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RESUMO 
 O estudo das vias de sinalização envolvidas no metabolismo energético é de 

grande relevância fisiológica, uma vez que um desequilíbrio da homeostase energética 

pode resultar em obesidade e/ou síndrome metabólica e aumento da mortalidade por 

doença cardiovascular. Estudos recentes de nosso grupo em três modelos experimentais 

que exibem distintos tipos de dislipidemias revelaram alterações significativas da 

composição corporal, gasto energético e padrão de ingestão alimentar. Neste trabalho 

estudamos a homeostase energética desses modelos dislipidêmicos avaliando: (1) a 

expressão e fosforilação da proteína quinase dependente de AMP (AMPK), um importante 

regulador do metabolismo energético, bem como de seu alvo, a enzima acetil-CoA 

carboxilase (ACC), em fígado e músculo esquelético de camundongos 

hipoalfalipoproteinêmicos e hipercolesterolêmicos e (2) o efeito da alimentação pareada 

em animais hipertrigliceridêmicos que apresentam alterações de comportamento 

alimentar, metabolismo corporal e maior atividade do canal mitocondrial de potássio 

sensível ao ATP (mitoKATP). 

 Considerando os animais hipoalfalipoproteinêmicos (transgênicos para CETP), os 

quais apresentam aumento de gasto energético global, verificamos que estes apresentam 

redução da massa relativa dos depósitos adiposos quando comparados os controles wild 

type (WT).  O estudo da ativação da AMPK e da ACC mostra que o estado energético dos 

tecidos muscular e hepático parece não diferir nos animais CETP e WT. Tanto no fígado 

como no músculo dos animais CETP não houve alteração da massa e do estado de 

ativação da AMPK e da ACC. Estes resultados sugerem que não ocorrem variações 

significativas na síntese, armazenamento e “exportação” de lípides no fígado destes 

animais. Em relação ao músculo sóleo, pode-se concluir que não há alteração de síntese 

e catabolismo lipídico nos animais CETP. De modo geral, podemos dizer que a 

sinalização da AMPK não está ativada nestes tecidos e, portanto, que o maior 

metabolismo corporal observado nestes animais deve estar sendo causado por outros 

tecidos do organismo, por exemplo, o próprio tecido adiposo. 

Em animais machos e fêmeas hipercolesterolêmicas (LDLR0) observamos 

redução da massa corporal, porém sem alteração significativa da massa relativa dos 

depósitos adiposos quando comparados aos animais controles wild type. Os resultados 

sobre ativação da AMPK e da ACC mostram que o estado energético em tecidos 

periféricos é diferente nos animais LDLR0 e controles (WT). No fígado das fêmeas 



 4 

hipercolesterolêmicas observamos aumento da ativação da AMPK sem alteração 

significativa da fosforilação da ACC. Isso significa que não houve inibição da lipogênese 

ou ativação da beta-oxidação no fígado dos animais hipercolesterolêmicos, embora possa 

ter havido aumento de catabolismo de outros nutrientes. No músculo sóleo das fêmeas e 

dos machos não houve alteração de fosforilação de ambas AMPK e ACC. Pode-se então 

concluir que não há deprivação energética no músculo destes animais. 

 Considerando o estudo em animais hipertrigliceridêmicos (HTG), quando 

submetidos ao regime de paired feeding (PF) observamos uma redução de 17% no 

consumo alimentar nas fêmeas e nos machos HTG quando comparados aos HTG 

alimentados ad libitum (ad lib). Isso levou a uma redução significativa do ganho de peso 

dos HTG-PF comparados aos WT-ad lib, em ambos os sexos. Os animais HTG-PF 

mantiveram a massa dos depósitos adiposos da carcaça semelhantes aos WT-ad lib e 

HTG-ad lib. No entanto, o depósito adiposo visceral das fêmeas HTG-ad lib é menor que 

dos WT-ad lib, enquanto nos machos, os HGT-PF apresentaram maior adiposo visceral 

que os HTG-ad lib. Quando comparados aos WT-ad lib, verificamos que as fêmeas HTG-

PF mantiveram aumento significativo da atividade (abertura) do canal de potássio 

mitocondrial sensível ao ATP (mitoKATP) e da produção corporal de CO2. No entanto, nos 

machos HTG-PF houve fechamento dos mitoKATP, redução da produção de CO2 e 

manutenção da massa corporal. Assim, pode-se inferir que o metabolismo corporal 

(produção de CO2) reflete o aumento do metabolismo celular causado por aumento da 

atividade do mitoKATP que desacopla levemente as mitocôndrias e que estas adaptações 

são revertidas pela restrição alimentar nos machos, mas não nas fêmeas HTG. 
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ABSTRACT 
 An imbalance of energy homeostasis can result in obesity and/or metabolic 

syndrome and increased mortality from cardiovascular disease. Recent studies by our 

group in three experimental models that exhibit different types of dyslipidemia have shown 

significant changes in body composition, energy expenditure and food intake. In this work 

we studied the energy homeostasis in these models through: (1) quantifying the 

expression and phosphorylation of AMP-dependent protein kinase (AMPK), a key 

regulator of energy metabolism, as well as its target, the enzyme acetyl-CoA carboxylase 

(ACC) in liver and skeletal muscle in hypoalphalipoproteinemic and hypercholesterolemic 

mice and (2) the effect of paired feeding regimen on hypertriglyceridemic mice that present 

increased food intake, body CO2 production and increased activity of the mitochondrial 

potassium channel sensitive to ATP (mitoKATP).  

 Considering the hypoalphalipoproteinemic mice (transgenic for CETP), which show 

an increased overall energy expenditure, we found that these mice have reduced relative 

fat depot mass when compared to wild type controls (WT). Western blot analyses showed 

that, in both tissues, liver and muscle, there were no changes in mass and state of 

activation of AMPK and ACC in CETP compared to WT mice. These results suggest that 

no significant variations in the synthesis, storage and secretion of lipids in the liver of these 

mice. Regarding the soleus muscle, these results suggest that there is no change in lipid 

synthesis and catabolism in CETP mice. Overall we may say that AMPK signaling is not 

activated in liver and muscle tissues and, therefore, that the increased body metabolism 

observed in these CETP mice must be caused by other body tissues, for example, the 

adipose tissue itself.  

In hypercholesterolemic male and female mice (LDLR0) we observed a reduction in 

body mass, but no significant change in the relative mass of fat depots when compared to 

WT. The results on activation of AMPK and ACC show that the liver of LDLR0 females had 

increased activation of AMPK without significant change in the phosphorylation of ACC. 

This means that there was no inhibition of lipogenesis and activation of β-oxidation in the 

liver of hypercholesterolemic mice, although there may have been increased catabolism of 

other nutrients. In the soleus muscle of females and males there were no changes in the 

phosphorylation state of both AMPK and ACC. Then, we can conclude that there is no 

energy deprivation in the muscle of these LDLR0 mice. 



 6 

 Considering the study with hypertriglyceridemic (HTG) mice, when subjected to the 

paired feeding (PF) we observed a 17% reduction in food intake of females and males 

when compared to HTG mice fed ad libitum (ad lib). This led to a significant reduction in 

HTG-PF weight gain compared to WT-ad lib in both sexes. HTG-PF mice retained the 

mass of carcass fat deposits similar to WT and HTG ad lib. Compared to WT-ad lib, HTG-

PF mice maintained significant increased activity (opening) of the mitoKATP and body CO2 

production. These data showed that the regimen of paired feeding in which HTG mice 

were submitted did not change the high rate body metabolism and mitochondrial resting 

respiration observed in HTG-ad lib mice. These results suggest that the metabolic 

adaptation of HTG (higher activity of mitoKATP) is not sensitive to changes in food 

restriction and compromises the rate of body growth. 
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INTRODUÇÃO 

Metabolismo de lipoproteínas e aterosclerose 

 Os lipídeos são encontrados em todas as células e são importantes na secreção 

da bile, como precursores de hormônios e vitaminas e são responsáveis pela produção e 

armazenamento de energia. Os lipídeos são transportados no plasma e na linfa na forma 

de lipoproteínas (LP) e os principais encontrados no plasma são: colesterol, triacilglicerol, 

fosfolípides e ácidos graxos não esterificados. 

 As lipoproteínas são complexos macromoleculares compostos de um núcleo 

lipídico hidrofóbico (principalmente colesterol esterificado e triacilglicerol) e de uma 

camada externa única hidrofílica composta principalmente por fosfolípides, colesterol livre 

e proteínas (apoproteínas- Apo). 

 As lipoproteínas podem ser classificadas conforme o tamanho da partícula, a 

composição química, densidade e mobilidade eletroforética (Rifai et al., 1999). Estão 

descritas seis lipoproteínas plasmáticas de acordo com a densidade e mobilidade 

eletroforética. As principais classes são: quilomícrons (QM, chylomicrons), lipoproteína de 

densidade muito baixa (VLDL, very low density lipoprotein), lipoproteína de densidade 

baixa (LDL, low density lipoprotein) e lipoproteína de densidade alta (HDL, high density 

lipoprotein); e a lipoproteína de densidade intermediária (IDL) e a lipoproteína a [Lp(a)] 

são classificadas como lipoproteínas “especiais”. 

