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RESUMO  

O hipotálamo é uma região cerebral fundamental na detecção e na integração 

de sinais nutricionais e hormonais da periferia, proporcionando mudanças 

fisiológicas adequadas para a manutenção da homeostase energética, além de estar 

envolvido em outras funções essenciais aos organismos, tais como a regulação do 

balanço energético, da temperatura corporal, do ritmo circadiano e da reprodução. O 

hipotálamo também é uma estrutura crucial durante o envelhecimento, em virtude do 

papel dominante que desempenha no organismo e, considerando-se o aumento da 

expectativa de vida da população mundial, entender as alterações ocorridas nesta 

região cerebral pode ajudar a elucidar mecanismos patofisiológicos de doenças 

neurometabólicas, bem como levar a uma melhora na qualidade de vida dos 

indivíduos. Os astrócitos hipotalâmicos desempenham várias funções que podem 

afetar diretamente a homeostase energética, pois estas células estão envolvidas na 

detecção e no transporte de nutrientes, e expressam receptores para hormônios 

metabólicos e neuropeptídios, podendo modular a atividade dos neurônios 

responsáveis pelo controle do apetite e saciedade. Além disso, este tipo celular 

participa da resposta inflamatória na região hipotalâmica, podendo levar à 

resistência à leptina e à intolerância à glicose. Dessa forma, o objetivo deste estudo 

foi avaliar as características morfofuncionais de culturas primárias de astrócitos 

hipotalâmicos de ratos Wistar recém-nascidos, adultos e envelhecidos (1-2 dias, 90 

dias e 180 dias, respectivamente). Foram observadas alterações idade-dependentes 

na regulação da homeostase glutamatérgica, biossíntese da glutationa, perfil de 

aminoácidos, metabolismo da glicose, suporte trófico, resposta inflamatória e 

sensibilidade à leptina. Além disso, verificou-se que importantes vias de sinalização, 

tais como Nrf-2/HO-1, p38 MAPK, NFκB, COX-2, iNOS e PI3K/Akt, apresentaram 

alterações com o passar da idade. Portanto, este estudo evidencia que a capacidade 

homeostática dos astrócitos hipotalâmicos se mostra alterada ao longo do processo 

de envelhecimento e que, consequentemente, estas células podem estar envolvidas 

no desenvolvimento de distúrbios metabólicos, tornando-se alvos terapêuticos em 

potencial. 
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ABSTRACT  

 The hypothalamus is a fundamental brain region in the detection and 

integration of nutritional and hormonal signals from the periphery, providing adequate 

physiological changes to maintain energy homeostasis, besides being involved in 

other essential functions to the organisms, such as: energy balance, temperature, 

circadian rythm and reproduction. Additionally, the hypothalamus is crucial in the 

aging process, due its neurometabolic role, and considering the extending human life 

span, understanding the changes in this brain region might contribute to elucidate the 

patho(phisio)logical mechanisms of neurometabolic diseases, as well as might 

improve the healthy of individuals. Hypothalamic astrocytes perform various functions 

that may directly affect energy homeostasis, since these cells are involved in the 

detection and transport of nutrients, and express receptors for metabolic hormones 

and neuropeptides, thus modulating the activity of neurons responsible for controlling 

appetite and satiety. In addition, these cells participate in the inflammatory response 

in the hypothalamic region, and may lead to leptin resistance and glucose 

intolerance. Thus, the aim of this study was to evaluate the morphofunctional 

properties of primary cultures of hypothalamic astrocytes from newborn, adult and 

aged Wistar rats (1-2 days, 90 days and 180 days, respectively). Age-dependent 

changes in the regulation of glutamatergic homeostasis, glutathione biosynthesis, 

amino acid profile, glucose metabolism, trophic support, inflammatory response and 

leptin sensitivity were observed. Furthermore, important signaling pathways, such as 

Nrf-2/HO-1, p38 MAPK, NFκB, COX-2, iNOS and PI3K/Akt, changed with age. 

Therefore, this study showed that the homeostatic capacity of hypothalamic 

astrocytes is altered throughout the aging process and that, consequently, these cells 

may be involved in metabolic disorders, becoming potential therapeutic targets. 
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LISTA DE ABREVIATURAS  

α-MSH  Hormônio estimulador de melanócitos α (do inglês “α-Melanocyte-
stimulating hormone”) 

AgRP  Peptídeo relacionado ao gene agouti (do inglês “Agouti-related 
protein”)  

ATP Adenosina trifosfato 

BDNF  Fator neurotrófico derivado do encéfalo (do inglês “Brain-derived 
neurotrophic factor”) 

COX-2 Ciclooxigenase-2 

EAAT  Transportador de aminoácidos excitatórios (do inglês “Excitatory 
amino acid trasporter”) 

GCL Glutamato-cisteína ligase 

GDNF  Fator neurotrófico derivado da glia (do inglês “Glial-derived 
neurotrophic factor”) 

GFAP Proteína glial fibrilar ácida (do inglês “Glial fibrillary acidic protein”) 

GLAST  Transportador de glutamato-aspartato (do inglês “Glutamate-
aspartate transporter”) 

GLT-1  Transportador de glutamato tipo 1 (do inglês “Glutamate transporter 
1”) 

GLUTs Transportadores de glicose (do inglês “Glucose transporters”) 

GS Glutamina sintetase 

GSH Glutationa 

HO-1 Heme oxigenase 1 

IL-1β Interleucina 1β 

IL-6 Interleucina 6 

IL-10 Interleucina 10 

IL-18 Interleucina 18 

iNOS  Óxido nítrico sintase induzível (do inglês “inducible Nitric oxide 
synthase”) 
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LepR Receptor de leptina (do inglês “Leptin receptor”) 

MAPK  Proteínas cinase ativadas por mitógenos (do inglês “Mitogen-
activated protein kinase”) 

MCP-1  Proteína quimiotática de monócitos-1 (do inglês “Monocyte 
chemotatic protein-1”) 

mTOR  Proteína alvo da rapamicina em mamíferos (do inglês “Mammalian 
target of rapamycin”) 

NFκB Fator de transcrição nuclear kB (do inglês “Nuclear factor κB”)   

NO Óxido nítrico  

NPY Neuropeptídeo Y  

Nrf-2 Fator eritroide nuclear 2 relacionado ao fator 2 (do inglês “Nuclear 
factor erythroid-derived 2-like 2”) 

PI3K Fosfatidil-inositol-3-cinase (do inglês “Phosphatidylinositol 3-kinase”) 

POMC Pró-ópiomelanocortina 

SNC Sistema nervoso central  

TGF-β  Fator de transformação de crescimento β (do inglês “Transforming 
growth factor β”) 

TNF-α Fator de necrose tumoral α (do inglês “Tumor necrosis factor α”) 
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INTRODUÇÃO 

1. Hipotálamo 

Uma condição fundamental para a sobrevivência de um organismo é a 

capacidade de manter seu metabolismo energético regulado adequadamente, já que 

em momentos de escassez de alimentos as reservas energéticas corporais, 

acumuladas em épocas de abundância nutricional, devem ser mobilizadas para 

suprir as necessidades metabólicas (Waterson & Horvath, 2015).  

O cérebro é um órgão crucial para o metabolismo, com várias regiões 

anatômicas reconhecidas por desempenharem papéis chave na homeotase 

metabólica. No entanto, o hipotálamo se destaca por ser fundamental na detecção e 

integração de sinais da periferia e por proporcionar mudanças fisiológicas 

adequadas para a manutenção deste processo, além de estar envolvido em outras 

funções essenciais aos organismos, tais como: balanço energético, temperatura 

corporal, ritmo circadiano e reprodução, sendo considerado o principal centro 

integrador de sinais hormonais e nutricionais do sistema nervoso central (SNC) (Coll 

& Yeo, 2013; Schneeberger et al., 2014; Cornejo et al., 2016). Esta é uma estrutura 

evolutivamente antiga situada acima da glândula pituitária e dividida em diferentes 

regiões, sendo que cada uma delas possui um grupo específico de células que 

regula diferentes papéis fisiológicos e/ou comportamentais (Migaud et al., 2010; 

Burbridge et al., 2016).  

Para exercer as funções citadas acima, o hipotálamo precisa ser informado 

sobre as condições corporais para poder regulá-las, e ele recebe essas indicações a 

partir de hormônios e de sinais metabólicos enviados pelos tecidos periféricos 

através da corrente sanguínea. Um destes hormônios é a leptina, que é produzida e 

secretada principalmente pelos adipócitos e possui um papel anorexígeno, sendo 

que seus níveis na corrente sanguínea apresentam relação direta com a quantidade 

de gordura corporal (Niswender et al., 2001; Flak & Myers, 2016). Portanto, o 

principal papel da leptina é informar para o SNC, especialmente ao hipotálamo, 

sobre o tamanho do estoque energético no tecido adiposo e, assim, regular a 

ingestão alimentar e o gasto energético (Blüher & Mantzoros, 2009). Pacientes 
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obesos geralmente apresentam um estado de resistência à leptina, que se 

caracteriza pela incapacidade deste hormônio, mesmo em altas concentrações no 

sangue, de exercer seu poder anorexígeno (Schneeberger et al., 2014).  

