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Resumo 
 
 

Ferreira DF. Papel do receptor toll-like 4 no metabolismo lipídico hepático 
[Dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 
2014. 
 
Estudos recentes têm demonstrado uma participação importante do receptor 
toll-like 4 (TLR4) na evolução de doenças envolvendo desordens metabólicas, 
como a doença do fígado gorduroso não-alcoólico (NAFLD). No entanto, as 
alterações do metabolismo lipídico que poderiam ser influenciadas pela 
ativação do TLR4 são desconhecidas. Neste estudo propomos caracterizar o 
papel do receptor TLR4 no metabolismo de lipídios no fígado de camundongos 
deficientes para o receptor de LDL, um modelo que desenvolve NAFLD quando 
submetido a uma dieta rica em gordura saturada e colesterol. Camundongos 
controle (C57 black6), deficientes para o receptor de LDL (LDLrKO), deficientes 
para o receptor TLR4 (TLR4KO) ou deficientes para ambos (duplo KO) 
receberam dieta controle ou hiperlipídica por quatro, oito ou doze semanas. 
Após o tratamento e sacrifício dos animais, avaliamos o perfil de lipídios 
plasmáticos, o conteúdo de lipídios do fígado e a expressão gênica de enzimas 
relacionadas à síntese e degradação de triglicerídeos (TG) e colesterol no 
fígado. O perfil inflamatório no fígado também foi avaliado. A dieta hiperlipídica 
induziu uma hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia nos animais LDLr KO e 
duplo KO, sendo que o grupo duplo KO apresentou níveis séricos inferiores de 
triglicérides (TG) e ácidos graxos livres a partir de oito semanas de tratamento 
em comparação aos animais LDLrKO. A dieta hiperlipídica também induziu um 
aumento significativo no conteúdo de TG e de colesterol no fígado de todos os 
grupos. Na análise da expressão gênica não foram encontradas diferenças na 
expressão de proteínas relacionadas à síntese de triglicérides e colesterol 
(ApoB100, MTTP, GPAT1 e GPAT4) entre os grupos. Porém houve aumento 
significativo na expressão de proteínas relacionadas à oxidação de ácidos 
graxos (CPT1, MTP, ACOX, PBE, tiolase) e à síntese de ácidos biliares 
(CYP7a1) no grupo duplo KO em comparação ao grupo LDLr KO. No perfil 
inflamatório, a expressão de F4/80 demonstrou infiltração de macrófagos 
significativamente elevada no grupo LDLrKO tratado com a dieta hiperlipídica 
comparada a todos os outros grupos. No entanto, houve maior expressão de 
IL-6, IL-1β e TNF-α no grupo duplo KO em comparação ao grupo LDLr KO. 
Nossos dados sugerem que a ativação do TLR4 no fígado de animais 
alimentados com uma dieta hiperlipídica pode contribuir para o acúmulo de 
lipídios e início da esteatose hepática. Estratégias para a inativação hepática 
do TLR4 podem diminuir a NAFLD não somente devido a diminuição da 
inflamação, mas por aumentar a oxidação de ácidos graxos no fígado. 
 
Descritores: metabolismo dos lipídeos, fígado, Toll-like receptor 4, fígado 
gorduroso/metabolismo, triglicérides, ácidos graxos, colesterol, receptores de 
LDL, camundongos Knockout 
 
 



 

 

 

Summary 

 

Ferreira DF. Role of toll-like receptor 4 in hepatic lipid metabolism [dissertation]. 

São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2014. 

 

Recent studies have shown an important role of toll-like receptor 4 (TLR4) in the 
evolution of diseases involving metabolic disorders, such as non-alcoholic fatty 
liver disease (NAFLD). However, changes in lipid metabolism regulated by 
TLR4 activation are still unknown. In this study, we characterized the role of 
TLR4 receptor in hepatic lipid metabolism of mice deficient for the LDL receptor, 
a model that develops NAFLD when exposed to a diet rich in saturated fat and 
cholesterol. We investigated the role of TLR4 activation in the pathogenesis of 
diet-induced NAFLD by crossing LDLr KO mice with the TLR4 knockout mice 
(double KO). Animals were fed for 4, 8 or 12 weeks with high-fat diet (HFD) 
containing 18% saturated fat and 1.25% cholesterol. We evaluated plasma lipid 
profile, hepatic lipid content and gene expression of enzymes related to the 
synthesis and degradation of triglycerides and cholesterol in the liver. Liver 
inflammatory status was also investigated. We observed that HFD induced 
hypertriglyceri-demia and hypercholesterolemia in LDLr KO and double KO 
mice, but double KO animals presented lower serum levels of triglycerides and 
free fatty acids after eight weeks of treatment. HFD also induced a significant 
increase in liver contents of triglycerides (TG) and of cholesterol in all groups. 
We did not find differences in the expression of proteins related to triglycerides 
and cholesterol synthesis (ApoB100, MTTP, GPAT1, GPAT4) between the 
groups. However, we observed a significant increase in the expression of 
proteins related to fatty acid oxidation (CPT1, MTP, ACOX, PBE, tiolase ) and 
bile acid synthesis (CYP7a1) in double KO group in comparison to LDLr KO. 
Regarding the inflammatory process, F4/80 expression was elevated in LDLr 
KO mice fed HFD when compared to all groups. On the other hand, IL-6, IL-1β 
e TNF-α expression was induced by HFD only in double KO mice. Taken 
together, our results show that TLR4 activation in liver from mice fed on a high-
fat diet may contribute to lipid accumulation and steatosis onset. Strategies 
regarding localized TLR4 inactivation may increase the oxidation of fatty acids 
and improve NAFLD not only due to decreased inflammation. 
 

 

Descriptors: lipid metabolism, liver, Toll-like receptor 4, fatty liver/ metabolism, 
triglycerides, fatty acids, cholesterol, receptors, LDL, mice Knockout 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 - Síndrome metabólica e a doença do fígado gorduroso não alcoólico 

(NAFLD) 

 

O sedentarismo, juntamente com o excesso no consumo de açúcares e 

gorduras na dieta, tem contribuído para um ganho de peso epidêmico nas 

sociedades ocidentais. Recentes estudos epidemiológicos sugerem um risco 

aumentado de doenças cardiovasculares e diabetes tipo II em indivíduos 

obesos e com sobrepeso. Da mesma forma, a incidência da síndrome 

metabólica e da doença do fígado gorduroso não alcoólico (NAFLD), que 

podem preceder o desenvolvimento de doenças cardiovasculares e diabetes 

tipo II, também estão aumentando (1). 

Embora uma associação entre diferentes anormalidades metabólicas 

tenha sido notada por vários anos, a síndrome metabólica foi publicamente 

descrita em 1998 por Reaven (2). A definição do Executive Summary of the 

Third Report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert 

Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in 

Adults (Adult Treatment Panel III) (3) define as variáveis referentes à síndrome 

metabólica: obesidade abdominal, dislipidemia aterogênica (hipertrigliceridemia 

e baixos níveis de HDL- colesterol), hipertensão arterial, resistência à insulina 

(com ou sem intolerância à glicose) e estados pró-inflamatórios e pró-

trombóticos. Trata-se de um conjunto de fatores metabólicos relacionados ao 

risco cardiovascular que também predizem a um alto risco de desenvolvimento 
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de diabetes, se este já não estiver presente (4). Acredita-se que a resistência à 

insulina seja o ponto central no desenvolvimento da síndrome (5). 

A doença do fígado gorduroso não alcoólico (NAFLD) é uma morbidade 

fortemente associada à síndrome metabólica. Trata-se de um emergente e 

importante problema de saúde pública mundial e se refere a um espectro de 

doenças que incluem graus variáveis, de simples esteatose (NAFLD) a esteato-

hepatite não alcoólica (NASH) e cirrose. É caracterizada por um acúmulo de 

triglicérides nos hepatócitos (esteatose hepática) > 5% por quilo de peso do 

fígado na presença de <10 g de consumo de álcool diário (6, 7). Sua 

prevalência é estimada em cerca de 34% na população total, enquanto que a 

obesidade com a NAFLD varia entre 30% e 100%. A prevalência da NAFLD 

dentro do diabetes tipo II fica entre 10 a 75% (8).  

A hiperinsulinemia e a resistência à insulina desempenham o maior 

papel na patogênese da NAFLD (9). Além disso, a obesidade associa-se 

comumente à NAFLD e, juntamente com a resistência à insulina, fornece 

suporte para a evidente associação entre obesidade, síndrome metabólica e 

NAFLD (1). Atualmente a NAFLD é considerada a representação hepática da 

síndrome metabólica (9). A simples esteatose é benigna, enquanto a NASH é 

definida pela presença de injúria nos hepatócitos, inflamação e/ou fibrose que 

pode levar a cirrose, falência hepática e carcinoma hepatocelular (7). 
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1.2 - Patogênese da NAFLD 

 

Na etiologia molecular da NAFLD, sugere-se que a predisposição 

genética associada a fatores ambientais desempenhem papéis relevantes (10), 

porém a fisiopatologia da doença não se encontra totalmente elucidada. 

Day e James (11) propuseram uma hipótese de dois sinais de insulto 

para explicar a presença da esteatose e a sua progressão para inflamação 

(NASH), fibrose e cirrose que podem ser vistas na NAFLD. O primeiro insulto é 

a esteatose hepática, ou seja, a NAFLD em sua forma simples, desenvolvida 

por um desbalanço na formação/ excreção de triglicérides (TG). Sob condições 

fisiológicas, os ácidos graxos (AG) são transportados para vários órgãos, 

incluindo fígado e músculo esquelético. Posteriormente, esses AG são 

metabolizados através da β- oxidação mitocondrial ou podem ser armazenados 

sob a forma de triglicérides, sendo que esses estoques de TG hepático 

originam-se principalmente da lipólise do tecido adiposo branco (12). Os 

demais estoques lipídicos do fígado derivam-se de AG provenientes da dieta 

ou da lipogênese. Desbalanços nessas vias promovem aumento no fluxo de 

AG para o fígado e músculo esquelético levando ao acúmulo de TG nesses 

tecidos o que prejudica a responsividade do organismo à insulina de forma 

sistêmica (13-15).  