 Os QM são as maiores lipoproteínas plasmáticas presentes no estado pós-

prandial, produzidas pelo intestino, ricas em triacilglicerol (85/ 90%) porém pobres em 

colesterol livre e fosfolípides. Contem aproximadamente 1/ 2% de proteínas sendo 

composto por apo B-48, apo A (I, II, IV), apo C (I, II, III) e apo E. A interação dos QM com 

a lipoproteína lipase (LPL, enzima presente no endotélio vascular) resulta nos 

remanescentes de quilomícrons que são partículas menores, depletadas de triacilglicerol 

(Rifai et al., 1999). Esses remanescentes são rapidamente eliminados do plasma pelo 

fígado através de receptores hepáticos chamados de LRP (LDL receptor related protein) 

(Herz et al.,1988; Mahley et al.,1998). 

As VLDL, menores que os quilomícrons, são compostas de aproximadamente 55% 

de triacilglicerol, 20% de colesterol, 15% de fosfolípides e 10/ 15% de proteínas, 

principalmente Apo B-100, Apo C e Apo E. Sua síntese ocorre no fígado (Mahley et al., 

1998). Os triacilgliceróis da VLDL são hidrolisados pela LPL e lipase hepática (LH), 
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tornando as partículas cada vez menores e mais ricas em colesterol. Essas partículas, 

chamadas de IDL (lipoproteínas de densidade intermediária) são, em grande parte, 

rapidamente captadas via receptores hepáticos específicos (LRP) e o restante continua 

circulando, perdendo mais triacilgliceróis, fosfolipídios e apoliporoteínas, transformando-

se então em LDL (Ginsberg et al., 2001). As IDLs perdem a maior parte das 

apolipoproteínas C, no entanto, conservam as apo-B100 e apo-E, deste modo a captação 

de remanescentes de VLDL e IDL pelos hepatócitos é mediada pela apo-E, e a captação 

de LDL pelo receptor de LDL é mediada pela apo-B100 (Mahley et al., 1999). 

 As LDL são responsáveis por aproximadamente 50% da massa lipoprotéica total 

do plasma humano. Seu diâmetro é bem menor que o QM e VLDL, sendo o colesterol 

éster responsável por cerca de 2/3 da massa de LDL e 25% de proteína, principalmente 

de apo-B100. Grande parte de sua absorção tecidual (em torno de 75%) ocorre no fígado. 

 As HDL podem ser sintetizadas pelo fígado ou pelo intestino através da liberação 

de partículas contendo apo-A1 chamadas de precursoras de HDL ou HDL nascentes (pré 

β HDL). Estas partículas são ainda pobres em lipídios e recebem colesterol livre e 

fosfolípides dos tecidos via interação com transportadores de membrana conhecidos 

como ABCA1 (ATP-binding cassete A1) (Oram et al., 2000; Schmitz et al., 2009). A HDL 

madura, constituída por 50% de proteína, 20% de colesterol na forma livre e esterificada, 

30% de fosfolípides e somente traços de triacilglicerol, adquire colesterol das células e o 

transporta para o fígado para ser excretado ou para outras células que necessitam de 

colesterol (Mahley et al., 1999). 

 Uma vez dentro da célula, o colesterol derivado das LP exerce várias ações 

regulatórias, incluindo a repressão da HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-metil-glutaril 

coenzima A redutase), enzima que catalisa a etapa limitante da biossíntese do colesterol, 

e da transcrição do gene do receptor da LDL. Desta forma, as células se protegem de um 

aumento excessivo da concentração de colesterol. Por outro lado, na deprivação de 

colesterol, as células aumentam a expressão da HMG-CoA redutase, estimulando a 

síntese de novo de colesterol, e aumentam também a expressão dos receptores de LDL, 

promovendo captação do colesterol exógeno (Brown e Goldstein, 1986).  

As alterações lipídicas decorrentes de distúrbios em qualquer fase do metabolismo 

lipídico (Rifai et al., 1999) como, elevação das concentrações de LDL e diminuição de 

HDL são fatores de risco primários para o desenvolvimento da aterosclerose (NCEP, 

2001).  
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Define-se atualmente a aterosclerose coronariana como sendo o resultado da 

interação de múltiplos processos associados a dislipidemia, injúria do endotélio e reposta 

inflamatória, fatores estes que levam a um conjunto de modificações da camada íntima 

arterial (Schwartz et al., 1993). O dano ao endotélio constitui um evento fundamental na 

fase inicial da aterosclerose. O aumento do tempo de permanência das lipoproteínas no 

compartimento plasmático, que ocorre nas hiperlipidemias, pode facilitar a oxidação 

dessas partículas. 

A LDL penetra na parede vascular através do endotélio e pode sofrer alterações 

químicas como oxidação e proteólise. A LDL pode ser modificada por espécies reativas 

de oxigênio (EROS), oxigênio molecular, compostos químicos endógenos ou exógenos in 

vitro e in vivo.  Estudos demonstram que produtos de oxidação de colesterol, gerados 

pela modificação oxidativa da LDL, os hidroperóxidos de colesterol, conferem 

citotoxicidade à partícula e são relevantes para patogênese e progressão da 

aterosclerose (Chilsom e Steinberg, 2000).  

A LDL modificada estimula a expressão de moléculas de adesão na superfície de 

células endoteliais que farão com que células mononucleares infiltrem no espaço 

subendotelial estimulando a infiltração de monócitos e proliferação e migração de células 

musculares lisas (Chien et al., 2003). Estas células mononucleares irão se transformar em 

células espumosas (foam cells), pois apresentam receptores que reconhecem as LDL 

modificadas (receptores scavenger), mas que não são regulados pela entrada de 

colesterol na célula. Estas células (monócitos) passam a secretar várias citocinas, como 

por exemplo, os fatores de crescimento que levam à proliferação celular e produção da 

matriz extracelular, formando a chamada fatty streak que representa o estágio inicial da 

placa de ateroma, a qual evolui diminuindo a luz da artéria (Ross et al., 1993, Fan e 

Watanabe 2003). A ruptura da placa aterosclerótica, com conseqüente instalação de um 

trombo no local é a principal causa das síndromes coronarianas agudas (Libby et al., 

2011). 
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Dislipidemias  

As dislipidemias são alterações lipídicas decorrentes de distúrbios em qualquer 

fase do metabolismo das lipoproteínas (Quintão et al., 2011). As principais dislipidemias 

podem ser classificadas em: hipercolesterolemia isolada (aumento sérico do colesterol 

total e/ou do colesterol da LDL); hipertrigliceridemia isolada (aumento dos triacilgliceróis); 

hiperlipidemia mista (aumento do colesterol e dos triacilgliceróis) e diminuição isolada do 

colesterol de HDL (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2001). 

A hipercolesterolemia familiar humana (FH) é uma doença autossômica 

dominante, relativamente comum, causada por mutações no gene do receptor da LDL. 

Essas mutações resultam em mau funcionamento (afetam a capacidade do receptor para 

ligar seus ligantes em lipoproteínas ou mutações em receptores que se ligam 

normalmente, mas não são capazes de internalizar a lipoproteína) ou ausência do 

receptor, levando a elevação das concentrações plasmáticas de LDL e colesterol total. 

Indivíduos heterozigotos para a FH ocorrem com uma freqüência de cerca de 1 em 500 

na população e são encontrado em muitos grupos étnicos. Normalmente apresentam 

concentrações de colesterol plasmático que são duas a três vezes acima da média (maior 

que 300 mg/dL) e concentrações de LDL maiores que 250 mg/dL. Indivíduos homozigotos 

para FH são raros, ocorrendo na freqüência de cerca de 1 em 106 na população. 

Apresentam concentrações de colesterol de três a seis vezes acima da média (variação 

de 600 a 1000 mg/dL) e de concentrações de LDL-colesterol de 550 a 950 mg/dL (Hobbs 

et al., 1992; Mahley et al., 1999, Quintão et al., 2011). 

A hipertrigliceridemia é caracterizada pelo aumento das concentrações 

plasmáticas VLDL, que causam elevações da concentração de triacilgliceróis totais 

plasmáticos. A hipertigliceridemia parece ser causada pela superprodução de VLDL na 

presença de produção, aparentemente normal, de apo-B, o que leva à secreção de 

grandes VLDL ricas em triacilgliceróis. Distúrbios secundários (resistência à insulina, por 

exemplo) que levam à produção excessiva de VLDL podem exacerbar a síndrome 

(Mahley et al., 1999, Quintão et al., 2011). 

A hipoalfalipoproteinêmia é uma desordem autossômica dominante e manifesta-se 

por baixos níveis plasmáticos de HDL (menos de 40 mg/dL) e um risco aumentado para 

doença coronária prematura. Os defeitos genéticos e metabólicos que levam a baixos 

níveis de HDL no plasma são muito variados, como por exemplo, alterações genéticas no 

receptor ABCA1 e na ApoA1 (Mahley et al., 1999, Quintão et al., 2011). 
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Diversos estudos demonstram que a obesidade está relacionada com 

hipertrigliceridemia, hipertensão, redução de HDL-colesterol, intolerância à glicose e/ou 

resistência à insulina (Ten et al., 2004, Alberti et al., 2009, Catenacci et al., 2009). 

