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Resumo 
 
A hipoglicemia endotóxica tem papel importante na sobrevivência de ratos e pacientes com 

sepse. O hipotálamo e uma importante área no sistema nervoso central que regula a homeostase 
energética. Estudos recentes têm demonstrado a importante papel da proteína quinase ativada por 
AMP (AMPK) no controle da homeostase glicêmica, sendo um importante sensor energético ativado 
quando a uma diminuição de disponibilidade energética como é observado na hipoglicemia, e por 
controlar importantes estímulos que visão reestabelecer a glicemia como a modulação da produção 
de glicose hepática. Até o momento não existem estudos que investiguem o papel da AMPK 
hipotalâmica na endotoxemia e na hipoglicemia associada a essa enfermidade. Por isso o objetivo do 
nosso estudo foi o de avaliar a participação das citocinas inflamatórias e da AMPK hipotalâmica na 
redução da resposta contrarregulatória hepática durante a endotoxemia promovida por LPS. Para isso 
foram utilizados camundongos (Swiss) e camundongos com mutação no receptor TLR4 (C3H/HeJ) e 
seus controles selvagens (Wild type (C3H/HeN)) ambos animais receberam LPS (1mg/Kg) ou salina 
intraperitonealmente ou/e AICAR por via intracerebroventricular e após os tempos pré-estabelecidos 
obtivemos os resultados que mostram que a administração periférica de LPS induz o aumento nas 
citocinas TNFα e ILβ, ocorreu a desfosforilação da AMPK hipotalâmica e menor fosforilação da sua 
proteína alvo a ACC se comparado ao grupo controle; desfosforilação da AMPK hepática e ACC 
hepática,  aumento da fosforilação da STAT3 hipotalâmica e hepática, aumento da fosforilação a TAK1 
hipotalâmica e quantidade da MyD88 hipotalâmica proteínas da via do TLR4 se comparado ao grupo 
controle, também foi observado aumento na fosforilação da JNK hepática, redução da ingestão 
alimentar, redução da glicemia basal e um possível aumento na captação de glicose observada pelo 
teste de tolerância à glicose nos animais que receberam LPS, também foi observado a diminuição da 
quantidade e expressão da proteína PEPCK e diminuição da G6Pase resultado que corroborou o 
resultado da diminuição da produção de glicose hepática observada no teste de tolerância ao piruvato 
(PTT).  A redução na glicemia nos animais nos gerou uma hipótese de que esse efeito pode ter a 
participação da insulina onde observamos um significativo aumento nos níveis séricos deste hormônio, a 
ativação farmacológica da AMPK hipotalâmica reduziu o efeito hipoglicemiante do LPS, onde também 
observamos que a ativação farmacológica da AMPK inibiu a diminuição das proteínas PEPCK e G6Pase 
deflagrado pelo LPS sugerindo que a um controle hipotalâmico através da AMPK sobre a secreção de 
glicose. Nos animais mutantes do receptor TLR4 (C3H/HeJ) não houve diminuição da glicemia e 
desfosforilação da AMPK hipotalâmica e diminuição da PEPCK hepática como observamos no animais 
Wild type (C3H/HeN). Mostrando que o receptor TLR4 possui uma atividade intrínseca na indução à 
hipoglicemia e desfosforilação da AMPK. Os dados do nosso trabalho mostram que a endotoxemia 
ocasionada pela administração de LPS exerce uma importante modulação da ação da AMPK 
hipotalâmica, modulação negativa da ingestão e glicemia plasmática, alem de inibir a produção de 
glicose e expressão e quantidades de proteínas neoglicogênicas e ativação de vias inflamatórias 
mostrando que a sepse e/ou endotoxemia por LPS leva a severos danos na homeostase glicêmica, 
contudo também mostramos que a ativação da AMPK hipotalâmica consegue minimizar os efeitos 
oriundos da endotoxemia, mostrando que mecanismos que atuem sobre a ativação da AMPK 
hipotalâmica podem contribuir para o tratamento da Sepse/endotoxemia.   
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Abstract 
 

Endotoxic hypoglycaemia has an important role in the survival rates of septic patients. Currently, 

the hypothalamus is the main area of the brain that regulates glycemic homeostasis. Previous studies 

have demonstrated that hypothalamic AMP-activated protein kinase (AMPK) activity is sufficient for 

nutrient-sensing mechanisms to modulate glucose production. However, the role of hypothalamic AMPK 

in hypoglycaemia associated with endotoxemia is unknown. The aims of this study were to examine 

hypothalamic AMPK dephosphorylation in lipopolysaccharide (LPS) treated mice and to determine 

whether pharmacological AMPK activation could reduce the effects of endotoxemia on the liver 

metabolism of glucose. Fasted Swiss mice and C3H/HeJ (TLR4-receptor mutant) and C3H/HeN (wild 

type) mices received intraperitoneal injections of LPS (1mg/kg). LPS-treated mice showed reduced food 

intake and diminished basal glycemia, increased serum TNFα and IL1β levels and hypothalamic p-TAK 

and TLR4/MyD88 association. These effects were accompanied by hypothalamic AMPK/ACC 

dephosphorylation and reduction of glucose production in the liver. Interestingly, the LPS treated mice 

liver also showed diminished expression of PEPCK/G6Pase and reduction in p-FOXO1, p-AMPK, p-

STAT3 and p-JNK level. In contrast, the pharmacological hypothalamic AMPK activation blocked the 

effects of LPS on the hypothalamic AMPK phosphorylation, liver PEPCK expression and glucose 

production. Furthermore, the effects of LPS were TLR4-dependent because no effect on hypothalamic 

AMPK phosphorylation, liver PEPCK expression and basal glycemia was detected in C3H/HeJ (TLR4- 

receptor mutant) mice. These results suggest that hypothalamic AMPK activity may be an important 

pharmacological target to control glucose homeostasis during endotoxemia.  

 

 

Keywords: AMPK, TLR4, Liver, endotoxemia, hypoglycemia. 
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NF-κB  Fator nuclear kappa B. 

PEPCK Fosfoenolpiruvato carboxiquinase. 

PVN  Núcleo paraventricular do hipotálamo. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Na última década houve surpreendente avanço no conhecimento científico a respeito 

dos fenômenos que participam do controle da fome e termogênese (FLER, 2004; LIVESEY, 

2012). Cresce também o numero de estudos que buscam compreender a relação intrínseca 

entre obesidade, diabetes e os outros distúrbios metabólicos, com os processos inflamatórios 

e sua ação frente às importantes áreas que controlam a homeostase energética no sistema 

nervoso central (PENG et al., 2011; RUSSO, et al., 2011;TWEEDELL et al,. 2011; LIVESEY, 

2012.).  

O hipotálamo é uma importante região do sistema nervoso central (SNC) que 

orquestra inúmeras funções fisiológicas através da fina comunicação com amplas áreas do 

córtex cerebral integrando as atividades dos órgãos viscerais e o estado nutricional do 

organismo, sendo um dos principais responsáveis pela homeostase corporal, atuando na 

ativação de diversas glândulas endócrinas (VELLOSO  et al., 2009; TWEEDELL et al,. 2011; 

DALVI et al., 2011).  Esta importante região do SNC participa do controle da fome e do gasto 

energético através da produção de neuropeptídeos em neurônios localizados nas suas 

subáreas denominadas de núcleos hipotalâmicos, conhecidos como arqueado (ARC), 

ventromedial (VMH), paraventricular (PVH) e o lateral (LHA) (LAM, et al., 2011; THOREN, 

2011). Estes neuropeptídeos podem reduzir a fome e aumentar o gasto energético e são 

conhecidos como anorexígenos, ou então eles estimulam a fome e reduzem no gasto 

energético e são conhecidos como orexígenos (LEIBOWITZ e WORTLEY, 2004; DALVI et 

al., 2011).   

Embora muitos núcleos hipotalâmicos sejam importantes no controle da homeostase 

energética, o núcleo arqueado (ARC) é uma área chave que integra sinais hormonais e 

nutricionais que chegam da periferia através da barreira hematoencefálica. No núcleo 

arqueado existem receptores para os hormônios leptina e insulina, que através de estímulos 

específicos podem promover o aumento da expressão dos neuropeptídeos POMC/CART 

(anorexigênicos) e reduzir a expressão dos neuropeptídeos NPY/AGRP (orexigênicos), 

ambos nos neurônios localizados no ARC (THOREN, 2011; LEE, et al. 2012). Os neurônios 

desta região emitem projeções axonais para outras áreas do hipotálamo, tais como os 

núcleos periventricular e o hipotálamo lateral, que expressam a orexina, o MCH (Hormônio 
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concentrador de melanina) e o TRH (Hormônio liberador de tirotropina) que irão participar da 

resposta metabólica e comportamental frente à disponibilidade de energia e nutrientes 

(SCHWARTZ et al., 2000; DALVI, et al. 2011). Interessantemente, é possível observar que a 

orexina, quando administrada diretamente na área hipotalâmica ventro-medial (VMH), 

aumenta a captação de glicose pela musculatura esquelética e este efeito é dependente da 

ativação de receptores 2-adrenérgicos (SHIUCHI et al., 2009). O papel do hipotálamo no 

controle do metabolismo em tecidos periféricos é amplamente mostrado em estudos que 

empregam a insulina, leptina, glicose, ácidos graxos e drogas com ação farmacológica, que 

promovem alterações importantes no metabolismo em tecidos periféricos. Este importante 

aspecto da função desempenhada pelo hipotálamo no controle do metabolismo tem sido 

amplamente investigada e tem permitido consideráveis avanços na compreensão da 

neurofisiologia deste órgão, auxiliando na elucidação da interação hipotalâmica entre a dos 

órgãos responsáveis pela homeostase da glicose, como o fígado (LEIBOWITZ e WORTLEY, 

2004; VELLOSO  et al., 2009; THORENS, 2011).  

O tecido hepático possui papel importante nos rearranjos fisiológicos do metabolismo 

energético, pois participa do controle da atividade do metabolismo de carboidratos, proteínas 

e de ácidos graxos. É conhecido que diferentes condições metabólicas e nutricionais podem 

participar do controle do metabolismo hepático (LERNER et al. 2009). Em períodos pós-

prandiais, ocorre o aumento nos níveis séricos de glicose levando a secreção de insulina 

pelo pâncreas. No fígado a insulina estimula a AKT (proteína quinase do tipo B) que inativa 

por fosforilação a proteína GSK-3 (glicogênio sintase quinase tipo 3) e diminui a taxa de 

fosforilação da glicogênio sintase  aumentando sua atividade e a formação de glicogênio 

(CARVALHEIRA, ZECCHIN e SAAD, 2002; THORENS, 2011). A insulina também induz a 

redução da expressão de genes neoglicogênicos, através da AKT que afeta a estabilidade do 

fator de transcrição FOXO1 (Proteina Forkhead Box 1), ocasionando a sua inibição e 

transporte para o citoplasma para ser degradado. Concomitante a esse processo ocorre a 

fosforilação e ativação STAT3 (transdutor de sinal e ativadores de transcrição 3) e com isso 

ocorre à redução da expressão de proteínas neoglicogênicas como a PEPCK e G6Pase 

(AGATI, YEAGLEY & QUINN, 1998; GROSS & WAN; BIRNBAUM, 2009; WANG, R. et al., 

2011). Classicamente, sabe-se que a neoglicogênese é uma importante via metabólica 

hepática que tem papel fundamental na homeostase glicêmica, e essa via metabólica é 
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modulada por diferentes mecanismos que envolvem desde a ação de nutrientes à ação 

hormonal (THORENS, 2011).    

A insulina alem de controlar o metabolismo hepático, modula importantes áreas 

envolvidas com a homeostase glicêmica. A ação central da insulina é capaz de modular a 

produção de glicose pelo fígado; o bloqueio dos receptores de insulina no núcleo arqueado 

resulta em significante redução da capacidade da insulina circulante de inibir a produção de 

glicose hepática (OBICI et al., 2002; LAM et al., 2011).  Estudos demonstram que o efeito da 

inibição da produção de glicose hepática é dependente da ativação de canais de potássio no 

SNC, onde ocorre a importante participação da inervação simpática e também da atuação da 

inervação parassimpática com a atuação do nervo vago (POCAI et al., 2005). 