 A glicose e os produtos finais da glicólise, como o lactato, são importantes 

combustíveis metabólicos que influenciam a regulação hipotalâmica da homeostase 

energética e, além disso, podem agir como sinais metabólicos que informam o 

hipotálamo acerca das condições nutricionais do organismo. O metabolismo central 

da glicose tem sido estabelecido como um importante regulador da alimentação, 

pois a infusão intracerebroventricular deste substrato energético, a longo prazo, 

causa uma redução do peso corporal atribuída a uma redução da ingestão alimentar. 

Trabalhos recentes têm delineado os mecanismos subjacentes aos efeitos 

anorexígenos da administração central tanto de glicose quanto de lactato (Cornejo et 

al., 2016; Roh & Kim, 2016). 

 Indivíduos saudáveis mantêm um balanço adequado entre a ingestão de 

alimentos e o gasto energético e, quando este balanço é alterado pela inaptidão do 

cérebro em controlar a homeostase energética, podem-se desenvolver, como 

consequência, situações patológicas como a hiperfagia e a obesidade (Morton et al., 

2006). Uma condição que pode levar a complicações na manutenção da 

homeostasia energética é a inflamação, que é característica do envelhecimento, de 

diversas doenças neurodegenerativas e, também, de doenças ligadas à síndrome 

metabólica, como a obesidade (Valdearcos et al., 2015). Tradicionalmente, já se 

conhece o papel do excesso calórico na inflamação hipotalâmica, porém, 

recentemente, está se desenvolvendo uma nova abordagem que leva em 

consideração o envelhecimento, independente do estado nutricional do indivíduo, na 

promoção desta condição (Tang et al., 2015).        

2. Envelhecimento e Homeostase Energética 

Durante o século XX, a expectativa de vida humana aumentou em 

aproximadamente 30 anos em consequência da melhora da saúde pública, das 

tecnologias médicas e da nutrição, e a Organização Mundial da Saúde estima que o 
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número de idosos, indivíduos acima de 65 anos, irá triplicar nas próximas décadas 

(Christensen et al., 2009; Gupta & Morley, 2014).  

O envelhecimento é um processo natural, complexo e multifatorial, que leva a 

perda gradual das funções normais do corpo, inclusive do cérebro, acompanhada 

por uma diminuição na capacidade de resposta ao estresse e por um risco 

aumentado de morbidade e de mortalidade (Kirkwood, 2005). Apesar de existirem 

diferentes teorias sobre o envelhecimento, atualmente é aceito que a sua principal 

causa é o acúmulo gradual de danos moleculares e celulares como, por exemplo, 

irregularidades nos cromossomos, reparação deficiente do DNA e encurtamento dos 

telômeros, além de outras causas fisiológicas tais como, desequilíbrio hormonal, 

consumo excessivo de calorias, disfunção mitocondrial, estresse oxidativo e 

inflamação (Vijg & Campisi, 2008; Wilson et al., 2008; Gems & Partridge, 2013). 

Entretanto, estes mecanismos necessitam ser melhor elucidados para se entender 

as diferenças entre o envelhecimento saudável e o desenvolvimento de doenças 

relacionadas a este processo. Inclusive já foi demonstrado, em ratos, um aumento 

idade-dependente com relação à intolerância à glicose, a marcadores inflamatórios, 

aos níveis de lipídeos e de insulina circundantes. Este aumento ocorreu entre o 

primeiro e o vigésimo quarto mês de vida e, com a expansão da longevidade 

humana, há um crescente interesse na pesquisa para se prevenir ou, pelo menos, 

atrasar essas disfunções associadas ao envelhecimento (Bass et al., 2013).  

Uma das mudanças causadas pelo envelhecimento que recentemente está 

recebendo a atenção dos pesquisadores é a inflamação hipotalâmica, pois ela pode 

causar alterações no metabolismo energético e, por consequência, na homeostase 

energética, que levam ao aumento da massa corporal, intolerância à glicose e 

resistência à leptina (Kmiec, 2010; Thaler et al., 2013; Jais & Brüning, 2017). A 

resistência à leptina é um fenômeno que pode ocorrer devido a uma deficiência 

congênita, ou defeitos estruturais dos seus receptores ou do próprio hormônio. Este 

evento pode ser induzido tanto pela obesidade quanto pelo envelhecimento sem o 

prévio aumento da massa corporal, indicando que a idade tem a capacidade de 

causar a resistência à leptina que, consequentemente, pode desencadear diversas 

alterações metabólicas (Ma et al., 2002; Rostás et al., 2016).    
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Assim, estruturas como o hipotálamo são cruciais no processo de 

envelhecimento, em virtude do papel dominante que desempenham no organismo e, 

considerando-se o aumento da expectativa de vida da população mundial, entender 

as alterações ocorridas nesta região cerebral pode levar a uma melhora na 

qualidade de vida dos indivíduos (Oeppen & Vaupel, 2002; White, 2002; Chen et al., 

2015). Para isso, é importante se ter ferramentas disponíveis que possibilitem o 

estudo cerebral durante o envelhecimento.  

3. Tipos Celulares do Hipotálamo 

Como mencionado anteriormente, o hipotálamo é considerado o principal 

centro integrador de sinais hormonais e nutricionais do SNC, e esta região apresenta 

dois tipos neuronais particulares: os neurônios orexígenos e os neurônios 

anorexígenos, que monitoram continuamente os sinais que refletem o estado 

energético do organismo. Os neurônios orexígenos sintetizam o peptídeo 

relacionado ao gene agouti (AgRP) e o neuropeptídeo Y (NPY), enquanto os 

neurônios anorexígenos produzem e liberam o hormônio estimulador de melanócitos 

α (α-MSH), um peptídeo derivado do precursor pró-ópiomelanocortina (POMC) 

(Meister et al., 2013). Evidências experimentais demonstram que quando 

estimulados seletivamente, através de mecanismos optogenéticos, os neurônios 

NPY/AgRP evocam a alimentação intensa, sendo que abordagens genéticas 

semelhantes revelaram que as células POMC têm exatamente as ações opostas no 

controle da homeostase energética (Kelly & Rønnekleiv, 2015). 

Além dos neurônios, as células da glia são encontradas na região 

hipotalâmica. A princípio, este grupo composto por diversos tipos celulares foi 

considerado detentor de um papel passivo no SNC, uma estrutura que preenchia 

espaços não ocupados pelas células neuronais (Kettenmann & Verkhratsky, 2008). 

Porém, através de diversos estudos ao longo dos anos, foram se desvendando as 

várias funções cruciais em que a glia está envolvida (Allen & Barres, 2009). Este 

grupo é constituído pelas células da microglia – envolvidas na resposta imune 

cerebral –, pelos oligodendrócitos – encarregados pela formação da bainha de 

mielina dos neurônios –, pelas células ependimais – responsáveis pelo revestimento 

dos ventrículos cerebrais –, e pelos astrócitos, que serão abordados com maior 
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detalhamento no próximo tópico (Perea & Araque, 2005; Barres, 2008; Jha & Suk, 

2013). 

 Com um conhecimento mais aprofundado sobre as células gliais, pode-se ter 

uma melhor compreensão não somente acerca dos eventos fisiológicos, mas 

também sobre os eventos patológicos em que estas células estão envolvidas, 

possibilitando, inclusive, a identificação de novos alvos terapêuticos para diversas 

condições neurológicas.   

3.1. Astrócitos 

Os astrócitos são células que apresentam um papel fundamental em diversas 

funções essenciais para a manutenção da homeostasia do SNC como, por exemplo, 

a regulação de neurotransmissores, do metabolismo energético, da secreção de 

fatores tróficos, de defesas antioxidantes e da resposta inflamatória (Hertz & Zielke, 

2004; Farina et al., 2007; Bélanger et al., 2011; Fernandez-Fernandez et al., 2012). 

Este tipo celular está em estreita ligação com vários componentes do 

parênquima cerebral, incluindo neurônios, vasos sanguíneos, matriz extracelular e 

outras populações gliais (Gonzalez-Perez et al., 2015). Os astrócitos mantêm suas 

projeções celulares em contato tanto com os neurônios quanto com os vasos 

sanguíneos, possibilitando o monitoramento do ambiente ao seu entorno e, também, 

permitindo-os responder dinamicamente a alterações fisiopatológicas, sendo que 

algumas delas serão elucidadas nos próximos parágrafos (Teschemacher et al., 

2015).  