 

Síndrome Metabólica: conceito e epidemiologia 

A síndrome metabólica (SM), antigamente conhecida como síndrome X, é a 

combinação de anormalidades metabólicas que são fatores de risco para doenças 

cardiovasculares. Diferentes definições foram propostas para a SM (Tabela 1). A primeira 

delas em 1998, da Organização Mundial da Saúde (OMS), considera a resistência 

insulínica como fator indispensável a seu diagnóstico; a segunda definição foi elaborada 

posteriormente pelo National Cholesterol Education Program – Adult Treatment Panel III 

(NCEP-ATP III, 2001) e, por apresentar maior aplicabilidade clínica, é utilizada na maioria 

dos estudos. Em 2004, essa mesma definição passou por uma revisão gerando o NCEP-

R, e no ano seguinte, a Federação Internacional de Diabetes (IDF) propôs nova definição, 

na qual a presença de gordura visceral torna-se o principal fator diagnóstico. 

 

Tabela 1. Definições da síndrome metabólica 
  

OMS, 1998 

(Alberti et al., 1998) 

1. Alteração da homeostase da glicose (tolerância alterada à glicose ou 

glicemia de jejum alterada) ou DM e/ou resistência à insulina 

2. Duas ou mais das seguintes condições: 

a. pressão arterial ≥ 160/90 mmHg 

b. trigliceridemia ≥ 150 mg/dL e/ou nível de HDL < 35 mg/dL para homens 

e < 39 mg/dL para mulheres 

c. obesidade central (índice cintura/quadril > 90cm para homens e > 85cm 

para mulheres) ou índice de massa corporal (IMC) > 30 kg/m2 

d. microalbuminúria (taxa de excreção urinária de albumina ≥ 20 mcg/min 

ou índice albumina/creatinina ≥ 20 mg/g) 

NCEP-ATPIII, 2001 

(Expert Panel. 

JAMA, 2001) 

1. Três ou mais das seguintes condições: 

a. obesidade central (circunferência abdominal > 102 cm para homens e   

> 88 cm para mulheres) 

b. trigliceridemia ≥ 150 mg/dL 

c. níveis de HDL < 40 mg/dL para homens e < 50 mg/dL para mulheres 
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OMS: Organização Mundial da Saúde, NCEP-ATPIII: National Cholesterol Education Program- Adult Treatment Panel 
III, NCEP-R: National Cholesterol Education Program- Adult Treatment Panel III Revised, IDF: International Diabetes 
Federation; DM: diabetes melito, HDL: High Density Lipoprotein. Outras referências: Steemburgo et al, 2007; Benetos 
et al, 2008; Teixeira et al, 2007. 

d. pressão arterial ≥ 130/85 mmHg 

e. glicemia de jejum ≥ 110 mg/dL 

NCEP-R, 2004 

(Grundy et al., 

2004) 

 

1. Três ou mais das seguintes condições: 

a. obesidade central (circunferência abdominal > 102 cm para homens e   

> 88 cm para mulheres) 

b. trigliceridemia ≥ 150 mg/dL ou tratamento específico para essa 

anormalidade lipídica 

c. níveis de HDL < 40 mg/dL para homens e < 50 mg/dL para mulheres ou 

tratamento específico para essa anormalidade lipídica 

d. pressão arterial ≥ 130/85 mmHg ou tratamento específico para 

hipertensão previamente diagnosticada 

e. glicemia de jejum ≥ 100 mg/dL ou tratamento com drogas para aumento 

de glicose. 

IDF, 2005 e 2006 

(Alberti et al., 2005 

e 2006) 

1. Obesidade central (circunferência abdominal ≥ 94 cm para homens 

europeus ou ≥ 88 cm para mulheres européias) 

Valores específicos devem ser usados para outros grupos étnicos 

2. Duas ou mais das seguintes condições: 

a. trigliceridemia ≥ 150 mg/dL ou tratamento específico para essa 

anormalidade lipídica 

b. níveis sangüíneos de HDL < 40 mg/dL para homens ou < 50 mg/dL para 

mulheres, ou tratamento específico para essa anormalidade lipídica 

c. pressão sistólica ≥ 130 mmHg ou pressão diastólica ≥ 85 mmHg, ou 

tratamento específico para hipertensão previamente diagnosticada 

d. glicemia de jejum ≥ 100 mg/dL, ou diagnóstico prévio de DM tipo II 

 

 

 

Dados epidemiológicos da SM são geralmente de difícil obtenção, uma vez que a 

definição da síndrome é variável. A prevalência pode variar de 10 a 22% conforme as 

definições adotadas em uma mesma população francesa (Benetos et al., 2008). Para 

residentes norte-americanos, a prevalência de SM está estimada em 47 milhões de 

indivíduos com uma distribuição ajustada pela idade de maneira semelhante entre 

homens (24%) e mulheres (23%) (Bentley-Lewis et al., 2007). Ginter e colaboradores 

estimam que, na população geral de países desenvolvidos, a prevalência de SM chegue a 
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40% da população adulta (Ginter et al., 2008). Segundo a IDF, a obesidade abdominal é 

uma condição obrigatória da síndrome metabólica.  No caso da obesidade, dados sobre 

sua prevalência são abundantes. A Organização Mundial da Saúde estima que mais de 

1,7 bilhões de pessoas ao redor do mundo apresentem sobrepeso e 310 milhões sejam 

obesas (Bessesen, 2008). Nos Estados Unidos cerca de dois terços dos adultos 

encontram-se acima do peso e 28% dos homens e 34% das mulheres são obesos. No 

Reino Unido, aproximadamente 45% das mulheres e 30% dos homens estão acima do 

peso e na Inglaterra cerca de um quarto são obesos (James, 2004 e Hession et al., 2008). 

No Brasil, dados da pesquisa de Vigilância de fatores de risco e proteção para doenças 

crônicas por inquérito telefônico (Vigitel- Ministério da Saúde, Brasil, 2010) indicam que na 

população adulta (≥ 18 anos) a prevalência de obesidade (IMC ≥ 30 kg/m2) é de 14,4% 

em homens e 15,5% em mulheres e o excesso de peso (IMC ≥ 25 kg/m2) em homens é 

de 52,1% e 44,3% em mulheres. 

Controle do balanço energético 

A obesidade é resultado de um desequilíbrio da homeostase energética pela 

diferença entre a quantidade de energia obtida pelo indivíduo através dos alimentos e a 

energia gasta para a manutenção do seu metabolismo basal, realização de atividades 

físicas e termogênese adaptativa (Speakman et al., 2004; Spiegelman et al., 2001). Nas 

últimas décadas, várias proteínas sistêmicas e intracelulares, em diferentes órgãos, foram 

apontadas como determinantes do controle do balanço energético, o qual pode ser 

dividido em central e periférico.  

O controle do balanço energético central envolve diversos neurohormônios 

anorexigênicos e orexigênicos. Esses diversos e complexos sinais convergem nos 

neurônios da região hipotalâmica do núcleo arqueado (AN, arcuated nucleus) e núcleo 

paraventricular (PVN) (Folmes et al., 2007), de onde são desencadeadas as sinalizações 

para as repostas periféricas e comportamentais. 

O controle periférico pode ser exercido por diversos hormônios que ativam o 

metabolismo (catecolaminas, hormônios da tireóide, etc), bem como pela atividade de 

proteínas intracelulares determinantes das vias de anabolismo e catabolismo. Com 

relação à dissipação de energia, merecem destaque as vias ativadas pelos receptores 

adrenérgicos, as proteínas desacopladoras (UCPs) e proteínas reguladoras de enzimas 

chaves das reações catabólicas, como a proteína kinase ativada por AMP (AMPK). 
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Via de sinalização da AMPK (proteína quinase ativada por AMP) 

 A proteína quinase ativada por AMP (AMPK) participa da regulação do suprimento 

energético e vias de geração de energia em resposta à necessidade metabólica da célula. 

Foi descrita pela primeira vez em 1973, no entanto as pesquisas sobre ela tiveram maior 

avançao em 1994, quando a subunidade catalítica de mamíferos foi clonada. Um 

interesse maior surgiu quando os primeiros resultados indicaram que a AMPK pode 

regular a expressão gênica e ser um importante alvo terapêutico para o diabetes, câncer e 

obesidade (Rutter et al., 2008, Mantovani et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 1. Cronologia do estudo da AMPK (retirado de Rutter et al., 2008). 
 