O SNC através da comunicação neural e entérica está em permanente comunicação 

com os tecidos periféricos que promovem rearranjos fisiológicos controlando a 

disponibilidade de nutrientes no organismo. Esse processo é muito importante, pois viabiliza 

e reestabelecimento da glicemia basal em períodos de hipoglicemia como é observado 

durante o exercício físico e o jejum (POCAI et al., 2005; THORENS, 2011). 

 A comunicação SNC e o fígado se dá através de terminações nervosas onde a 

participação do nervo vago (inervação simpática e parassimpática), além da ação direta de 

hormônios, essa comunicação também é observada no pâncreas onde os estímulos 

colinérgicos providos da via parassimpática estimulam a secreção de insulina, enquanto a 

ação simpática de catecolaminas como a adrenalina inibe a secreção de glicose (POCAI et 

al., 2005; YANG et al., 2012). 

A leptina, outro importante hormônio que participa da homeostase energética também 

pode modular a homeostase da glicose, no entanto, seu efeito sobre a produção e liberação 

de glicose pelo fígado esta associada a mecanismos dependentes e independentes da 

ativação do sistema melanocortina (GUTIERREZ-JUAREZ et al.,  2004; TODA  et al., 2009). 

A ação central da leptina resulta em modulação da expressão da proteína PGC1 (Receptor 

ϒ co-ativador α por proliferador de peroxissoma), inibição da AMPK (proteína quinase 

ativada por AMP) e ativação da AKT (ROMAN, et al. 2010),  aumento da captação de glicose 

e aumento da atividade mitocondrial no tecido muscular (HAQUE et al., 1999; MINOKOSHI et 

al., 1999; PARK et al.,  2008; ROMAN et al., 2010). 
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Desta maneira, a literatura demonstra claramente que o hipotálamo tem papel 

importante no controle do metabolismo através da sinalização exercida pelos hormônios e 

nutrientes no SNC. Entretanto, para que isso ocorra é necessária à perfeita modulação de 

proteínas intracelulares que participam do controle do balanço do gasto energético no 

hipotálamo e também no fígado. Estudos recentes colocam a proteína quinase ativada por 

AMP (AMPK) como alvo fundamental na integração dos sinais hormonais e nutricionais que 

chegam ao hipotálamo e na resposta contrarregulatória coordenada por ele (MINOKOSHI et 

al., 2004;  MORRISON, 2008; MORTON, 2007; NISWENDER e SCHWARTZ, 2003; 

NOGUEIRAS et al., 2008; STOPPA et al., 2008; WOODS et al., 2008). 

 

1.1 Proteína quinase ativada por AMP (AMPK) 

 

A Proteína quinase ativada por AMP (AMPK) é uma serina/treonina quinase composta 

por uma subunidade catalítica α e outras subunidades regulatórias β e γ (HARDIE, 2004). 

Cada subunidade contém isoformas codificadas por dois ou três genes: α1, α2; β1, β2; 1, 2, 

3 (HAN, 2005; HARDIE, 2004). A AMPK é ativada pela diminuição da concentração de ATP 

e por um aumento da concentração de AMP, onde o AMP se liga a subunidade γ da AMPK 

resultando na sua mudança estrutural e conformacional expondo o seu sitio catalítico 

treonina 172 da subunidade α2  favorecendo a fosforilação e ativação da AMPK pelas 

proteínas quinases LKB1 e CAMKK (HAN, 2005; HARDIE, 2004). Através deste mecanismo 

a AMPK monitora os níveis de AMP/ATP e promove à inibição de vias anabólicas e ativação 

das vias catabólicas nas células. 

A AMPK é amplamente distribuída nos tecidos e desempenha papeis específicos em 

cada um deles (EVANS, 2004). No hipotálamo, a inibição da AMPK promove a redução da 

fome, como é observado através da administração de leptina ou glicose (CARLING, 2005, 

MINOKOSHI et al., 2004) e sua ativação pela administração de AICAR (5-Aminoimidazone-4-

carboxamide-riboside), grelina ou pelo jejum resulta em aumento da fome e da expressão de 

neuropeptídeos orexígenos (HAN, 2005; NAMKOONG, 2005; SEO et al., 2008). 

Outra importante função da AMPK hipotalâmica é a capacidade de modular a resposta 

contrarregulatória desencadeada pela hipoglicemia. Estudos realizados empregando um 

inibidor farmacológico da AMPK hipotalâmica, conhecido como composto C, ou a expressão 
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de um dominante negativo da AMPK, resultaram em severa e prolongada hipoglicemia 

induzida por insulina (HAN et al., 2005). A ativação da AMPK no hipotálamo através da 

administração de AICAR promove maior secreção de adrenalina e glucagon em modelo 

animal de diabetes tipo I e animais com ausência da subunidade α2 da AMPK hipotalâmica 

apresentam aumento na excreção de catecolaminas (noradrenalina e adrenalina), causando 

a inibição da secreção da insulina e reduzindo a sensibilidade à insulina no músculo 

(HUTCHINSONN e BENGTSSON, 2006; ROPELLE et al., 2007; RUDERMAN e PRENTKI, 

2004). Desta maneira, a capacidade da proteína AMPK de responder as alterações 

sistêmicas da disponibilidade de glicose é fundamental para a homeostase energética. 

No fígado a AMPK participa do controle da produção de glicose em períodos de jejum 

através de estímulos catabólicos e também pela modulação de proteínas que participam do 

controle da neoglicogênese (LERNER et al. 2009; YANG, et al. 2010). 

No tecido muscular a ativação da AMPK promove o aumento da captação de glicose 

de maneira independente da insulina, e no tecido adiposo branco a ativação da AMPK 

diminui a síntese e aumenta a oxidação dos ácidos graxos. Além disso, sua atividade está 

relacionada à resposta celular induzida pela hipóxia, estresse oxidativo e a presença de 

óxido nítrico (PARK et al., 2008; TREEBAK et al. 2006; LANDREE, 2004; LAM et al., 2003). 

No hipotálamo duas proteínas expressas nos neurônios do ARC, a mTOR e a acetil-

CoA carboxilase (ACC), são moduladas pela atividade da AMPK. A mTOR é inibida pela 

AMPK e participa do controle de processos celulares tais como, tradução, biogênese 

mitocondrial, autofagia e controle do metabolismo (WULLSCHLEGER et al., 2006). A ACC 

uma proteína chave para a síntese de ácidos graxos, responsável pela síntese de malonil-

CoA, é inibida pela fosforilação promovida pela AMPK (LOPEZ & VIDAL-PUIG, 2008). A ACC 

é também é regulada por alteração covalente através da fosforilação disparada pelos 

hormônios glucagon e epinefrina (adrenalina) onde estes promovem a sua inibição e redução 

da síntese de ácidos graxos (MINOKOSHI et al., 2004).  

Embora o metabolismo de ácidos graxos nos neurônios não tenha finalidade de 

armazenamento de energia, sua atividade tem efeito direto sobre importantes mecanismos 

de controle da homeostase energética. A inibição farmacológica da enzima ácido graxo 

sintase (FAS), da AMPK, da malonil-CoA descarboxilase ou da carnitina palmitoil transferase 

I (CPTI), tem profundo impacto sobre a ingestão, o peso corpóreo, a produção de ácidos 
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graxos de cadeia longa e de glicose pelo fígado  (LOPEZ et al., 2008; LOPEZ e VIDAL-PUIG, 

2008) além de modificar a resposta inflamatória, como observado por CHAKRAVARTHY e 

colaboradores (2009) em animais com inativação da expressão da FAS no hipotálamo 

(CHAKRAVARTHY et al., 2009).  

Os efeitos sobre o comportamento alimentar e o metabolismo energético, atribuídos as 

proteínas AMPK e ACC, exigem que estas proteínas sejam moduladas de maneira muito 

precisa (RONNETT et al., 2009). Portanto, condições que acarretam prejuízo à capacidade 

destas proteínas de sinalizar e promover adequada resposta metabólica podem produzir 

efeitos deletérios sobre a homeostase glicêmica. 

Condições fisiológicas como o jejum (CHIASSON et al., 1979) e gravidez (KALHAN et 

al., 1988; KALHAN et al., 1991) e condições de doenças como a sepse (HOLAMN  et al., 

1988) são conhecidas por alterarem vários parâmetros bioquímicos e fisiológicos, entre eles 

a neoglicogênese hepática. O aumento da produção de glicose pelo fígado é uma 

característica importante da resistência hepática a insulina, desde que ela é um importante 

modulador negativo desta via metabólica. Desta maneira, condições que promovem a 

redução do sinal da insulina no fígado cursam com o aumento da glicemia de jejum, tal como 

observado em modelos de diabetes induzida por dieta hiperlipídica (DE SOUZA et al., 2005; 

ZHANG et al., 2008). Entretanto, condições que aumentam a demanda por glicose podem 

acarretar em hipoglicemia, como observado no quadro de sepse (HOLAMN et al., 1988; 

YERKOVICH et al., 2004) e câncer (ROH  et al., 1984). 

A Sepse ou septicemia é uma doença decorrente de infecções por bactérias, 

helmintos, fungos ou/e vírus, a endotoxemia é uma septicemia ocasionada por bactérias do 

tipo Gram-negativas (KUTTNER et al., 1986; RAMADOSS, 2009).  Durante a evolução do 

quadro de septicemia ocorre hipertermia, taquicardia, aumento das células do sistema imune, 

inapetência, hipoglicemia o aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias tais como 

TNFα; IL1-β; Interleucinas como IL2, IL6 e IL8; Interferon α,β e γ (IFN-α, β, γ); Tromboxamos 

TXA2, leucotrienos (LTs) (Óxido Nítrico NOII) e Prostaglandinas, em conjunto ocorre o 

aumento do consumo de glicose por macrófagos em tecidos, tais como fígado e baço 

(RAMADOSS, 2009).  

 Estudos mostram que interleucinas envolvidas em eventos patológicos e também 

fisiológicos como é o caso de IL6 podem promover o aumento na captação de glicose no 
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músculo, promovendo a redução da disponibilidade de glicose plasmática favorecendo a 

hipoglicemia (MIZOCK, 1995; 2001; TWEEDELL et al,. 2011).  

O aumento na demanda por glicose não traria danos para a homeostase se a glicemia 

fosse corrigida pela maior ativação e utilização de substratos neoglicogênicos pelo fígado. 

Contudo, na sepse um dos principais componentes de sua patofisologia é a hipoglicemia e 

sua letalidade é intensificada pela inibição farmacológica da neoglicogênese hepática 

(KUTTNER et al., 1986). Muitos estudos demonstram que durante a sepse a capacidade do 

fígado de sintetizar glicose é significantemente reduzida (YERKOVICH et al., 2004; HILL et 

al., 1991; 1992; WALTNER-LAW et al., 2000) aparentemente através da modulação da 

ativação e expressão de fatores de transcrição tais como STAT3 e PGC1 e pela da ação 

das citocinas pró-inflamatórias (CHICHELNITSKIY et al., 2009; RAMADOSS, 2009).  Assim 

podemos concluir que em condições de septicemia a resposta contrarregulatória está afetada 

prejudicando o controle da homeostase da glicose. 

Na literatura, apesar do grande número de estudos que mostram a redução da 

atividade da neoglicogênese hepática durante o quadro de infecção sistêmica, não existem 

estudos que mostrem a relação entre o processo infeccioso e a modulação das proteínas 

hipotalâmicas envolvidas com a resposta contrarregulatória. Um estudo desenvolvido por 

ROPELLE e colaboradores (ROPELLE  et al., 2007), mostrou que a ativação da proteína 

AMPK no hipotálamo pela administração de AICAR ou metformina, foi capaz de reduzir a 

anorexia induzida pelo desenvolvimento do tumor, além de aumentar a sobrevida dos 

animais. Em paralelo, os autores também mostraram que a ativação da AMPK no hipotálamo 

cursa com a redução dos níveis sistêmicos de TNF e IL1, assim como, a menor produção 

destas citocinas no hipotálamo (ROPELLE  et al., 2007; SU & CHAO et al., 2007).  