Com relação ao contato com os neurônios, os astrócitos têm a capacidade de 

modular vários aspectos da função neuronal incluindo: a sinaptogênese, a 

plasticidade sináptica, o metabolismo e a sobrevivência neuronal, a homeostase do 

ambiente iônico extracelular e do pH, e a regulação do metabolismo glutamatérgico. 

Essas atividades são realizadas através da comunicação direta e bidirecional com 

os neurônios, o que é essencial para o funcionamento normal do cérebro (Wang & 

Bordey, 2008; García-Cáceres et al., 2013; De Pittà et al., 2016).  
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No hipotálamo, os astrócitos desempenham variadas atividades que podem 

afetar diretamente a homeostase energética, pois estas células estão envolvidas na 

detecção e no transporte de nutrientes, expressam receptores para hormônios 

metabólicos e neuropeptídeos e respondem a estímulos que podem afetar 

diretamente os neurônios responsáveis pelo controle da homeostasia energética 

(Hsuchou et al., 2009; Bélanger et al., 2011; Leloup et al., 2015). Além disso, este 

tipo celular participa da resposta inflamatória na região hipotalâmica, podendo levar 

à resistência à leptina e à intolerância à glicose, como comentado anteriormente 

(Schneeberger et al., 2014; Jais & Brüning, 2017).    

Sobre o monitoramento do metabolismo energético, podemos ressaltar que os 

astrócitos estão entre as primeiras células do SNC a avaliar a quantidade de glicose 

disponível na periferia e, junto com os neurônios, eles são capazes de responder a 

este estímulo alterando o comportamento alimentar do indivíduo. Este processo é 

importante para a manutenção tanto dos níveis de glicose sistêmica quanto cerebral 

(Argente-Arizón et al., 2015). Além disso, ainda com relação ao metabolismo 

energético, podemos citar a expressão de receptores de leptina (LepR) pelas células 

astrocitárias, sugerindo que elas são capazes de responder a mudanças no estoque 

energético presente no tecido adiposo e, consequentemente, regular a atividade 

neuronal (Hsuchou et al., 2009). Quando há uma exposição prolongada à leptina, 

células da glia produzem diversas citocinas, podendo levar à inflamação e à 

resistência a este hormônio (Cheunsuang & Morris, 2005; García-Cáceres et al., 

2011). Em astrócitos hipotalâmicos, este hormônio tem a capacidade de modificar 

diversos aspectos da funcionalidade astrocitária que serão abordadas 

posteriormente, incluindo a expressão de proteínas do citoesqueleto, dos 

transportadores de glutamato e de glicose, dependendo de sua concentração e do 

tempo de exposição (García-Cáceres et al., 2011; Fuente-Martin et al., 2012). 

O rápido aumento da obesidade e das doenças relacionadas a esta condição 

contribuíram para o interesse nos mecanismos neuroendócrinos relacionados ao 

metabolismo e, como consequência, estudos que levam em consideração o papel 

das células gliais no controle metabólico estão sendo desenvolvidos. 
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3.1.1. Proteínas do Citoesqueleto Astrocitário 

As células animais possuem, no seu citoplasma, um citoesqueleto formado 

por proteínas de microfilamentos – a actina – de microtúbulos – a tubulina – e de 

filamentos intermediários. Esta estrutura é responsável por diversas funções 

fisiológicas, dentre as quais a manutenção da forma celular, da citoarquitetura e da 

estabilidade mecânica, processos que são grandemente afetados durante o 

envelhecimento (Menet et al., 2001; Middeldorp & Hol, 2011). Contudo, um aumento 

na expressão de certas proteínas do citoesqueleto é determinante na contribuição 

da formação da cicatriz glial durante o processo de astrogliose reativa, mostrando 

que elas também podem desempenhar atividades em situações patológicas (Pekny 

et al., 2016).  

Uma das proteínas que formam esta estrutura é a actina, amplamente 

distribuída em variados tipos celulares, tanto no SNC quanto na periferia. Ela é a 

principal determinante da morfologia celular e está, também, envolvida na 

motilidade, migração e adesão celular, e o comprometimento da polimerização do 

citoesqueleto de actina altera muitas funções reguladas pelos astrócitos como, por 

exemplo, o crescimento celular e a captação de glutamato. Em cultura primária de 

astrócitos, a actina se apresenta em um arranjo clássico com fibras de estresse 

organizadas paralelamente (Perez et al., 2005; Souza et al., 2013).  

Dentre as proteínas que formam os filamentos intermediários, a proteína glial 

fibrilar ácida (GFAP) e a vimentina são importantes componentes do citoesqueleto 

em células astrocitárias, e são amplamente usadas como marcadores deste tipo 

celular. Com relação à GFAP, ela é a principal proteína constituinte dos filamentos 

intermediários nos astrócitos, responsável pela estrutura celular, pela manutenção 

da força mecânica e pelo suporte estrutural dado aos neurônios e à barreira sangue-

cérebro. Astrócitos imaturos também expressam a proteína vimentina, que é 

essencial no princípio do desenvolvimento cerebral, sendo substituída 

progressivamente pela GFAP ao longo do processo de diferenciação celular. 

Entretanto, não há uma substituição completa e a vimentina continua sendo 

expressa no cérebro envelhecido, inclusive em quantidades significativas (Pekny, 

2001; Bramanti et al., 2010). 
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3.1.2. Metabolismo Glutamatérgico 

O glutamato é um aminoácido não-essencial e o mais importante 

neurotransmissor excitatório do SNC, estando envolvido em variadas e numerosas 

funções cerebrais, tais como: formação e eliminação de sinapses, migração, 

diferenciação e morte neuronal, bem como, regulação do metabolismo energético 

(Luján et al., 2005; Santello & Volterra, 2009; Parpura & Verkhratsky, 2012; De Pittà 

& Brunel, 2016). Embora normalmente sejam os terminais sinápticos neuronais os 

principais responsáveis pela liberação do glutamato para o meio extracelular, 

atualmente sabe-se que os astrócitos também podem fazê-lo, constituindo o 

processo de gliotransmissão. Este evento pode ter funções de sinalização, mas em 

contextos patológicos, o aumento da liberação de glutamato pelos astrócitos pode 

auxiliar a ocorrência da excitotoxicidade neuronal (Parpura & Verkhratsky, 2012).  

Os astrócitos também possuem a capacidade de controlar a transmissão 

sináptica glutamatérgica por meio da captação desse neurotransmissor a partir da 

fenda sináptica, através de transportadores específicos presentes em sua 

membrana. No cérebro de roedores, os principais transportadores são o 

transportador de glutamato-aspartato (GLAST) e o transportador de glutamato tipo 1 

(GLT-1) sendo que eles são homólogos aos transportadores de aminoácidos 

excitatórios humanos EAAT1 e EAAT2, respectivamente (Danbolt, 2001; Murphy-

Royal et al., 2017). 

Após ser captado pelos astrócitos, o glutamato pode ser convertido à 

glutamina pela enzima glutamina sintetase (GS), por uma reação dependente de 

adenosina trifosfato (ATP). A glutamina gerada é enviada para o meio extracelular, 

de onde pode ser captada pelos terminais pré-sinápticos e utilizada na síntese do 

glutamato pelas células neuronais (Eisenberg et al., 2000; Rose et al., 2013), 

formando o ciclo glutamato-glutamina. Este ciclo promove uma relação metabólica 

extremamente importante entre astrócitos e neurônios, pois o neurotransmissor 

glutamato, que é excitotóxico e pode causar efeitos nocivos em determinadas 

condições, é transportado de uma forma neutra e segura de volta aos neurônios 

(Hertz et al., 1999; Parpura & Verkhratsky, 2012). 
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Outro possível destino para o glutamato é a sua união com os aminoácidos 

cisteína e glicina para a síntese da glutationa (GSH), um antioxidante não-

enzimático importante na proteção do SNC contra danos promovidos pelo estresse 

oxidativo. Uma enzima chave neste processo é a glutamato-cisteína ligase (GCL) 

que realiza o primeiro passo, conjugando o glutamato com a cisteína. 

Posteriormente outra enzima, a glutationa sintase, adiciona a glicina para finalizar a 

formação do tripeptídeo (Dringen et al., 2014).  

Além disso, os neurônios são dependentes dos astrócitos para produzir sua 

própria GSH, pois apesar de ambos serem capazes de gerar este antioxidante, as 

células neuronais necessitam que os astrócitos as abasteçam com precursores para 

a sua síntese, devido ao fato de elas não conseguirem utilizar a cistina (forma 

oxidada do aminoácido cisteína) do meio extracelular. Portanto, parte da GSH 

sintetizada pelos astrócitos é enviada para o meio extracelular, onde ela é clivada 

enzimaticamente em seus aminoácidos constituintes que, por fim, são captados 

pelos neurônios e utilizados para a síntese neuronal de GSH (Fernandez-Fernandez 

et al., 2012; Schmidt & Dringen, 2012; Lu, 2013). 