A resistência à insulina no tecido adiposo favorece e predispõe a 

esteatose hepática e isto acontece devido à inibição da regulação da lipase do 

tecido (16). Como consequência, grandes quantidades de AG livres são 

liberadas, o que expõe o fígado a um excessivo fluxo de AG (17), culminando 

em acúmulo de lipídios intra-hepático e em resistência à insulina através do 
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acúmulo de intermediários lipídicos tóxicos, em especial diacilglicerídeos (DAG) 

e ceramidas (18). 

Além do fluxo aumentado de AG livres para o fígado, outros mecanismos 

também podem favorecer a esteatose hepática. A hiperinsulinemia inibe a ação 

da enzima carnitina palmitoil acil transferase (CPT1) reduzindo a β-oxidação 

mitocondrial de AG o que pode facilitar o acúmulo de lipídios intra-hepáticos 

(19). Sob condições de hiperinsulinemia, hepatócitos apresentam uma resposta 

paradoxal à estimulação da insulina. A insulina ativa o SREBP1c, um fator de 

transcrição regulador da síntese lipídica através da estimulação do complexo 

mTOR1. Isso resulta em aumento da lipogênese (20, 21) e dos depósitos de 

lipídios hepáticos acelerando o desenvolvimento da doença (7). 

Outra ação da insulina no fígado é restringir a produção de VLDL. A 

hiperinsulinemia pode prejudicar a síntese/secreção de Apo B100 e desta 

forma diminuir a excreção de lipídios pelo fígado. Entretanto, um estado de 

resistência à insulina associado a hiperfluxo de AG para o fígado e à ausência 

dos efeitos da insulina na inibição da síntese de Apo B e secreção podem 

culminar tanto em aumento de lipídios hepáticos quanto em aumento da 

produção de VLDL-Apo B resultando em esteatose hepática e 

hipertrigliceridemia (22). 

O excesso de glicose visto em obesos e diabéticos, juntamente com a 

hiperinsulinemia, aumenta a síntese de AG no fígado. Todos esses 

mecanismos favorecem a um desbalanço no suprimento, consumo ou excreção 

de lipídios no fígado levando desta forma ao desenvolvimento da esteatose 

hepática (19). 
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1.3 - Patogênese da NASH 

 

Aproximadamente 10 a 25% dos pacientes com NAFLD desenvolvem 

NASH (23). Os fatores responsáveis pela mudança/progressão da esteatose 

para a esteatohepatite têm sido extensivamente investigados e especulados, 

porém ainda não se encontram esclarecidos. O segundo insulto do modelo de 

Jay e James é a injúria hepática induzida por citocinas inflamatórias e pelo 

estresse oxidativo. Os autores sugerem que isso seria resultado de uma 

“sensibilização” do fígado a alterações metabólicas e moleculares 

desencadeadas por depósitos intracelulares de TG (11). 

AG livres causam aumento da expressão do citocromo P-450 2E1 

(CYP2E1). CYP2E1 é uma enzima que participa da β-oxidação de AG de 

cadeia longa e muito longa levando a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), o que resulta em estresse oxidativo (24). Por outro lado, 

alguns AG de cadeia longa são metabolizados pela β-oxidação peroxissomal 

que também produz espécies reativas de oxigênio, peróxido de hidrogênio e 

radicais hidroxil (25, 26). O excesso de ROS consome antioxidantes naturais 

como a glutationa e a vitamina E no fígado resultando em estresse oxidativo e 

peroxidação lipídica (27, 28). Isto provoca dano a membranas e organelas dos 

hepatócitos levando a degeneração e necrose hepatocelular (27). O dano 

causado pela peroxidação mitocondrial afeta a morfologia da mitocôndria 

(megamitocôndria) alterando a transferência de elétrons da cadeia respiratória 

o que resulta em produção de ROS, tornando-se um ciclo vicioso, resultado do 

estresse oxidativo (29-31). 
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Os produtos finais da peroxidação lipídica estimulam a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, TGF-β, IL-6 e IL-8, que levam a 

síntese de colágeno pelas células estelares hepáticas (32). A manutenção do 

estresse oxidativo e da peroxidação lipídica resulta em produção continuada de 

colágeno levando a fibrose e cirrose hepática (33). 

Outros mediadores-chave na patogênese da esteatose e sua progressão 

para esteatohepatite são as adipocinas (adiponectina, leptina, resistina) e 

citocinas secretadas por adipócitos em estados de resistência à insulina. O 

tecido adiposo visceral representa a fonte preferencial de adipocinas e 

citocinas com potencial ação no tecido hepático. As adipocinas exercem tanto 

funções imunes como metabólicas e medeiam a interação entre o tecido 

adiposo, músculo e fígado. Algumas delas, como a adiponectina, possui 

propriedade anti-inflamatória enquanto outras, como a leptina, possui ação pró-

inflamatória. Assim, na NASH, o dano hepático também poderia resultar de um 

desbalanço na produção de adipocinas anti e pró-inflamatórias (7).  

Desta forma, além das alterações metabólicas lipídicas que 

desempenham papel crucial para o aparecimento da NAFLD, fica evidente a 

importância e a relação da inflamação no desenvolvimento das formas mais 

avançadas da doença. 

 

1.4 - NAFLD e receptores Toll-like 

 

Como mencionado anteriormente, o tecido adiposo possui ação direta no 

favorecimento da inflamação e doença hepática por meio da ação de 

adipocinas inflamatórias e outras citocinas produzidas no tecido. 
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Adicionalmente, estudos recentes têm mostrado também a contribuição do 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) derivado do intestino no desenvolvimento 

da inflamação no fígado (34 35). Isto poderia acontecer principalmente devido a 

associação anatômica do fígado com o intestino e sua exposição a quantidades 

relativamente grandes de LPS derivados do intestino, mesmo na ausência de 

infecção ativa (36-38). 

O LPS é reconhecido pelo receptor toll like 4 (TLR4) (39), um receptor 

membro da super família de receptores Toll-like (TLRs) que reconhecem 

padrões associados a patógenos (PAMPS) como o LPS, lipopeptídeos, DNA 

metilado, entre outros. Atualmente são encontrados 12 isoformas de TLRs em 

humanos (40) que são estruturalmente caracterizados pela presença de um 

domínio extracelular rico em repetições de leucina (LRR) e um domínio 

intracelular semelhante ao receptor de interleucina 1 (TIR). A existência de um 

grande número de TLRs capacita o sistema imune a discriminar entre PAMPs 

característicos de diferentes classes de microorganismos e assim promover 

mecanismos de defesas específicos (40). 

A sinalização mediada por TLRs é desencadeada por duas grandes vias. 

A via dependente do MyD88 e a via independente do MyD88 e ambas 

medeiam a ativação do NF-КB com subsequente produção de citocinas 

inflamatórias (41). 

Um crescente corpo de evidências tem sugerido que o TLR4 tem papel 

chave na patogênese de doenças crônicas do fígado. O TLR4 é o principal 

receptor para o LPS, um dos mediadores da inflamação do fígado associada 

tanto à NAFLD quanto à doença alcoólica do fígado. Além do LPS, o TLR4 
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também é ativado por AG livres, mediadores da inflamação do fígado induzida 

pela obesidade (35). 

Estudos recentes têm fornecidos evidências também da participação do 

TLR4 na inflamação hepática e progressão da NAFLD para NASH. Dewei e 

colaboradores (42), num estudo com um modelo animal de NASH induzida por 

obesidade, demonstrou que camundongos APOE- /-  / TLR4WT tratados com 

uma dieta rica em colesterol (41% de gordura e 0,25% de colesterol) por 12 

semanas exibiram sinais patológicos típicos de NASH induzida por obesidade 

similar àqueles visualizados em humanos. Esses animais desenvolveram 

obesidade, intolerância a glicose e aterosclerose. Além disso, a análise 

histológica do fígado desses animais revelou presença de esteatose micro e 

macrovesicular e inflamação lobular significativamente aumentada em 

comparação aos animais APOE-/-/ TLR4 mut (TLR4 não funcional) alimentados 

com a mesma dieta e pelo mesmo período. Os animais APOE-/- / TLR4WT 

ainda expressaram níveis significativamente elevados de F4/80, um marcador 

de macrófagos, de citocinas inflamatórias como TNF-α e MCP-1, e de 

marcadores de peroxidação lipídica e de estresse do retículo endoplasmático, 

demonstrando que a ativação do TLR4 é essencial para o desenvolvimento da 

esteatose hepática induzida pela dieta. 

Sawada e colabordores (43), num outro estudo com um modelo animal 

de NASH, encontraram presença de esteatose hepática e níveis 

significativamente elevados de ALT plasmática e de ganho de peso nos 

animais alimentados com uma dieta hiperlipídica (60% de triglicérides) em 

comparação aos animais alimentados com a dieta controle por um período de 

dezesseis semanas. A análise do fígado dos animais não revelou presença de 



9 

 

infiltração de células inflamatórias, porém o tecido hepático dos animais 

alimentados com a dieta hiperlipídica exibiu níveis significativamente maiores 

de expressão de receptores TLRs, inclusive de TLR4, e de citocinas 

inflamatórias como IL-1β e TNF-α, além de pIRAK1. Os autores sugerem que a 

estimulação dos receptores TLRs contribuiu para a indução da produção de 

citocinas e que a via de sinalização dos TLRs encontra-se ativada já na simples 

esteatose, mesmo com ausência de inflamação. 