 

1.2 Receptores Toll Like.  

 

O sistema imune inato é uma forma ancestral de discriminação dos perfis moleculares 

dos mamíferos, este processo defensivo é mediado através da detecção de moléculas 

estranhas por receptores denominados receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) 

que estão envolvidos no reconhecimento de padrões moleculares associados aos patógenos 

microbianos invasores (PAMPs) (JANEWAY, 1989; LEMAITRE  et al.; 1996).   Dentre os 
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PPRs, os receptores Toll-like (TLR) se destacam pelo seu papel central na ligação de 

patógenos e iniciação da resposta inflamatória (KAWAI e AKIRA, 2009). Este tipo de receptor 

foi primeiramente descrito em Drosophila sendo nomeado como Toll receptor, posteriormente 

receptores homólogos do receptor Toll, foram identificados em mamíferos e denominados 

como Toll-Like Receptors-(TLR) “receptores semelhantes ao Toll” (MEDZHITOV  et al., 

1997). 

Os Toll Like Receptors (TLRs) são membros da superfamília dos receptores de 

interleucina-1 (IL-1R), que respondem as partículas e micro-organismos potencialmente 

patogênicos. Os TLRs compreendem uma família de 10 subtipos (TLR1-10) e são expressos 

entre vários tipos de células do sistema imune e respondem a diferentes estímulos (MUZIO 

et al., 2000). Entretanto, outros tipos celulares também expressam TLR, tais como neurônios, 

células endoteliais, hepáticas, adiposas, cardíacas e células do epitélio intestinal (KAWAI e 

AKIRA, 2009).  

Dentre os TLRs conhecidos, os Toll-like receptor 2 e 4 vem demonstrando uma 

importante ligação com a interface entre a obesidade  a inflamação (KAWAI e AKIRA, 2006). 

Os TLR2 e TLR4 são ativados pela exposição à lipopolissacarídeo (LPS) e por ácidos graxos 

saturados (TAKEDA & AKIRA, 2005). 

 O Toll-like receptor 4 muitas vezes designado como CD284 (cluster de diferenciação 

284) é um receptor transmembrana composto por um domínio extracelular que contém 

múltiplas leucinas (LRRs), ligado à proteína MD2, e uma cauda citoplasmática contendo o 

domínio conservado TIR, no receptor TLR4 a o sitio CD14 especifico para o reconhecimento 

de LPS  (KAWAI e AKIRA, 2006; OSTUNI; ZANONI; GRANUCCI, 2010).  O TLR4 possui 

uma importante participação no reconhecimento dos ácidos graxos saturados: ácido láurico 

(C12:0), ácido mirístico (C14:0) e ácido palmítico (C16:0),  moléculas presentes em dietas 

ocidentais e que estão diretamente relacionadas com o desenvolvimento da obesidade  

(TAKEDA & AKIRA, 2005; MILANSKI et al., 2009). 

O lipopolissacarídeo (LPS) é uma endotoxina da membrana celular externa de 

bactérias Gram-negativas, cuja presença no sangue é caracterizada como quadro de 

endotoxemia (HANAZAKI, 2009). Alem da infecção por micro-organismos, fatores como o 

consumo de dieta com alto teor de ácidos graxos saturados, favorece o aumento sérico de 

LPS na circulação, por promover a proliferação de bactérias Gram-negativas no intestino 
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(CARVALHO et al., 2012; MOREIRA et al., 2012). A presença de LPS na circulação 

sistêmica promove severas alterações metabólicas, como indução à hipoglicemia decorrente 

da inibição de proteínas neoglicogênicas (McCALLUM, 1981; MAITRA et al., 1999; GILL & 

STERLING, 2001). O receptor TLR4 é amplamente encontrado em diversos órgãos como o 

tecido adiposo, fígado, baço e pâncreas e Sistema Nervoso Central (KAWAI e AKIRA, 2006).  

No Sistema Nervoso Central (SNC) a ação do LPS permanece controversa, pois ainda não 

está bem esclarecido se o LPS tem a capacidade de atravessar a Barreira hematoencefálica 

(BHE) e atingir o SNC, entretanto alguns estudos mostram que o LPS tem a capacidade de 

alterar a permeabilidade da BHE facilitando a passagem moléculas e de algumas citocinas, 

como o TNF-α (JAEGER, et al., 2009; DOHGU et al., 2011; XIAOLU et al., 2011; ZHOU et 

al., 2011). 

Na via de sinalização do TLR4 ocorre à associação do com seus ligantes, onde duas 

vias distintas são ativadas, a via dependente MyD88 e a via dependente de TRAM/TRIF 

(KAWAI e AKIRA, 2009).   A via da MyD88 (Fator de diferenciação mielóide 88) consiste no 

recrutamento da MyD88 pelo TLR4, e ativação por fosforilação da proteína intracelular IRAK 

(receptor associado a IL-1 quinase) de seus complexos (IRAK1/2/4), essa mobilização 

proteica promove a ativação e fosforilação da proteína TRAF6 (Fator associado ao receptor 

de TNFα) que participa da ativação da TAK1. A TAK1 (Quinase ativada por fator de 

crescimento-β) é ativada por fosforilação após a indução da TRAF6 juntamente com a 

ligação às proteínas do complexo TAB 1/2/3 e atividade intrínseca das proteínas ubiquitinas 

(KAWAI & AKIRA, 2006; YAMAWAKI et al., 2010). Essa sinalização promove a ativação e 

fosforilação dos IKKs (IkB quinase), que por sua vez fosforila e inativa o IκB (inibidor do fator 

nuclear kappa B), liberando o NF-κB (fator nuclear kappa B) permitindo a sua translocação 

do citoplasma para o núcleo onde se conecta à regiões específicas do DNA, ativando genes 

responsáveis pela transcrição de diversas proteínas e citocinas, entre elas as citocinas 

inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF-α) (Figura 1) (IWASAKI e MEDZHITOV, 2004; TAKEDA & 

AKIRA, 2005; KAWAI & AKIRA, 2006). Na via da TRAM/TRIF, a TRAM (Adaptador molecular 

relacionado à TRIF) acoplasse a TRIF (Adaptador induzido por IFNβ no dominio TIR) 

recrutando e ativando duas importantes proteínas, as RIP1 e TRAF3 que modulam o fator de 

transcrição inflamatório de IRF3 (Fator regulador interferon). A via TRAM/TRIF se integra a 

via do MyD88 através da similaridade de ativação da proteína TRAF6 promovendo ativação 
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das proteínas IKKs  que propaga a sinalização IκB/NFкB, como já descrito, permitindo a 

ativação do NF-κB e a transcrição das citocinas inflamatórias (TNFα, IL1-β, IL6) (KAWAI & 

AKIRA, 2006). 

 
Figura 1: Via de sinalização ativada pelo TLR4 dependentes de TRAM/TRIF e MyD88 para ativação 
de fatores de transcrição. Figura adaptada de KAWAI e AKIRA (2006). 

 

Após a indução do processo inflamatório as citocinas inflamatórias estabelecem sinais 

que são direcionados para a manutenção da inflamação (YANG et al., 2001).  Assim como as 

citocinas IL1-β e IL6 modulam a inflamação através da ligação/ativação dos seus receptores 

(IL6R e IL1R), o TNF-α se liga ao receptor TNFR1 (receptor 1 de TNF-α) que sinaliza e induz 

a ativação a proteína NFкB favorecendo o aumento da transcrição de citocinas inflamatórias 

como o próprio TNF-α, mantendo um mecanismo de estimulo compensatório (YANG et al., 

2001).  Um dos principais substratos intermediários da via de sinalização inflamatória do 

TNF-α é a serina quinase JNK (Quinase c-Jun N-terminal) (DEMPSEY et al., 2003; GAO et 

al., 2013). Uma vez ativada a JNK participa da modulação de importantes via metabólicas 

como a inibição da via de sinalização da Insulina (LEE et al., 2003). A JNK também participa 

da modulação da transcrição gênica de proteínas, como na inibição da transcrição da 
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PEPCK no fígado pela sua ação conjunta com o STAT3, evento este que contribui para o 

quadro de hipoglicemia observado na Sepse (YERKOVICH et al., 2004; YANG et al., 2010; 

GUO et al., 2012).  Em condições inflamatórias sistêmicas como a Sepse, a capacidade que 

o TLR4 apresenta em induzir citocinas inflamatórias é de especial interesse para as 

desordens metabólicas relacionadas à obesidade e o diabetes. Entretanto pouco se sabe se 

os eventos inflamatórios hipotalâmicos observados na sepse pode m modular a homeostase 

glicêmica e resposta contrarregulatória. 

Como é conhecido e foi descrito nesta introdução, tanto a obesidade como o diabetes, 

tem em comum a alteração dos mecanismos centrais de controle do gasto energético. Neste 

sentido, as vias inflamatórias tais como a ativação de TLR4 e a ação das citocinas no 

hipotálamo, podem ser responsáveis pela inibição da proteína AMPK neste tecido, mesmo 

em estado de jejum e hipoglicemia, condições que cursam com a ativação da AMPK 

hipotalâmica e uma eficiente resposta contrarregulatória (MUNZBERG  et al.,  2004; SU & 

CHAO et al., 2007; MILANSKI et al.,2009). 

Embora os estudos que investiguem a relação entre as citocinas inflamatórias e os 

danos na sinalização de hormônios no hipotálamo sejam extensos, o efeito destas citocinas 

sobre a proteína AMPK ainda não é conhecido. Além disso, também não existem estudos na 

literatura que tenham explorado a relação entre a ativação de TLR4 no hipotálamo e resposta 

da via AMPK ao estado de hipoglicemia. Considerando a importância desta proteína na 

modulação da resposta contrarregulatória pelo hipotálamo, nossa hipótese foi a de que a 

ação central das citocinas inflamatórias e o receptor do tipo TLR4 possam desempenhar 

importante papel na modulação da AMPK hipotalâmica quando ocorre aumento da demanda 

por glicose, como é observada durante o quadro de endotoxemia. Os resultados obtidos 

neste trabalho são importantes para auxiliar na compreensão dessa hipótese. 
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2. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a participação de citocinas inflamatórias e da AMPK hipotalâmica na redução 

da resposta contrarregulatória hepática durante a endotoxemia promovida por 

lipopolissacarídeo (LPS). 

 

2.1 Objetivos específicos: 

 

a) Avaliar o efeito do tratamento com LPS sobre a ativação das proteínas AMPK e 

ACC no hipotálamo; 

 

b) Avaliar o efeito do tratamento com LPS na produção de glicose pelo fígado e 

expressão de enzimas neoglicogênicas (PEPCK e G6Pase); 

 

c) Avaliar o efeito da ativação farmacológica da AMPK hipotalâmica na glicemia e na 

expressão de enzimas neoglicogênicas (PEPCK e G6Pase) em animais tratados com LPS; 

 

d) Avaliar o efeito do tratamento com LPS sobre a AMPK hipotalâmica em animais 

com deficiência na sinalização do receptor TLR4. 

 

e) Identificar a contribuição da ação central do TLR4 para o desenvolvimento da 

hipoglicemia e modulação da AMPK hipotalâmica durante a endotoxemia.  
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3. METODOLOGIA 
 

 

3.1 Animais: 

Foram utilizados camundongos Mus musculus (machos) da linhagem Swiss; 

Camundongos machos C3H/HeJ (animais com mutação no receptor TLR4) e camundongos 

C3H/HeN (controles selvagens). Os animais foram cedidos pelo Biotério (CEMIB da 

universidade estadual de Campinas (Unicamp), com aproximadamente 6 semanas de idade.  

Os animais foram mantidos no biotério do laboratório de sinalização celular (biotério 

regulamentado de acordo com a legislação especifica), com acesso a ração padrão de 

roedores (Nuvilab CR1) e água ad libitum. Durante o período de tratamento os animais foram 

mantidos no biotério em gaiolas individuais com acesso a água e ração ad libitum e ciclo de 

luz (claro/escuro) de 12 horas. O jejum, quando necessário, foi realizado no período noturno. 

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

CEUA/UNICAMP (protocolo nº 2517-1). 