 

AMPK é um complexo protéico heterotrimérico composto por uma subunidade α 

(α1 e α2), uma subunidade β (β1 e β2) e uma subunidade γ (γ1, γ2 e γ3), cada uma 

codificada por um gene diferente (Rutter et al., 2003; Sanders et al., 2007, Townley et al., 

2007, Canto et al., 2010; Gormand et al., 2011). A subunidade α é a subunidade catalítica 

a qual contem o domínio quinase, e entre os diferentes sítios de fosforilação, a treonina 

172 deve ser fosforilada para conferir a atividade da AMPK. A subunidade β serve 

principalmente como o núcleo estrutural da proteína através de interações com as 

subunidades α e γ, além de possuir um domínio com afinidade para glicogênio. A 

subunidade regulatória γ é o componente funcional central responsável pela resposta ao 

AMP, pois sua ligação ao domínio CBS (cystathionine  synthase) ativa alostericamente a 

AMPK, tornando-a um melhor substrato para quinases do que para as fosfatases (Arad et 

al., 2007, Hardie et al., 2007,  Osler et al., 2008, Amadeo et al., 2007). 
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Figura 2. Complexo enzimático da AMPK. (A) Em condições em que não há privação de 

energia, a enzima está inibida pelo ATP. (B) Em condições de estresse energético, o AMP, 

abundante, se liga à subunidade γ, gerando uma mudança conformacional, permitindo que ocorra 

a fosforilação da treonina 172 por quinases upstream, levando a ativação da AMPK. KD: domínio 

quinase. *: domínio de ligação do glicogênio (retirado de Arad et al., 2007). 

 

 

Foram identificadas três quinases upstream que podem ativar a AMPK através da 

fosforilação da Thr-172 na subunidade catalítica. A LKB1 (liver kinase B1) parece ser 

crucial no controle da glicemia e no metabolismo de lipídios; a CaMKKβ (Ca2+/calmodulin-

dependent protein kinase kinase) é considerada uma quinase upstream alternativa e atua 

em resposta ao aumento da concentração intracelular de Ca2+; e a terceira quinase 

potencialmente ativadora da AMPK é TAK1 (transforming growth factor-b-activated kinase 

1) que fosforila a AMPK em fibroblastos de ratos neonatos, mas sua real influência ainda 

é controversa (Long et al., 2006, Viollet et al., 2009; Rutter et al., 2008; Witczak et al., 

2008, Jansen et al., 2009). 

Além da fosforilação, a AMPK é ativada alostericamente pelo AMP que se liga a 

subunidade regulatória γ. Essa ligação induz uma mudança conformacional no domínio 

quinase a qual protege a AMPK de desfosforilação na Thr-172, provavelmente, catalisada 

por uma forma da proteína fosfatase 2A ou 2C (Viollet et al., 2009). 

 

 

 

B A 
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procedente da ACCα é utilizado pela FAS (fatty acid synthase) para a síntese de ácidos 

graxos no citosol (Wakil et al., 2009). Diferentemente, o malonil-CoA gerado pela ACCβ 

nas proximidades da mitocôndria está primordialmente relacionado com a diminuição da 

β-oxidação mitocondrial através de inibição da CPT-1 (carnitina palmitoil transferase 1). 

Sua expressão está aumentada nos tecidos com alto gasto energético como no músculo 

esquelético e coração, mas também é encontrada no fígado, no tecido adiposo marrom, 

glândulas mamárias e ilhotas pancreáticas (Saggerson et al., 2008; Kusunoki et al., 2006; 

Wakil et al., 2009; Schreurs et al., 2010). 

 Tanto a ACCα quanto a ACCβ podem ser reguladas por interação alostérica ou por 

fosforilação, como esquematizado na figura 5. A ativação alostérica pode ocorrer por 

citrato (período pós-prandial), glutamato e outros ácidos carboxílicos, e a inibição por 

ácidos graxos de cadeia longa ativados, que são freqüentes no jejum e diabetes 

(Brownsey et al., 2006, Kim et al., 1997, Munday et al., 2002). A fosforilação da ACC 

resulta na inibição de sua atividade e pode ser mediada tanto pela AMPK, quanto pela 

PKA ou PKC (Winder et al., 1997), as quais por sua vez podem ser estimuladas pelo 

glucagon ou agentes beta-adrenérgicos. Por outro lado, a insulina também pode regular a 

ACC direta (Heesom et al., 1998) ou indiretamente, inibindo a AMPK (Munday et al., 

1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Regulação da acetil-CoA carboxilase (ACC) por efetores alostéricos e por 

fosforilação. Setas verdes correspondem a efetores alostéricos e setas vermelhas a fosforilação 

(retirado de Saggerson et al., 2008). 

 

Essa via atua em diversos órgãos, incluindo fígado, cérebro, músculo esquelético, 

coração, tecido adiposo e pâncreas (Santomauro Júnior et al., 2008). A AMPK atua nas 
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mudanças no metabolismo lipídico, regulando a oxidação e a biossíntese de colesterol 

(HMG-CoA redutase) e ácidos graxos (Viollet et al., 2009). 

No músculo esquelético e no fígado, a ativação da AMPK ocorre na Thr 172 da 

subunidade α pela quinase upstream LKB1 (Steinberg et al., 2009, Viollet et al., 2009).   

Uma das consequências imediatas da ativação da AMPK é um aumento na captação de 

glicose pelo músculo esquelético através da translocação de GLUT4 para a membrana.  

No músculo, a contração muscular ativa a AMPK como conseqüência da depleção 

de ATP e aumento de AMP e, provavelmente, também por meio da ativação de CAMKK 

em resposta às flutuações de Ca2+ citosólico durante a contração. AMPK também 

bloqueia a via da mTOR, principal componente da sinalização para síntese protéica e 

produção de biomassa (Koh et al., 2008, Thomson et al., 2009, Canto et al., 2010). A 

AMPK inativa a ACC, principalmente a ACCβ, levando a diminuição de malonil-CoA que 

atua como inibidor alostérico da CPT-1, facilitando a entrada de ácidos graxos de cadeia 

longa na mitocôndria para sofrerem a beta-oxidação (Janovská et al., 2008; Steinberg et 

al., 2009, Fantino et al., 2011).   

A participação da via AMPK-ACC no metabolismo de lípides no músculo está 

esquematizada na figura abaixo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Regulação da oxidação lipídica no músculo esquelético pela AMPK. (Figura 

adaptada de Osler et al., 2007). 
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JUSTIFICATIVA 
  

O estudo das vias de sinalização envolvidas no metabolismo energético é de grande 

relevância fisiológica, uma vez que um desequilíbrio energético pode resultar em 

obesidade e/ou síndrome metabólica e aumento da mortalidade por doença 

cardiovascular. Estudos recentes de nosso grupo em três modelos experimentais que 

exibem dislipidemias genéticas revelaram alterações significativas da composição 

corporal, gasto energético e padrão de ingestão alimentar. Como está bem estabelecido 

que a AMPK é um importante regulador do metabolismo energético em diferentes órgãos, 

torna-se relevante estudar sua atividade nestas condições de alteração do balanço 

energético verificadas em modelos animais com modificações genéticas e fenotípicas do 

transporte de lípides plasmáticos, descritos a seguir: 

 

 Animais hipoalfalipoproteinêmicos (redução de HDL-colesterol) pela super-
expressão da proteína de transferência de colesteril éster (CETP): 

 A CETP promove trocas de colesteril éster e triacilglicerol entre as lipoproteínas 

plasmáticas alterando sua concentração e composição química. Uma das consequências 

mais relevantes da ação da CETP é a redução dos níveis circulantes de HDL-colesterol 

(Tall et al., 1995). Camundongos normalmente não expressam esta proteína. 

Camundongos transgênicos para CETP apresentam suscetibilidade alterada para 

aterosclerose que, dependendo do contexto metabólico, pode estar aumentada ou 

diminuída (Marotti et al., 1993 e Hayek et al., 1995). Observamos recentemente que os 

animais CETP apresentam significativa redução na massa adiposa visceral e subcutânea, 

no tamanho da célula adiposa e nos níveis circulantes de leptina. Estes efeitos foram mais 

evidentes em fêmeas. Estas têm discreto, porém, significativo, aumento da ingestão 

alimentar e manutenção de adiposidade reduzida em relação aos controles (Patrício PR, 

resultados não publicados, Tese de Doutorado). Nossa hipótese é de que a atividade da 

AMPK nos tecidos periféricos destes animais pode estar alterada, sinalizando aumento de 

catabolismo.   
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 Animais hipercolesterolêmicos por knockout do receptor de LDL (LDLR0): 

 A falta do receptor de LDL faz com esta lipoproteína acumule na circulação 

sanguínea aumentando a predisposição para desenvolvimento de aterosclerose. Além 

disso, os tecidos esteroidogênicos aumentam a síntese de novo de colesterol, o que leva 

o fígado a aumentar a secreção de VLDL agravando a hipercolesterolemia (Brown & 

Goldstein, 1986). Ishibashi et al (1993) empregaram a técnica da recombinação homóloga 

em células embrionárias para produzir camundongos com o gene do receptor de LDL 

inativado e assim reproduziram o fenótipo da hipercolesterolemia familiar. Camundongos 

machos e fêmeas que não expressam receptor de LDL (camundongos LDLR0) são 

viáveis e férteis. Sob dieta pobre em gordura e colesterol, a concentração de colesterol 

plasmático destes animais é 2 a 4 vezes maior que dos camundongos wild type, devido a 

um aumento de sete a nove vezes nas concentrações IDL e LDL, sem significativa 

alteração das HDL. Quando submetidos à dieta rica em gordura, esses animais 

desenvolvem aterosclerose e xantomatose severas (Ishibashi et al., 1994). 

