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RESUMO 



 

RORATO, R.C. Interação da atividade do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e da 

ingestão alimentar em estresse induzido pela endoxemia no rato. Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2007.  

 

A resposta de fase-aguda frente a um processo inflamatório ou infeccioso 

agudo inclui entre outras alterações a ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 

(HHA) e alterações comportamentais como diminuição do apetite. O fator liberador 

de corticotrofina (CRF) participa na regulação do eixo HHA, bem como no 

processo de ingestão alimentar, cujos mecanismos neuroendócrinos de controle 

envolvem também a participação do hormônio estimulante de melanócito (α-MSH), 

peptídeo anorexígeno produzido no núcleo arqueado. Neste projeto, avaliamos a 

interação da atividade do eixo HHA, ingestão alimentar e expressão da proteína 

Fos, α-MSH e CRF no hipotálamo, em modelo de estresse induzido pelo LPS. 

Ratos Wistar foram tratados com LPS (100 µg/Kg, intraperitoneal) ou salina e 

foram decapitados 60 ou 120 minutos após, para coleta de sangue do tronco para 

dosagem de ACTH e corticosterona. Um outro subgrupo de ratos recebeu o 

mesmo tratamento, sendo anestesiado e perfundido, 4 horas após a injeção de 

LPS ou salina, para obtenção de tecido cerebral para realização de 

imunoistoquímica para Fos, α-MSH e CRF. A coleta de sangue foi realizada, 

também, em outros dois subgrupos de ratos que receberam tratamento (15 

minutos antes) com veículo ou indometacina (10 mg/Kg) ou que foram submetidos 

à adrenalectomia bilateral ou cirurgia fictícia (Sham), 7 dias antes, previamente à 

administração de LPS ou salina. A administração de LPS induziu aumento das 



 

concentrações plasmáticas de ACTH e corticosterona e redução da ingestão 

alimentar, quando comparada ao grupo tratado com salina. Estas respostas foram 

associadas ao aumento de dupla marcação Fos/CRF na divisão parvocelular 

medial do núcleo paraventricular, porém não houve expressão de Fos no núcleo 

arqueado. O pré-tratamento com indometacina reduziu as respostas de ACTH e 

corticosterona, bem como o efeito anorexígeno induzidos pelo LPS. Com a 

adrenalectomia houve uma manutenção da resposta do ACTH ao estímulo com 

LPS. Adicionalmente, a redução da ingestão alimentar após LPS foi 

significativamente maior no grupo adrenalectomizado, quando comparada ao 

grupo Sham. Os dados obtidos indicam que as respostas de ativação do eixo HHA 

e redução da ingestão alimentar induzidas pela endotoxemia envolvem a 

participação de vias comuns, como a síntese de prostaglandinas. A ativação de 

neurônios CRHérgicos no núcleo paraventricular poderia contribuir, também, para 

o efeito anorexígeno induzido pelo LPS. Adicionalmente, observou-se que a 

retirada dos glicocorticóides potencializa o efeito anorexígeno induzido pelo LPS, 

sugerindo uma modulação da ingestão alimentar pelos glicocorticóides, no modelo 

utilizado.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



 

RORATO, R.C. Interaction between the activity of the hypothalamic-pituitary-

adrenal axis and food intake under stress induced by endoxemia in rats. Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2007.  

 

The acute phase response induced by an inflammatory and infectious 

process comprises several changes, such as the activation of hypothalamus-

pituitary-adrenal (HPA) axis and behavioral changes, including reduction of food 

intake. Corticotropic releasing factor (CRF) is the main secretagogue of 

adrenocorticotropic hormone (ACTH).   In addition to the role in the control of HPA 

axis, CRF participates in the control of food intake, which is under a 

neuroendocrine control, which includes the participation of α-melanocyte 

stimulating hormone (α-MSH), an anorexigenic peptide produced in the arcuate 

nucleus. We evaluated the interplay between pituitary-adrenal axis activity, food 

intake and Fos, α-MSH and CRF expression in the hypothalamus, following LPS 

treatment.  Male Wistar rats received LPS (100 µg/Kg, intraperitoneal) or saline 

injection and were decapitated 60 and 120 minutes after, for trunk blood collection 

for ACTH and corticosterone measurement. Another set of rats was subjected to 

the same treatment, and 4 hours after LPS or saline injection they were 

anesthetized and perfused for the brain collection for Fos, α-MSH and CRF 

immnunohistochemistry. Blood samples were also obtained from two other 

subgroups of rats that received an injection (15 minutes before) of indometacin (10 

mg/Kg) or vehicle or were subjected to bilateral adrenalectomy, 7 days before the 