 

3.2 Grupos experimentais: 

Os animais foram separados e classificados em grupos: 
 

 Grupo Controle: animais sadios que receberam salina (0,9%) via intraperitoneal (IP).  
 
 Grupo LPS: animais tratados com lipopolissacarídeo (LPS) via intraperitoneal (1mg/Kg) de 

acordo com o protocolo adotado (figura 2). 
 
 Grupo AICAR + LPS: animais tratados com lipopolissacarídeo (LPS) via intraperitoneal 

(1mg/Kg) e AICAR 2 mmol intracerebroventricular (ICV) 2xdia/ durante 1 dia de acordo 
com o protocolo adotado (figura 3). 

 

3.3 Substâncias utilizadas no experimento: 

 

3.3.1 lipopolissacarídeo (LPS). 

O tratamento dos animais foi realizado com lipopolissacarídeo (LPS) (Escherichia coli 

O111:B4 - L2630 Sigma: 1 mg/Kg diluído em salina 0,9%), foi realizado por via intraperitoneal 

(IP) em animais em Jejum de 14 horas ou/e animais alimentados ad libitum. O tempo de 
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tratamento foi avaliado a partir do monitoramento da glicemia. Posteriormente outros 

métodos foram incorporados como analise da sinalização proteica e Real Time. Para a 

maioria dos protocolos as análises foram realizadas 4 horas pós a administração do LPS. 

 

3.3.2 AICAR (Aminoimidazole carboxamide ribonucleotide). 

O AICAR foi empregado no experimento através de administração 

intracerebroventricular (ICV) 2 vezes durante 1 dia com AICAR 2 mmol/μL (3 L em solução 

salina 0,9%). 

 

3.4 Anestesia: 

Para a realização dos experimentos, os camundongos foram anestesiados com uma 

mistura de quetamina de sódio (0,1 g/Kg), xilazina (15 mg/Kg)  e diazepam (9 mg/Kg) por via 

intraperitoneal. Para certificar o efeito do anestésico foi avaliado o reflexo pedal dos animais. 

Os parâmetros utilizados para manuseio animal foram aprovados pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais CEUA/UNICAMP (nº 2517-1). 

 

3.5 Controle de Ingestão: 

Os animais foram previamente adaptados à gaiola metabólica e posteriormente 

separados em grupos LPS (1mg/Kg) e CONTROLE de acordo com o protocolo experimental. 

O monitoramento da ingestão foi realizado no período noturno (durante 14 horas) em ambos 

os grupos com livre acesso a ração ou jejum de acordo com interesse. 

 LPS: o LPS (1 mg/Kg) foi administrado via intraperitoneal 4 horas antes das 

avaliações; 

 CONTROLE: a solução salina (0,9%) foi administrada via intraperitoneal no mesmo 

momento em que o LPS foi administrado no grupo LPS.  

 

3.6 Teste de tolerância à glicose (GTTip): 

Para avaliar a tolerância à glicose foram utilizados animais separados em grupos LPS 

(LPS 1 mg/Kg intraperitoneal) e CONTROLE (salina intraperitoneal) eles foram mantidos em 

jejum prévio de 14 horas (noturno). O teste foi iniciado 4 horas após a administração do LPS. 

O sangue foi coletado a partir de um corte na cauda e a medida dos níveis de glicose foi 
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realizado com aparelho Accu Check (Roche). Após a determinação da glicemia basal, uma 

solução de glicose 25 % (1g/kg) foi administrada por via intraperitoneal e novas medições de 

glicemia foram aferidas nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos. Durante todo experimento 

os animais permaneceram conscientes. 

3.7 Teste de Tolerância a o Piruvato Intraperitoneal (PTTip): 

A tolerância ao piruvato foi avaliada em animais separados em grupos (LPS e 

controle) que foram mantidos em jejum prévio de 14 horas (noturno). O sangue foi obtido 

através de uma pequena incisão na cauda. A glicemia foi monitorada imediatamente, através 

de glicosímetro Accu Check (Bayer), depois da administração intraperitonial (ip) de piruvato 

(15% p/v) (2mg/Kg de peso corpóreo). As amostras de sangue foram coletadas para 

medições dos tempos 0 e 30 minutos, em animais tratados com LPS e animais controle.  

 

3.8 Cirurgia Estereotáxica: 

Os animais foram anestesiados com uma mistura de quetamina de sódio (0,1g/Kg), 

xilazina (15 mg/Kg)  e diazepam (9 mg/Kg) por via intraperitoneal os reflexos pedal e corneal 

foram utilizados como controle da anestesia. Após a anestesia foi realizada a tricotomia e 

assepsia do crânio do animal e este foi fixado e posicionado adequadamente no fixador 

estereotáxico (Stoelting®), então foi realizada uma incisão inter-parietal de aproximadamente 

1,5 cm, a seguir o periósteo foi divulsionado e a calota craniana exposta para a localização 

do Bregma, o qual é considerado o marco zero para o posicionamento da cânula, as 

coordenadas do ventrículo lateral foram obtidas no Atlas de Coordenadas estereotáxicas 

(Paximos e Watson, 1986) (antero-posterior: 0,34 mm; lateral: 1,0 mm e dorso-ventral: 2,2 

mm em relação ao bregma). Após a implantação da cânula no ventrículo lateral do animal, a 

cânula foi fixada no crânio com cimento acrílico polimerizante (Michelotto et al., 2002). Logo 

após a cirurgia, cada animal recebeu paracetamol (300 mg/Kg) e após um período mínimo de 

5 dias para recuperação foi realizado o teste de localização e posicionamento da cânula 

através da administração de 3 ƞmoles de angiotensina II (50 ng) (Calbiochem®) pela cânula 

com o auxilio de uma microsseringa (Hamilton®) e foi avaliada a ingestão de água (pelo 

menos 2 ml) em um período de 15 minutos (efeito dipsogênico). 
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3.9 Procedimento de extração de tecidos para análise pelo método de Western 

Blot: 

Para análise da sinalização celular nos tecidos dos animais, estes foram submetidos a 

jejum noturno de 14 horas e foram separados em grupos de acordo com cada protocolos 

experimental. Os animais foram anestesiados com 180μl de tiopental sódico (50 mg/Kg) por 

via intraperitoneal, após a anestesia os animais foram decapitados e o peritônio dos animais 

foi aberto expondo as vísceras e fragmentos do tecido hepático e hipotalâmico foi retirado. 

Imediatamente depois de extraído, o fragmento de tecido foi homogeneizado com o auxilio 

do homogeneizador Politron® na velocidade de 25000 rotação por minuto (rpm), por 

aproximadamente 20 segundos, em tampão para imunopreciptado composto por 1% de 

Triton X 100, 100mM de Tris-HCl (pH 7,5), 100mM de pirofosfato de sódio, 100mM de 

fluoreto de sódio (NaF), 10mM de ácido etileno-diamino-tetracético (EDTA), 10mM de 

ortovanadato de sódio (Na3VO4), 2mM de fenil-metil-sulfonil-fluoreto (PMSF) e 0,1 mg/mL de 

aprotinina. Depois de homogeneizado o extrato foi centrifugado a 11000 RPM, por 30 

minutos a 4ºC, para a remoção do material insolúvel, e somente o sobrenadante foi utilizado 

para o ensaio. Parte deste (5-10 µL) foi utilizado para dosagem do conteúdo proteico total 

pelo método colorimétrico de Biureto e parte foi estocada (200 µL junto com tampão Laemmli 

100 mmol/l de DDT em Biofreezer a -86 ºC  para ensaios posteriores.  

 

3.10 Western Blot: 

As amostras estocadas foram aquecidas a 90 C por 2 minutos e aplicadas (100 g de 

proteínas totais) em gel de poliacrilamida na concentração de 6,5% ou 12%, de acordo com o 

peso molecular da proteína de interesse. A eletroforese foi realizada em aparelho BIO RAD 

com a voltagem elevando-se gradualmente de 30 a 120V durante a corrida. Após a 

eletroforese, o material contido no gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose, 

com auxílio de um sistema de transferência da BIO RAD a 120V durante 120 minutos. Após 

a transferência, as membranas foram bloqueadas com uma solução de leite em pó 

desnatado Molico® a 5% em solução basal (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, 0,02% Tween 

20) durante 18 horas, com agitação leve e constante.  

A detecção das proteínas na membrana foi realizada através de reação com anticorpo 

específico. Para isso, as membranas foram incubadas durante 12 horas (4 C) em 10 mL de 
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solução de anticorpo contendo albumina 3% em solução basal. Após a incubação com os 

anticorpos de interesse as membranas foram lavadas com a solução basal (6 vezes durante 

5 minutos).  

O anticorpo secundário conjugado com peroxidase foi preparado com solução basal 

contendo leite em pó desnatado Molico® a 3%. O anticorpo secundário foi utilizado de acordo 

com a diluição sugerida pelo fabricante. As membranas foram incubadas com esta solução 

durante 2 horas à temperatura ambiente e com agitação constante. Após este processo, as 

membranas foram novamente lavadas com a solução basal (6 vezes durante 5 minutos) e 

incubadas com luminol (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate System - Pierce 

Biotechnology®), o sinal foi detectado pela exposição das membrana ao filme de raio X 

Kodak® ou aparelho espectrofotômetro (Syngene-G:Box®).  Após a revelação do filme e/ou 

obtenção das imagens (espectrofotômetro) foi realizada a analise de densitometria óptica dos 

bandamentos, os quais representavam as proteínas de interesse, com o auxilio do programa 

Scion Image® (Scion Corporation®). 

 

3.11 Imunoprecipitação:  

O fragmento do hipotálamo foi homogeneizado em tampão de imunoprecipitação 

contendo 1% Triton X 100, 100 mM Tris (pH 7,4), 100 mM pirofosfato de sódio, 100 mM 

fluoreto de sódio, 10 mM EDTA, 10 mM ortovanadato de sódio, 2 mM PMSF e 0,1 mg/mL de 

aprotinina a 4 ºC. O homogeneizado foi então centrifugado e o sobrenadante utilizado em 

experimentos de imunoprecipitação utilizando-se anticorpos específicos para os antígenos a 

serem estudados. Após incubação, imunocomplexos foram captados com proteína A 

Sepharose e decantados por centrifugação. Os imunocomplexos acoplados a proteína A 

Sepharose foram ressuspensos em tampão de Laemmli e após rápida fervura, aplicados em 

gel de poliacrilamida para separação por eletroforese (SDS-PAGE). Proteínas separadas em 

SDS-PAGE foram então transferidas para membrana de nitrocelulose e os resultados 

avaliados através do western blotting com anticorpo específico. O sinal foi detectado por 

quimiluminescência com kit AbFrontier- West Save e posterior exposição a um aparelho 

fododocumentador Syngene-G:Box. 
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3.12 Materiais para detecção das proteínas: Foram utilizados anticorpos obtidos 

das empresas Cell Signaling Technology® e Santa Cruz Biotechnology®. O sistema para 

detecção por quimioluminescência foi adquirido da Pierce Biotechnology®. 

 

Anticorpos: 

    Cell Signaling Technology®   Santa Cruz Biotechnology® 

AMPK (#2603)       PEPCK (sc-32879) 
p-AMPK (#2535)       G6Pase (sc-25840) 

    ACC(#3676)       JNK (sc-571) 
p-ACC (#3661)       p-JNK (sc-6254) 
p-ACC (#3661)       TRL4 (sc-10741) 
FOXO1 (#9454)       TAK1 (sc-292804) 
p-FOXO1/2/3 (#2599)       p-TAK1 (sc- 130219) 

       STAT3 (sc-408) 
       p-STAT3 (sc-8001-R) 
       Β-Actina (sc-47778) 
 
 

      MyD88 (sc-11356) 

 

3.13 Análises por RT – PCR: 

 

Extração de RNA do Fígado – Após os tratamentos, um fragmento do fígado de cada 

animal foi extraído, segundo o método de extração de tecidos, foram mantidos em condições 

livres de RNAses, submersas em N2 líquido para congelamento e armazenadas em 

biofreezer (- 80 ºC) para posterior extração de RNA. Posteriormente o material foi 

homogeneizado com politron em 1 mL de reagente Trizol (Invitrogen Corporation, CA, USA) 

de acordo com as recomendações do fabricante (sob condições estéreis e livres de 

RNAses).  