Pierre e colaboradores (44) ainda verificaram uma correlação do TLR4 

ativado por lipídios na indução do estresse do retículo endoplasmático. Nesse 

trabalho, a dieta hiperlipídica promoveu um aumento significativo de 

marcadores de estresse do retículo endoplasmático, como a proteína de 

ligação de cadeia pesada da imunoglobulina (BiP) e do homólogo C/EBP 

(CHOP), em tecidos como o músculo esquelético, fígado e tecido adiposo dos 

animais do grupo controle (WT) alimentados com uma dieta hiperlipídica (45% 

de gordura) comparados aos animais TLR4 -/-. 

Esses achados evidenciam a importância da ativação do receptor TLR4 

mediando o avanço da doença das formas mais simples (NAFLD) para as mais 

complicadas (NASH). Contudo, evidências da participação do TLR4 nas 

alterações do metabolismo lipídico que propiciam o surgimento e 

desenvolvimento da NAFLD ainda são desconhecidas. 
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2. HIPÓTESE 

 

O receptor TLR4 tem papel relevante na progressão da NAFLD para 

NASH, visto que sua ausência limita a inflamação do fígado, levando a menor 

infiltração de leucócitos e produção de citocinas. 

Embora muitos dos efeitos atribuídos ao TLR4 se deva a sua ativação 

por LPS, este receptor também pode ser ativado por ácidos graxos. Essas 

moléculas estão em alta concentração plasmática em pacientes com síndrome 

metabólica, e uma grande porcentagem destes pacientes desenvolvem 

NAFLD. 

Nossa hipótese é que a ativação do TLR4 não está envolvida somente 

na inflamação observada na NASH, mas tem papel relevante nas alterações do 

metabolismo lipídico observadas desde o início da NAFLD.  
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3. OBJETIVO 

 

Avaliar se o receptor TLR4 está envolvido nas alterações do 

metabolismo lipídico observados na esteatose hepática não alcoólica. 

 

 

3.1 – ESTRATÉGIA 

 

Utilizamos como modelo de síndrome metabólica animais deficientes 

para o receptor da LDL (LDLr KO), que ao ingerirem dieta rica em gordura e 

colesterol desenvolvem diversos aspectos desta síndrome, como 

aterosclerose, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e esteatose hepática. 

Para averiguar o papel do receptor TLR4, cruzamos os animais LDLr KO com 

animais deficientes para o receptor TLR4, criando uma linhagem LDLr/TLR4 

KO. 

Após 4, 8 e 12 semanas ingerindo a dieta, avaliamos: 

 Perfil plasmático de lipídios 

 Conteúdo hepático de lipídios 

 Expressão gênica de enzimas de síntese e degradação de lipídios 
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4. MÉTODOS 

 

4.1 - Animais e dietas 

 

Camundongos machos de 10 semanas, obtidos do Biotério Central da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, foram mantidos em 

gaiolas com cinco animais cada, em ambiente com controle de temperatura 

(23±1ºC), umidade (54±9%) e luminosidade (12h escuro:12h iluminado), 

recebendo água ad libitum. Foram utilizados 4 genótipos: C57black6, 

deficientes para o receptor da LDL (LDLr KO), deficientes para o receptor TLR4 

(TLR4 KO) e deficientes para receptor da LDL e TLR4 (Duplo KO). Os animais 

receberam a dieta normolipídica (Nuvilab) ou hiperlipídica [52,95% de 

carboidratos, 20% de proteínas, 18% lipídios (12% de óleo de coco, 4,75% de 

óleo de soja e 1,25% de colesterol), 5% de celulose, 3,5% de mistura mineral, 

1% de mistura vitamínica, 03% de L-cistina e 0,25% de bitartarato de colina] 

em quantidades iguais por 4, 8 ou 12 semanas. Todos os procedimentos foram 

realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) e pelo The Universities Federation for 

Animals Welfare (UFAW). Nosso projeto recebeu aprovação da Comissão de 

Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas da faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (CAPPesq). Protocolo de Pesquisa no 052/12. 
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4.2 - Coleta de sangue e fígado 

 

No dia da eutanásia, os animais foram anestesiados com cloridrato de 

quetamina (Parke-Daves) na dose de 10 mg/Kg de peso e xilasina (Bayer) na 

dose de 8 mg/Kg de peso. O sangue foi coletado da veia cava inferior e o 

plasma separado por centrifugação a 200rpm por 15 minutos a 4oC. O fígado 

foi dissecado e congelado em nitrogênio líquido em duas porções para 

posterior extração de RNA e extração de proteínas e lipídios totais. 

 

4.3 - Perfil lipídico plasmático  

 

A concentração de colesterol total e triglicerídeos no plasma dos animais 

foi avaliada utilizando kits enzimáticos, conforme protocolo fornecido pelo 

fabricante (Labtest Diagnóstica, Brasil). A concentração plasmática de ácidos 

graxos livres foi determinada utilizando o kit NEFA C (Wako Diagnostics, 

Japão). 

 

4.4 - Extração de lipídios totais 

 

Os lipídios totais foram extraídos segundo protocolo de Folch e 

colaboradores (45) e solubilizados em etanol. Resumidamente, a 100 mg de 

fígado adicionamos 200µL de água, 200µL de metanol e 400µL de clorofórmio. 

Após agitação vigorosa por quinze segundos as amostras foram centrifugadas 

a 10000 rpm por dois minutos. A fase superior foi separada num novo tubo, e 

400µL de clorofórmio foi adicionado novamente ao restante do tecido. Após 



14 

 

nova agitação e centrifugação, a fase superior foi unida com a anterior e o 

clorofórmio removido no concentrador a vácuo.  Uma parte das amostras foi 

separada para quantificação de triglicérides. O restante foi saponificado 

utilizando hidróxido de potássio (KOH), separado com hexano e solubilizado 

com etanol para quantificação do colesterol total. A quantidade de colesterol 

total e triglicerídeo do fígado foi determinada utilizando kits enzimáticos, 

conforme protocolo fornecido pelo fabricante (Labtest Diagnóstica). 

 

4.5 - Real-time PCR- Reação em cadeia da polimerase em tempo real 

 

O RNA total das amostras de fígado foi extraído utilizando o reagente 

TRIZOL (Life Technologies, USA). Os tecidos foram pulverizados em nitrogênio 

líquido e homogeneizados em 1 mL do TRIZOL. Em seguida foram incubados à 

temperatura ambiente por cinco minutos e, após adição de 0,2 mL de 

clorofórmio, foram agitados vigorosamente por quinze segundos e incubados à 

temperatura ambiente por três minutos. A separação de fases foi feita por 

centrifugação a 12.000g por quinze minutos a 4°C. O RNA presente na fase 

aquosa (superior) foi transferido para outro tubo e precipitado pela adição de 

0,5 mL de isopropanol por dez minutos à temperatura ambiente. 

Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 12.000g por 10 minutos a 4°C. O 

sedimento foi lavado com 1 mL de etanol a 75 % centrifugado a 7000g por 5 

minutos, seco a temperatura ambiente e ressuspenso em água tratada com 

DEPC (dietilpirocarbonato). 

A absorbância da amostra foi determinada por espectrofotometria nos 

comprimentos de onda de 260 nm, correspondente ao pico de absorção de 
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RNA, e 280 nm, correspondente ao pico de absorção de proteínas, no 

equipamento NanoVue (GE HealthCare). 

A expressão dos genes de interesse foi quantificada por PCR em tempo 

real utilizando o kit SuperScript III Platinum® SYBR Green One-Step Kit 

(Invitrogen) no equipamento Step One Plus (Applied Biosystems). Depois da 

otimização, os primers foram utilizados para a detecção e quantificação relativa 

da expressão dos genes de interesse. A quantificação da expressão gênica foi 

realizada por 2-∆∆CT (46,47), usando o gene da B2M como controle interno. 

Os genes estudados foram: apolipoproteína B100 (ApoB100), carnitina palmitoil 

transferase 1 (CPT1), colesterol 7 α hidroxilase (CYP7a1), glicerol 3 fosfato 

aciltransferase 1 e 4 (GPAT1 e GPAT4), proteína de transferência de 

triglicerídeo microssomal (MTTP), proteína trifuncional mitocondrial α e β (MTP-

α e MTP-β), proteína L-bi/ multifuncional (PBE), Tiolase (Tiol ), fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), interleucina (IL) IL-1β, IL-6 e F4/80. As sequências dos 

primers foram desenhadas conforme dados do Gene Bank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). As sequências utilizadas estão 

descritas na tabela 1. 
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4.6 - Análise estatística 

 

Os valores foram expressos em média ± erro padrão da média. 