LPS or saline injection. LPS injection induced an increase in the ACTH and 



 

corticosterone plasma levels and a reduction in the food intake, compared to the 

saline treatment. These responses were associated with an increase in the 

Fos/CRF double labeling in the medial parvocelular subdivision of the PVN, with no 

increase in the Fos expression in the arcuate nucleus. Indometacin pre-treatment 

induced a reduction of ACTH and corticosterone responses and the anorexigenic 

response to LPS. In adrenalectomized rats, ACTH responses induced by LPS were 

maintained, with lower food intake compared to the sham group. The present 

results indicate that HPA activation and food intake reduction during endotoxemia 

involve prostaglandin pathways. Activation of CRF neurons in the paraventricular 

nucleus also participates in the control of both responses. Adrenalectomy 

potentates the anorexigenic effect induced by LPS, suggesting that glucocorticoids 

modulate food intake during endotoxemia. 



 

ABREVIATURAS 

 

ACTH: Hormônio adrenocorticotrófico 

ADX: Adrenalectomia 

AP: Área postrema  

ARC: Núcleo arqueado 

CART: Transcrito regulado pela cocaína e anfetamina 

CRF: Fator liberador de corticotrofina 

CVOs: Órgãos circunventriculares 

EM: Eminência Mediana 

HHA: Hipotálamo-hipófise-adrenal 

LPS: Lipopolissacarídeo 

MC4R: Receptor 4 da melanocortina 

αααα-MSH: Hormônio estimulante de melanócitos 

NE: Norepinefrina 

NPY: Neuropeptídeo Y 

NTS: Núcleo do trato solitário 

OVLT: Órgão vasculoso da lâmina terminal 

POMC: Pró-opiomelanocortina 

PVN: Núcleo paraventricular 

RNAm: Ácido ribonucléico mensageiro 

SFO: Órgão subfornicial 

Sham: Cirurgia fictícia 

SNC: Sistema nervoso central 
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Os processos inflamatórios e infecciosos agudos induzem uma resposta do 

organismo denominada resposta de fase-aguda que inclui o desenvolvimento de 

febre, ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA), supressão dos eixos 

tireoidiano e gonadal e alterações comportamentais como diminuição do apetite, 

diminuição do comportamento reprodutivo e menor atividade motora (Kushner 

1988). A interação entre os sistemas imune e neuroendócrino é bidirecional e 

crucial para a manutenção da homeostase, sendo a interface neuro-imuno-

endócrina mediada pelas citocinas que atuam como fatores endócrinos, parácrinos 

ou autócrinos, regulando a proliferação celular, secreção de hormônios e a 

atividade do eixo HHA (Haddad et al., 2002). Esta interação foi inicialmente 

proposta por Hans Selye (1936 a e b); que observou o aumento da glândula 

adrenal e a involução do timo, órgão relacionado com a maturação de células do 

sistema imune, em resposta a diversos estímulos estressores. 

A produção de citocinas pode ser observada no estabelecimento, 

manutenção e controle de diversas funções fisiológicas como, sono, ovulação, 

exercícios. Entretanto, durante o desenvolvimento de um processo 

inflamatório/infeccioso a produção destas moléculas apresenta-se extremamente 

elevada (Turnbull & Rivier, 1999). É descrito que em resposta a um estímulo 

inflamatório/infeccioso, como por exemplo, induzido pela administração de 

endotoxinas, o sistema imune desencadeia a produção de uma variedade de 

citocinas pró-inflamatórias, como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator 

de necrose tumoral (TNF-α) (Ramachandra et al., 1992).  

As citocinas produzidas pelas células imunes são capazes de ativar o eixo 

HHA (Naitoh et al., 1988). A IL-1 é considerada a principal citocina com 
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capacidade de modular a atividade do eixo HHA durante um processo 

inflamatório/infeccioso (Imura et al., 1990; Besedovsky et al., 1991; Rivest, 2001). 