As amostras foram transferidas para tubos novos, onde o RNA foi precipitado através 

de incubação por 10 minutos, à temperatura ambiente, com 0,5 mL de isopropanol, seguida 

de centrifugação a 12.000g, por 10 minutos, a 4 °C. Para lavar o RNA, o precipitado foi 

ressuspendido em 1 mL de etanol 75 % e a amostra centrifugada a 7.500 g, por 5 minutos, a 

4 °C. O RNA foi eluído em 50 μL de água RNAse-free e quantificado em espectrofotômetro a 

260 nm.  

A quantidade de RNA das amostras foi estimada por espectrofotometria a 260 nm 
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(A260) e a 280 nm (A280), e a integridade do RNA isolado foi determinada pela razão 

A260:A280 e por eletroforese em gel de agarose (1,5 %) com visualização em luz 

ultravioleta, usando brometo de etídio como corante. 

Para a produção do cDNA, foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), sendo a concentração final do 

cDNA de 3,0 ƞg. Este cDNA foi diluído segundo a concentração necessária para a 

amplificação eficiente de cada gene. 

 

3.14 PCR quantitativo (qPCR) – Real Time PCR: 

As reações de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema TaqManTM 

(Applied Biosystems), que é constituído por um par de oligonucleotídeos e uma sonda 

marcada com um fluoróforo. Foram utilizadas as seguintes análises:  

 

 Gene G6pc3 (G6Pase): análise Mm00839363_m1 (Applied Biosystems). 

 Gene PCK (Pepck): análise  Mm01247058_m1  (Applied Biosystems).  

 

O gene Mouse ACTB (βactin) (TaqManTM - Applied Biosystems) foi escolhido como 

controle endógeno da reação, o qual serve para normalizar a expressão do gene de interesse 

nas diferentes amostras. A sonda ACTB está marcada com o fluoróforo VIC. 

Antes de se iniciarem os experimentos de quantificação relativa da expressão de 

qualquer gene, foi feita a validação do sistema para os genes acima e para o controle 

endógeno (ACTB), a fim de se verificar se as eficiências de amplificação de ambos os genes 

foram semelhantes e próximas a 100%. Esse passo é essencial para que o controle endógeno 

possa ser utilizado para normalizar os valores de expressão relativa do gene de interesse. A 

validação consiste na amplificação, tanto com os oligonucleotídeos do gene de interesse 

quanto do controle endógeno, dos cDNAs de triplicatas de 7 concentrações diferentes 

(diluições seriadas de 3 vezes) de uma amostra escolhida aleatoriamente. Em seguida, foi 

construída uma curva padrão a partir do logarítmo da concentração das amostras pelo Ct 

(Threshold Cycle: ciclo em que cada curva de amplificação atravessa o limiar de detecção 

(Threshold), o qual é definido arbitrariamente). Nessa curva, foram obtidos os valores da 

inclinação (slope) da curva e da confiabilidade das réplicas (R2). Dessa forma, a eficiência de 
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um sistema é calculada através da fórmula: E = 10(-1/slope) -1. Para a placa de validação dos 

genes foram feitas triplicatas da amostra de cDNA de fígado referentes aos tratamentos 

citados acima em 7 concentrações diferentes. 

Após o cálculo das eficiências de amplificação do gene de interesse e do controle 

endógeno, foi construído um gráfico de dispersão, o qual teve por finalidade definir qual era a 

amplitude de concentrações para as quais o sistema era eficiente. Para a construção do 

gráfico, foram utilizados os mesmos valores de logaritmo da concentração das amostras no 

eixo X e a diferença entre as médias dos Cts do controle endógeno e as médias dos Cts do 

gene de interesse para cada concentração no eixo Y. A seguir, obteve-se uma linha de 

tendência para estes valores, a qual possuía uma equação de reta na qual era possível 

verificar o valor da inclinação desta reta. Para que o sistema seja considerado eficiente, o 

valor da inclinação deve ser menor que 0,1 (quanto mais próximo de zero for este valor, menor 

é a inclinação da curva e, portanto, mais constante é a diferença entre as médias dos Cts do 

gene de interesse e do controle endógeno). Os pontos no gráfico, correspondentes às 

concentrações, que estiveram mais próximos à linha de tendência foram considerados 

validados (o sistema tem 100% de eficiência nestas concentrações). 

Para a quantificação relativa do gene em estudo, as reações de PCR em tempo real 

foram realizadas em triplicata a partir de: 6,25 μL de TaqMan Universal PCR Master Mix 2x, 

0,625 μL da solução de oligonucleotídeo e sonda, 1,625 μL de água e 4,0 μL de cDNA, sendo 

que no controle negativo, foi adicionado 4,0 μL de água ao invés do cDNA. As condições de 

ciclagem utilizadas foram: 50 oC por 2 minutos, 95 oC por 10 minutos e 40 ciclos de 95 oC por 

15 segundos e 60 oC por 1 minuto. Os valores da expressão gênica relativa foram obtidos pela 

análise dos resultados no programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems®).  

 

3.15 Medidas Bioquímicas: 

 Para as medidas de glicose plasmática, amostras de sangue foram obtidas da cauda 

dos animais. O plasma sanguíneo foi obtido dos animais previamente anestesiados e 

decapitados juntamente com a extração tecidual. Para a medida da glicose plasmática foi 

utilizado o método da glicose oxidase e os níveis séricos de insulina, glucagon e citocinas 

foram determinados de acordo com as especificações do fabricante dos kits de ELISA (Lynco 

Inc e DSL Inc). 
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3.16 Forma de análise dos resultados: 

As bandas de proteínas obtidas em Western blot foram quantificadas por densitometria 

digital (ScionCorp, Inc. Frederick, MD, USA). Todos os resultados foram expressos como 

média ± erro padrão da média (EPM). A análise dos resultados foi realizada empregando-se a 

análise de variância de uma via (ANOVA), com nível crítico igual ou menor que 0,05 com teste 

a posteriori de Tukey para comparação entre 3 ou mais grupos. Foi realizado o teste t de 

Student não pareado para a comparação entre 2 grupos. 
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4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 
 

4.1 Protocolo Administração de LPS 1mg/Kg (IP). 

 

 
 
Figura 2: No protocolo do experimento: Administração de LPS 1 mg/Kg intraperitoneal 

(IP), foram utilizados: Camundongos Swiss; e em outro experimento Camundongos C3H/HeJ 

(animais com receptor TLR4 deficiente) e seus controles selvagem camundongos C3H/HeN,  

com aproximadamente 6 semanas de idade, mantidos em jejum noturno de 14 horas e 

separados em grupos LPS (LPS 1 mg/Kg diluído em salina 0,9% administrado via 

intraperitoneal) e Controle  (salina 0,9% via intraperitoneal). O tempo de tratamento foi de 4 

horas conforme verificado em testes prévios sobre o efeito do LPS sobre a glicemia dos 

animais e o diagnóstico do quadro inflamatório (Choque Séptico) (LÓPEZ-BOJÓRQUEZ et 

al., 2004; KUTTNER et al., 1986).  
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4.2 Protocolo Administração de LPS 1mg/Kg (IP) e Administração de AICAR (ICV). 

 

 

 

Figura 3: No protocolo do experimento: Administração de LPS 1mg/Kg (IP) e Administração 

de AICAR (ICV), foram utilizados animais com aproximadamente 6 semanas de idade. Os 

animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica e após a recuperação cirúrgica foi avaliada 

a responsividade pelo teste de angiotensina. Os animais foram mantidos em jejum noturno de 

14 horas, posteriormente foram separados em grupos Controle: (administração de salina 

0,9% via intraperitoneal); LPS: (LPS 1 mg/Kg diluído em salina 0,9% administrado via 

intraperitoneal (IP) – por 4 Horas); AICAR: 3 L de AICAR (2 mmol em solução salina 0,9%) 

Intracerebroventricular-ICV,  2xdia / durante 1 dia; LPS + AICAR: LPS 1 mg/Kg (IP)/4 Horas) e 

AICAR (2 mmol ICV- 2xdia / durante 1 dia) (LÓPEZ-BOJÓRQUEZ et al., 2004; HAN et al., 

2005).  
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7.  RESULTADOS 
 

 

7.1 Avaliação plasmática de glicose durante o tratamento com diferentes doses 

de lipopolissacarídeo (LPS) intraperitoneal - IP. 

 

Como pode ser observado na figura 4 os animais tratados com LPS (IP) (1 mg/Kg) 

apresentaram uma redução de 40% na glicemia 4 horas após o tratamento, se comparado ao 

grupo controle (50 ± 8 e 80 ± 9 mg/Kg, respectivamente). Em doses menores (0,1 e 0,5 

mg/Kg) o efeito do LPS sobre a glicemia não foi significante, embora os valores médios da 

glicemia tenham sido reduzidos em relação ao grupo controle. 

           

 

 

 

 
Figura 4: Glicemia de camundongos quatro horas após o tratamento com LPS (●0,1; ●0,5 e 
●1 mg/Kg (via intraperitoneal - IP) (n=4) ou salina (● controle Jejum) (n=4). Os valores 
representam a média ± erro padrão da média (EPM) * p<0,05 para controle jejum vs LPS 1 
mg/Kg.  
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7.2 Avaliação da ingestão alimentar nos animais submetidos ao tratamento com 

lipopolissacarídeo (LPS). 

 

O jejum prévio (24 horas), como esperado, promoveu aumento na ingestão alimentar 

(45%) se comparado aos animais com livre acesso a ração (controle ad libitum). Entretanto, 

a o tratamento com LPS (1 mg/Kg) reduziu significativamente (70%) da ingestão de ração 

embora os animais tenham sido mantido em jejum prévio (jejum 24 hs LPS).   

 

 

 

Figura 5: Ingestão noturna média de ração pelos camundongos do grupo controle 
alimentados (ad libitum - ad lib) (● n: 4); grupo controle jejum prévio de 24 horas  (● n: 4); e 
grupo LPS (1 mg/Kg-IP) + jejum prévio de 24 horas  (● n: 4). Os valores representam a 
média ± erro padrão da média (EPM) *** p<0,001 para o grupo jejum 24 horas vs LPS + 
jejum 24 hs. * p<0,05 controle ad Libtum vs jejum 24 horas.  
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7.3 Avaliação dos níveis plasmáticos de citocinas após a administração de 

lipopolissacarídeo (LPS). 

 

Após tratamento com LPS 1 mg/kg foi verificado a concentração sérica das citocinas 

TNFα e IL1β. O grupo que recebeu LPS apresentou um aumento de 5,5 vezes na 

concentração sérica de TNFα em relação ao grupo controle (salina). Os níveis de IL1β não 

apresentaram diferença significativa entre os grupos LPS e Controle. 

 

 

 

 

 

Figura 6: Dosagem de citocinas séricas nos grupos LPS 1mg/kg e grupo controle (salina). 
Grupos LPS (1 mg/Kg-IP)  (●n: 5) ou salina Controle (● n: 4). Os valores representam a 
média ± EPM.  * * p<0,01 para LPS (1 mg/Kg) vs controle. 
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7.4 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre 

fosforilação da AMPK hipotalâmica. 

 

 

A quantidade total de AMPK avaliada através da normalização com a beta-actina não 

foi alterada pelo tratamento com LPS se comparado ao grupo controle (salina). A fosforilação 

da AMPK hipotalâmica avaliada por western blot após o tratamento com LPS (1 mg/Kg) foi 

60% menor que a observada no grupo controle (Fig. 7).   

 

 

 

 

Figura 7: Imunoblot representativo do nível de fosforilação e quantidade da proteína AMPK 
hipotalâmica. A fosforilação da AMPK foi normalizada utilizando a proteína beta-actina como 
controle. Grupos LPS (1 mg/Kg-IP) (● n: 5) ou salina Controle (● n: 4). Os valores 
representam a média ± EPM.  * * p<0,01 para LPS (1 mg/Kg) vs controle. 
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7.5 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre 

fosforilação da ACC hipotalâmica. 