Comparações entre os grupos foram realizadas por análise de variância (Two 

Gene 
Forward primer (5’ 

– 3’) 
Reverse primer (5’ 

– 3’) 
Anneling 

temperature 
Fragment 
size (bp) 

ApoB 100 
GGCTTTGTATTGG

GTCAATGGC 
TTGTCCACAATG

GGCATGATTC 
55 129 

B2M 
CATGGCTCGCTC

GGTGACC 
AATGTGAGGCG
GGTGGAACTG 

60 61 

CPT1 
CCATATTCAGGCA

GCGAGAGC 
AGGGATGCGGG
AAGTATTGAAG 

56 160 

CYP7a1 
TGGGCATCTCAA

GCAAACAC 
TCATTGCTTCAG

GGCTCCTG 
55 125 

F4/80 
CCTGAACATGCA

ACCTGCCAC 
GGGCATGAGCA
GCTGTAGGATC 

57 201 

GPAT1 
GGAGCACCAGCA

ATTCATCACC 
TGTGGCACTCTC

AGCGTACACG 
58 190 

GPAT4 
TGGAGCCACTGT

TTACCCTGTG 
CCCAACTGGTC
ATCATCCTCAG 

55 116 

IL-6 
GGGACTGATGCT

GGTGACAACC 
AAGCCTCCGAC
TTGTGAAGTGG 

56 117 

I
IL-1β  

GGCAGCTACCTG
TGTCTTTCCC 

ATATGGGTCCG
ACAGCACGAG 

60 203 

MTPa 
TCAGTCGCTTCTC

TGCCTTCAG 
TCCGAATAACTG

CCACATCCC 
56 130 

MTPb 
GGGTCCGCATTC

CATTTCTG 
GCCTCTCTAGC
CACATTGCTTG 

56 181 

MTTP 
GCATGTCAGCCA

TCCTGTTTG 
CAGAATAAGCC
CTTTCACCACG 

54 128 

PBE 
GCTTGCCCAACA

TGGACAGTG 
GCCTGGACTGA
ACGGACACAAG 

56 103 

Tiol 
CGCCTGCTGGAG

AGTGAGAAAG 
TCCTGCTTCTGC

CGTGAAATG 
56 101 

TNF-α  
CTAACAGTCCATG

CCATTGG 
CATCCAGTCCAT

GCCATACT 
58 260 

Tabela 1 - Sequência dos primers utilizados para a avaliação da   
expressão gênica. 
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way ANOVA). Diferenças significantes foram encontradas usando o Tukey-

Kramer`s test (GraphPad Prism version 4.00, GraphPad programa, San Diego, 

Califórnia, USA). As diferenças foram consideradas significativas para p<0,05. 
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5. RESULTADOS 
 
 
5.1 - Ganho de peso 

 

A ingestão de dieta hiperlipídica por 12 semanas não alterou o ganho de 

peso dos animais de modo significativo, independentemente de seu genótipo 

(Figura 1). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 1: Ganho de peso dos animais do grupo controle, TLR4 KO, LDLr KO e Duplo 
KO após 12 semanas recebendo dieta normo ou hiperlipídica. TLR4 KO: deficiente 
para o receptor TLR4, LDL KO: deficientes para o receptor de LDL, Duplo KO: 
deficientes para os receptores TLR4 e LDL. n=7 
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5.2 - Porcentagem de gordura epididimal e retroperitoneal 

 

Observamos que a dieta hiperlipídica proporcionou ganho significativo 

de gordura epididimal e retroperitoneal em todos os grupos de animais. Esse 

ganho foi superior nos animais do grupo controle (Figuras 2 e 3).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2: Proporção de gordura epididimal nos animais do grupo controle, TLR4 KO, 
LDLr KO e Duplo KO tratados com dieta normo ou hiperlipídica por 12 semanas. TLR4 
KO: deficiente para o receptor TLR4, LDL KO: deficientes para o receptor de LDL, 
Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL, Normo: dieta normolipídica, 
hiper: dieta hiperlipídica. n=7 por grupo. * p<0,05 em comparação com o mesmo grupo 
que recebeu dieta normo. 
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Figura 3: Proporção de gordura retroperitoneal nos animais do grupo controle, TLR4 KO, 
LDLr KO e Duplo KO tratados com dieta normo ou hiperlipídica por 12 semanas. TLR4 
KO: deficiente para o receptor TLR4, LDL KO: deficientes para o receptor de LDL, Duplo 
KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL, Normo: dieta normolipídica, hiper: dieta 
hiperlipídica. n=7 por grupo. * p<0,05 em comparação com o mesmo grupo que recebeu 
dieta normo. 
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5.3 - Perfil plasmático de lipídios  

 

5.3.1 – Triglicérides 

 

Notamos que a ausência do receptor de LDL promove um aumento da 

trigliceridemia nos grupos LDLr KO e Duplo KO a partir de 4 semanas, mesmo 

quando estes animais são alimentados com a dieta normolipídica. Os animais 

LDLr KO ainda apresentam maiores níveis de triglicérides comparados aos 

animais Duplo KO em todos os períodos avaliados (Figura 4).  

Após o tratamento com a dieta hiperlipídica, também observamos que a 

ausência do receptor de LDL favorece a maior concentração plasmática de 

triglicérides nos animais dos grupos Duplo KO e LDLr KO em 4 semanas, 

quando comparamos esses animais ao grupo controle. Essa concentração de 

triglicérides mantém-se elevada nos animais LDLr KO até o final do tratamento 

(12 semanas). No entanto, nos animais Duplo KO, observa-se queda 

significativa na trigliceridemia a partir de 8 semanas em comparação com o 

grupo LDLr KO. Essa diferença se mantém em de semanas de tratamento 

(Figura 5). 
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Figura 4: Concentração de triglicérides plasmático após ingestão de dieta normolipídica 
por diferentes períodos. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, LDLr KO: deficientes 
para o receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL. n=7 por 
grupo. * p<0,05 em comparação com o grupo controle. # p<0,05 em comparação com o 
grupo LDL KO. 
 
 

Figura 5: Concentração de triglicérides plasmático após ingestão de dieta hiperlipídica por 
diferentes períodos. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, LDLr KO: deficientes para o 
receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL. n=7 por grupo.  
* p<0,05 em comparação com o grupo controle. # p<0,05 em comparação com o grupo LDL 
KO. 
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5.3.2 - Colesterol total 

 

Semelhante aos triglicérides, os animais deficientes para o receptor de 

LDL apresentam uma maior colesterolemia em comparação aos animais do 

grupo controle, mesmo quando são tratados com a dieta normolipídica, desde 4 

semanas de tratamento. Também observamos que o grupo Duplo KO exibe 

níveis de colesterol total significativamente menores comparados ao grupo 

LDLr KO em todas as semanas no tratamento (Figura 6).  

Após o tratamento com a dieta hiperlipídica, verificamos que a ausência 

do receptor de LDL favorece um aumento significativo da colesterolemia em 

todas as semanas de tratamento quando comparamos com o grupo controle. 

Entretanto, quando comparamos os grupos LDLr KO e Duplo KO entre si, não 

encontramos diferenças significativas na concentração de colesterol total 

induzida pela dieta hiperlipídica (Figura 7). 
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Figura 7: Concentração de colesterol total plasmático após ingestão de dieta hiperlipídica 
por diferentes períodos. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, LDLr KO: deficientes 
para o receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL. n=7 por 
grupo. * p<0,05 em comparação com o grupo controle.  
 

Figura 6: Concentração de colesterol total plasmático após ingestão de dieta normolipídica 
por diferentes períodos. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, LDLr KO: deficientes 
para o receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL. n=7 por 
grupo. * p<0,05 em comparação com o grupo controle. # p<0,05 em comparação com o 
grupo LDL KO. 
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5.3.3 - Ácidos graxos livres 

 

Observamos níveis significativamente inferiores de ácidos graxos livres 

nos grupos que não apresentam o receptor de LDL ao final de 12 semanas de 

tratamento quando comparamos com o grupo controle. No entanto não há 

diferença entre os grupos LDLr KO e Duplo KO (Figura 8).  

Após o tratamento com a dieta hiperlipídica, observamos que os animais 

deficientes para o receptor LDL apresentam níveis plasmáticos de ácidos 

graxos livres superiores aos do grupo controle a partir de 4 semanas. Os 

animais do grupo LDLr KO mantêm esses níveis elevados até o final do 

tratamento, entretanto observamos no grupo Duplo KO queda acentuada de 

ácidos graxos livres, chegando em 12 semanas a níveis semelhantes de ácidos 

graxos livres dos grupos controle e TLR4 KO (Figura 9).  
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Figura 8: Concentração plasmática de ácidos graxos livres após ingestão de dieta 
normolipídica por diferentes períodos. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, 
LDLrKO: deficientes para o receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os receptores 
TLR4 e LDL. n=7 por grupo. * p<0,05 em comparação com o grupo controle.  
 

Figura 9: Concentração plasmática de ácidos graxos livres após ingestão de dieta 
hiperlipídica por diferentes períodos. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, 
LDLrKO: deficientes para o receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os 
receptores TLR4 e LDL. n=7 por grupo. * p<0,05 em comparação com o grupo 
controle. # p<0,05 em comparação com o grupo LDL KO. 
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5.4 - Perfil hepático de lipídios  

 

5.4.1 – Triglicérides 

 

A ingestão de dieta hiperlipídica por 12 semanas levou ao acúmulo de 

triglicerídeos no fígado de todos os grupos comparados aos animais desses 

mesmos grupos tratados com dieta normolipídica. Não houve influência do 

genótipo no acúmulo de triglicerídeos no fígado dos animais (Figura 10). 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 10: Concentração de triglicérides hepático dos diferentes grupos após 12 
semanas. TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, LDLrKO: deficientes para o 
receptor de LDL, Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL, Normo: dieta 
normolipídica, Hiper: dieta hiperlipídica. n=7 por grupo. * p<0,05 em comparação ao 
mesmo grupo que ingeriu dieta normolipídica. 

 

0,0

50,0

100,0

150,0

200,0

250,0

300,0

350,0

400,0

450,0

Normo Hiper

m
g/

m
g 

d
e

 t
e

ci
d

o
 

Conteúdo de triglicérides hepático 

Controle

TRL4 KO

LDL KO

Duplo KO

* * 

*

* 



28 

 

5.4.2 – Colesterol 

 

Após 12 semanas de tratamento, observamos que a dieta hiperlipídica 

induziu acúmulo de colesterol no fígado de todos os grupos de animais. No 

entanto, este acúmulo de colesterol hepático foi maior nos animais dos grupos 

LDL KO e Duplo KO, sem diferença entre eles (Figura 11). 