A administração intraperitoneal (i.p.) de IL-1 é capaz de induzir aumento da 

atividade de todos os componentes do eixo HHA. Foi observado aumento da 

expressão da proteína Fos no núcleo paraventricular (PVN), e sua co-localização 

com RNAm do fator liberador de corticotrofina (CRF) neste núcleo (Ericsson et al., 

1994; Callahan & Piekut, 1997;  Turnbull & Rivier, 1999). Ainda, esta citocina tem 

a propriedade de estimular a secreção de CRF (Sapolsky et al., 1987; 

Berkenbosch et al., 1989), como demonstrado pela administração central de IL-1 

no PVN, eminência mediana (EM) e hipocampo que induz liberação do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) (Barbanel et al., 1990; Matta et al., 1993; Linthorst et 

al., 1994). A administração periférica de IL-1 induz, também, aumento do RNAm 

da  pró-opiomelanocortina (POMC) nos corticotrofos, bem como, promove 

aumento das concentrações plasmáticas de ACTH e corticosterona (Turnbull & 

Rivier, 1999). Aparentemente, o efeito da IL-1 sobre a transcrição da POMC ou na 

liberação de ACTH não é direto. Estudos in vitro utilizando cultura primária de 

hipófise de rato (Suda et al., 1989) e estudos de imunoneutralização do CRF 

demonstraram bloqueio da resposta de ACTH, induzida pela administração 

endovenosa (i.v.) de IL-1 (Uehara et al., 1987). Adicionalmente, esta citocina 

apresenta um efeito direto nas células adrenais aumentando a síntese de 

glicocorticóides (Andreis et al., 1991). 

A interleucina 6 (IL-6) está envolvida em várias funções do sistema imune 

como diferenciação de linfócitos T e B, indução da produção de IL-2 e de seu 

receptor nas células T e síntese das proteínas de fase aguda (Taga & Kishimoto, 
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1997; Hirano, 1998). A IL-6 é um potente estimulador do eixo HHA, atuando sobre 

a liberação hipotalâmica de vasopressina e subseqüente liberação de ACTH 

(Mastotakos et al., 1994). O efeito da IL-6 sobre a secreção de ACTH, também é 

dependente de CRF, como demonstrado pelo bloqueio da liberação de ACTH com 

a imunoneutralização de CRF (Naitoh et al., 1988). Os efeitos da IL-6 diretamente 

na adeno-hipófise são controversos, com estudos que demonstram liberação de 

ACTH após administração de IL-6, bem como, trabalhos que não observaram este 

efeito (Lyson & McCann, 1991, 1992; Loxley et al., 1993; Shimon et al., 1997). 

Além disso, a IL-6 estimula diretamente a secreção de cortisol em cultura primária 

de células adrenais humanas (Weber et al., 1997). Os efeitos da IL-6 sobre a 

ativação do eixo HHA envolvem a participação da via da ciclooxigenase (Lyson & 

McCann, 1992; Turnbull & Rivier, 1999; Haddad et al., 2002; Turnbull et al., 2003). 

Os relatos dos efeitos do TNF-α sobre a atividade do eixo HHA são 

contraditórios e podem ser decorrentes de diferenças farmacológicas da 

preparação, bem como da via de administração utilizada (Turnbull & Rivier, 1999). 

A administração i.v. de TNF-α induz aumento imediato da liberação de CRF 

(Watanobe & Takebe, 1992) e, conseqüentemente, estimulando o eixo HHA, 

porém, resultados opostos têm sido relatados com a injeção 

intracerebroventricular desta citocina (Turnbull & Rivier, 1999). 

Os mecanismos pelos quais as citocinas ativam o eixo HHA ainda não são 

completamente conhecidos. A presença de receptores de citocinas, ou do RNAm 

destes, na hipófise e, também, nas adrenais, apontam para um mecanismo direto 

de liberação de ACTH e corticosterona (Cunningham et al., 1992;  Parnet et al., 
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1993; Wolvers et al., 1993; Path et al., 1997). Contudo, os estudos divergem 

quanto a esta propriedade (Kehrer et al., 1988; Beach et al., 1989; Gwosdow et al., 

1990; Andreis et al., 1991; Lyson & MacCann, 1992; Aubry et al., 1997) e apontam 

para ativação de neurônios hipofisiotróficos hipotalâmicos, por diferentes vias, 

como o mecanismo mais provável de modulação do eixo HHA (Turnbull & Rivier, 

1999). 

A transmissão da sinalização induzida pelas citocinas pode ocorrer via 

estimulação de nervos aferentes viscerais como o nervo vago. A ativação de 

aferentes vagais parece ser importante na ativação do eixo HHA em resposta à 

administração intraperitoneal de citocinas, pois a vagotomia bloqueia a liberação 

de ACTH e corticosterona (Fleshner et al., 1995; Kapcala et al., 1996). 