Observamos recentemente nestes animais redução da massa corporal, do ganho 

de peso e da eficiência alimentar. Estes animais também mostraram maior metabolismo 

corporal em repouso (consumo de O2 e produção de CO2) e redução significativa da 

atividade física espontânea (Dorighello GG, dados ainda não publicados, projeto de 

doutorado em andamento). Portanto, nossa hipótese é de que a atividade da AMPK e/ou 

de seu alvo, a ACC, no fígado e músculo destes animais pode estar alterada. 

 

 Animais hipertrigliceridêmicos por super-expressão da apo CIII: 

A super-expressão da apo CIII reduz a velocidade de remoção das VLDLs e seus 

remanescentes do compartimento plasmático por prejudicar o reconhecimento destas 

lipoproteínas ricas em triacilglicerol pelos seus receptores hepáticos além de inibir 

parcialmente a enzima lipoproteína lípase (LPL). Esta maior permanência na circulação 

sanguínea tem como conseqüência elevados níveis de triacilgliceróis e fornece mais 

ácidos graxos para os tecidos (Aalto-Setälä et al., 1992). 

Observamos recentemente nestes animais aumento de metabolismo corporal 

(produção de CO2 e temperatura retal), que pôde ser explicado bioquimicamente pelo 

aumento da atividade do canal mitocondrial de potássio sensível ao ATP (mitoKATP) que 
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desacopla as mitocôndrias aumentando a dissipação de energia. No entanto, os animais 

não são mais magros, uma vez que apresentam maior ingestão alimentar espontânea 

(Alberici et al., 2006).  Assim, a hipótese é que ao avaliar se o regime de alimentação 

pareada à ingestão de animais controles (wild type) levará ao fechamento dos mitoKATP 

e emagrecimento dos animais. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Animais geneticamente modificados 

As colônias de animais geneticamente modificados utilizados neste estudo foram 

mantidas no Biotério do Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto de Biologia da 

Unicamp (Certificado de Biossegurança 0069/98). Os camundongos transgênicos para o 

gene humano da CETP (linhagem 5203, Jiang et al., 1992) e camundongos transgênicos 

para o gene humano da apoCIII (linhagem 3707, Walsh et al., 1993) fundadores foram 

originalmente obtidos do Laboratório do Dr. Alan Tall da Divisão de Medicina Molecular da 

Columbia University, NY, E.U.A. e cruzados com animais wild type C57Bl6 obtidos do 

Centro de Bioterismo (CEMIB) da UNICAMP.  Os animais foram tipados pelos seus 

respectivos fenótipos: atividade da CETP no plasma (>15% nos transgênicos e < 5% nos 

não-transgênicos) (Berti et al., 2001) e concentração de triacilglicerol no plasma 

(transgênicos > 300 mg/dL e controles < 100 mg/dL). A colônia de animais knockout do 

receptor de LDL foi estabelecida a partir de matrizes do Jackson Laboratory (Bar Harbor, 

ME, EUA).  Os knockout do receptor de LDL tem fenótipo de hipercolesterolemia (wild 

type < 100 e knockout = 200-300 mg/dL). O genótipo é determinado por reação em cadeia 

da DNA polimerase como previamente descrito (Ishibashi et al., 1993). 

Todos os animais foram mantidos em condições controladas de temperatura (22  

2C), luminosidade (ciclo de claro-escuro de 12 horas) e receberam água e ração 

(Nuvilab) ad libitum. O protocolo experimental deste estudo (nº 1601-1) foi aprovado 

pela Comissão de Ética na Experimentação Animal (CCEA-IB-UNICAMP) e está inserido 

no contexto do projeto CIBio 2008/02 da profa. Helena C. F. Oliveira, aprovado pela 

Comissão Interna de Biossegurança (CIBio/IB/Unicamp). 

Os camundongos transgênicos para o gene humano da apoCIII foram mantidos 

em gaiolas metabólicas individuais e divididos em dois grupos, sendo um em regime de 

paired feeding (HTG-PF) com os animais wild type C57Bl6 (WT-ad lib) e outro grupo ab 

libitum (HTG- ad lib). O regime de PF foi iniciado no segundo mês de idade e mantido por 

20 dias, sendo a ração disponibilizada às 11 horas em dias alternados. 

Os animais hipoalfalipoproteinêmicos e hipercolesterolêmicos e seus respectivos 

controles não transgênicos foram mantidos em dieta chow durante os 5 meses. 

No final de cada protocolo experimental, os animais foram sacrificados 

alimentados e tiveram coletados o sangue total, o fígado, músculo esquelético (sóleo) e 



 27 

os depósitos visíveis de tecido adiposo subcutâneo, peri-renal e perigonadal, para 

pesagem e demais análises subseqüentes. 

 

Análises bioquímicas plasmáticas 

Para obtenção do plasma, o sangue foi coletado com auxílio de capilares 

heparinizados, centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. Os lipídios plasmáticos 

foram determinados utilizando-se kits enzimáticos-colorimétricos: colesterol total e  

triacilglicerol por kits da Chod-Pap; Roche Diagnostic GmbH (Mannheim, Germany), e os 

e ácidos graxos livres por kit Wako Chemicals (Neuss, Germany), conforme instruções do 

fabricante. A glicemia foi medida com auxílio de glicosímetro Accu-Chek Advantage 

(Roche Diagnostic, Switzerland).  

 

Atividade da CETP no plasma 

Uma mistura de VLDL+LDL foi obtida por ultracentrifugação de plasma de 

doadores humanos normolipidêmicos e utilizada como lipoproteínas aceptoras. HDL 

também obtida por ultracentrifugação de plasma de doadores normolipidêmicos foi 

marcada radioativamente com 14C-colesteril-éster (14CCE) de acordo com Oliveira & 

Quintão (1996). O ensaio isotópico consistiu em uma reação contendo 50 µg de proteína 

de VLDL+LDL, 10000 dpm de 14CCE-HDL e 5 µl do plasma fonte de CETP, em um 

volume final de reação de 100 µl. A mistura foi incubada a 40C por 4 horas, permitindo a 

ação da CETP, que transferiu o colesteril-éster marcado da HDL para VLDL+LDL. Em 

seguida, foram adicionados à mistura 400 µl de tampão TSE (NaCl 150 mM, Tris-HCl 50 

mM pH7,5, EDTA 1 mM pH 8,0) e 50 µl de coquetel de precipitação das lipoproteínas que 

contém apoB (partes iguais de sulfato de dextrana 1,6% e MgCl2 1,0 M). Esperou-se 10 

minutos à temperatura ambiente, as amostras foram então centrifugadas a 2800 rpm por 

30 minutos a 10°C, garantindo que todas as lipoproteínas que contêm apoB, juntamente 

com o colesteril-éster marcado que foi transferido, precipitassem e  apenas a HDL fosse 

recuperada no sobrenadante. Foram então misturados 450 µl do sobrenadante a 3 ml de 

solução cintiladora aquosa (ACS NACS104, GE Healthcare-Amersham, Buckinghamshire, 

Inglaterra) para determinação da radioatividade remanescente nas HDL em contador beta 

Beckman LS 6000AT (Fullerton, Califórnia, EUA). No ensaio foram utilizados sempre 2 

blanks (tubos com tampão), 3 controles-negativos (tubos com plasma de camundongo 
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não-transgênico) e 2 controles-positivos (plasma de camundongos transgênicos).  Todas 

as amostras foram feitas em duplicatas. Os resultados foram expressos como % de 14CCE 

transferido da HDL para as VLDL+LDL: % CE transferido = 100 - (A / C * 100) onde, A = 

média em dpm das duplicatas das amostras e C = média em dpm das duplicatas dos 

controles-negativo. 

 

Western Blot para AMPK e ACC total e fosforiladas 

Os animais foram submetidos a deslocamento cervical e os tecidos foram 

rapidamente retirados e homogeneizados em solução tampão a 4°C (1% triton X-100, 

100mM Tris-HCl pH 7,4, 100 mM pirofosfato de sódio, 100mM fluoreto de sódio, 10mM 

EDTA, 10mM orthovanadato de sódio, 2 mM PSMF e 0,1 mg/mL aprotinina) com o 

Polytron (Kinematica, Switzerland) por 30 segundos na velocidade máxima. Materiais 

insolúveis foram removidos através de centrifugação a 14.000 rpm a 4°C por 40 minutos, 

como descrito por Roman et al (2005). A concentração de proteína do sobrenadante foi 

determinada pelo método de Bradford (BioAgency).  As dosagens foram realizadas pelo 

método descrito por Cesquini et al (2008) onde 50 μg de proteína de extrato de músculo 

esquelético (sóleo) e 30ug de proteína de fígado após rápida fervura (5 minutos) foram 

aplicadas em gel de poliacrilamida para separação por eletroforese (SDS-PAGE). As 

proteínas separadas foram então transferidas para membrana de nitrocelulose em 

aparelho de transferência durante aproximadamente 120 minutos a 120 V, em gelo, e 

banhadas com tampão de transferência. As membranas de nitrocelulose foram incubadas 

por 12 a 14 horas com anticorpos específicos [anti-AMPK, anti-fosfo-AMPK (Thr172), 

anti-ACC, anti-fosfo-ACC (Ser79) (Cell Signaling) e GAPDH (FL-335- Santa Cruz)]. A fim 

de minimizar a ligação do anticorpo a proteínas não específicas foi realizada uma pré-

incubação com tampão de bloqueio (5% de albumina, 10mM Tris, 150 mM NaCl, 0,02% 

Tween 20) por 1,5 hora.  Após esse período as membranas foram incubadas por 2 horas 

com o anticorpo policlonal anti-IgG (Cell Signaling). Os resultados foram visualizados por 

autoradiografia com o filme Kodak XAR. A intensidade das bandas foram quantificadas 

pela densitometria óptica do filme de autoradiografia e analisadas pelo software UN-

SCAN-IT Gel (versão 6.1) (Velloso et al., 1996; Araújo et al., 2005). Os valores da 

densitometria das bandas foram normalizados pelos valores da densitometria do controle 

interno GAPDH. Para análise da fosforilação protéica, os valores da densitometria das 
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proteínas fosforiladas foram normalizados pela expressão das proteínas totais 

(fosforilação protéica= proteína fosforilada/proteína total). 