3.1.3. Metabolismo da Glicose e Produção de Lactato 

Como dito anteriormente, o metabolismo da glicose nos astrócitos é uma 

importante característica relacionada à sua funcionalidade. Apesar de a glicose 

consistir no substrato energético obrigatório para o cérebro, outros substratos 

também podem ser utilizados pelas células gliais e neuronais, incluindo: lactato, 

piruvato, glutamato e glutamina (Bélanger et al., 2011). O lactato produzido pelos 

astrócitos tem sido recentemente alvo de estudos que indicam que ele representa 

uma considerável fonte energética para o cérebro (Bouzier-Sore & Pellerin, 2013; 

Stobart & Anderson, 2013). Além disso, existe uma relação entre a captação de 

glutamato, a glicólise e a produção de lactato. Quando há um aumento na demanda 

energética neuronal relacionada a uma intensa atividade dessas células, os 

astrócitos aumentam o transporte e a utilização da glicose em resposta ao aumento 

da captação de glutamato e, consequentemente, ocorre uma maior produção de 

lactato, que é enviado aos neurônios onde é convertido a piruvato e metabolizado 
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oxidativamente com o intuito de gerar mais energia (Caesar et al., 2008; Zielke et al., 

2009).  

Tanto a glicose quanto o lactato, além de serem importantes substratos 

energéticos, também influenciam a regulação hipotalâmica da homeostase 

energética, já que a administração central destes dois substratos leva a alterações 

metabólicas e comportamentais, como a redução do peso devido a uma diminuição 

da ingestão de alimentos, demonstrando seus efeitos anorexígenos (Davis et al., 

1981; Cornejo et al., 2016; Roh & Kim, 2016). 

3.1.4. Suporte Trófico 

Os astrócitos podem sintetizar e secretar fatores tróficos fundamentais para a 

sobrevivência, maturação e proliferação neuronal ao longo do desenvolvimento 

(Villegas et al., 2003). Dentre estes fatores podemos citar o fator neurotrófico 

derivado do encéfalo (BDNF), o fator neurotrófico derivado da glia (GDNF), o fator 

de transformação de crescimento β (TGF-β) e a proteína S100B (Skaper, 2012).  

Desde a sua purificação, em 1982, muitos estudos evidenciaram a 

importância do BDNF no SNC, em situações fisiológicas e patológicas. Além da sua 

influência no desenvolvimento neuronal e na sobrevivência celular, este fator trófico 

parece ser essencial aos mecanismos moleculares da plasticidade sináptica (Gray et 

al., 2006; Cordeira & Rios, 2011; Fulmer et al., 2014)   

A partir da década de 90, quando o GDNF foi isolado, estudos demonstraram 

que este é um potente fator trófico para o desenvolvimento, sobrevivência e 

manutenção de neurônios dopaminérgicos. Além disso, existem evidências de que 

níveis reduzidos de GDNF induzem a liberação excessiva de glutamato e, também, 

desregulam os transportadores deste neurotransmissor, causando excitotoxicidade 

no SNC (Budni et al., 2015; Farrand et al, 2015).  

O TGF-β é uma molécula essencial na regulação de eventos-chave durante o 

desenvolvimento, em condições patológicas e no reparo. As numerosas funções 

celulares e teciduais exercidas por este fator trófico incluem: controle do ciclo 
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celular, regulação do desenvolvimento, da diferenciação celular, da formação da 

matriz extracelular, da angiogênese e da resposta imune (Krieglstein et al., 2002).  

Outro fator trófico importante é a proteína S100B, que é produzida e 

secretada predominantemente pelos astrócitos no SNC e desempenha suas 

atividades tanto intra quanto extracelularmente. No meio intracelular, esta proteína 

se localiza no citoplasma e age estimulando a proliferação, a migração e a 

diferenciação celular durante o desenvolvimento cerebral, além de participar da 

modulação do citoesqueleto e na degradação de proteínas. No meio extracelular, 

essa proteína pode exercer tanto efeitos autócrinos quanto parácrinos sobre os 

neurônios e outras células da glia (Donato et al., 2009; Donato et al., 2013). Quando 

secretada em grande quantidade, a S100B é capaz de estimular a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias, de induzir a apoptose e, em modelos animais, de causar 

alterações comportamentais e déficits cognitivos (Rothermundt et al., 2003).  

3.1.5. Resposta Inflamatória 

O cérebro, assim como os tecidos periféricos, produz uma reação inflamatória 

contra patógenos e debris celulares para promover sua remoção, mas esta reação 

também ocorre naturalmente durante o envelhecimento. A resposta inflamatória no 

cérebro pode ser aguda ou crônica e se dá através da ativação da microglia e dos 

astrócitos, com a secreção de mediadores inflamatórios, a ativação de determinadas 

vias de sinalização e a alteração do estado fisiológico (Hauwel et al., 2005; Lynch et 

al., 2010).  

Os astrócitos são capazes de produzir e secretar moléculas pró-inflamatórias 

com o intuito de recrutar outros elementos envolvidos com o processo inflamatório 

(Gao et al., 2013, Sofroniew, 2014). Todavia, algumas destas moléculas comumente 

apresentam um papel duplo, podendo estar envolvidas em eventos fisiológicos ou 

patológicos, dependendo do tipo de estímulo, de sua intensidade e do seu tempo de 

exposição. Em condições fisiológicas, encontramos níveis basais de citocinas pró-

inflamatórias – como, por exemplo, as interleucinas 1β (IL-1β), 6 (IL-6), 18 (IL-18), o 

fator de necrose celular α (TNF- α) e a proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) 

–, mas a presença de mediadores conhecidos pelo seu papel anti-inflamatório – 
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como, por exemplo, a interleucina 10 (IL-10) – predomina e o inverso ocorre em 

situações patológicas, com níveis mais elevados de citocinas pró-inflamatórias e 

uma diminuição nas concentrações de moléculas com perfil anti-inflamatório (Jensen 

et al., 2013). 

A expressão do fator de transcrição nuclear kB (NFκB) é abundante no 

cérebro e ele é considerado o principal mediador inflamatório por ser um regulador 

de diversas vias de sinalização que regem a transcrição de genes que codificam 

citocinas, quimiocinas e enzimas pró-inflamatórias. Por isso, a modulação da sua 

atividade durante o processo inflamatório é um alvo terapêutico interessante para se 

evitar a geração de grandes quantidades de mediadores que possam agravar o 

dano às células. O NFκB regula a expressão de mais de 500 genes diferentes, 

incluindo o da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (Kaltschmidt & 

Kaltschmidt, 2009; Shih et al., 2015).  

Relacionada à atividade do NFκB, regulando sua translocação para o núcleo 

e, consequentemente, a resposta inflamatória, está a via de sinalização das 

proteínas cinase ativadas por mitógenos (MAPK). Esta via participa no processo de 

astrogliose reativa, na infiltração de células do sistema imune e na resposta imune 

adaptativa (Kaminska et al., 2009). Existem indícios de que a ativação da via p38 

MAPK está fortemente ligada à senescência de astrócitos, porém os mecanismos 

moleculares que levam a este processo ainda precisam ser melhor elucidados 

(Mombach et al., 2015). 

Células gliais têm a capacidade de produzir óxido nítrico (NO) através da 

iNOS, em resposta a uma variedade de estímulos tais como, citocinas, patógenos, 

toxinas e compostos endógenos produzidos durante a injúria cerebral. O NO 

desempenha funções fisiológicas essenciais para o SNC, entretanto quando 

presente em excesso, esta molécula é prejudicial e tem relação com doenças 

neurodegenerativas (Ghasemi & Fatemi, 2014). 

Desde seu descobrimento, nos anos 90, a ciclooxigenase na sua forma 

induzível (COX-2) emergiu como um importante agente nas reações inflamatórias 

nos tecidos periféricos e, posteriormente, essa ação foi também observada no 
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cérebro. Ela é rapidamente expressa em vários tipos celulares em resposta a 

citocinas e moléculas pró-inflamatórias, estando envolvida na síntese de 

prostaglandinas, e com o desenvolvimento de processos neurodegenerativos 

(Minghetti, 2004). Ademais, a expressão da COX-2 pode ser modulada pelo NFκB, e 

a indução da COX-2 leva à inibição da fosfatidil-inositol-3-cinase (PI3K), causando 

por fim uma redução na transcrição do gene do fator eritroide nuclear 2 relacionado 

ao fator 2 (Nrf-2) (Wakabayashi et al., 2010).  