Adicionalmente, diferentes trabalhos demonstraram que a retirada das 

terminações das aferências vagais previne a febre, reduz os efeitos 

comportamentais e diminui a hiperalgesia em resposta à administração i.p. de 

citocinas (Watkins et al., 1994; Bluthe et al., 1996; Opp et al., 1998).  Entretanto, 

outros estudos demonstram que estas aferências não são importantes durante um 

processo inflamatório/infeccioso (Engblom et al., 2002). A divergência destes 

estudos provavelmente origina-se do emprego de diferentes doses, bem como, do 

uso de diferentes vias de administração do estímulo (Engblom et al., 2002). 

Outros mecanismos propostos relacionam-se com a liberação de citocinas 

cerebrais pelas células gliais ou neurônios, por mecanismo não conhecido, que 

então atuariam por efeito autócrino ou parácrino (Lechan et al., 1990). 

As citocinas são moléculas protéicas grandes hidrofílicas que não 

atravessam a barreira hemato-encefálica (BHE). Assim, a sinalização das 
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citocinas no sistema nervoso central (SNC) pode ocorrer via órgãos 

circunventriculares (CVOs), que estão livres da BHE e constituem estruturas 

especializadas que possuem capilares fenestrados, permitindo desta forma a 

passagem de algumas proteínas. Os CVOs incluem o órgão subfornicial (SFO), o 

órgão vasculoso da lamina terminal (OVLT), a eminência mediana (EM), área 

postrema (AP), glândula pineal, órgão subcomissural, plexo coróide do IV 

ventrículo e lobo intermédio e posterior da hipófise. O núcleo paraventricular 

(PVN) recebe informações diretas do SFO e do OVLT (Berk & Finkelstein, 1981; 

Sawchenko & Swanson, 1983) e indiretas da AP, via núcleo do trato solitário 

(NTS) (Herman et al., 2003). Ericsson et al. (1994) demonstraram que após 

administração de doses elevadas de IL-1 ocorre indução da proteína Fos no OVLT 

e AP. O OVLT, bem como o SFO, estão principalmente envolvidos na homeostase 

hidreletrolítica, apresentando população neuronal densa de células produtoras de 

angiotensina (Plotsky et al., 1988). Durante o choque séptico estas áreas estão 

envolvidas na ativação do PVN (Borges & Rocha, 2006), entretanto, em situações 

de endotoxemia sua função é desconhecida. Existem poucas evidências da 

presença de receptores de citocinas dentro de elementos neuronais destas áreas, 

porém, o endotélio, principalmente próximo ao OVLT, apresenta distribuição ampla 

de receptores de citocinas (Cao et al., 2001). A ligação das citocinas com seus 

receptores presentes no endotélio produz uma resposta inflamatória mediada 

pelas prostaglandinas. Na EM encontram-se as projeções terminais dos neurônios 

que expressam CRF, e estudos demonstram que citocinas administradas nesta 

área podem influenciar a liberação de CRF de seus botões terminais (Matta et al., 

1990, 1993). 
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A sinalização das citocinas presentes na circulação periférica pode, 

também, atingir o SNC por meio das vias catecolaminérgicas do tronco encefálico. 

O aumento paralelo da corticosterona plasmática e do conteúdo cerebral de 

catecolaminas, em resposta à administração de IL-1, sugere a participação das 

vias adrenérgicas centrais na ativação da resposta neuroendócrina durante o 

processo infeccioso (Berkenbosch et al., 1989; Dunn & Berridge, 1990). As 

subpopulações noradrenérgicas e adrenérgicas da região ventrolateral do bulbo e 

A2/C2 do NTS são ativadas em resposta à IL-1, juntamente com a ativação dos 

neurônios parvocelulares do PVN (Brady et al., 1994; Ericsson et al., 1995; Day & 

Akil, 1996), indicando a participação dessas vias na ativação do eixo HHA frente 

ao estímulo inflamatório ou infeccioso. Ainda, foi descrito que a lesão das 

projeções catecolaminérgicas para o hipotálamo induz redução do conteúdo 

hipotalâmico de norepinefrina (NE) e redução dos valores plasmáticos de ACTH e 

corticosterona em resposta à administração de IL-1 (Ovadia et al., 1989; Chuluyan 

et al., 1992). Adicionalmente, outros estudos descrevem que o uso de 

tetrodotoxina ou antagonista de glutamato bloqueia o efeito da NE sobre a 

ativação de neurônios parvocelulares do PVN, sugerindo que o efeito desta via é 

mediado por interneurônios glutamatérgicos (Daftary et al., 2000). A ativação dos 

grupamentos catecolaminérgicos do tronco não é induzida diretamente pelas 

citocinas, visto que, não foi demonstrado receptores de IL-1 nestes núcleos 

(Ericsson et al., 1995). Novamente as prostaglandinas aparecem como possíveis 

mediadores da via de sinalização do processo infeccioso. 