 

Taxa de produção de CO2 in vivo 

 A produção de CO2 in vivo foi medida em um respirômetro de temperatura 

controlada descrito por Calegario et al (2003). Os animais foram adaptados a câmara do 

respirômetro duas vezes por dia durante 5 minutos por 5 dias. Após a adaptação, a 

produção de CO2 de cada camundongo foi monitorada por 5 minutos uma vez por dia, 

entre 9 e 11 horas, por 5 dias consecutivos. A taxa de produção de CO2 de cada animal 

foi calculada como a média das 5 medições consecutivas. 

 

Composição química da carcaça 

As carcaças dos animais foram desidratadas durante 100 horas a 65°C até manter 

o peso constante. O total de água foi calculado através da subtração do peso seco pelo 

peso úmido. A gordura total da carcaça foi extraída com éter de petróleo (Labsynth, 

SP/Brasil) utilizando o aparato de soxhlet durante 96 horas e foi calculada pelo peso da 

carcaça antes menos o peso após a extração de lipídios. A massa corporal magra foi 

calculada como peso úmido menos peso total de lipídios. 

 

Canal mitocondrial de potássio sensível ao ATP (mitoKATP) 

 A atividade do mitoKATP que desacopla as mitocôndrias foi determinado como 

descrito por Alberici et al. (2006) onde o inchamento da mitocôndria é estimado pela 

diminuição da absorbância de uma suspensão de mitocôndrias de fígado através de um 

espectrofotômetro (SLM Aminco DW 2000 spectrofotometer; SLM Instruments, Inc., 

Urbana, IL). A absorção de potássio na matriz mitocondrial através do mitoKATP é 

acompanhado por fosfato e água e resulta no  inchamento mitocondrial. Isso ativa o 

antiporter K+/H+ gerando um ciclo de K+ através da membrana interna mitocondrial. A 

ação concomitante do mitoKATP e do antiporter K+/H+ resulta na entrada de um próton 

para cada troca de K+ e uma ligeira diminuição no potencial de membrana, que é 

acompanhado pelo aumento da freqüência respiratória mitocondrial (Alberici et al., 2009). 
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Análise Estatística 

Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). O 

número de animais usados em cada análise está indicado entre parênteses (n). Os dados 

experimentais foram analisados utilizando o Teste “t” de Student. No caso dos testes de 

normalidade (Kolmogorov e Smirnov) que acusaram heterogeneidade de variâncias, um 

teste não paramétrico foi usado. As diferenças entre os grupos foram consideradas 

estatisticamente significantes quando p< 0,05. O programa estatístico utilizado foi o 

GraphPad Prism 4. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
  

Estudo da ativação da AMPK e ACC em tecidos de camundongos 
geneticamente dislipidêmicos  

 

Estudo nos animais hipoalfalipoproteinêmicos (CETP) 

  Fêmeas hipoalfalipoproteinêmicas (CETP, n=10) não apresentaram diferença na 

massa corporal total aos 5 meses de idade quando comparadas as wild type (WT, n=9) 

(Tab 2). No entanto, observou-se uma redução de aproximadamente 38% na massa 

relativa do tecido adiposo subcutâneo e 50% no tecido adiposo visceral, enquanto a 

massa magra e teor de água da carcaça estavam significativamente aumentados (Tab. 2). 

Os machos, por motivos desconhecidos, não apresentaram diferença significativa na 

massa relativa dos tecidos adiposos, e não foram estudados. 

 

Tabela 2. Massa corporal e adiposa das fêmeas hipoalfalipoproteinêmicas (CETP) e wild 
type (WT).  
 

 WT CETP 

Massa corporal total (g) 22,65 ± 0,53 22,10 ± 0,50 

Adiposo visceral (% total) 1,78 ± 0,32   0,88 ± 0,08 # 

Adiposo subcutâneo (% carcaça) 10,28 ± 1,34  6,44 ± 0,59 * 

Massa magra (% carcaça) 28,16 ± 0,35  29,27 ± 0,24 § 

Água (% carcaça) 61,56 ± 1,02  64,30 ± 0,39 & 

 
Média ± epm. Fêmeas wild type (WT, n=9) e hipoalfalipoproteinêmicas (CETP, n=10). Símbolos representam 
diferença estatística entre os grupos (test T) # p=0,015; *p=0,018, § p=0,016, & p=0,022 
 

 Como esperado, os animais CETP apresentaram uma redução significativa de 

colesterol plasmático (-16%), à custa da redução de HDL (Jiang et al., 1992).  Os níveis 

plasmáticos de triacilglicerol, ácidos graxos livres e glicose das fêmeas CETP foram 

similares aos das fêmeas controles (Tab. 3).  
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Tabela 3. Concentrações plasmáticas de lipídeos e glicose em fêmeas 
hipoalfalipoproteinêmicas (CETP) e wild type (WT). 
 

  WT CETP 

Glic (mg/dL) 107 ± 11 107 ± 7 

Col (mg/dL) 89 ± 8 74 ± 7* 

TG (mg/dL) 89 ± 5 90 ± 7 

AGL (mEq/L) 2,12 ± 0,16 2,27 ± 0,20 

 
Média ± epm. Glic (glicemia em jejum), Col (cholesterol total), TG (triacilglicerol), AGL (ácidos graxos livre). 

Fêmeas wild type (WT- n=6) e hipoalfalipoproteinêmicas (CETP- n=6), Diferença estatística entre os grupos 

(test T) *p<0,05.  

 

 

Resultados sobre o estado de ativação da AMPK e da ACC no fígado dos animais 

CETP e controles (WT) são mostrados nas Fig. 7 e 8, respectivamente. A fração da 

AMPK ativada (razão entre a forma fosforilada e a massa total) no fígado não foi alterada 

(p=0,46, Fig. 7), assim como não houve modificação na razão de seu alvo, a ACC 

(p=0,63, Fig. 8). Estes resultados foram analisados com correção de dois padrões 

internos, a beta-actina (Santa Cruz) e o GAPDH. O fato da AMPK e da ACC não terem 

seus estados de fosforilação modificados indica que não há privação de energia, nem 

alteração do metabolismo de lípides nesse tecido. Resultados ainda não publicados de 

nosso grupo (Raposo HF, projeto de doutorado em andamento), onde a lipogênese foi 

determinada diretamente, indicam que, de fato, não ocorre alteração na lipogênese 

hepática dos animais CETP quando comparados aos wild type. Além disso, estes animais 

não apresentam esteatose hepática (acúmulo de gordura) nem variação na velocidade de 

secreção hepática de VLDL (Salerno et al., 2009). Portanto, considerando-se o conjunto 

de dados, concluímos que a não alteração do estado de fosforilação da AMPK e ACC no 

tecido hepático dos animais CETP está de acordo com a manutenção das velocidades de 

síntese, armazenamento e “exportação” de lípides, previamente descritos nestes animais.   
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Estudo nos animais hipercolesterolêmicos (LDLR0) 

 Fêmeas hipercolesterolêmicas (R0-F, n=8) apresentaram uma redução de 10% na 

massa corporal total aos 5 meses de idade quando comparadas aos animais wild type 

(WT-F, n=8) (Tab. 4). Não foi observada diferença na massa relativa do tecido adiposo 

visceral (tecido adiposo perigonadal somado ao tecido adiposo peri-renal) visível, no 

entanto, há uma redução significativa na massa relativa do tecido muscular (sóleo) 

sugerindo que estes animais apresentam uma diminuição da massa magra (Tab. 4). Nos 

machos hipercolesterolêmicos (R0-M, n=7) a redução na massa corporal total foi ainda 

maior (22%, p<0,05, Tab. 5) e, assim como nas fêmeas, não foi notada nenhuma 

alteração na massa relativa do tecido adiposo visceral visível, porém a diminuição 

encontrada na massa relativa do tecido muscular não foi significativa. 

 

Tabela 4. Massa corporal e adiposa das fêmeas hipercolesterolêmicas (R0) e wild type 

(WT).  