 

 

A ACC é uma proteína alvo da AMPK e, desta maneira a sua fosforilação pode ser 

empregada como indicação da atividade da AMPK. Como pode ser observado na figura 8 os 

animais tratados com LPS (1 mg/Kg) não apresentaram alteração na quantidade de ACC, 

mas apresentaram significativa redução (70%) na fosforilação se comparado ao grupo 

controle (Salina).  

  

 

 

Figura 8: Imunoblot para avaliação da fosforilação da acetil-CoA carboxilase (p-ACC) e ACC 
proteína total (T-ACC) no hipotálamo dos camundongos dos grupos controle (● n: 4) e 
tratados com LPS-IP (1 mg/Kg-IP) (● n: 5). Os valores representam a media ± EPM, *** 
p<0,001 para LPS1 mg/Kg vs controle. 
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7.6 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre a 

quantidade de TLR4 hipotalâmico. 

 

 

A expressão da proteína TLR4 no hipotálamo não apresentou diferença significativa 

entre os animais tratados com LPS (1 mg/Kg) e Grupo CONTROLE.    

 

 

 

 

Figura 9: Imunoblot representativo do nível de quantidade da proteína TLR4 hipotalâmica. A 
quantidade da proteínaTLR4 foi normalizada utilizando a proteína beta-actina como controle. 
Grupos LPS (1 mg/Kg-IP) (● n: 5) Grupo Controle (salina) (● n: 4). Os valores não 
representam média ± EPM.  * p<0,05 para LPS (1 mg/Kg) vs controle. 
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7.7 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre a 

associação da proteína MYD88 hipotalâmica a proteína TLR4. 

 

 

A MyD88 fica acoplada ao TLR4 formando o complexo proteico MyD88/TLR4, onde a 

quantidade de MyD88 pode ser inferida através da sua ligação ao receptor. Como pode ser 

observado na figura 10 os animais que receberam tratamento com LPS (1 mg/Kg), 

apresentaram um aumento de 48% na quantidade total da proteína MyD88 hipotalâmica se 

comparado ao grupo controle (Salina). Todavia não houve diferença na quantidade total do 

TLR4 hipotalâmico. 

 

 

 

Figura 10: Imunoblot representativo do nível de quantidade das proteínas MYD88 eTLR4 
hipotalâmica. A quantidade da proteína MYD88 foi normalizada utilizando a proteína TLR4 
como controle. Grupos LPS (1 mg/Kg-IP) (● n: 3) e Grupo Controle (salina) (● n: 3). Os 
valores representam a média ± EPM.  * p<0,05 para LPS (1 mg/Kg) vs controle. 
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7.9 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre 

fosforilação da STAT3 hipotalâmica. 

 

Os animais que foram tratados com LPS apresentaram um aumento de 60% na 

fosforilação da proteína STAT3 hipotalâmica, se comparado ao grupo controle (Salina). 

Todavia, o tratamento com LPS (1 mg/Kg) não modificou a quantidade total da proteína 

STAT3 hepática no grupo tratado. 

 

 

 
 

Figura 12: Imunoblot representativo do nível de fosforilação e quantidade da proteína STAT3 
hipotalâmica. A fosforilação da STAT3 foi normalizada utilizando a proteína beta-actina como 
controle. Grupos LPS (1 mg/Kg-IP)  (● n: 5) e Grupo Controle (salina) (● n: 4). Os valores 
representam a média ± EPM.  * p<0,05 para LPS (1 mg/Kg) vs controle. 



   

56 

7.10 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre 

fosforilação da NFKB Hipotalâmico.  

 

O NFKB participa da via de sinalização do receptor TLR4, induzindo a produção de 

citocinas pró-inflamatórias após translocação do citoplasma para o núcleo. O tratamento com 

LPS (1 mg/Kg) não modificou a fosforilação e a quantidade total da proteína NFKB 

hipotalâmica (citoplasmática) no grupo tratado (LPS), e não houve diferença entre os dois 

grupos avaliados (controle e LPS). 

 

 

Figura 13: Imunoblot representativo do nível de fosforilação e quantidade da proteína NFKB 
hipotalâmica. A fosforilação da NFKB foi normalizada utilizando a proteína beta-actina como 
controle. Grupos LPS (1 mg/Kg-IP)  (● n: 5) e Grupo Controle salina) (● n: 4). Os valores não 
representam a média ± EPM.  * p<0,05 para LPS (1 mg/Kg) vs controle. 
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7.11 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre 

fosforilação da AMPK hepática. 

 

O grupo tratado com LPS (1 mg/Kg) não apresentou diferença na quantidade da 

AMPK hepática (avaliado através da normalização com a beta-actina) se comparado ao 

grupo controle. Por outro lado, o tratamento com LPS resultou em significativa redução da 

fosforilação (30%) se comparado ao grupo controle (Salina) (Fig. 15).  

 

 

               

Figura 14: Imunoblot representativo do nível de fosforilação e quantidade da proteína AMPK 
hepática. A fosforilação da AMPK foi normalizada utilizando a proteína beta-actina como 
controle. Grupos LPS (1mg/Kg-IP) (● n: 5) e Grupo Controle (salina) (● n: 4). Os valores 
representam a média ± EPM.  * p<0,05 para LPS (1 mg/Kg) vs controle. 
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7.12 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre 

fosforilação da ACC hepática. 

 

A ACC é modulada pela AMPK, desta maneira a sua fosforilação pode ser empregada 

como indicação da atividade da AMPK. Como pode ser observado na figura 15. Os animais 

tratados com LPS (1 mg/Kg) não apresentaram alteração na quantidade de ACC hepática, 

mas apresentaram significativa redução (60%) na fosforilação se comparado ao grupo 

controle (Salina).  

 

  

 

Figura 15: Imunoblot representativo do nível de fosforilação e quantidade da proteína ACC 
hipotalâmica. A fosforilação da ACC foi normalizada utilizando a proteína beta-actina como 
controle. Grupos LPS (1 mg/Kg-IP)  (● n: 5) e  Grupo Controle (salina) (● n: 4). Os valores 
representam a média ± EPM.  * p<0,05 para LPS (1 mg/Kg) vs controle. 
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7.13 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre a 

quantidade e expressão de PEPCK hepática. 

 

O tratamento com LPS (1 mg/Kg) modificou a expressão e a quantidade a da proteína 

PEPCK (figura A), o tratamento  reduziu 80% da quantidade de PEPCK e redução de 62% na 

expressão de mRNA (figura B) se comparado ao grupo controle (Salina). Os animais tratados 

com LPS (1 mg/Kg) não apresentaram alteração na quantidade de Beta-actina. 

 

 

 

Figura 16: Imunoblot representativo do da quantidade de proteína e RNAm da PEPCK 
hepática. A proteína PEPCK foi normalizada utilizando a proteína beta-actina como controle. 
Grupos LPS (1 mg/Kg-IP)  (● n: 5) e Grupo Controle (salina) (● n: 4). Os valores representam 
a média ± EPM.*** p<0,001 para western blot e * p<0,05 para RNAm; LPS (1 mg/Kg) vs 
controle. 
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7.14 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre a 

quantidade de G6Pase hepática. 

 

O tratamento com LPS (1 mg/Kg) reduziu em 45% a quantidade de G6Pase (figura A) 

se comparado ao grupo controle (Salina), entretanto a diferença na expressão de mRNA 

(figura B) para G6Pase não foi significativa. 

 

 

 

Figura 17: Imunoblot representativo da quantidade da proteína e RNAm da G6Pase 
hepática. A proteína G6Pase foi normalizada utilizando a proteína beta-actina como controle. 
Grupos LPS (1 mg/Kg-IP)  (● n: 5) e Grupo Controle (salina) (● n: 4). Os valores representam 
a média ± EPM.  * p<0,05 para western blot LPS (1 mg/Kg) vs controle; o RNA não a 
representa a média ± EPM.  * p<0,05. 
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 7.15 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre 

fosforilação dos fator de transcrição hepático STAT3. 

 

O tratamento com LPS (1 mg/Kg) não promoveu alteração na quantidade total da 

STAT3 no fígado. Entretanto, o tratamento com LPS resultou em um aumento de 150% na 

fosforilação da proteína STAT3 hepática se comparado ao grupo controle (Salina) (Fig. 20). 

 
 

 
 
 

Figura 18: Imunoblot para avaliação da fosforilação da STAT3 (p-STAT3) e da proteína total 
T-STAT3 no fígado de camundongos dos grupos controle (● n: 4) e tratados com LPS 
(1mg/Kg-IP) (● n: 5). Os valores representam a media ± EPM. ** p<0,01 para LPS 1mg/Kg vs 
controle.  

 
 





   

63 

7.17 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre a 

quantidade de TLR4 no Fígado. 

 

Para avaliar se o tratamento com LPS poderia afetar a expressão da proteína TLR4 no 

fígado foi realizado o western blot do extrato total deste tecido em animais controle e animais 

tratados com LPS. A figura 22 mostra que a quantidade de TLR4, após tratamento com LPS 

(1 mg/kg), não foi diferente entre os dois grupos avaliados (controle e LPS).    

 

 

 
Figura 20: Imunoblot representativo da quantidade da proteína TLR4 hepática. A quantidade 
da proteína TLR4 foi normalizada utilizando a proteína beta-actina como controle. Grupos 
LPS (1 mg/Kg-IP)  (● n: 5) e Grupo Controle (salina) (● n: 4). Os valores não representam a 
média ± EPM.  * p<0,05 para LPS (1 mg/Kg) vs controle. 
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7.18 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre a 

quantidade e fosforilação da JNK hepática. 

 

O tratamento com LPS (1 mg/Kg) não modificou a quantidade da proteína JNK 

hepática no grupo tratado. Contudo, o grupo tratado com LPS apresentou aumento de 26% 

na fosforilação da proteína JNK hepática, se comparado ao grupo controle (Salina).  

 

 

 

Figura 21: Imunoblot representativo da fosforilação e quantidade da proteína JNK no fígado. 
A fosforilação da JNK foi normalizada utilizando a proteína beta-actina como controle. 
Grupos LPS (1 mg/Kg-IP)  (● n: 5) e Grupo Controle (salina) (● n: 4). Os valores representam 
a média ± EPM.  * p<0,05 para LPS (1 mg/Kg) vs controle. 
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7.19 Avaliação do teste de tolerância a glicose por administração Intraperitonial 

(GTTip) nos animais previamente tratados com LPS intraperitoneal (1mg/Kg).  

 

Como pode ser observado na figura 22 os animais tratados com LPS (1 mg/Kg) e 

submetidos ao teste de tolerância a glicose (GTT) 4 horas após a administração do LPS 

apresentaram uma área sob a curva (AUC) 30% menor se comparado a AUC do grupo 

controle. A AUC foi obtida a partir da glicemia basal, 15, 30, 60 e 120 minutos após a 

administração da solução de glicose. 

 

  

 

  

 

Figura 22: Curva glicêmica durante o teste de tolerância a glicose (GTT) em animais do 
Grupo LPS (1 mg/Kg-IP)  (● n: 15) e Grupo Controle (salina) (● n: 15).  *** p<0,001 para 
controle vs LPS 1 mg/Kg. Os valores representam média ± EPM.  
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7.20 Avaliação do teste de tolerância ao piruvato por administração 

intraperitonial (PTTip) nos animais previamente tratados com LPS intraperitoneal 

(1mg/Kg).  

Os animais tratados com LPS (1 mg/Kg) apresentaram glicemia 25% menor após o 

desafio ao piruvato no tempo de 30 minutos se comparado ao grupo controle.  

 

 

 

Figura 23: Glicemia durante o teste de tolerância ao piruvato (PTT) em animais do Grupo 
LPS (1 mg/Kg-IP)  (● n: 5) e Grupo Controle (salina) (● n: 5).  *** p<0,001 e * p<0,05 para 
controle vs LPS 1 mg/Kg.  Os valores representam média ± EPM.  

 

 

 

 

 

 

 

 



   

67 

7.21 Avaliação do efeito do LPS sobre os níveis plasmáticos de glicose durante 

o tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) em animais previamente tratado via ICV 

com ativador farmacológico da AMPK (AICAR).  