As prostaglandinas são descritas como segundo mensageiros importantes 

em diversos fenômenos. A interação das citocinas com receptores em células 
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endoteliais induz a expressão da ciclooxigenase–2 (COX-2) e da enzima 

prostaglandina-sintase microssomal (mPGE), promovendo a produção de 

prostaglandina E2 (PGE2), descrita como principal responsável pelas alterações 

mediadas pelas prostaglandinas (Engblom et al., 2002). Assim, em resposta a um 

estímulo inflamatório/infeccioso foi demonstrada a síntese de PGE2 na 

microvasculatura cerebral, bem como no parênquima cerebral (Komaki et al., 

1992; Engblom et al 2001). A administração de PGE2 no OVLT (Katsuura et al., 

1990) e EM (McCoy et al., 1994) induz aumento da concentração plasmática de 

ACTH, enquanto, no bulbo ventrolateral induz a expressão de Fos no PVN 

(Ericsson et al., 1997). Receptores de prostaglandinas EP3 são os mais 

abundantes no sistema nervoso central (SNC) e foram descritos em diversas 

regiões que estão relacionadas à ativação do eixo HHA como os CVOs e tronco 

(Ek et al., 2000; Engblom et al., 2001). O uso de diferentes bloqueadores da 

síntese de PGE2 induz redução da atividade do eixo HHA em resposta à 

administração de citocinas (Turnbull & Rivier, 1999), demonstrando a importância 

desta via na sinalização de um processo inflamatório/infeccioso. 

Anorexia e perda de peso são observadas durante os processos 

inflamatórios e infecciosos em pacientes e em modelos experimentais animais de 

infecção. O comportamento alimentar é regulado por um sistema complexo que 

envolve várias regiões do cérebro, desde o córtex ao tronco cerebral, com 

destaque para o hipotálamo (Schwartz, 2000), onde ocorre a integração de sinais 

do estado energético e ingestão calórica. A integração destes sinais desencadeia 

respostas neuroendócrinas como secreção de peptídeos orexígenos como 

neuropeptídeo Y (NPY) e orexina (Elmquist et al., 1998; Sakurai et al., 1998; Date 
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et al., 1999) ou a ativação de um circuito de sinais anorexígenos, representados 

pela expressão do hormônio estimulante de melanócito (α-MSH) e o transcrito 

regulado pela cocaína e anfetamina (CART). 

A expressão do RNAm do NPY é aumentada em estados de jejum 

(Schwartz et al., 2000). Diversos estudos demonstraram a propriedade orexígena 

deste peptídeo, dentre estes existem relatos de que a administração central de 

NPY induz aumento da ingestão de alimento, e o tratamento crônico com NPY 

leva à obesidade (Schwartz et al., 2000). O α-MSH, bem como o receptor pelo 

qual este peptídeo exerce seus efeitos, o receptor 4  da melanocortina (MC4-R), 

fazem parte do sistema hipotalâmico da melanocortina, que tem sido descrito 

como essencial no controle da homeostase energética (Lu et al., 1994, Fan et al., 

1999; Cone, 2005). A administração central de α-MSH induz inibição da ingestão 

de alimento em ratos (McMinn et al., 2000; Wirth et al., 2001). Camundongos com 

deleção do gene Mc4r apresentam hiperfagia, obesidade e diabetes mellitus 

(Huszar et al., 1997). Adicionalmente, a administração de antagonistas específicos 

do MC4-R induz hiperfagia e obesidade, enquanto que o uso de agonistas do 

MC4-R resulta em efeitos opostos sobre a ingestão alimentar, indicando que a 

regulação do controle do apetite envolve o sistema da melanocortina central 

(Schioth et al., 1999; Benoit et al., 2000). 

