 

eventualmente chegam ao hipotálamo, como nutrientes [120] ou leptina [121]. 

Vale ressaltar que as demais células do microambiente hipotalâmico são 

resposnivas ao neuropetídeo [108], e podem contribuir com o fenótipo. Porém 

nossos dados em cultura celular apresentam um padrão similar, sugerindo uma 

participação da sinaliazação de α-MSH na micróglia promovendo a atenuação 

da inflamação hipotalâmica. 

 Por fim, tivemos a oportunidade de explorar a responsividade de micróglia 

humana ao tratamento com o α-MSH. Nossos dados demonstram que tais 

células são responsivas ao neuropeptídeo, observamos que as modulações 

imunometabólcias envolvidas nesta regulação são distintas entre o modelo 

murino e humano; condizendo com dados da literatura. Tal dado dá uma 

perspectiva translacional ao nosso estudo. Humanos apresentam disfunção do 

sistema de melanocortinas concomitante à ativação da micróglia no hipotálamo 

em condições obesogênicas [109-111].  Entretanto, os mecanismos 

imunoregulatórios que governam macrófagos em humanos e no modelo murino 
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são diferentes [113]. É importante ressaltar também que as células de 

humanos foram ativadas com TNF, uma vez que as células humanas não são 

responsivas ao LPS [112]. Portanto é possível que as diferenças de regulação 

imunometabólicas encontradas entre as duas espécies estejam relacionadas a 

cascatas de sinalizações distintas que ambos sinais – TNF e LPS – ativam nas 

células. Não tivemos a oportunidade de explorar de maneira mais profunda o 

impacto do neuropeptídeo na função efetora de micróglia humana, portanto 

mais estudos são necessários a fim de se determinar o potencial terapêutico do 

α-MSH em células humanas. 

Desta forma, exploramos o papel do neuropeptídeo como imunoregulador e 

estabelecemos que tais modulações ocorrem em um mecanismo 

imunometabólico. Também foi estabelecido um link translacional para o estudo, 

que precisa ser melhor explorado.  
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7. Conclusão 

Pudemos estabelecer indícios de efeitos imunoreguladores em micróglia 

humana. Portanto, o neuropeptídeo α-MSH inibe a ativação da micróglia, e, 

consequentemente, tem promove redução da inflamação hipotalâmica induzida 

por obesidade induzida por dieta.  
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