 

Foi avaliado na figura 24 a ação do LPS frente à resposta contrarregulatória 

ocasionada pela ativação farmacológica da AMPK hipotalâmica.  O grupo que recebeu LPS 

(1 mg/Kg) e 2mmol de AICAR via intracerebroventricular (ICV), (LPS+AICAR), apresentou 

uma área sob a curva maior (AUC) 35% maior se comparado com o grupo que recebeu 

somente LPS (1 mg/Kg).  

 

 

 

 

 

Figura 24: Curva glicêmica de camundongos tratados com LPS ou salina e/ou AICAR 2mmol 
(ICV). Grupos controle-salina (● n: 4); LPS 1 mg/Kg (● n: 4);  LPS1 mg/Kg + AICAR (ICV) (● 
n: 5). * p<0,05 para controle, LPS + AICAR (ICV) vs LPS 1 mg/Kg. Os valores representam 
média ± EPM.  
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7.22 Avaliação da fosforilação da AMPK hipotalâmica após a ativação 

farmacológica com AICAR sobre o tratamento com lipopolissacarídeo (LPS). 

 

Foi avaliada a ativação farmacológica da AMPK hipotalâmica após o tratamento com 

LPS (1 mg/Kg).  O grupo LPS apresentou a fosforilação da AMPK hipotalâmica 70% menor 

que o grupo CONTROLE. Entretanto, os grupos que receberam LPS (ip) e 2 mmol de AICAR 

via intracerebroventricular (ICV) (LPS + AICAR) e grupo que recebeu apenas AICAR, 

apresentaram a fosforilação da AMPK hipotalâmica 60% maior que o grupo de recebeu 

somente LPS (1 mg/Kg).  

 

 

 

Figura 25: Imunoblot representativo do nível de fosforilação e quantidade da proteína AMPK 
no hipotálamo após a ativação farmacológica com AICAR via ICV. A fosforilação da AMPK foi 
normalizada utilizando a proteína beta-actina como controle. Grupos Controle (● n: 3), LPS (1 
mg/Kg-IP) (● n: 3), AICAR (● n: 3) e AICAR+LPS  (● n: 3). Os valores representam a média ± 
EPM  * p<0,05 para AICAR + LPS e AICAR vs LPS e ** p<0,01 para LPS (1 mg/Kg) vs 
controle. 
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7.23 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre a 

quantidade da PEPCK hepática após a ativação farmacológica da AMPK hipotalâmica 

com AICAR. 

 

O tratamento com LPS (1 mg/Kg) não diminui a quantidade da proteína PEPCK após a 

ativação farmacológica da AMPK hipotalâmica com AICAR 2 mmol. O grupo (AICAR + LPS) 

e grupo (AICAR) apresentam um aumento de 130% e 110% na quantidade de PEPCK em 

relação ao grupo LPS (1 mg/Kg). O tratamento com LPS reduziu 70% da quantidade PEPCK 

se comparado com o grupo controle (figura A). O tratamento com LPS reduziu 11% da 

expressão de mRNA da PEPCK se comparado ao grupo controle (Salina) (figura B). O 

tratamento prévio com AICAR (ICV) preveniu o efeito do LPS sobre a quantidade de proteína 

e RNAm para PEPCK. Os animais não apresentaram alteração na quantidade de Beta-

actina. 

 

 

 
Figura 26: Imunoblot representativo da quantidade da proteína e RNAm para PEPCK 
hepática após a ativação farmacológica da AMPK hipotalâmica com 2 mmol de AICAR (ICV) 
e tratamento com LPS 1 mg/kg. A PEPCK foi normalizada utilizando a proteína beta-actina 
como controle. Grupos LPS (1 mg/Kg-IP)  (● n: 3), Controle (● n: 3), AICAR (● n: 3) e 
AICAR+LPS  (● n: 3). Os valores representam a média ± EPM *** p<0,001 para AICAR+LPS 
vs LPS; ** p<0,01 para AICAR vs LPS; e *p<0,05 LPS (1 mg/Kg) vs controle. 
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7.24 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre a 

quantidade da G6Pase hepática após a ativação farmacológica da AMK hipotalâmica 

com AICAR. 

 

O tratamento com LPS (1 mg/Kg) não modificou a quantidade  da proteína G6Pase 

após a ativação farmacológica da AMPK hipotalâmica com 2 mmol de AICAR.  Não foi 

observada diferença significativa entre os grupos CONTROLE, LPS, AICAR+LPS e AICAR.  

 

 

 

 

Figura 27: Imunoblot representativo do nível de fosforilação e quantidade da proteína 
G6Pase no fígado após a ativação farmacológica da AMPK hipotalâmica e tratamento com 
LPS 1 mg/kg. A proteína G6Pase foi normalizada utilizando a proteína beta-actina como 
controle. Grupos LPS (1 mg/Kg-IP)  (●n: 3), Controle (● n: 3), AICAR 2 mmol (● n: 3) e 
AICAR+LPS  (● n: 3). Os valores não representam média ± EPM p<0,05. 
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7.25 Avaliação dos níveis plasmáticos de glicose durante o tratamento com 

lipopolissacarídeo (LPS) em animais C3H/HEJ e C3H/HEN (controle). 

Para avaliar a contribuição do receptor TLR4 para o desenvolvimento da hipoglicemia 

após tratamento com LPS, foram utilizados camundongos mutantes do receptor TLR4 

(C3H/HeJ) e camundongos Wild Types (C3H/HeN). O tratamento com LPS (1 mg/kg) dos 

animais C3H/HeN (receptores normais/ativos) promoveu uma diminuição  de (35%) na 

glicemia. Com também foi observado em outros experimentos (figuras 4 e 23) que 

empregaram camundongos Swiss. Contudo, a administração de LPS nos animais C3H/HeJ 

não resultou em alteração significativa da glicemia após tratamento com LPS 1 mg/kg. 

 
 
 

 
 
 

Figura 28: Glicemia de camundongos C3H/HeN e C3H/HeJ  tratados com LPS ou salina. 
Grupo C3H/HeN controle-salina (● n: 4); grupo C3H/HeN LPS 1 mg/Kg (● n: 4);  grupo 
C3H/HeJ controle-salina (● n: 4); grupo C3H/HeN LPS 1 mg/Kg (● n: 4). Os valores 
representam média ± EPM  ** p<0,01 
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7.26 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre 
fosforilação da AMPK hipotalâmica em animais C3H/HEJ e C3H/HEN (controle). 

 
 
Para avaliar a participação do receptor TLR4 no processo de desfosforilação da 

proteína AMPK hipotalâmica após tratamento com LPS, foram utilizados mutantes do 

receptor TLR4 (C3H/HeJ) e camundongos Wild Types (C3H/HeN). O tratamento dos animais 

C3H/HeN (receptores normais/ativos) com LPS (1mg/kg) promoveu uma diminuição  de 

(40%) na fosforilação da proteína AMPK hipotalâmica, se comparados ao grupo C3H/HeN 

que recebeu salina. Nos animais C3H/HeJ tratados com LPS não houve alteração na 

fosforilação da proteína AMPK hipotalâmica a após tratamento com LPS 1 mg/kg. Os animais 

não apresentaram alteração na quantidade de Beta-actina. 

 

 
 

Figura 29: Imunoblot representativo do nível de fosforilação e quantidade da proteína AMPK 
hipotalâmica nos camundongos C3H/HeN e C3H/HeJ  tratados com LPS ou salina. Grupo 
C3H/HeN controle-salina (● n: 4); grupo C3H/HeN LPS 1 mg/Kg (● n: 4);  grupo C3H/HeJ 
controle-salina (● n: 4); grupo C3H/HeN LPS 1 mg/Kg (● n: 4). Os valores representam 
média ± EPM.  * p<0,05 C3H/HeN LPS vs  C3H/HeN salina. 
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7.28 Avaliação do efeito do tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) sobre 
fosforilação da PEPCK hepática hipotalâmica em animais C3H/HEJ e C3H/HEN 
(controle). 

 

 
Na figura 30 os animais C3H/HeJ (camundongos com deficiência na 

ativação/sinalização do receptor TLR4) e  animais C3H/HeN (Wild Type), foram tratados com 

LPS 1 mg/kg e salina. Os animais C3H/HeN tratados com LPS apresentam uma diminuição 

de 30% na quantidade de PEPCK com comparado aos animais C3H/HeN que receberam 

salina. Os animais C3H/HeJ tratados com LPS não apresentaram alteração na quantidade da 

proteína PEPCK após tratamento com LPS 1 mg/kg. Os animais não apresentaram alteração 

na quantidade de Beta-actina. 

 

 
 

Figura 30: Imunoblot representativo do nível de quantidade da proteína PEPCK no fígado 
dos camundongos C3H/HeN e C3H/HeJ  tratados com LPS ou salina. Grupo C3H/HeN 
controle-salina (● n: 4); grupo C3H/HeN LPS 1 mg/Kg (● n: 4);  grupo C3H/HeJ controle-
salina (● n: 4); grupo C3H/HeN LPS 1 mg/Kg (● n: 4). Os valores representam média ± EPM  
* p<0,05. C3H/HeN LPS vs C3H/HeN salina. 
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7.29 Avaliação dos níveis hormonais de insulina, Glucagon e Corticosterona no 

soro de animais tratados com lipopolissacarídeo (LPS). 

 

O tratamento com LPS (1 mg/Kg) promoveu um aumento significativo na concentração 

sérica de TNFα nos animais Swiss e nos Wild Types (C3H/HeN) tratados com LPS: Swiss 

(LPS) 639 ± 118 pg/mL versus 7,51 ± 1,8 pg/mL (animais Controle). Os animais Wild Type 

C3H/HeJ  tratados com LPS apresentam 523,9 ± 11,2 pg/ml versus 45,49±5,1 do grupo 

Controle; os animais C3H/HeJ (camundongos com receptor TLR4 mutante) não 

apresentaram diferença significativa entre os grupos. Também foram observados aumentos 

séricos na concentração dos hormônios insulina e glucagon após o tratamento com LPS (1 

mg/Kg) nos animais Swiss grupo LPS 376,7 ± 82,9 (pM) versus 150,3 ± 7,3 (pM) grupo 

controle. A concentração sérica de Glucagon nos animais Swiss também apresentou 

aumento significativo no grupo LPS 47,5 ± 13,2 (pM)  e 16,02 ±5.1 (pM) no grupo 

CONTROLE como mostrado na tabela a baixo.  

 

 

 

Tabela 1: Concentração sérica das citocinas (TNFα e IL1β) e hormônios (Insulina e 
Glucagon) de camundongos Swiss; C3H/HeJ e C3H/HeJ  tratados LPS 1 mg/Kg ou salina.  
Os valores representam média ± EPM. * p<0,05 grupos LPS vs controle (n: 4), TNF-α, 
Insulina e Glucagon. 
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8. DISCUSSÃO 

 

Atualmente, os processos inflamatórios sistêmicos têm recebido grande atenção em 

estudos que procuram compreender a sua relação com a obesidade, diabetes e a sinalização 

intracelular (VELLOSO  et al., 2009; GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011). 

A AMPK hipotalâmica é uma proteína com importante participação na resposta 

contrarregulatória por ser ativada em condições de baixa disponibilidade de energia e ser 

capaz de modular o metabolismo celular através da inibição de vias anabólicas e ativação de 

vias catabólicas. Sua ativação em neurônios do núcleo arqueado do hipotálamo cursa com o 

aumento da expressão de neuropeptídeos orexígenos, menor gasto energético e a produção 

de glicose hepática (HAN, 2005; NAMKOONG, 2005; SEO et al., 2008). 