A sinalização periférica do balanço energético para o hipotálamo ocorre via 

leptina, hormônio circulante produzido pelo tecido adiposo branco. Receptores da 

leptina estão presentes no núcleo arqueado e sua ativação aumenta a expressão 

de POMC e reduz a expressão de NPY neste núcleo (Mizuno et al., 1998; 
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Elmquist et al., 1999). O LPS é capaz de induzir aumento na concentração 

plasmática de leptina, sendo esta ação mediada pela IL-1 (Francis et al., 1999; 

Sergeyev et al., 2001). Foi observado, também, que a administração de LPS ou 

TNF impede a redução das concentrações de leptina com o jejum (Grunfeld et 

al.,1996), enquanto, em animais alimentados a endotoxina induz aumento da 

secreção de leptina, que por sua vez induz aumento da expressão de POMC no 

núcleo arqueado (Sergeyev et al., 2001). Deste modo, a leptina poderia ser o 

mediador da anorexia induzida pelo LPS.  

A administração de lipopolissacarídeo (LPS) mimetiza muitas das respostas 

de fase aguda observadas nas infecções, sem causar infecção do hospedeiro 

(Burrell, 1994). Portanto, a administração de LPS tem sido utilizada para 

investigação da resposta neuroendócrina à infecção bacteriana e sepse. Assim, o 

objetivo do nosso estudo foi avaliar a interação da atividade do eixo hipotálamo-

hipófise-adrenal e da ingestão alimentar no modelo de estresse induzido pela 

endotoxemia no rato. 
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OBJETIVOS GERAIS 

                  - Avaliar a interação da atividade do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e 

da ingestão alimentar em estresse induzido pela endotoxemia no rato. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 - Avaliar a ingestão alimentar e ganho de peso após o estímulo com 

LPS. 

 - Avaliar as concentrações plasmáticas de ACTH e corticosterona após 

estímulo com LPS. 

 - Avaliar a expressão de Fos/α-MSH no núcleo arqueado e Fos/CRF no 

núcleo paraventricular após a administração de LPS. 

 - Avaliar os efeitos da inibição da síntese de prostaglandinas e da 

adrenalectomia sobre a ingestão alimentar e ganho de peso após o estímulo com 

LPS. 

 - Avaliar os efeitos da inibição da síntese de prostaglandinas e da 

adrenalectomia sobre as concentrações plasmáticas de ACTH e corticosterona 

após estímulo com LPS. 
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Animais: 

Foram utilizados 260 ratos Wistar adultos (220-300g), provenientes do 

Biotério Central do Campus de Ribeirão Preto – USP. Os animais foram divididos 

em 3 grupos experimentais: intactos, pré-tratados com indometacina e 

adrenalectomizados, sendo que, em cada grupo foi realizado a dosagem hormonal 

de ACTH e corticosterona e a verificação da ingestão de alimento e ganho de 

peso. Adicionalmente, foi realizada perfusão no grupo de animais intactos para 

realização de imunoistoquímica. Todos os animais foram mantidos no Biotério do 

Departamento de Fisiologia, aclimatados à temperatura controlada (23 ± 2ºC) e 

sob regime de luz com ciclo claro-escuro de 12 horas (luz 06:00 – 18:00 h). Os 

animais tiveram livre acesso à água e à dieta comercial sólida (Purina Nutriente 

Ltda), exceto aqueles em que o consumo de alimento foi verificado, como 

detalhado adiante. Para minimizar o estresse inespecífico do dia do experimento, 

os ratos foram manuseados diariamente durante três a cinco dias antes dos 

experimentos. Para dosagem hormonal e perfusão foram utilizados ratos 

adaptados em caixas individuais (30x19x13 cm), enquanto, para a verificação da 

ingestão alimentar foram utilizados animais mantidos em gaiolas metabólicas. Em 

cada grupo experimental foram utilizados 6 a 8 animais. Os experimentos 

destinados para as dosagens hormonais e perfusão foram realizados pela manhã, 

entre 07:00 – 12:00h. Os protocolos experimentais incluídos neste projeto foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da FMRP-USP 

(Protocolo: 218/2005). 
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PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 

Avaliação da ingestão alimentar e ganho de peso após estímulo com 

LPS. 

Os animais foram mantidos em gaiolas metabólicas individuais, com livre 

acesso à água e à dieta comercial em farelo, durante 4 dias. Todos os animais 

foram mantidos em jejum de 16 horas antes do experimento, com reapresentação 

da dieta às 08:00h, logo após a administração de salina ou LPS. Em todos os 

grupos, o registro da ingestão alimentar foi realizado de 2 em 2 horas nas 

primeiras 12 horas e também 24 horas após o estímulo. O peso dos ratos foi 

verificado antes e 24 horas após a administração de salina ou LPS. 

 

Figura 1. Esquema do protocolo experimental para avaliação da ingestão 

alimentar e ganho de peso após estímulo com LPS. 

 

Avaliação das concentrações plasmáticas de ACTH e corticosterona 

após estímulo com LPS. 