 WT-F R0-F 

Massa corporal total (g) 20,71 ± 0,54 18,67 ± 0,24# 

Adiposo visceral (% total) 0,92 ± 0,10 1,05 ± 0,13  

Músculo soleo (% total) 0,068 ± 0,002 0,054 ± 0,002& 

 
Média ± epm. Fêmeas wild type (WT-F, n=8) e hipercolesterolêmcias (R0-F, n=8). Tecido adiposo visceral 
representa a soma do tecido adiposo perigonadal e peri-renal. Símbolos representam diferença estatística 
entre os grupos (test T) # p=0,004; &p<0,05. 
 
 
Tabela 5. Massa corporal e adiposa dos machos hipercolesterolêmicos (R0) e wild type 

(WT).  

 WT-M R0-M 

Massa corporal total (g) 30,74 ± 1,02 23,84 ± 0,27# 

Adiposo visceral (% total) 1,29 ± 0,07 1,51 ± 0,16 

Músculo soleo (% total) 0,061 ± 0,004 0,057 ± 0,003 

 
Média ± epm. Machos wild type (WT-M, n=7) e hipercolesterolêmicos (R0-M, n=7). Tecido adiposo visceral 
representa a soma do tecido adiposo perigonadal e peri-renal. Diferença estatística entre os grupos (test T) # 
p<0,05. 
 
 
 Os níveis plasmáticos de colesterol, triacilglicerol e glicose dos animais estudados 

são apresentados nas Tabelas 6 (fêmeas) e 7 (machos).  Como esperado, os animais 
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hipercolesterolêmicos mostram aumento nos níveis de triacilglicerol e colesterol quando 

comparados aos animais wild type. 

 

Tabela 6. Concentrações plasmáticas de lipídeos e glicose em fêmeas 

hipercolesterolêmicas (R0) e wild type (WT). 

  WT-F R0-F 

Glic (mg/dL) 110 ± 5 124 ± 6 

TG (mg/dL) 56 ± 5 127 ± 11# 

Col (mg/dL) 83 ± 2 197 ± 4& 

 
Média ± epm. Glic (glicemia em estado alimentado), Col (colesterol total), TG (triacilglicerol). Fêmeas wild type 
(WT-F, n=8) e hipercolesterolêmicas (R0-F, n=8). Diferença estatística entre os grupos (test T) #, & p<0,001. 
 
 

Tabela 7. Concentrações plasmáticas de lipídeos e glicose em machos 

hipercolesterolêmicos (R0) e wild type (WT). 

  WT-M R0-M 

Glic (mg/dL) 125 ± 6 142 ± 7 

TG (mg/dL) 60 ± 4 138 ± 17# 

Col (mg/dL) 94 ± 3 315 ± 16& 

 
Média ± epm. Glic (glicemia em estado alimentado), Col (colesterol total), TG (triacilglicerol). Machos wild type 
(WT-M, n=7) e hipercolesterolêmicos (R0-M, n=7). Diferença estatística entre os grupos (test T) #, & p<0,001. 
 
 
 Resultados sobre a ativação da AMPK e da ACC no fígado das fêmeas 

hipercolesterolêmicas são mostrados nas Fig. 12 e 13, respectivamente. A razão AMPK 

fosforilada pela massa total da quinase, isto é, o indicador de ativação da AMPK no fígado 

destas fêmeas apresentou-se aumentada (53%, p=0,02, Fig. 12D). No entanto, não houve 

alteração na fosforilação de seu alvo, a ACC (p=0,60, Fig. 13D). Nos machos, assim como 

nas fêmeas, foi observado um aumento marginal na ativação da AMPK (p=0,08, Fig. 14D) 

sem alteração da fosforilação da ACC (p=0,92, Fig. 15D). Isso significa que não houve 

inibição da lipogênese ou ativação da beta-oxidação no fígado dos animais 

hipercolesterolêmicos. Este resultado está de acordo com estudos prévios que 

demonstraram aumento de lipogênese (Oliveira et al., 2005) e redução dos intermediários 

do ciclo de Krebs (Paim et al., 2008) nestes animais. Portanto, esse aumento de 

lipogênese pressupõe preservação da atividade da ACC e não seria compatível com 
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 Comparando-se a lipemia tanto das fêmeas quanto dos machos HTG ad-lib e PF 

(Tab. 8 e Tab. 9), verificamos que este regime alimentar causou uma expressiva redução 

de aproximadamente 40% na concentração plasmática de TG entre o início e fim do 

tratamento. O regime alimentar PF não alterou os níveis de colesterol dos animais HTG. 

 

Tabela 8. Concentrações plasmáticas de lipídeos em fêmeas controles wild type (WT-ad 

lib), hipertrigliceridêmicas ad libitum (HTG- ad lib) e em regime de alimentação pareada 

(HTG-PF). 

 
  WT- ad lib HTG-ad lib HTG-PF 

Glic (mg/dL) 107 ± 9 104 ± 8 82 ± 2 

Col (mg/dL) 50 ± 5 a,b 87 ± 4 a,b 78 ± 4 a 

TG inicial (mg/dL) 133 ± 10 c,d 476 ± 21 d 464 ± 16 c,g 

TG final (mg/dL) 116 ± 8 e,f 438 ± 53 e 275 ± 46 f,g 

 
Média ± epm. Glic (glicemia em jejum), Col (colesterol total), TG (triacilglicerol). Fêmeas wild type ad libitum 
(WT-ad lib, n=5), hipertrigliceridêmicas ad libitum (HTG-ad lib, n=3) e hipertrigliceridêmicas em regime de 
paired feeding (HTG-PF, n=5). Letras iguais representam diferença estatística (test T) a p=0,029, b p=0,013, c 
p<0,0001, d p=0,0001, e p=0,027, f p=0,004, gp=0,018. 
 
 

 

 

Tabela 9. Concentrações plasmáticas de lipídeos em machos controles wild type (WT-ad 

lib), hipertrigliceridêmicos ad libitum (HTG- ad lib) e em regime de alimentação pareada 

(HTG-PF). 

 
  WT- ad lib HTG-ad lib HTG-PF 

Col (mg/dL) 95 ± 7 a,b 169 ± 15 b 190 ± 24 a 

TG inicial (mg/dL) 70 ± 12 c,d 438 ± 90 d 516 ± 68 c,g 

TG final (mg/dL) 94 ± 8 e,f 540 ± 86 e 317 ± 93 f,g 

 
Média ± epm. Col (colesterol total), TG (triacilglicerol). Machos wild type ad libitum (WT-ad lib, n=6), 
hipertrigliceridêmico ad libitum (HTG-ad lib, n=6) e hipertrigliceridêmico em regime de paired feeding (HTG-
PF, n=6). Letras iguais representam diferença estatística (test T) a p=0,0003, b p= 0,0002, c p= 0,014, d p= 
0,0001, e p=0,0002, f p=0,02, gp=0,03. 
 

  A composição corporal dos animais é mostrada nas tabelas 10 e 11. As fêmeas 

HTG que foram submetidas ao regime de paired feeding apresentaram diminuição 

significativa na massa corporal total final quando comparadas as wild type alimentadas ad 
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libitum (WT- ad lib) e as HTG-ad lib (Tab. 10). O mesmo não foi observado nos machos 

submetidos ao mesmo tratamento (Tab. 11). Quanto à massa adiposa, observamos que 

as fêmeas HTG alimentadas ad lib apresentam redução do tecido adiposo visceral visível 

(perirrenal somado ao perigonadal) quando comparadas as WT-ad lib. Porém o regime de 

PF nas fêmeas não modificou significativamente a massa deste depósito adiposo.  No 

entanto, nos machos HTG-PF verificamos um aumento significativo na massa relativa do 

tecido adiposo visceral visível em relação aos HTG-ad lib. A maioria dos estudos em 

animais controles submetidos à restrição calórica mostra redução ou preservação da 

adiposidade (Kim et al., 2009, Hancock et al., , 2011, Wang et al., 2011). Por exemplo, 

Kim e colaboradores (2009) estudaram ratos Fischer 344 em restrição calórica de 40% 

em relação a controles ad libitum por 3 semanas e observaram manutenção da massa 

relativa do tecido adiposo branco. Entretanto, nossos achados, inesperados, de aumento 

de adiposo visceral nos camundongos machos HTG-PF poderiam ser explicados por um 

aumento da lipogênese neste tecido, conforme descrito por Bruss et al. (2009). Esses 

autores observaram aumento de lipogênese da ordem de 5 vezes no tecido adiposo 

subcutâneo e de 2 vezes no adiposo epididimal em machos C57Bl6 com restrição calórica 

de 30% durante 5 semanas. 

 

Tabela 10. Composição corporal das fêmeas hipertrigliceridêmicas (HTG) e controles wild 

type (WT) 

 

 
Média ± epm. Fêmeas wild type ad libitum (WT-ad lib, n=5), hipertrigliceridêmicas ad libitum (HTG-ad lib, 

n=3) e hipertrigliceridêmicas em  regime de paired feeding (HTG-PF, n=5). Adiposo visceral (soma dos 
tecidos adiposos peri-renal e perigonadal).Letras iguais representam diferença estatística entre os grupos 
(test T) a p=0,02, b p=0,018, c p=0,03.  