3.1.6. Vias de Sinalização Associadas à Funcionalidade Astrocitária 

Além das vias de sinalização envolvidas na promoção da resposta 

inflamatória pelos astrócitos, diversas vias de sinalização celular têm sido 

associadas a efeitos citoprotetores, os quais podem estar relacionados com uma 

adequada funcionalidade astrocitária.  

Neste sentido, a via de sinalização do Nrf-2 confere efeitos neuroprotetores 

em modelos experimentais de diversas doenças e também é capaz de proteger os 

astrócitos contra injúrias como, por exemplo, as causadas pelo estresse oxidativo e 

pela toxicidade do peróxido de hidrogênio (Dowell & Johnson, 2013). O papel 

citoprotetor desse fator de transcrição é desempenhado pela regulação de genes 

relacionados às funções antioxidante, anti-inflamatória e, também, à autofagia 

(Wakabayashi et al., 2010; Yamazaki et al., 2015). O Nrf-2 induz a ativação do gene 

para a enzima heme oxigenase 1 (HO-1), sua forma induzível, a qual está 

relacionada com a ativação de mecanismos de defesa celulares frente a diferentes 

estímulos estressores. A HO-1 é responsável pela conversão do grupamento heme 

em monóxido de carbono, biliverdina e bilirrubina, as quais possuem atividade 

antioxidante (Cuadrado & Rojo, 2008; Quincozes-Santos et al., 2014). Nosso grupo 

tem demonstrado o papel da HO-1 na modulação de diferentes funções associadas 

aos astrócitos, como a captação de glutamato, a manutenção de defesas 

antioxidantes e a resposta inflamatória, desempenhando, assim, um importante 

papel na glioproteção (Bobermin et al., 2015; Bellaver et al., 2016a; Souza et al., 

2016; Arús et al., 2017). 
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Outra via fundamental para processos celulares vitais como o controle do 

metabolismo, crescimento, proliferação, sobrevivência, migração celular, e para o 

transporte e secreção através de membranas, é a PI3K. A ativação desta via leva à 

fosforilação da Akt que, por sua vez, ativa a proteína alvo da rapamicina em 

mamíferos (mTOR), formando a via de sinalização PI3K/Akt/mTOR, que é 

reconhecida pelo seu papel no crescimento celular e na inibição da morte celular. 

Assim, alterações no seu funcionamento normal estão relacionadas à inflamação, 

doenças metabólicas e cardiovasculares, e ao câncer (Cantley, 2002; Wymann et 

al., 2003). Além disso, uma das vias recrutadas pela ativação dos receptores de 

leptina é a PI3K, alterando propriedades celulares de forma rápida através da 

fosforilação de proteínas. Estudos revelaram que esta via é essencial para que a 

leptina provoque seus efeitos agudos, como a restrição da ingestão de alimentos 

após o aumento dos níveis deste hormônio (Donato et al., 2010). 

 4. Cultura Primária de Astrócitos 

Levando-se em consideração o papel relevante dos astrócitos para a 

manutenção da homeostasia do SNC, incluindo o hipotálamo, é importante que haja 

ferramentas adequadas ao estudo deste tipo celular e uma delas é a cultura 

primária.  

Durante as últimas décadas, grande parte da nossa compreensão sobre os 

astrócitos tem sido obtida através de estudos realizados com culturas primárias 

deste tipo celular. Tal ferramenta tem sido de um valor inestimável para se estudar 

os papéis dos astrócitos em estados fisiológicos e patológicos, e muitas funções 

centrais no metabolismo, na neurotransmissão e na sinalização de cálcio foram 

descobertas a partir de sua utilização. A maioria destas observações foram 

subsequentemente encontradas in vivo e muitas destas descobertas não teriam sido 

possíveis sem a utilização de cultura de células (Lange et al., 2012).  

Estudos que aplicam esta técnica normalmente utilizam o cérebro de animais 

neonatos, porém para se analisar as alterações provocadas pelo envelhecimento, 

seria mais pertinente o emprego do cérebro de animais maduros, já que este possui 

conexões melhor estabelecidas e é menos plástico do que o de neonatos. Assim 
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sendo, o uso de culturas primárias de astrócitos de animais adultos e envelhecidos 

tem a capacidade de proporcionar um melhor entendimento sobre o processo de 

envelhecimento cerebral, podendo ser estudados diversos parâmetros tanto 

fisiológicos quanto patológicos, bem como alterações metabólicas ao longo do 

desenvolvimento (Lange et al., 2012; Souza et al., 2013; Bellaver et al., 2016b). 
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OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

Avaliar as possíveis alterações ocorridas na morfofuncionalidade astrocitária 

durante o envelhecimento através da utilização da cultura de astrócitos 

hipotalâmicos de ratos Wistar, com o intuito de elucidar o papel destas células ao 

longo deste processo. 

Objetivos Específicos 

• Realizar a caracterização das culturas de astrócitos hipotalâmicos 

obtidas a partir de animais neonatos, adultos e envelhecidos; 

• Descrever o perfil de concentração extracelular de diferentes 

aminoácidos; 

• Analisar parâmetros relacionados ao metabolismo glutamatérgico 

astrocitário, incluindo a captação e os níveis extracelulares de glutamato, bem 

como a expressão dos transportadores GLAST e GLT-1, a atividade da GS, 

os níveis intracelulares de GSH e a atividade da enzima GCL; 

• Verificar a captação de glicose, bem como a produção e a liberação de 

lactato; 

• Medir a secreção de fatores tróficos; 

• Avaliar a resposta inflamatória; 

• Investigar a participação de vias de sinalização nas possíveis 

alterações da resposta astrocitária decorrentes da idade; 

• Analisar a expressão dos receptores de leptina, bem como o efeito da 

exposição à leptina na resposta inflamatória. 
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DISCUSSÃO 

Um importante regulador da homeostasia metabólica em animais é o 

hipotálamo, e neuropeptídeos relacionados com esta região cerebral foram 

encontrados desde os primeiros ramos basais a divergirem na evolução de 

metazoários – animais pluricelulares – bem como, nos gânglios de corais e de 

moluscos (Twan et al., 2006; Takayanagi & Onaka, 2010). Além disso, foram 

descobertas estruturas análogas ao hipotálamo em anelídeos e em peixes 

(Tessmar-Raible et al., 2007), indicando que esta estrutura cerebral e seus 

moduladores estão presentes, mesmo que de uma forma simplificada, e que são 

relevantes para as espécies há muito tempo na árvore da vida. 

Analisando o cérebro de ratos Wistar neonatos (1-2 dias), adultos 

(aproximadamente 90 dias) e envelhecidos (aproximadamente 180 dias), observa-se 

que o hipotálamo apresenta um tamanho considerável desde os animais recém-

nascidos. Ademais, esta estrutura cerebral foi pesada e foram obtidos os seguintes 

resultados: animais neonatos, aproximadamente 20 mg; animais adultos, 

aproximadamente 50 mg; e animais envelhecidos, aproximadamente 70 mg. Assim, 

pode-se inferir que o hipotálamo, por desempenhar importantes funções desde o 

princípio da vida dos indivíduos, como a manutenção do metabolismo, a regulação 

do ciclo-circadiano, a produção e o controle da secreção de hormônios, entre outros, 

tem desde o início do desenvolvimento um tamanho considerável e que esta 

tendência é mantida ao longo da vida, pois esta estrutura posteriormente também 

está relacionada com a maturação sexual e a reprodução. Portanto, o hipotálamo 

acompanha as mudanças ao longo da vida dos indivíduos e melhor compreender 

esta região cerebral é fundamental para se entender as alterações metabólicas 

relacionadas ao envelhecimento. 

 O envelhecimento é um processo resultante do acúmulo de danos 

genéticos, celulares e moleculares, e diversos fatores foram identificados como 

sendo a causa ou conseqüência do declínio relacionado com a idade nas funções e 

mecanismos de reparo de tais danos (Vijg & Campisi, 2008; Wilson et al., 2008; 

Gems & Partridge, 2013). O hipotálamo é tanto a fonte quanto um alvo de muitos 

fatores e de hormônios responsáveis pela homeostase corporal. Com o avanço da 
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idade, a sensibilidade do hipotálamo a vários sinais de feedback começa a diminuir, 

podendo acarretar em disfunções que possuem a capacidade de contribuir para o 

desenvolvimento de doenças como a depressão, déficits cognitivos, Alzheimer, entre 

outras e, além da disfunção neuro-cognitiva, também tem sido associado a este 

processo o declínio do desempenho físico e a sarcopenia (Gupta & Morley, 2014).  

Uma das consequências do envelhecimento cerebral, a inflamação 

hipotalâmica pode causar mudanças metabólicas que são capazes de levar a 

modificações na homeostase energética que resultam, por exemplo, em intolerância 

à glicose, resistência à leptina e, também, no aumento da massa corporal (Kmiec, 

2010; Thaler et al., 2013; Jais & Brüning, 2017). A obesidade, e as complicações 

associadas a esta condição, causam forte impacto à nossa sociedade. Apesar deste 

conhecimento, ainda sabemos pouco acerca dos mecanismos celulares e 

moleculares hipotalâmicos que envolvem a obesidade. Diversos trabalhos têm 

focado no controle neuronal da homeostase energética, mas só recentemente outro 

elemento importante vem sendo estudado: a glia (Yang, 2015).  