Para realização deste protocolo os animais foram divididos nos seguintes 

grupos: 

Adaptação (3-4 Dias) 

LPS ou Salina 

Verificação da Ingestão de alimento 

2h 4h 6h 10h 8h 12h 24h 

Pesagem 

dos Animais 
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- Grupo tratado com salina: os animais receberam injeção intraperitoneal (i.p.) 

de solução salina estéril, 0,1ml/100g de peso. 

- Grupo tratado com LPS: os animais receberam injeção i.p. de solução de LPS 

(100µg/Kg de peso, 0,1ml/100g). 

 

Os animais foram decapitados 60 ou 120 minutos após o estímulo para 

coleta de sangue. 

 

Figura 2. Esquema do protocolo experimental para avaliação das 

concentrações plasmáticas de ACTH e corticosterona após estímulo com LPS. 

 

Avaliação da expressão de Fos/α-MSH no núcleo arqueado e Fos/CRF 

no núcleo paraventricular após estímulo com LPS. 

Após o período de ambientalização, no dia do experimento os animais 

receberam injeção i.p. de salina ou LPS, como descrito acima. Após 4h, os 

animais foram submetidos à perfusão para obtenção de tecido cerebral, como 

descrito abaixo, para posterior realização dos procedimentos imunoistoquímicos. 

 

Adaptação (3-4 Dias) 

LPS ou Salina 

60 ou 120 minutos 

Decapitação 

Coleta de Sangue 
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Figura 3. Esquema do protocolo experimental para avaliação da expressão 

de Fos/α-MSH no núcleo arqueado e Fos/CRF no núcleo paraventricular após 

estímulo com LPS. 

 

Avaliação dos efeitos da inibição da síntese de prostaglandinas sobre 

a ingestão alimentar e ganho de peso após estímulo com LPS. 

Para realização deste protocolo os animais foram divididos nos seguintes 

grupos: 

- Grupo tratado com veículo: os animais receberam injeção i.p. de veículo (Tris 

0,1M), pH 8,0, (1ml/Kg). 

- Grupo tratado com indometacina: os animais receberam injeção i.p. prévia de 

indometacina (inibidor não seletivo da atividade da ciclooxigenase - 10 mg/Kg, 

num volume de 0,1ml/100g, Sigma). 

 

Para realização deste protocolo os animais foram mantidos em gaiolas 

metabólicas individuais, com livre acesso à água e à dieta comercial em farelo, 

durante 4 dias. Todos os animais permaneceram 16 horas em jejum, quando 

receberam tratamento prévio de indometacina ou veículo, às 07:45h,  e 15 minutos 

após receberam a administração de salina ou LPS, e imediatamente após foi 

realizada a reapresentação da dieta. Em todos os grupos, o registro da ingestão 

Adaptação (3-4 Dias) 

LPS ou Salina 

240 minutos 

Perfusão 

Obtenção de Tecido 

Cerebral 
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alimentar foi realizado de 2 em 2 horas nas primeiras 12 horas e também 24 horas 

após o estímulo. O peso dos ratos foi verificado antes e 24 horas após a 

administração de salina ou LPS.  

 

Figura 4. Esquema do protocolo experimental para avaliação dos efeitos da 

inibição da síntese de prostaglandinas sobre a ingestão alimentar e ganho de peso 

após estímulo com LPS. 

 

Avaliação dos efeitos da inibição da síntese de prostaglandinas sobre 

as concentrações plasmáticas de ACTH e corticosterona após estímulo com 

LPS.  

Para realização deste protocolo os animais foram divididos nos seguintes 

grupos: 

- Grupo tratado com veículo: os animais receberam injeção i.p. de veículo (Tris 

0,1M), pH 8,0, (1ml/Kg). 

- Grupo tratado com indometacina: os animais receberam injeção i.p. prévia de 

indometacina (10 mg/Kg, num volume de 0,1ml/100g, Sigma). 

 

Adaptação (3-4 Dias) 

LPS ou Salina 

Verificação da Ingestão de alimento 

15 minutos 

Pesagem 

dos Animais 

 

Indometacina 

ou Veículo 

2h 4h 6h 10h 8h 12h 24h 
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Após 15 minutos da administração de veículo ou indometacina, os ratos 

receberam injeção i.p. de salina ou LPS, como descrito anteriormente. A 

decapitação para obtenção de sangue do tronco foi realizada 60 ou 120 minutos 

após o estimulo. 