 

 WT- ad lib HTG-ad lib HTG-PF 

Massa corporal total (g) 19,91 ± 0,42a 20,35 ± 0,29b 17,95 ± 0,54ª,b 

Adiposo visceral visível  

(% massa corporal) 
0,95 ± 0,07c 0,61 ± 0,22c 0,79 ± 0,14 

Adiposo subcutâneo visível 

(% massa corporal) 
0,98 ± 0,08 0,95 ± 0,17 1,11 ± 0,19 

Gordura (% carcaça) 4,52 ± 0,30 2,50 ± 0,85 3,75 ± 0,38 

Massa magra (% carcaça) 30,69 ± 0,77 29,83 ± 0,44 30,32 ± 0,19 

Água (% carcaça) 64,79 ± 1,05 67,67 ± 0,77 65,93 ± 0,45 
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Tabela 11. Composição corporal dos machos hipertrigliceridêmicos (HTG) e controles wild 

type (WT). 

 

  
  Média ± epm . Machos wild type ad libitum (WT-ad lib, n=7), hipertrigliceridêmicos ad libitum (HTG-ad lib, 

n=7) e.hipertrigliceridêmicos em regime de paired feeding (HTG-PF, n=7). Adiposo visceral (soma dos 
tecidos adiposos peri-renal e perigonadal). Letras iguais representam diferença estatística entre os 
grupos (test T) a p=0,05. 

 

 

 

 

 As curvas de crescimento dos grupos wild type e HTG ad lib e PF são 

apresentadas nas figuras 22A e 22B. O ganho de peso neste período, estimado como 

área incremental sob a curva ponderal nos 3 grupos está mostrado nas figuras 22C e 

22D. Observamos um marcante efeito de redução de crescimento tanto em machos 

quanto em fêmeas HTG-PF em relação aos respectivos grupos ad lib. Portanto, nos 

animais HTG-PF a diminuição da ingestão alimentar (Fig 21) resultou em diminuição de 

crescimento, do ganho de peso, do peso corpóreo final (fêmeas), e preservação (nas 

fêmeas) ou aumento (em machos) da massa relativa do tecido adiposo visceral.  

 

 

 WT- ad lib HTG-ad lib HTG-PF 

Massa corporal total (g) 23,18 ± 0,85 22,11 ± 0,65 21,26 ± 0,50 

Adiposo visceral visível  

(% massa corporal) 
1,10 ± 0,06 1,10 ± 0,03a 1,44 ± 0,13a 

Adiposo subcutâneo visível 

(% massa corporal) 
1,06 ± 0,13 0,91 ± 0,08 1,27 ± 0,15 

Gordura (% carcaça) 3,29 ± 0,63 3,02 ± 0,51 5,21 ± 1,65 

Massa magra (% carcaça) 33, 82 ± 1,03 33, 82 ± 1,47 31,81 ± 1,76 

Água (% carcaça) 65,26 ± 0,35 65,40 ± 0,69 63,30 ± 1,56 
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 Estudos anteriores de nosso grupo descreveram que nos animais 

hipertrigliceridêmicos ocorre aumento de metabolismo corporal (produção de CO2) que 

pôde ser explicado bioquimicamente pelo aumento da atividade do canal mitocondrial de 

potássio sensível ao ATP (mitoKATP). A abertura deste canal desacopla as mitocôndrias 

aumentando a velocidade de respiração, sem correspondente síntese de ATP, resultando 

em dissipação de energia celular. No presente estudo verificamos que, a produção de 

CO2 é maior em HTG-ad lib que em wild type-ad lib (Tab. 12), como no estudo anterior 

(Alberici et al., 2009). O regime de paired feeding não alterou significativamente o 

aumento do metabolismo corporal das fêmeas HTG-PF (Fig 17A), porém nos machos 

HTG-PF, o aumento do metabolismo corporal foi totalmente corrigido para os níveis dos 

controles wild type-ad lib (Fig. 17B).  

 

 

Tabela 12: Produção de CO2 de animais hipertrigliceridêmicos (HTG) e wild type (WT). 

 
 WT-ad lib HTG-ad lib HTG-PF 

Fêmeas 9,5 ± 0,2 a,b 11,1 ± 0,04 b 10,7 ± 0,2 a 
Machos 13,6 ± 0,7c 15,4 ± 0,5c,d 13,9 ± 1,0 d 

 

Dados expressos em g CO2/kg/h. Fêmeas wild type ad libidum (WT-ad lib, n=5), hipertrigliceridêmicas ad 

libidum (HTG-ad lib, n=3) e hipertrigliceridêmicas em paired feeding (HTG-PF, n=5). Machos wild type ad 

libidum (WT-ad lib, n=7), hipertrigliceridêmicos ad libidum (HTG-ad lib, n=7) e hipertrigliceridêmicos em paired 

feeding (HTG-PF, n=7). Letras iguais representam diferença estatística entre os grupos (test T) ap=0,01, 
bp=0,001, cp=0,005, dp=0,03. 

 
 
 A atividade dos mitoKATP é estimada através do inchamento mitocondrial na 

ausência (canais abertos) e na presença (canais fechados) de ATP (Fig. 23). Verificamos 

que a atividade dos mitoKATP também estava aumentada tanto nas fêmeas como nos 

machos HTG-ad lib comparados aos wild type- ad lid (Fig. 23A e 23B, p=0,03 e p=0,05, 

respectivamente), como no estudo anterior (Alberici et al., 2006). O regime de paired 

feeding não foi capaz de diminuir significativamente a atividade dos mitoKATP nas fêmeas 

(Fig. 23A), enquanto nos machos este tratamento reduziu a atividade dos mitoKATP (Fig. 

23B).  
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Em síntese, neste trabalho mostramos que as dislipidemias genéticas podem 

alterar o metabolismo energético em camundongos. Especificamente mostramos que: 1) 

na via de sinalização AMPK-ACC, ocorreu ativação da AMPK em fígado de animais 

hipercolesterolêmicos por deficiencia do receptor de LDL. No entanto, na 

hipoalfalipoproteinemia, por aumento da expressão da CETP, não ocorre alteração do 

estado de ativação da AMPK. 2) Em animais hipertrigliceridêmicos existe uma associação 

entre o estado de atividade (abertura) dos canais mitocondriais de potássio sensíveis ao 

ATP e a taxa metabólica corporal; isto é, quando os canais permanecem abertos (fêmeas) 

o metabolismo corporal permanece aumentado, quando houve diminuição da atividade 

destes canais (fechamento) (machos) o metabolismo corporal foi reduzido até os níveis 

dos animais controles (wild type). Esses achados representam uma nova função destes 

canais na regulação do metabolismo energético corporal, uma vez que anteriormente os 

mesmos eram implicados na sinalização redox celular. 
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CONCLUSÕES 
 

No presente estudo mostramos que as dislipidemias genéticas, per se 

(independente de obesidade), podem alterar o metabolismo energético de camundongos. 

 

I- Estudo da ativação da AMPK e ACC em hipoalfalipoproteinêmicos por super-expressão 

da CETP:  

 Observamos uma redução significativa da massa relativa dos depósitos adiposos e 

aumento proporcional de massa magra nestes animais. Demonstramos que a sinalização 

da AMPK-ACC não está ativada em fígado e músculo e, portanto, o maior metabolismo 

corporal observado nestes animais deve estar sendo originado em outros tecidos do 

corpo. Resultados ainda não publicados de nosso grupo corroboram a proposição de que 

o tecido adiposo branco, e possivelmente o marrom, pode ser responsável pelo maior 

gasto energético global neste grupo. 

 

II- Estudo da ativação da AMPK e ACC em animais hipercolesterolêmicos por deficiência 

de receptor de LDL: 

 Nossos achados mostram que nesta condição de deficiência de captação celular 

de colesterol exógeno, a AMPK está ativada no principal tecido esteroidogênico do corpo, 

o fígado, mas não no músculo esquelético, sem correspondente fosforilação (inibição) da 

enzima responsável pela lipogênese, a ACC. Isso sugere que deve haver um aumento de 

catabolismo de nutrientes não-lipídicos no fígado destes animais, para fornecimento de 

substratos para a síntese aumentada de colesterol e lipídeos neste órgão. 

 

III- Efeito da alimentação pareada em animais hipertrigliceridêmicos (HTG) por super-

expressão da apo CIII: 

 No presente estudo verificamos que animais HTG com alimentação pareada 

(restrição alimentar de 17%) apresentaram diminuição de crescimento corporal, do ganho 

de peso, do peso corpóreo final (em fêmeas), e manutenção (em fêmeas) ou aumento 

(em machos) da massa relativa do tecido adiposo visceral. Verificamos ainda que a 

alimentação pareada não foi capaz de normalizar o aumento de produção corporal de CO2 

nem o aumento da atividade do canal mitocondrial de potássio sensível ao ATP 

observados nas fêmeas, mas foi efetiva nos machos HTG. Assim, pode-se inferir que o 
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metabolismo corporal (produção de CO2) reflete o aumento do metabolismo celular 

causado por aumento da atividade do mitoKATP que desacopla levemente as 

mitocôndrias e que estas adaptações são revertidas pela restrição alimentar nos machos 

mas não nas fêmeas HTG. 
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