Assim, é fundamental considerar as funções exercidas pelas células gliais, 

principalmente os astrócitos, tanto no envelhecimento quanto no controle do 

metabolismo energético, para melhor compreender possíveis alterações na 

funcionalidade dessas células a fim de desenvolver novas terapias eficazes para as 

condições previamente citadas. 

Nesse contexto, a cultura de astrócitos de animais adultos e envelhecidos 

representa uma importante nova ferramenta para a investigação do papel deste tipo 

celular no envelhecimento cerebral. Muitos estudos empregam culturas de células 

provenientes de animais neonatos com esta intenção, todavia a utilização de tecidos 

provenientes de animais adultos e/ou envelhecidos pode ser mais fidedigna, já que 

eles apresentam conexões mais estabelecidas e menor plasticidade (Lange et al., 

2012; Souza et al., 2013). Cabe ressaltar que os animais utilizados neste trabalho 

foram alimentados com dieta balanceada (regular) ao longo de suas vidas até o 

momento de serem realizadas as culturas. 
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Com o intuito de assegurar que as culturas de astrócitos hipotalâmicos, 

obtidas através do protocolo descrito neste trabalho, possam ser utilizadas como 

modelo para estudos da funcionalidade dos astrócitos durante o processo de 

envelhecimento, inicialmente foi realizada a caracterização morfológica e a 

identificação de marcadores clássicos nas culturas de animais de diferentes idades: 

neonatos, adultos e envelhecidos. Através de microscopia de contraste de fase, 

observamos a morfologia clássica desse tipo celular em cultura para todas as 

idades. A proteína do citoesqueleto actina apresentou intensa marcação, e ela é 

considerada a principal responsável pela morfologia celular e também está envolvida 

na motilidade, migração e adesão celular. Ademais, foram observadas as fibras de 

estresse arranjadas paralelamente em culturas de todas as idades estudadas, uma 

característica tradicional do citoesqueleto formado por esta proteína (Perez et al., 

2005). A expressão das proteínas do citoesqueleto GFAP e vimentina está 

relacionada com a manutenção da citoarquitetura, da estabilidade mecânica e das 

funções sinápticas (Menet et al., 2001). A análise por imunofluorescência indicou 

que os astrócitos hipotalâmicos em cultura, independente da idade, apresentaram 

intensa marcação citoplasmática para GFAP e vimentina, o que está de acordo com 

outros trabalhos que mostram que em cultura primária de astrócitos há a 

coexpressão destas proteínas (Petrusa et al., 2007; Souza et al., 2013). Por fim, a 

ausência ou baixa marcação para proteínas específicas de neurônios e microglia 

(dados não mostrados), atestou o caráter astrocítico das culturas.  

Neste trabalho, foi realizada também a caracterização do perfil de diferentes 

aminoácidos no meio extracelular das culturas de astrócitos hipotalâmicos de 

diferentes idades, e foi verificado que o perfil é bastante variado, sendo que os 

astrócitos os utilizaram de diferentes formas durante a idade adulta e o 

envelhecimento. As células de animais neonatos apresentaram uma utilização 

preferencial de glutamato e de aspartato, observando-se grande diminuição nos 

níveis extracelulares destes aminoácidos, de 70% e 80%, respectivamente. Por 

outro lado, os astrócitos adultos e envelhecidos mostraram uma utilização mais 

variável, observando-se níveis reduzidos de vários aminoácidos no meio 

extracelular, incluindo glutamina, aspartato, serina, valina, isoleucina e leucina, além 

de metionina e lisina, nas culturas de animais envelhecidos. Além disso, a 
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concentração extracelular da alanina aumentou em todas as idades, de uma forma 

idade-dependente. No SNC, os aminoácidos não são utilizados somente para a 

síntese proteica, mas também são uma parte essencial do metabolismo e da 

sinalização celular (Parpura & Verkhratsky, 2013). 

O glutamato é um importante neurotransmissor excitatório com diversas 

funções fisiológicas e, no hipotálamo, ele tem sido associado ao controle do 

comportamento alimentar e da regulação neuroendócrina, porém níveis elevados 

deste aminoácido na fenda sináptica podem causar efeitos indesejáveis e 

prejudiciais ao cérebro, tais como disfunções e degeneração neuronais, podendo 

levar a distúrbios como esclerose lateral amiotrófica, esclerose múltipla, doença de 

Parkinson, esquizofrenia, entre outros (Meister, 2007; Lau & Tymianski, 2010; Kostic 

et al., 2013; Plitman et al., 2014). Para a retirada deste aminoácido da fenda 

sináptica, a fim de proteger o SNC de possíveis efeitos deletérios de seu acúmulo, 

os astrócitos realizam a sua captação através de transportadores de glutamato de 

alta afinidade (Murphy-Royal et al., 2017). Com relação à captação deste 

neurotransmissor, foi observado neste trabalho que culturas de animais neonatos 

captam mais glutamato que as culturas de animais adultos e envelhecidos. Todavia, 

os níveis tanto de GLAST quanto de GLT-1, os principais transportadores de 

glutamato presente nos astrócitos, não tiveram suas expressões alteradas com 

relação à idade. Também foi avaliada a concentração de glutamato extracelular, e 

nas culturas de animais neonatos houve uma diminuição significativa de seus níveis 

em comparação com o meio de cultura utilizado para a incubação das células, 

indicando um possível consumo deste aminoácido pelos astrócitos dessa idade. O 

cérebro apresenta uma alta demanda energética para o seu funcionamento e, por 

isso, podemos supor que a maior captação de glutamato e a diminuição nos níveis 

extracelulares deste aminoácido nas culturas de animais neonatos estão 

relacionadas com a sua utilização para a síntese proteica e/ou como substrato 

energético pelas células (Miccheli et al., 2003; Yin et al., 2016). Porém, quando 

foram analisadas as culturas de animais adultos e envelhecidos, percebeu-se que 

ocorreu uma liberação de glutamato para o meio extracelular, a qual pode estar 

envolvida com o papel de sinalização desempenhado pelos astrócitos, através da 

gliotransmissão glutamatérgica (Jourdain et al., 2007; Yang et al., 2011).  
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Após ser captado pelos astrócitos, o glutamato pode entrar no ciclo 

glutamato-glutamina através da GS, uma enzima marcadora de astrócitos, 

responsável pela conversão de glutamato em glutamina (Parpura & Verkhratsky, 

2012). Este tipo celular é fundamental na manutenção da homeostasia 

glutamatérgica, e uma diminuição na atividade da GS tem sido relatada em 

transtornos neuropsiquiátricos nos quais a excitotoxicidade glutamatérgica 

desempenha um importante papel (Sheldon & Robinson, 2007). Neste estudo, foi 

observado que, em concordância com o declínio na captação de glutamato, a 

atividade de GS estava diminuída em astrócitos adultos e envelhecidos, implicando 

em uma possível alteração relacionada à idade no ciclo glutamato-glutamina 

hipotalâmico, que pode modificar a transmissão glutamatérgica e as respostas 

neuroendócrinas.  

 Outro possível destino para o glutamato é sua união com a cisteína e a 

glicina, através da enzima GCL, com a finalidade de sintetizar um importante 

antioxidante do SNC, a GSH. O cérebro possui um grande potencial oxidativo, pois é 

um tecido que consome quantidades significativas de oxigênio e, portanto, 

constantemente estão sendo produzidas espécies reativas de oxigênio. Todavia, 

existe um equilíbrio entre a produção de moléculas oxidantes e antioxidantes em 

condições consideradas normais (Halliwell, 2007). Quando ocorre um aumento nos 

níveis de espécies reativas de oxigênio não acompanhado por um aumento nos 

níveis de moléculas antioxidantes – o que é comum durante o envelhecimento 

cerebral – temos a presença do estresse oxidativo, que pode acarretar danos ao 

DNA, lipídeos e proteínas (Calabrese et al., 2004). Além disso, existem evidências 

de que o estresse oxidativo ao longo do envelhecimento tem relação com condições 

neurodegenerativas como, por exemplo, comprometimento cognitivo leve, 

Alzheimer, Parkinson, esclerose lateral amiotrófica e doença de Huntington (Mariani 

et al., 2005). Quanto à atividade da GCL e os níveis de GSH, observamos o mesmo 

perfil de diminuição significativa na cultura de animais adultos, porém ocorrendo uma 

recuperação tanto na atividade da GCL quanto no conteúdo de GSH nos animais 

envelhecidos. Como o hipotálamo é responsável por diversas funções essenciais à 

sobrevivência dos indivíduos e, consequentemente das espécies, esta região 

cerebral ao apresentar uma recuperação dos níveis de GSH em animais 
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envelhecidos demonstra sua capacidade de resistir a alterações e, também, mostra 

a plasticidade do hipotálamo inclusive em idade avançada, estando de acordo com 

outro estudo que demonstrou que as defesas antioxidantes nos astrócitos mudam ao 

longo da vida (Liddell et al., 2010).  