 
 

 

 
 

 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11: Concentração de colesterol hepático dos diferentes grupos após 12 semanas. 
TLR4 KO: deficiente para o receptor TLR4, LDLr KO: deficientes para o receptor de LDL, 
Duplo KO: deficientes para os receptores TLR4 e LDL, Normo: dieta normolipídica, Hiper: 
dieta hiperlipídica. n=7 por grupo. * p<0,05 em comparação ao mesmo grupo que ingeriu 
dieta normolipídica. # p<0,05 em comparação ao grupo controle que ingeriu dieta 
hiperlipídica. 
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5.5 - Modulação da expressão gênica de proteínas envolvidas na síntese 

de triglicerídeos pelo fígado  

 

5.5.1 - Apolipoproteína B100 (ApoB100) 

 

Não encontramos diferenças na expressão de ApoB100 entre os grupos, 

independente da dieta utilizada (Figura 12). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12: Expressão de apoB100 nos grupos de animais controle, deficientes para o 
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes 
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). n= 7 por grupo. Normo: dieta 
normolipídica, Hiper: dieta hiperlipídica. 
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5.5.2 - Glicerol 3 fosfato aciltransferase 1 (GPAT 1) 

 

Não observamos diferenças na expressão de GPAT1 entre os animais 

do grupos controle e TLR4 KO, independente da dieta oferecida (Figura 13). 

De modo semelhante, não houve diferença na expressão de GPAT1 

entre os animais LDLr KO e Duplo KO, independente da dieta. A dieta 

hiperlipídica inibiu a expressão dessa enzima nos animais LDLr KO, mas não 

exerceu efeito nos animais Duplo KO (Figura 13). 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 13: Expressão de GPAT1 nos grupos de animais controle, deficientes para o receptor 
TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes para os receptores 
de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipídica, Hiper: dieta hiperlipídica. n= 7 por grupo. 
# p< 0,05 em comparação ao mesmo grupo tratado com a dieta normolipídica. 
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5.5.3 - Glicerol 3 fosfato aciltransferase 4 (GPAT 4) 

 

Observamos uma menor expressão de GPAT4 nos animais do grupo 

TLR4 KO tratados com dieta normolipídica, e a dieta hiperlipídica estimulou a 

expressão desta enzima neste grupo (Figura 14). 

Nos animais deficientes para o receptor de LDL observamos expressão 

significativamente elevada de GPAT 4 quando os mesmos receberam a dieta 

hiperlipídica. No entanto, a ausência do receptor TLR4 não modifica este efeito 

(Figura 14). 

 

 

 

 
 

Figura 14: Expressão de GPAT4 nos grupos de animais controle, deficientes para o 
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes para 
os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparação ao 
grupo controle tratado com a mesma dieta. # p< 0,05 em comparação ao mesmo grupo 
tratado com a dieta normolipídica. Normo: dieta normolipídica, Hiper: dieta hiperlipídica. 
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5.5.4 - Proteína de transferência de triglicerídeos microssomal (MTTP) 

 

Não encontramos diferenças na expressão de MTTP entre os grupos, 

independente da dieta utilizada (Figura 15). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 15: Expressão de MTTP nos grupos de animais controle, deficientes para o 
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes 
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). n= 7 por grupo. Normo: dieta 
normolipídica, Hiper: dieta hiperlipídica. 
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5.6 - Modulação da expressão gênica de enzimas envolvidas na 

degradação de triglicerídeos pelo fígado 

 

5.6.1 - Carnitina palmitoil transferase 1 (CPT 1) 

 

Encontramos maior expressão de CPT 1 nos animais do grupo TLR4 KO 

em comparação aos animais do grupo controle, independente da dieta. 

Entretanto, a dieta hiperlipídica não altera a expressão desta enzima nestes 

grupos (Figura 16).  

Entre os animais dos grupos LDLr KO e Duplo KO, encontramos maior 

expressão de CPT 1 nos animais Duplo KO, independente da dieta. 

Observamos também que o tratamento com a dieta hiperlipídica estimula a 

expressão de CPT 1 nos animais dos grupos LDLr KO e Duplo KO (Figura 16). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 16: Expressão de CPT 1 nos grupos de animais controle, deficientes para o 
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes 
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipídica, Hiper: dieta 
hiperlipídica. n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparação ao grupo controle tratado com a 
mesma dieta. # p< 0,05 em comparação ao mesmo grupo tratado com a dieta 
normolipídica. & p< 0,05 em comparação ao grupo LDL KO tratado com a mesma dieta. 
 

 

 

 

 

 

 



34 

 

5.6.2 - Proteína trifuncional mitocondrial (MTP) 

 

Não encontramos diferenças na expressão da subunidade α de MTP 

entre os grupos controle e TLR4 KO, independente da dieta. Entre os grupos 

LDLr KO e Duplo KO, observamos maior expressão de MTP-α no grupo Duplo 

KO tratado com a dieta hiperlipídica em comparação ao grupo LDLr KO (Figura 

17). 

Observamos que a ausência do receptor TLR4 leva a um aumento 

significativo na expressão de MTP-β nos grupos TLR4 KO comparado ao grupo 

controle e no grupo Duplo KO comparado ao grupo LDLr KO. Este efeito não é 

modulado pela dieta hiperlipídica (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Expressão de MTP-α nos grupos de animais controle, deficientes para o receptor TLR4 
(TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes para os receptores de LDL 
e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipídica Hiper: dieta hiperlipídica.n= 7 por grupo. & p< 0,05 
em comparação ao grupo LDL KO tratado com a mesma dieta. 
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Figura 18: Expressão de MTP-β nos grupos de animais controle e deficientes para o 
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLrKO) e deficientes 
para o receptor TLR4 e LDL (Duplo KO). Normo: dieta normolipídica, Hiper: dieta 
hiperlipídica. n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparação ao grupo controle tratado com a 
mesma dieta. & p< 0,05 em comparação ao grupo LDL KO tratado com a mesma dieta. 
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5.6.3 - Acil-CoA oxidase (ACOX) 

 

A dieta hiperlipídica induz um aumento significativo na expressão de 

ACOX nos animais TLR4 KO, embora não exerça efeito no grupo controle 

(Figura 19). 

Entre os animais LDLr KO e Duplo KO, também observamos que a 

ausência do receptor TLR4 favorece à maior expressão de ACOX, 

independente da dieta utilizada. Ainda notamos que a dieta hiperlipídica 

promoveu um aumento na expressão de ACOX em ambos os grupos, LDLr KO 

e Duplo KO (Figura 19). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 19: Expressão de ACOX nos grupos de animais controle, deficientes para o 
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDL KO) e deficientes 
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipídica, Hiper: dieta 
hiperlipídica. n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparação ao grupo controle tratado com a 
mesma dieta. # p< 0,05 em comparação ao mesmo grupo tratado com a dieta 
normolipídica. & p< 0,05 em comparação ao grupo LDL KO tratado com a mesma dieta. 
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5.6.4 - Proteína L-bi/ multifuncional (PBE) 

 

Não encontramos diferenças na expressão de PBE entre os grupos 

controle e TLR4 KO, independente da dieta. Nos grupos LDLr KO e Duplo KO, 

observamos maior expresão de PBE no grupo Duplo KO em comparação ao 

grupo LDLr KO apenas quando os animais Duplo KO receberam a dieta 

hiperlipídica (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 20: Expressão de PBE nos grupos de animais controle, deficientes para o 
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDL KO) e 
deficientes para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta 
normolipídica, Hiper: dieta hiperlipídica. n= 7 por grupo. # p< 0,05 em comparação 
ao mesmo grupo tratado com a dieta normolipídica. & p< 0,05 em comparação ao 
grupo LDL KO tratado com a mesma dieta. 
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5.6.5 - 3-cetoacil-CoA tiolase  (Tiolase) 

 

A expressão de tiolase é menor nos animais TLR4 KO em comparação 

aos animais controle que receberam dieta normolipídica. A dieta hiperlipídica 

reverteu esse efeito do genótipo, de modo que a expressão de tiolase não é 

diferente entre estes grupos após a ingestão da dieta hiperlipídica (Figura 21). 

Ainda encontramos uma expressão significativamente elevada de tiolase  

induzida pela dieta hiperlipídica no grupo Duplo KO em comparação ao grupo 

LDLr KO (Figura 21). 

 

 
 

 

 
 
 
 

Figura 21: Expressão de tiolase nos grupos de animais controle, deficientes para o 
receptor TLR4 (TLR4KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes 
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipídica, Hiper: dieta 
hiperlipídica. n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparação ao grupo controle tratado com a 
mesma dieta. # p< 0,05 em comparação ao mesmo grupo tratado com a dieta 
normolipídica. & p< 0,05 em comparação ao grupo LDL KO tratado com a mesma dieta. 
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5.7 - Modulação da expressão gênica de enzimas envolvidas na 

degradação de colesterol pelo fígado 

 

5.7.1 - Colesterol 7 alfa-hidroxilase (CYP7a1) 

 

Após doze semanas, observamos maior expressão de CYP7a1 nos 

animais TLR4 KO em comparação ao grupo controle tratados com a dieta 

normolipídica. A dieta hiperlipídica não alterou a expressão desta enzima nos 

animais controle e TLR4 KO (Figura 22).  

Entre os grupos LDLr KO e Duplo KO, encontramos uma expressão 

significativamente elevada de CYP7a1 no grupo Duplo KO, independente da 

dieta oferecida. A dieta hiperlipídica induziu aumento significativo na expressão 

de CYP7a1 somente nos animais Duplo KO(Figura 22). 

 

 

 

 

 
 

Figura 22: Expressão de CYP7a1 nos grupos de animais controle, deficientes para o receptor 
TLR4 (TLR4KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes para os 
receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipídica, Hiper: dieta hiperlipídica. 
n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparação ao grupo LDL KO tratado com a mesma dieta. # p< 
0,05 em comparação ao mesmo grupo tratado com a dieta normolipídica. 
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5.8 - Modulação da inflamação no fígado  
 

5.8.1 - F4/80 

 

Não encontramos diferenças na expressão de F4/80 nos grupos controle 

e TLR4 KO, independente da dieta fornecida (Figura 24).  