Desde o início da década de 80 os estudos em modelos de sepse tem procurado 

desvendar os mecanismos bioquímicos envolvidos com nesta doença visando entender o que 

leva a os distúrbios da homeostase glicêmica (HOLMAN & SABA, 1988, GUILLEM et al, 1982; 

ARDAWI et al, 1989). Estes estudos mostraram que durante a evolução da sepse a 

capacidade do fígado de sintetizar glicose é significantemente reduzida. Em estudos mais 

recentes, este evento foi associado à ação das citocinas pró-inflamatórias e endotoxinas que 

modulam a ativação e expressão de fatores de transcrição tais como STAT3, FOXO1 e 

PGC1 (YERKOVICH et al., 2004; CHICHELNITSKIY et al., 2009; RAMADOSS, 2009; 

PHILLIPS, 2010; MIAO et al., 2012). Durante a evolução do quadro de endotoxemia ou sepse 

ocorre o aumento do consumo de glicose por tecidos ricos em macrófagos, tais como fígado e 

baço, e o aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias tais como TNFα, interleucina 6 

(IL6) e IL1-β, principalmente através do receptor TLR4 pelo seu ligante o LPS (MIZOCK, 1995; 

MIZOCK 2001; KAWAI & AKIRA, 2006; OSTUNI & ZANONI, GRANUCCI, 2010; TWEEDELL 

et al. 2011). Inicialmente um quadro de hiperglicemia pode ser observado e este ser seguido 

por hipoglicemia decorrente da inibição da PEPCK hepática nas primeiras 4 horas após o 

tratamento (MCCALLUM, 1981; KUTTNER et al., 1986; MAITRA et al., 1999; GILL & 

STERLING, 2001). Entretanto, o aumento na demanda por glicose não traria danos para a 

homeostase se a glicemia fosse corrigida pela maior ativação e utilização de substratos 

neoglicogênicos pelo fígado. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guillem%20JG%22%5BAuthor%5D
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Embora os estudos que investiguem a relação entre as citocinas inflamatórias e os 

danos na sinalização de hormônios no hipotálamo sejam extensos, o efeito destas citocinas 

sobre a proteína AMPK hipotalâmica ainda é pouco conhecido. Além disso, também não 

existem estudos na literatura que tenham explorado a relação entre a ativação de TLR4 por 

LPS e seu efeito sobre a AMPK hipotalâmica e a produção de glicose hepática.  

Considerando a importância da proteína AMPK hipotalâmica na modulação da 

resposta contrarregulatória e produção hepática de glicose durante a hipoglicemia e o jejum, 

nossa hipótese foi de que a ação das citocinas inflamatórias e a ativação da via do receptor 

TLR4 poderia desempenhar importante papel na modulação da homeostase da glicose. O 

tratamento com LPS promoveu redução da glicemia de jejum nas diferentes doses 

empregadas, mas apenas na dose de 1 mg/Kg seu efeito foi significativo, ocorrendo também 

diminuição da ingestão alimentar e aumento significativo da concentração sérica das 

citocinas.  Nestes animais a proteína AMPK hipotalâmica também apresentou menor 

fosforilação, assim como a proteína ACC, uma proteína alvo da AMPK, sugerindo menor 

atividade desta quinase. É importante salientar que este efeito no hipotálamo foi observado 

em jejum, uma já descrita condição relacionada com a ativação da AMPK hipotalâmica, 

provavelmente pela redução da disponibilidade da glicose (HAN, 2005; NAMKOONG, 2005; 

MINOKOSHI et al., 2004, PASCOE & SMYTHE, STORLIEN, 1989; ROPELLE et al., 2007). 

Além disso, também observamos o aumento da fosforilação da proteína STAT3 hipotalâmica 

que tem papel importante na desfosforilação da AMPK promovida pela leptina. A proteína 

STAT3 pode ser ativada pela leptina através da fosforilação pela JAK2 ou ser ativada por 

TNF-α e IL6, desencadeando os efeitos clássicos atribuídos à ação central destas citocinas, 

tais como redução da fome, aumento da temperatura corpórea e aumento do gasto 

energético (RIZK, 2001; BORGES, 2011). Neste sentido, Borges e colaboradores 

demonstraram que os efeitos centrais das citocinas inflamatórias e da leptina têm proteínas 

em comum, tais como a AMPK e STAT3 (YAMAWAKI et al., 2010; BORGES, 2011). Desta 

maneira, embora a glicemia tenha sido reduzida pelo tratamento com LPS, é provável que a 

ação central de citocinas pró-inflamatórias impeça a fosforilação e ativação da AMPK. Este 

efeito também foi acompanhado por significativa redução na ingestão noturna de ração e na 

área sob a curva durante o teste de tolerância a glicose se comparado ao grupo controle. 
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Estes resultados nos mostram que o tratamento com LPS está promovendo intensa 

modulação dos parâmetros fisiológicos relacionados à homeostase da glicose. 

Embora a resposta contrarregulatória seja exercida por diferentes mecanismos 

hormonais e bioquímicos, importantes alterações tais como, a diminuição da área sob a 

curva no desafio ao piruvato e a redução da glicemia mostram que há redução na 

capacidade hepática de produzir glicose em animais que receberam o LPS. Os estudos 

iniciais que demonstraram os danos na neoglicogênese pelo tratamento com LPS (MAITRA 

et al.,1999; GILL & STERLING, 2001) foram recentemente corroborados e demonstraram 

que a expressão de proteínas neoglicogênicas é modulada pela proteína STAT-3, JNK e 

FOXO1 no fígado (INOUE, 2004; ; RAMADOSS, 2009; PHILLIPS, 2010). É conhecido que a 

proteína FOXO1 possui íntima relação com a transcrição de proteínas neoglicogênicas 

(PHILLIPS, 2010), quando fosforilada a FOXO1 está inativa saindo do núcleo para o 

citoplasma, nesta situação ocorre à inibição da transcrição de proteínas neoglicogênicas tais 

como a PEPCK e G6Pase, a inibição dessas proteínas também é modulada pela ação das 

proteínas STAT3 e JNK (INOUE, 2004; RAMADOSS, 2009; JIAO; FENG; XU, 2012). 

A JNK é uma serina quinase que participa da via de sinalização do TNFα e está 

intimamente ligada aos processos inflamatórios da sepse. O TNFα é produzido através da 

ativação do NFKB que também é ativado pela via de sinalização do TLR4. Alem do TNFα, o 

NFKB na participa da via do TLR4 transcrevendo citocinas pró-inflamatórias, como o IL6, que 

tem a STAT3 como uma proteína chave na sua via de sinalização. A STAT3 como 

classicamente descrita na literatura participa da via da leptina, TNFα e IL6 sendo ativa por 

fosforilação e promovendo a inibição da transcrição de proteínas neoglicogênicas (RIZK, 

2001), evento que também é observado pela ação da serina quinase JNK (YERKOVICH et 

al., 2004; YANG et al., 2010). A JNK e STAT3 são importantes proteínas que modulam 

negativamente a transcrição das proteínas neoglicogênicas (PEPCK e G6Pase (PHILLIPS, 

2010; YANG et al., 2010). 

Neste sentido, os resultados obtidos até o momento nos mostram que as proteínas 

STAT-3 e FOXO1 no fígado encontram-se mais fosforiladas, sugerindo maior atividade da 

STAT-3 e inibição da FOXO1, foi também verificado aumento na fosforilação da JNK 

hepática e aumento nos níveis de insulina com tratamento de LPS (como mostrado na tabela 

nos resultados).  É conhecido que a ação da insulina no sistema nervoso central é capaz de 
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reduzir a síntese de glicose de maneira dependente da STAT-3 (INOUE et al.,  2006). Esse 

dados são corroborados pela diminuição da quantidade de G6Pase e PEPCK no fígado, 

diminuição de mRNA da PEPCK (mRNA do G6Pase não apresentou diferença significativa) e 

também pela diminuição da produção de glicose (avaliada pelo PTT), sugerindo que o 

prejuízo na produção de glicose possa ter sido  ocasionado tanto pelo processo inflamatório 

induzido pela ativação do TLR4, citocinas inflamatórias (TNF-α, IL6 e IL1β) (INOUE et al., 

2006; RAMADOSS et al., 2009; PHILLIPS, 2010; YANG et al., 2010). Contudo não podemos 

descartar que a insulina neste momento também esteja agindo diretamente no fígado e no 

hipotálamo levando a redução na produção de glicose pelo fígado (INOUE et al.,  2006). 

Como é conhecido e também foi descrito acima, a AMPK hipotalâmica é uma 

importante proteína responsável pela ativação da resposta contrarregulatória em períodos de 

jejum, glicemia baixa e déficit de energia, estimulando a secreção de hormônios catabólicos 

(HAN et al., 2005; FAN et al., 2009). Como a AMPK hipotalâmica tem papel fundamental no 

controle dos mecanismos que reestabelecem a glicemia basal, avaliamos o efeito da 

ativação farmacológica da AMPK hipotalâmica através da administração de AICAR 2 mmol 

por via intracerebroventricular para avaliar a ação da ativação da AMPK frente a sepse. 

Interessantemente, observamos que os animais que receberam previamente AICAR 

intracerebroventricular e posteriormente foram tratados com LPS, não apresentaram 

aumento na glicemia se comparado ao grupo que recebeu somente LPS, indicando o 

restabelecimento na glicemia. Han e colaboradores (2005) demonstraram que a ativação 

farmacológica da AMPK hipotalâmica com AICAR exerce uma importante função no 

restabelecimento da glicemia, como observado em animais induzidos à hipoglicemia através 

da administração de insulina, sendo também observada, uma maior secreção de 

catecolaminas, corticosterona e glucagon (HAN et al., 2005). 

 Após verificarmos o aumento na glicemia pelo tratamento prévio com AICAR 

investigamos ativação/fosforilação da AMPK hipotalâmica. O tratamento prévio com AICAR 

impediu a redução da fosforilação da AMPK hipotalâmica, corroborando o resultado 

observado de que estes animais apresentam maior glicemia que os animais LPS. Nestes 

animais também observamos o aumento na quantidade de G6Pase e PEPCK, e aumento na 

expressão de mRNA de PEPCK se comparado ao grupo que só recebeu LPS. Indicando que 
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a modulação da AMPK hipotalâmica é essencial para o reestabelecimento da glicemia e 

produção de glicose hepática (SHIUCHI, 2011). 

Após avaliarmos os efeitos positivos da ativação da AMPK hipotalâmica sobre o 

metabolismo, investigamos o papel do receptor TRL4 frente da atividade da AMPK 

hipotalâmica e a produção de glicose hepática. Para isso foram utilizados animais com 

mutação no receptor TLR4 (C3H/HeJ) e seus controles selvagens (C3H/HeN). Observamos 

que após a administração de LPS (1mg/kg) nos animais selvagens (C3H/HeN – LPS) ocorreu 

diminuição significativa da glicemia se comparados aos seus respectivos controles (C3H/HeN 

– salina), também foi observado uma significativa diminuição na fosforilação da AMPK 

hipotalâmica e diminuição da quantidade de PEPCK no fígado dos animais tratados com 

LPS. Estes resultados corroboram aos observados nos animais Swiss. Interessantemente os 

animais mutantes do receptor de TLR4, que foram tratados com LPS, não apresentaram 

diminuição da glicemia, assim como também não foi observado qualquer efeito sobre a 

fosforilação da AMPK hipotalâmica e quantidade de PEPCK. Os resultados deste trabalho 

juntamente com os dados existentes na literatura sugerem que a via do receptor TLR4 possui 

um importante papel na indução da hipoglicemia, pela inibição da proteína AMPK 

hipotalâmica e posteriormente, pela inibição das proteínas neoglicogênicas hepáticas. 

Adicionalmente nossos resultados mostram que a prévia ativação farmacológica da AMPK 

hipotalâmica nos animais tratados com LPS preveniu parcialmente os eventos ocasionados 

pela inflamação. Desta maneira, acreditamos que a AMPK hipotalâmica é um alvo importante 

para os estudos que procuram desenvolver novos fármacos que melhorem a sobrevida de 

pacientes com sepse. 
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9. CONCLUSÃO 
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9. CONCLUSÃO 
 

 

Este estudo demonstrou os danos a homeostase glicêmica oriundos do quadro de 

sepse/endotoxemia, onde há inibição de importantes vias que controlam a manutenção da 

glicemia, como a via da AMPK hipotalâmica e vias que controlam a produção de glicose 

hepática. Todavia com a ativação farmacológica da AMPK hipotalâmica os danos no 

restabelecimento da glicemia são minimizados mostrando que a via AMPK hipotalâmica é um 

importante alvo terapêutico para controle da glicemia na sepse/endotoxemia. 
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