Os astrócitos, além de estarem envolvidos com o metabolismo 

glutamatérgico, também estão intimamente relacionados ao metabolismo da glicose, 

e atuam como sensores desse substrato energético no hipotálamo. Os astrócitos 

captam a glicose através dos GLUTs e, após ser fosforilada em glicose-6-fosfato, 

pode ser processada por diferentes vias metabólicas, principalmente a glicólise, 

levando à produção de lactato, que é liberado para o meio extracelular (Wang & 

Bordey, 2008; Bélanger et al., 2011). No presente trabalho, verificamos que a 

captação da glicose não se alterou nas culturas de nenhuma das idades estudadas. 

No entanto, os níveis de lactato no meio extracelular aumentaram nas culturas de 

idade adulta em relação às culturas de neonatos, e uma posterior diminuição na 

liberação desse metabólito ocorreu nas células envelhecidas, tanto em comparação 

com as culturas de adultos quanto de neonatos. Diversos estudos apontam o lactato, 

produzido e liberado pelos astrócitos, como uma importante fonte energética para os 

neurônios (Caesar et al., 2008; Zielke et al., 2009). Além de ser um substrato 

energético, o lactato tem a capacidade de ativar neurônios sensíveis à glicose, e a 

sua infusão central causa uma diminuição nos níveis de glicose circulante através de 

mudanças na sinalização de neurônios eferentes que controlam a produção de 

glicose hepática. A infusão de lactato também pode causar o controle da secreção 

de insulina, sendo assim, através destes mecanismos, capaz de regular a ingestão 

alimentar (Leloup et al., 2016). Assim, as diferenças metabólicas observadas nos 

astrócitos hipotalâmicos entre as idades estudadas, principalmente com relação à 

idade adulta, podem ser críticas no controle da homeostase energética por esta 

região cerebral, inclusive porque justamente nessa fase da vida é que algumas 

desordens metabólicas, como a obesidade, começam a se desenvolver.  

Apesar de diversos estudos descreverem alterações estruturais e funcionais 

das células durante o envelhecimento cerebral, os mecanismos envolvidos neste 

processo ainda necessitam ser melhor esclarecidos (Lanni et al., 2010). É sabido 
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que, com o passar do tempo, há uma menor plasticidade sináptica e que os fatores 

tróficos são essenciais para a manutenção desta plasticidade. Inclusive, diversos 

estudos utilizam mediadores tróficos na tentativa de desenvolver tratamentos para 

patologias envolvidas com o envelhecimento cerebral (Patel & Gill, 2007; Weissmiller 

& Wu, 2012). Os astrócitos têm a capacidade de sintetizar e de secretar alguns 

fatores fundamentais à sobrevivência, maturação e proliferação neuronais tais como: 

BDNF, GDNF, TGF-β e S100B (Villegas et al., 2003; Skaper, 2012; Villarreal et al., 

2014). Neste trabalho, verificamos uma redução idade-dependente nos níveis de 

BDNF e de GDNF e, contrastantemente, um aumento idade-dependente dos níveis 

de TGF-β e de S100B, o que está de acordo com outro estudo do nosso grupo em 

astrócitos hipocampais (Bellaver et al., 2015). O BDNF é um fator fundamental para 

a sobrevivência tanto de neurônios quanto de oligodendrócitos, além de participar do 

processo de plasticidade sináptica, e a diminuição dos seus níveis tem envolvimento 

com a desmielinização neuronal, podendo levar a patologias (Fulmer et al., 2014). 

No hipotálamo, o BDNF realiza uma importante conexão entre a plasticidade e a 

regulação do comportamento alimentar, sendo que camundongos deficientes em 

BDNF são obesos, mostrando a importância deste fator trófico na manutenção do 

metabolismo (Gray et al., 2006; Cordeira & Rios, 2011). Com relação ao GDNF, 

níveis reduzidos deste mediador podem deixar os neurônios e a glia mais propensos 

a insultos oxidativos e/ou inflamatórios (Lin & Tseng, 2015), sendo que a 

transferência de seu gene no hipotálamo induz perda de peso tanto em animais 

jovens quanto em adultos (Tümer, et al., 2006). A proteína S100B e o TGF-β 

apresentam papéis tanto neurotróficos quanto neurotóxicos às células do SNC, 

dependendo de suas concentrações. Quando presente em altos níveis, tanto a 

S100B quanto o TGF-β parecem participar da resposta imune e, portanto, o aumento 

destes elementos observado neste estudo pode estar envolvido com condições 

relacionadas ao envelhecimento cerebral, como a inflamação (Teeling & Perry, 2009; 

Villarreal et al., 2014). No hipotálamo, os níveis de TGF-β estão aumentados em 

indivíduos obesos e ao longo do envelhecimento (Yan et al., 2014), enquanto um 

aumento na S100B nesta região cerebral é visto em resposta a hiperfagia (Buckman 

et al., 2015). De uma maneira geral, essa alteração idade-dependente na liberação 

de importantes fatores tróficos por astrócitos hipotalâmicos pode influenciar na 
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modulação dos circuitos neurais nessa região cerebral, afetando suas funções no 

controle metabólico (Chowen et al., 2016).  

O estresse oxidativo e a resposta inflamatória são características do processo 

de envelhecimento cerebral, podendo causar alterações prejudiciais a este órgão. 

Portanto, é essencial que certas vias envolvidas com efeitos citoprotetores estejam 

funcionando adequadamente, incluindo a sinalização promovida pelo fator de 

transcrição Nrf-2. Esta via exerce seu papel benéfico por ser capaz de regular genes 

relacionados às funções antioxidante e anti-inflamatória (Wakabayashi et al., 2010; 

Yamazaki et al., 2015). Entre os alvos do Nrf-2 estão os genes que codificam as 

enzimas GCL e HO-1, sendo que o aumento na expressão desta última é 

fundamental para a ativação dos mecanismos de defesa das células astrogliais 

frente a situações pró-oxidantes e inflamatórias (Baird & Dinkova-Kostova, 2011; 

Quincozes-Santos et al., 2014; Bellaver et al., 2016a; Souza et al., 2016). A HO-1 

catalisa a degradação do grupamento heme em monóxido de carbono e nos 

antioxidantes biliverdina e bilirrubina. Estudos indicam o papel dessa enzima na 

homeostase celular e, também, como um sensor de estresse celular, uma vez que 

seus produtos participam dinamicamente na adaptação celular (Dunn et al., 2014; 

Motterlini & Foresti, 2014). Em astrócitos, a atividade da HO-1 tem sido relacionada 

ao mecanismo pelo qual moléculas, como o resveratrol e a guanosina exercem suas 

funções glioprotetoras, reforçando a importância de se manter a ativação da via Nrf-

2/HO-1 durante o processo de envelhecimento para limitar ou prevenir danos 

celulares (Bellaver et al., 2015; Souza et al., 2016). No presente estudo foi 

observado o mesmo padrão de queda na expressão gênica, nas culturas de animais 

adultos, com um posterior retorno aos níveis basais nas culturas de envelhecidos, 

tanto para Nrf-2 quanto para HO-1. Assim, a variabilidade encontrada na atividade 

da GCL nas diferentes idades pode estar relacionada com uma diminuição na 

expressão desta enzima, como consequência de uma deficiência na sinalização do 

Nrf-2. 

Com relação à PI3K, outra via essencial para o controle do metabolismo, do 

crescimento, da proliferação, da sobrevivência e da migração celular, foi visto que 

ocorreu uma significativa diminuição idade-dependente com relação à sua 
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expressão gênica e, também, de outro elemento desta via, a Akt. Assim sendo, a via 

de sinalização PI3K/Akt, que é reconhecida pelo seu papel no crescimento e na 

inibição da morte celular, estaria com seu funcionamento desregulado e, alterações 

no seu funcionamento normal estão relacionadas, por exemplo, ao estado 

inflamatório e a doenças metabólicas (Cantley, 2002; Wymann et al., 2003).  