Observamos que os animais LDLr KO tratados com a dieta hiperlipídica 

exibem expressão aumentada de F4/80 após 12 semanas de tratamento em 

comparação ao grupo Duplo KO tratado com a mesma dieta (Figura 23). Não 

há diferença nos animais que receberam dieta normolipídica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Expressão de F4/80 nos grupos de animais controle, deficientes para o 
receptor TLR4 (TLR4KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes 
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipídica, Hiper: dieta 
hiperlipídica. n= 7 por grupo. & p < 0,05 em comparação ao grupo LDL KO tratado com a 
mesma dieta. # p< 0,05 em comparação ao mesmo grupo tratado com a dieta 
normolipídica. 
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5.8.2 - Interleucina-1β (IL-1β) 

 

Não observamos diferenças na expressão de IL1- β entre os animais dos 

grupos controle e TLR4 KO, independente da dieta (Figura 24). 

Após 12 semanas de tratamento, observamos que a dieta hiperlipídica 

levou a maior expressão de IL-1β nos animais deficientes para o receptor de 

LDL, e este efeito foi significativamente superior nos animais Duplo KO (Figura 

24). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 24: Expressão de IL1-β nos grupos de animais controle, deficientes para o 
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes 
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipídica, Hiper: dieta 
hiperlipídica. n= 7 por grupo. & p< 0,05 em comparação ao grupo LDL KO tratado com a 
mesma dieta. # p< 0,05 em comparação ao mesmo grupo tratado com a dieta 
normolipídica. 
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5.8.3 - Interleucina 6 (IL-6) 

 

Não notamos diferenças na expressão da IL-6 entre os animais dos 

grupos controle e TLR4 KO, independente da dieta oferecida (figura 25). 

Observamos maior expressão de IL-6 nos animais do grupo Duplo KO 

em comparação ao grupo LDLr KO, independente da dieta fornecida. Os 

animais Duplo KO apresentaram uma diminuição na expressão de IL-6 quando 

receberam a dieta hiperlipídica comparados aos animais do mesmo grupo 

tratados com a dieta normolipídica (figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 25: Expressão de IL-6 nos grupos de animais controle, deficientes para o 
receptor TLR4 (TLR4 KO), deficientes para o receptor de LDL (LDLr KO) e deficientes 
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipídica, Hiper: dieta 
hiperlipídica. n= 7 por grupo. & p< 0,05 em comparação ao grupo LDL KO tratado com a 
mesma dieta. # p< 0,05 em comparação ao mesmo grupo tratado com a dieta 
normolipídica. 
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5.8.4 - Fator de necrose tumoral α (TNF-α) 

 

Não notamos diferenças na expressão de TNF-α entre os animais dos 

grupos controle e TLR4 KO tratados com dieta normolipídica. No entanto, a 

dieta hiperlipídica levou ao aumento da expressão de TNF-α somente no grupo 

TLR4 KO (figura 26). 

Observamos uma maior expressão de TNF-α nos animais do grupo 

Duplo KO em comparação aos animais do grupo LDLr KO, independente da 

dieta utilizada. A dieta hiperlipídica estimulou a expressão dessa citocina em 

ambos os grupos deficientes para o receptor LDL, mas este efeito é mais 

evidente nos animais LDLr KO (figura 26). 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

Figura 26: Expressão de TNF-a nos grupos de animais controle, deficientes para o 
receptor TLR4 (TLR4KO), deficientes para o receptor de LDL (LDL KO) e deficientes 
para os receptores de LDL e TLR4 (Duplo KO). Normo: dieta normolipídica, Hiper: 
dieta hiperlipídica. n= 7 por grupo. * p< 0,05 em comparação ao grupo controle 
tratado com a mesma dieta. # p< 0,05 em comparação ao mesmo grupo tratado com 
a dieta normolipídica. & p< 0,05 em comparação ao grupo LDL KO tratado com a 
mesma dieta. 
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6. DISCUSSÃO 

 

6.1 - Considerações sobre o modelo experimental utilizado 

 

Estudos de NAFLD/NASH em humanos têm limitações devido ao longo 

tempo necessário entre a ocorrência e progressão da NAFLD/ NASH. Além 

disso, existem limitações éticas na administração de drogas e na coleta de 

tecidos hepáticos dos pacientes para o estudo da doença. Modelos animais de 

NAFLD/NASH fornecem informações cruciais não apenas na elucidação da 

patogênese da doença, mas também na avaliação dos efeitos terapêuticos dos 

vários agentes utilizados (48). 

A NAFLD é um componente da síndrome metabólica e está 

frequentemente associada a hiperlipidemia e aterosclerose (9). Um dos 

modelos mais usados para os estudos de aterosclerose é o camundongo 

knockout para o receptor da LDL (LDLr KO). Diferente do perfil de lipoproteínas 

do camundongo selvagem, em que a maior parte do colesterol está presente 

na fração HDL, o perfil de lipoproteínas do camundongo LDLr KO é similar ao 

perfil de lipoproteínas humano, em que o colesterol é principalmente 

encontrado na fração LDL (49). Esses animais, quando alimentados com uma 

dieta rica em gorduras e colesterol, desenvolvem hipercolesterolemia (50). 

Além do emprego em estudos de aterosclerose, esse modelo animal tem 

sido utilizado em estudos de NAFLD e NASH. Bieghs e colaboradores (51) 

encontraram achados histológicos hepáticos compatíveis com esteatose em 

camundongos LDLr KO após três meses de alimentação com uma dieta rica 

em gorduras e colesterol. Observaram ainda inflamação e fibrose, além de 
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aumento na atividade de enzimas relacionadas à apoptose, sugerindo que este 

é um modelo promissor para o estudo da NAFLD/ NASH em todas as formas 

da doença. 

Com isso, consideramos útil o emprego desse modelo animal em nosso 

estudo devido ao mesmo mimetizar as condições para o desenvolvimento da 

NAFLD, o que nos possibilitou avaliar o papel do receptor TLR4 no 

metabolismo de lipídios no fígado. 

Observamos neste estudo que todos os grupos tiveram ganho de peso 

similar após 12 semanas recebendo as dietas. Entretanto, observamos 

aumento na porcentagem de gordura epididimal e retroperitoneal em todos os 

grupos, indicativo que a quantidade de gordura (18%) fornecida na dieta 

hiperlipídica é capaz de induzir obesidade nos animais. 

Estudos relacionando o papel protetor da deficiência do receptor TLR4 

no desenvolvimento da obesidade têm sido relatados. Tsukumo e 

colaboradores, encontraram menor ganho de peso em camundongos TLR4 mut  

(com perda da função do TLR4) tratados com uma dieta hiperlipídica (55% de 

calorias provenientes de gordura) por 8 semanas. Os autores ainda 

observaram um ganho 40% menor de gordura epididimal no camundongo 

TLR4 mut comparado ao controle após a ingestão da dieta hiperlipídica (52). 

Pierre e colaboradores (2013), num estudo comparativo entre camundongos 

selvagens e TLR4 KO, encontraram um ganho de peso 81% maior nos animais 

do grupo selvagem em comparação aos animais deficientes para o TLR4 após 

18 semanas de alimentação com uma dieta hiperlipídica (45% de calorias 

provenientes de gordura). As diferenças no ganho de peso e de gordura 

visceral encontradas em nosso estudo em comparação aos citados podem ser 
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decorrentes de diferenças na composição da nossa dieta (menor quantidade de 

lipídios) e tempo de estudo. 

 

6.2 - A ausência do receptor TLR4 interfere no perfil plasmático de lipídios 

 

O principal achado histológico e metabólico na patogênese da NAFLD é 

acúmulo de TG no fígado. Os ácidos graxos que contribuem para o acúmulo de 

gordura hepática derivam-se de quatro fontes: ácidos graxos livres liberados da 

lipólise do tecido adiposo periférico, ácidos graxos formados no hepatócito 

através da lipogênese, ácidos graxos provenientes da dieta que são captados 

pelo fígado através da interação de quilomícrons remanescentes com os 

receptores hepáticos específicos e ácidos graxos livres liberados da hidrólise 

de quilomícrons circulantes pela lipase de lipoproteínas (53).  

Em nosso estudo utilizamos um modelo animal que não remove o LDL 

da circulação de modo eficiente e pudemos observar que a deficiência no 

receptor de LDL promoveu um aumento da trigliceridemia e da colesterolemia 

nos grupos LDLr KO e Duplo KO, desde o tratamento com a dieta controle. Em 

relação aos níveis de AG livres só encontramos aumento nesses grupos após o 

tratamento com a dieta hiperlipídica. Estes efeitos da dieta hiperlipídica no 

grupo LDLr KO se mantiveram até o final do tratamento. Entretanto, no grupo 

Duplo KO observamos que esse padrão se manteve apenas em relação ao 

colesterol total. Animais deficientes para os dois receptores apresentaram 

queda significativa nos níveis de TG e AG livres após 8 semanas de 

tratamento, atingindo valores aproximados aos dos animais que receberam a 

dieta controle. Estes dados sugerem que a ausência do receptor TLR4 confere 
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um mecanismo adaptativo a esses animais em relação ao metabolismo de AG 

quando a oferta de gordura aumenta. Dados semelhantes aos nossos foram 

descritos previamente. Ding e colaboradores (54) encontraram menor aumento 

na hipercolesterolemia e, especialmente, na hipertrigliceridemia no grupo Duplo 

KO alimentado com dieta diabetogênica por 12 e 24 semanas comparado com 

seu grupo controle, os animais LDLr KO. O estudo de Frisard e colaboradores 

mostrou que animais com TLR4 mut apresentavam níveis plasmáticos inferiores 

de TG e AG livres em comparação aos animais do grupo controle devido à 

maior capacidade basal de oxidação de AG pelo músculo dos mesmos após 

estimulação por LPS (55). 