O aumento da resposta inflamatória é uma condição presente ao longo do 

envelhecimento cerebral e, também, em diferentes eventos neuropatológicos, 

resultante da ativação da microglia e dos astrócitos (Farina, 2007). Estas células 

possuem um papel fundamental na resposta inflamatória no SNC, inclusive no 

hipotálamo, através da síntese de uma série de citocinas, quimiocinas e outros 

mediadores (Jiang & Cadenas, 2014). O TNF-α e a IL-1β são os primeiros 

mediadores a serem secretados e sinalizam para que haja, em seguida, a produção 

e secreção da IL-6, sendo que a expressão desta última também é afetada pela 

presença da proteína S100B (Hamby & Sofronew, 2010). Além destes, temos a 

presença da IL-18 e da quimiocina MCP-1, importantes mediadoras envolvidas no 

processo pró-inflamatório e que estão associadas ao envelhecimento e a doenças 

neurológicas (Ramesh et al., 2013).  

Sobre a IL-10, ela tem a capacidade de diminuir a expressão do TNF-α e de 

causar um atraso na ativação do NFκB, resultando em um efeito anti-inflamatório 

(Tukhovskaya et al., 2014). O presente estudo observou uma diminuição idade-

dependente, indicando que esta interleucina tem uma menor capacidade de proteger 

o hipotálamo de injúrias resultantes do processo inflamatório.  

Um fator importante neste evento é o NFκB, que rege a transcrição de genes 

que codificam citocinas, quimiocinas e enzimas pró-inflamatórias (Kaltschmidt & 

Kaltschmidt, 2009). Esse fator de transcrição pode ser ativado por diversas vias de 

sinalização, incluindo membros da família MAPK, como a p38 (Kaminska et al., 

2009). Foi observado um aumento idade-dependente nas culturas de astrócitos 

hipotalâmicos da expressão gênica e níveis nucleares de p65 NFκB, bem como um 

aumento nos níveis de p38, indicando que estes elementos podem estar envolvidos 

no processo inflamatório relacionado com o envelhecimento. Assim, o aumento 
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significativo nos níveis dos mediadores inflamatórios TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-18 e 

MCP-1 está de acordo com o aumento idade-dependente de p38/NFκB.  

O mesmo perfil de aumento idade-dependente foi averiguado com relação à 

COX-2, uma enzima pró-inflamatória envolvida na síntese de prostaglandinas, que 

apresenta um rápido aumento na sua expressão em resposta a citocinas e a 

moléculas pró-inflamatórias, e que tem relação com doenças neurodegenerativas 

(Minghetti, 2004).  

Sobre a iNOS, outra enzima avaliada neste trabalho, foi verificado um 

aumento na idade adulta e uma posterior diminuição no envelhecimento. Porém, 

apesar disso, a expressão da iNOS nas culturas envelhecidas foi significativamente 

maior em relação às culturas de neonatos. Esta enzima sintetiza NO que, por sua 

vez, é capaz de atuar como um ativador da resposta inflamatória. Outro ponto a ser 

ressaltado é a relação entre o Nrf-2 e a HO-1, pois o primeiro controla a expressão 

do último e, por fim, os produtos da HO-1 inibem a iNOS (Wakabayashi et al., 2010). 

Além disso, o Nrf-2 diminui a ativação do NFκB e, embora nas culturas de animais 

envelhecidos a expressão do Nrf-2 tenha sido maior do que nas culturas de adultos, 

a ativação do NFκB se mostrou aumentada, indicando um predomínio da sinalização 

pró-inflamatória durante o envelhecimento.  

Os astrócitos também expressam receptores para hormônios envolvidos na 

homeostase metabólica/energética, incluindo a leptina (Hsuchou et al., 2009). Este 

tipo celular pode regular alguns dos efeitos metabólicos relacionados a este 

hormônio no hipotálamo, como demonstrado em um estudo no qual a deleção dos 

LepR astrocitários levou a uma diminuição da inibição da ingestão alimentar (Kim et 

al., 2014). Além disso, a resistência à leptina tem sido associada ao envelhecimento, 

e envolve vários mecanismos (Gabriely et al., 2002; Wauman & Tavernier, 2011). 

Existem pelo menos seis isoformas de LepR, nas quais os domínios citoplasmáticos 

diferem em sua extensão, como por exemplo a isoforma curta LepRa e a isoforma 

longa LepRb, ambas encontradas nos astrócitos (Hsuchou et al., 2009; Chowen et 

al., 2016). A isoforma LepRb é a principal responsável pelos efeitos da leptina no 

SNC, como o controle da ingestão alimentar, e está associada a diversas vias de 

sinalização intracelular, incluindo a PI3K/Akt (Alisson & Myers, 2014). Neste 



  

75 

 

trabalho, foi observada uma diminuição idade-dependente na expressão de LepRb 

em culturas de astrócitos hipotalâmicos, assim como uma diminuição na expressão 

gênica da PI3K e da Akt, sugerindo uma possível alteração na resposta dos 

astrócitos hipotalâmicos à leptina ao longo do processo de envelhecimento. Além 

disso, em astrócitos hipotalâmicos, a leptina tem a capacidade de modificar a 

expressão tanto da GFAP quanto da vimentina, dependendo da sua concentração e 

do tempo de exposição, podendo, assim, alterar as funções desempenhadas pelo 

citoesqueleto nessas células (García-Cáceres et al., 2011; Fuente-Martin et al., 

2012).  

Ademais, foi avaliado o efeito da exposição à leptina na resposta inflamatória, 

já que efeitos pró-inflamatórios deste hormônio foram descritos previamente 

(Pinteaux et al., 2007; Hsuchou et al., 2009). Nas culturas de astrócitos adultos e 

envelhecidos, a leptina causou um aumento na liberação tanto de TNF-α quanto de 

IL-1β, porém não alterou os níveis extracelulares da IL-10. Assim, apesar da 

diminuição da expressão de LepRb, as células foram capazes de responder ao 

estímulo da leptina. Embora os mecanismos relativos a esse efeito precisem ser 

melhor elucidados, podem envolver outros tipos de LepR como, por exemplo, a 

isoforma LepRa, uma vez que estudos demostraram sua associação com os efeitos 

pró-inflamatórios da leptina (Koga et al., 2014).  

Em suma, este trabalho mostrou que o modelo de cultura primária de 

astrócitos hipotalâmicos de ratos adultos e envelhecidos apresentado é uma 

ferramenta apropriada ao estudo de propriedades celulares, moleculares e 

bioquímicas relacionadas ao processo de envelhecimento. Foram descritas 

alterações astrocitárias, muitas delas idade-dependentes, com relação ao perfil de 

aminoácidos, ao metabolismo glutamatérgico, à produção e liberação de lactato, à 

síntese e à secreção de fatores tróficos, à resposta inflamatória, às vias de 

sinalização possivelmente envolvidas em diversas das funções citadas, e o efeito da 

leptina na resposta inflamatória. Tais alterações averiguadas neste estudo podem 

ser críticas para o correto funcionamento do hipotálamo durante o envelhecimento e 

podem estar relacionadas com o desenvolvimento de desordens metabólicas ao 

longo da vida. Por fim, este estudo demonstra que as células astrocitárias podem ser 



  

76 

 

um importante alvo para se elucidar tanto a fisiologia do envelhecimento cerebral 

quanto as situações patológicas advindas das desordens no funcionamento normal 

destas células na região hipotalâmica.  
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CONCLUSÕES 

• As culturas de astrócitos hipotalâmicos obtidas a partir de ratos Wistar recém-

nascidos, adultos e envelhecidos apresentam características morfológicas e a 

expressão de marcadores clássicos de astrócitos, representando uma 

importante ferramenta para estudo da funcionalidade astrocitária no 

envelhecimento;  

 

• Os astrócitos hipotalâmicos apresentam alterações em suas propriedades 

funcionais dependentes da idade, incluindo a regulação da homeostase 

glutamatérgica, biossíntese de GSH, metabolismo de aminoácidos e de 

glicose, suporte trófico, resposta inflamatória e sensibilidade à leptina; 

 

• Alterações nas vias de sinalização Nrf-2/HO-1, p38 MAPK, NFκB, COX-2, 

iNOS e PI3K/Akt são potenciais mecanismos envolvidos nas mudanças da 

funcionalidade astrocitária observadas; 

 

• Em suma, este trabalho demonstra que os astrócitos são relevantes para o 

estudo tanto da fisiologia do envelhecimento cerebral quanto de situações 

patológicas decorrentes de alterações no funcionamento normal destas 

células no hipotálamo. 
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PERSPECTIVAS 

• Verificar as respostas astrocitárias em culturas preparadas a partir de animais 

alimentados com diferentes dietas ao longo do envelhecimento; 

• Analisar os papéis de vias de sinalização associadas ao metabolismo e 

envelhecimento como a GSK3β e a SIRT1 em parâmetros astrocitários; 

• Avaliar o efeito da administração de resveratrol tanto in vitro quanto in vivo em 

animais de diferentes idades expostos a dietas variadas; 

• Verificar o papel da enzima HO1 sobre os efeitos protetores do resveratrol. 
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