Além de um maior consumo de lipídios pelos tecidos periféricos, um 

outro mecanismo possível para a menor concentração plasmática de 

triglicérides dos animais Duplo KO seria uma menor capacidade de secreção e 

portanto acúmulo delas no fígado. Em relação ao conteúdo de lipídios hepático, 

observamos que todos os grupos apresentaram maior conteúdo hepático de 

TG e de colesterol após a ingestão da dieta hiperlipídica. O aumento observado 

no conteúdo hepático de colesterol dos animais LDLr KO e Duplo KO foi 

superior, embora sem diferença entre eles. Estes dados sugerem que a menor 

concentração plasmática de triglicérides dos animais Duplo KO não se deve à 

menor capacidade de secreção dos mesmos, em comparação com os animais 

LDLr KO, mas poderia estar relacionada a uma menor capacidade de produção 

ou maior taxa de oxidação e excreção de gorduras pelo fígado. Assim, 

analisamos diferentes enzimas de vias de síntese e degradação de AG que 

poderiam ser alteradas pela ausência da sinalização pelo TLR4 e, assim, 

modificar o perfil de lipídios circulantes. 
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6.3 - A ausência do receptor TLR4 não altera a produção de TG pelo fígado 

 

Os triglicerídeos constituem a maior forma de estoque de energia nos 

mamíferos. Muitos tecidos têm capacidade para sintetizar triglicérides, porém 

apenas adipócitos e hepatócitos são capazes de estocá-lo em grandes 

quantidades (56). 

O fígado armazena gordura quando o suprimento de lipídios excede as 

demandas metabólicas orgânicas e libera de modo controlado para a periferia 

quando este fornecimento por outras vias encontra-se limitado. Esta liberação 

ocorre sob a forma de VLDLs (56) contendo triglicérides endógenos e 

ApoB100, que são secretadas diretamente no plasma. A formação inicial da 

VLDL depende primariamente do fornecimento de triglicérides hepático e da 

atividade da proteína de transferência de triglicerídeo microssomal (MTTP). Se 

estes estiverem deficientes, a ApoB100 é degradada e pouca quantidade de 

VLDL é formada (57). 

Avaliamos a síntese de TG endógeno através da análise da expressão 

gênica de enzimas que participam da síntese de triglicerídeos: glicerol 3 fosfato 

aciltransferase 1 (GPAT 1) e glicerol 3 fosfato aciltransferase 4 (GPAT4). 

A síntese hepática de TG envolve quatro reações: três reações de 

esterificação e uma reação de hidrólise. A primeira reação consiste na acilação, 

ou seja, adição de grupos acil, ao glicerol 3 fosfato para formar acilglicerol 3 

fosfato ou ácido lisofosfatídico. Esta reação ocorre no retículo endoplasmático 

ou na mitocôndria pela ação da glicerol 3 fosfato aciltransferase (GPAT) e é 

considerada a reação limitante na taxa de formação de TG (58). O ácido 
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lisofosfatídico mitocondrial é transportado no fígado pela proteína de ligação de 

ácido graxo (FABP) para o retículo endoplasmático onde a segunda acilação, 

catalisada pela ácido lisofosfatídico acil transferase produz o ácido fosfatídico. 

O terceiro passo na síntese de TG consiste da hidrólise do éster fostato do 

ácido fosfatídico transformando-o em diacilglicerol (DAG) pela ação da ácido 

fosfatídico fosfatase localizada no citosol e microssomos dos hepatócitos. 

Essas três primeiras reações também ocorrem na síntese de fosfolipídios. A 

quarta e última reação é específica da síntese de TG e consiste na acilação de 

DAG para TG pela ação da diacilglicerol aciltransferase microssomal (DGAT) 

(59). 

Quatro isoformas homólogas de GPATs catalisam a síntese de ácido 

lisofosfatídico do glicerol 3 fosfato e de acil-CoA de cadeias longas, sendo 

GPAT1 e 4 as mais importantes no fígado. A GPAT1 é uma proteína da 

membrana mitocondrial externa que parece competir com a CPT 1 por acil-

CoAs de cadeia longa, canalizando-os para vias de síntese de TG (60, 61). A 

GPAT4 é uma isoforma encontrada na membrana do retículo endoplasmático 

que também catalisa a primeira reação de síntese de TG (62). 

 Embora não tenhamos observado diferença na expressão de GPAT1 

entre os grupos, a dieta hiperlipídica aumentou a expressão de GPAT4 nos 

grupos TLR4 KO, LDLr KO e Duplo KO. Este resultado é esperado, visto que a 

dieta aumenta o suprimento de AG para o fígado e estes são utilizados na 

produção de TG. Não houve, no entanto, diferença na expressão de GPAT4 

entre os grupos LDLr KO e Duplo KO, indicando que a via de síntese de TG 

não é modulada pelo receptor TLR4. 
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Para analisarmos se a ausência do receptor TLR4 alterou a síntese de 

VLDL pelo fígado, avaliamos a expressão de ApoB100 e MTTP. Nossos dados 

não demonstram diferenças na expressão gênica destas proteínas no grupo 

Duplo KO em comparação ao grupo LDLr KO. Esses resultados indicam que a 

diminuição plasmática de TG nos animais Duplo KO não se deve a menor 

produção de VLDLs. 

 

6.4 - A ausência do receptor TLR4 aumenta a oxidação de AG pelo fígado 

 

O excesso de AG pode ser direcionado para as vias de degradação 

através da β-oxidação mitocondrial ou peroxissomal. Devido ao fato da 

membrana mitocondrial ser impermeável a acil-CoAs, a entrada dos ácidos 

graxos de cadeia longa para o interior da mitocôndria é regulada pela atividade 

do complexo carnitina, sendo que o primeiro passo desse transporte é mediado 

pela carnitina palmitoil transferase (CPT 1), localizada na membrana 

mitocondrial externa, que converte o acil-CoA em acilcarnitina. Na matriz 

mitocondrial, a CPT 2 reconverte a acilcarnitina em acil-CoA que são 

degradados via β-oxidação (63). 

A β-oxidação engloba uma série de quatro reações enzimáticas que, 

num processo cíclico, encurta acil-CoAs através da quebra de dois átomos de 

carbono da carboxila terminal na molécula de acil-CoA, liberando esses dois 

carbonos como unidades de acetil-CoA, cada vez que um ciclo é totalmente 

concluído (64). A β-oxidação mitocondrial está primariamente envolvida na 

oxidação de ácidos graxos de cadeia curta, média ou longa derivados da dieta 

e esta via constitui o maior processo pelo qual ácidos graxos são oxidados para 
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gerar energia. A β-oxidação peroxissomal é utilizada exclusivamente para o 

metabolismo de ácidos graxos de cadeia muito longa contendo 20 ou mais 

carbonos, que são mais tóxicos e menos abundantes (65). 

A primeira reação na β-oxidação mitocondrial é a α-β desidrogenação do 

éster de acil-CoA por enzimas da família das acil-CoA desidrogenases. A 

segunda, terceira e quarta reações são catalisadas pela ação da MTP (proteína 

trifuncional mitocondrial) que consiste de 4 subunidades α e 4 subunidades β. 

Este complexo engloba a ação da 2-enoil-CoA hidratase, 3-hidroxiacil-CoA 

desidrogenase e 3-cetoacil-CoA tiolase. A 3-cetoacil-CoA tiolase (tiolase) 

realiza a clivagem tiolítica do 3-cetoacil-CoA produzindo unidades acil-CoA + 

acetil-CoA (66). 

A β-oxidação peroxissomal é constituída por duas vias distintas. Uma via 

clássica, induzida por proliferadores de peroxissoma, que utiliza Acil-CoAs 

saturados de cadeia linear como substrato, e uma outra via não induzida que 

agem em acil-CoAs ramificados. A acil-CoA oxidase de cadeia linear é 

responsável pela oxidação inicial de acil-CoAs graxo de cadeias muito longas 

para trans-2-enoil-CoAs na via regulada pelo PPAR-α, enquanto a acil-CoA 

oxidase de cadeia ramificada metaboliza acil-CoAs graxo de cadeias 

ramificadas na via não induzida por PPARs. A segunda e terceira reações da β-

oxidação clássica, hidratação e desidrogenação de ésteres enoil-CoA para 3-

cetoacil-CoA são catalizadas por uma única enzima, a enoil-CoA hidratase/ L-3-

hidroxiacil-CoA desidrogenase (L-PBE). Cetoacil-CoAs gerados pela L-PBE são 

convertidos em acetil-CoA e acil-CoA. A molécula de acil-CoA entra novamente 

para o ciclo da β-oxidação e este processo se repete por cerca de 5 ciclos, 

resultando na remoção de 10 átomos de carbono. As cadeias encurtadas de 
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acil-CoAs são então transportadas para a mitocôndria para completar a 

oxidação (65). 

Para estudarmos se a ausência do receptor TLR4 influencia na β-

oxidação de ácidos graxos, avaliamos primeiramente a expressão gênica da 

CPT 1 nos animais. Os dados do nosso estudo demonstraram maior expressão 

relativa de CPT 1 nos animais do grupo Duplo KO em comparação aos animais 

LDLr KO em todos os tipos de dieta utilizados, o que sugere que a ausência do 

receptor TLR4 favorece a β-oxidação mitocondrial por aumentar o fluxo de AG 

pela membrana mitocondrial através da CPT 1. 

Além da CPT 1, avaliamos a expressão gênica de enzimas envolvidas 

na β-oxidação mitocondrial, MTP (MTPα, MTPβ) e na via clássica da β-

oxidação peroxissomal, acil-CoA oxidase (ACOX), PBE (enzima L-bi 

/multifuncional) e 3-cetoacil- CoA tiolase (tiolase). 

Ao analisarmos a expressão gênica das enzimas, observamos maior 

expressão de MTPα e MTPβ nos animais do grupo Duplo KO comparados aos 

animais LDLr KO após o tratamento com a dieta hiperlipídica. Nossos dados 

também revelaram maior expressão das enzimas envolvidas na β-oxidação 

peroxissomal no grupo Duplo KO. Esses animais apresentaram expressão de 

ACOX significativamente elevada em comparação aos animais LDLr KO em 

ambos os tipos de dieta utilizados. Também exibiram maior expressão de PBE 

e tiolase no tratamento com a dieta hiperlipídica, sugerindo que a ausência de 

sinalização pelo TLR4 altera a expressão de enzimas envolvidas na β-oxidação 

de ácidos graxos. 

Não há muitos estudos na literatura avaliando diretamente o papel do 

TLR4 sobre enzimas do metabolismo lipídico. Frisard e colaboradores (55) 
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encontraram aumento significativo na atividade das enzimas citrato sintase e β-

hidroxiacil-CoA desidrogenase do músculo esquelético de camundongos com 

perda funcional da sinalização pelo TLR4 e estimulados pelo LPS, e 

correlacionaram esses achados com os menores níveis plasmáticos de TG e 

AG livres encontrados nesses animais. Especificamente em fígado, Maitra e 

colaboradores (67) mostraram que a ativação de TLR4 por LPS diminui a 

expressão de CPT 1 e da MCAD (desidrogenase de acil-CoA de cadeia média) 

neste tecido. Essa modulação estava relacionada com a supressão da 

oxidação de AG pelo LPS e consequente aumento nos níveis plasmáticos de 

TG e AG livres nos animais (67). 

Em conjunto, esses dados sugerem que a ausência do receptor TLR4 

influencia no metabolismo de triglicerídeos pelo fígado por favorecer a β-

oxidação mitocondrial e peroxissomal de AG. 

 

6.5 - A ausência do receptor TLR4 favorece a excreção de colesterol 

 

O excesso de colesterol do organismo é eliminado na bile. Ácidos 

biliares são importantes agentes fisiológicos para a absorção de nutrientes 

intestinais e secreção de lipídios, metabólitos tóxicos e xenobiontes. Além 

disso, os ácidos biliares são moléculas que ativam receptores e participam de 

vias de sinalização com o objetivo de regular e manter a homeostase 

energética e metabólica. A conversão do colesterol em ácidos biliares previne o 

acúmulo de colesterol, triglicérides e metabólitos tóxicos que podem causar 

injúria ao fígado e outros órgãos (68). 
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A primeira reação da chamada via clássica de síntese de ácidos biliares 

é catalisada pela enzima do citocromo P-450, colesterol 7α-hidroxilase 

(CYP7a1) (69), produzindo 7 α-hidroxil colesterol. A relevância fisiológica dessa 

via e da síntese de ácidos biliares em geral torna-se evidente no fenótipo de 

camundongos deficientes de CYP7a1 (69). Estes animais demonstram uma 

alta incidência de letalidade pós natal em consequência de falência hepática e 

má absorção de vitaminas e gorduras. 

Ao analisarmos a expressão de CYP7a1 em nosso estudo, observamos 

que os animais Duplo KO apresentaram uma expressão dessa enzima 

significativamente mais elevada que os animais LDLr KO, mesmo tratados com 

a dieta controle. Estes dados sugerem que a ausência do TLR4 também altera 

o metabolismo do colesterol, favorecendo sua excreção através de ácidos 

biliares.  

 

6.6 - A ausência do receptor TLR4 altera a inflamação e produção hepática 

de citocinas 

 

Além do padrão metabólico, neste estudo também avaliamos o perfil 

inflamatório hepático, visto que o TLR4 é um receptor da imunidade inata e 

muitos de seus efeitos podem ser atribuídos a ativação de leucócitos nos 

tecidos. 

Observamos aumento na infiltração de macrófagos no fígado dos 

animais LDLr KO recebendo a dieta hiperlipídica, sendo que  não houve 

aumento significativo na expressão de F4/80 no grupo Duplo KO. A sinalização 

via TLR4 é importante para o recrutamento de macrófagos para os tecidos. 
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Este papel é evidenciado principalmente em estudos de endotoxemia, onde se 

observa o aumento da expressão de diversos fatores quimiotáticos para 

macrófagos após a estimulação com LPS (70, 71). Além do nosso estudo, o 

trabalho de Ding e colaboradores (54) também mostra diferenças na infiltração 

de macrófagos em animais LDLr KO comparados a Duplo KO. Nesse estudo, 

os autores encontraram níveis de mRNA de F4/80 no fígado de animais 

LDLrKO significativamente mais elevados do que nos animais Duplo KO 

tratados com uma dieta diabetogênica. Em conjunto, nossos dados sugerem 

que o TLR4 tem um papel relevante na infiltração de macrófagos para o fígado.  

O aumento no número de macrófagos no fígado de animais que 

recebem dieta hiperlipídica é normalmente relacionado com maior produção de 

citocinas pró-inflamatórias nos mesmos, ativando as células estelares 

hepáticas a produzirem colágeno, causando fibrose tecidual (11, 19, 30). 

Podemos associar o maior número de macrófagos dos animais LDLr KO após 

a ingestão da dieta hiperlipídica com a maior expressão de IL-1β e TNF-α 

encontrado no fígado desses animais. Acreditávamos que a ausência do 

receptor TLR4, ao inibir a infiltração de macrófagos no fígado dos animais 

Duplo KO, também diminuiria a expressão das citocinas pró-inflamatórias. No 

entanto, encontramos expressão significativamente superior de IL-1β, IL-6 e 

TNF-α nos animais Duplo KO após receberem a dieta hiperlipídica.  

Embora muitos trabalhos impliquem o TNF-α como um mediador 

responsável pelas alterações do metabolismo lipídico encontradas em 

condições inflamatórias (ex. sepse), como hipertrigliceridemia, diminuição da 

oxidação de ácidos graxos e inibição da síntese de sais biliares (72-74), esta 

citocina tem papel fundamental na homeostase hepática. Watanabe e 
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colaboradores (75) demonstraram que o TNF-α regula a proliferação de 

hepatócitos primários de camundongos, induzindo a formação de matriz 

extracelular e a sinalização de fatores de crescimento nestas células, 

favorecendo a regeneração do tecido. Além disso, foi demonstrado por 

Schnyder-Candrian e colaboradores (76) que a ausência de TNF-α leva a 

hepatomegalia e esteatose grave em camundongos que receberam dieta rica 

em colesterol, por diminuir a expressão do receptor scavenger de colesterol 

(SR-B1), que é responsável pela eliminação do colesterol em ácidos biliares. 

Desse modo, a maior expressão de TNF-α nos animais Duplo KO, 

independente da dieta, pode estar relacionada com a melhor capacidade de 

produção de ácidos biliares, refletindo numa menor concentração plasmática 

de triglicérides nesses animais. 

Assim como na expressão de TNF-α, observamos maior expressão de 

IL-1β no grupo Duplo KO em comparação ao grupo LDLr KO após receberem a 

dieta hiperlipídica. A IL-1β também regula a produção de ácidos biliares, por 

modular a expressão do gene da colesterol 7 α hidroxilase (CyP7a1). A 

CyP7a1 é a enzima limitante para a síntese de ácidos biliares pelo fígado, 

controlando a concentração plasmática de colesterol. Kojima e colaboradores 

(77, 78) mostraram que animais deficientes para IL-1β apresentam expressão 

reduzida de CyP7a1 e maior concentração plasmática de colesterol quando 

comparados com animais C57bl do mesmo sexo. Encontramos aumento na 

expressão de ambas as proteínas nos animais Duplo KO, indicando que a 

ausência do receptor TLR4 pode estar aumentando a expressão de CyP7a1 via 

IL-1β, e desse modo favorecendo a eliminação do excesso de TG plasmáticos 

nesses animais. 
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Ainda observamos maior expressão de IL-6 no grupo Duplo KO em 

comparação ao grupo LDLr KO, porém essa expressão foi superior nos animais 

alimentados com a dieta controle. Injeções de IL-6 em 3 modelos animais de 

fígado gorduroso mostraram que essa citocina melhora a esteatose por 

aumentar a β-oxidação mitocondrial de AG e melhorar a exportação hepática 

de TG e colesterol (79). Portanto, a menor trigliceridemia dos animais Duplo 

KO pode estar relacionada a regulação de enzimas de β-oxidação de AG pela 

IL-6 aumentada. 

Juntos, esses dados evidenciam que a ausência de TLR4 modifica o 

perfil de citocinas inflamatórias do tecido hepático, de forma não diretamente 

relacionada com a quantidade de macrófagos no tecido. A maior expressão de 

citocinas inflamatórias vistas no grupo Duplo KO pode estar associada às 

mudanças metabólicas encontradas nesse grupo e desse modo pode estar 

exercendo efeitos benéficos ao invés dos efeitos deletérios previamente 

relatados na literatura.  

Resumidamente, nossos dados sugerem que a ausência de sinalização 

através do TLR4 está associada a um menor aumento da trigliceridemia de 

animais submetidos a uma dieta hiperlipídica devido à maior expressão de 

genes associados ao catabolismo de ácidos graxos e produção de sais biliares. 

Além disso, observamos menor infiltração de macrófagos e alterações na 

expressão de citocinas inflamatórias no fígado de animais que não expressam 

esse receptor quando comparados com animais deficientes somente para o 

receptor de LDL. 
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7. CONCLUSÕES 

 

O receptor TLR4 está envolvido nas alterações do metabolismo lipídico 

observados na esteatose hepática não-alcoólica pois: 

 

 A ausência do receptor TLR4 diminui a concentração sérica de 

triglicérides e ácidos graxos livres nos camundongos deficientes para o 

receptor de LDL após 8 semanas de tratamento com a dieta 

hiperlipídica. 

 A ausência do receptor TLR4 favorece a oxidação de AG pelo fígado 

através da maior expressão de enzimas envolvidas na β-oxidação 

mitocondrial e peroxissomal, diminuindo deste modo os níveis 

plasmáticos de TG. 

 A ausência do receptor TLR4 favorece a excreção do colesterol através 

da maior expressão de enzimas de via de síntese de sais biliares. 
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