 

Figura 5. Esquema do protocolo experimental para avaliação dos efeitos da 

inibição da síntese de prostaglandinas sobre as concentrações plasmáticas de 

ACTH e corticosterona após estímulo com LPS.  

 

Avaliação dos efeitos da adrenalectomia sobre a ingestão alimentar e 

ganho de peso após estímulo com LPS. 

Neste protocolo os animais foram submetidos à adrenalectomia bilateral ou 

à cirurgia fictícia (Sham), e foram mantidos em gaiolas metabólicas individuais 

com livre acesso a água e à dieta comercial em farelo. Após 7 dias, os animais 

permaneceram em jejum de 16 horas antes do experimento, e às 8:00h, 

receberam administração de salina ou LPS, com reapresentação da dieta logo 

após.  Em todos os grupos, o registro da ingestão alimentar foi realizado de 2 em 

2 horas nas primeiras 12 horas e também 24 horas após o estímulo. O peso dos 

ratos foi verificado antes e 24 horas após a administração de salina ou LPS.  

Adaptação (3-4 Dias) 

LPS ou Salina 

60 ou 120 minutos 

Decapitação 

15 minutos 

Indometacina 

ou Veículo 

Coleta de Sangue 
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Figura 6. Esquema do protocolo experimental para avaliação dos efeitos da 

adrenalectomia sobre a ingestão alimentar e ganho de peso após estímulo com 

LPS. 

 

Avaliação dos efeitos da adrenalectomia sobre as concentrações 

plasmáticas de ACTH e corticosterona após estímulo com LPS. 

Neste protocolo experimental os animais foram submetidos previamente à 

adrenalectomia bilateral (ADX) ou cirurgia fictícia (Sham) e foram mantidos com 

livre acesso à água (grupo Sham) ou NaCl 0,9% (grupo ADX) e à dieta. Sete dias 

após a cirurgia, os animais receberam injeção i.p. de LPS ou salina, como descrito 

acima. A decapitação para obtenção de sangue do tronco foi realizada 120 

minutos após o estímulo. 

7 Dias 

LPS ou Salina 

Cirurgia 

Verificação da Ingestão de alimento 

2h 4h 6h 10h 8h 12h 24h 

Pesagem 

dos Animais 
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Figura 7. Esquema do protocolo experimental para avaliação dos efeitos da 

adrenalectomia sobre as concentrações plasmáticas de ACTH e corticosterona 

após estímulo com LPS. 

 

Coleta de sangue: 

Para as dosagens hormonais, o sangue do tronco foi coletado por 

decapitação, aos 60 ou 120 minutos após a injeção de salina ou LPS, em tubos 

plásticos de polipropileno heparinizados, sob gelo. O plasma foi obtido após 

centrifugação por 20 minutos, 2500 rotações/min, a 4ºC e estocado a -20ºC, até o 

momento do ensaio. Para dosagem de ACTH, adicionamos N-etilmaleimida 

(Sigma, St Louis, MO, USA), preparada a 5mg/ml, em um volume de 25µl/ml de 

plasma. 

 

Drogas: 

 Utilizamos as seguintes drogas: LPS (Sigma, sorotipo 026:B6, St Louis, 

MO, USA) diluída em salina estéril 0,9% e Indometacina (Sigma, St Louis, MO, 

USA) diluída em TRIS 0,1M, pH 8,0. Todas as drogas foram administradas por 

7 Dias 

LPS ou Salina 

120 minutos 

Decapitação 

Cirurgia 

Coleta de Sangue 
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meio de injeção intraperitoneal (i.p.), sendo o LPS administrado na dose de 

100µg/Kg e indometacina na dose de 10mg/Kg. 

 

Anestesia Geral: 

Os animais submetidos à adrenalectomia foram anestesiados com injeção 

i.p. de 2,2,2-tribromoetanol 2,5% (TBE, Acrós Organics, New Jersey, USA) em 

solução salina 0,9%, na dose de 1mL/100g. 

Procedimento Cirúrgico: 

Adrenalectomia Bilateral: A adrenalectomia bilateral ou a operação fictícia 

(Sham) foi realizada sob anestesia por TBE. Os animais foram submetidos à 

tricotomia seguida de uma incisão na região dorsal para permitir a visualização 

dos órgãos abdominais. No grupo de animais adrenalectomizados, a gordura peri-

renal foi exteriorizada e seccionada juntamente com a adrenal, enquanto no grupo 

Sham, foi realizada apenas a introdução de uma pinça não cortante na cavidade 

abdominal. A lesão foi suturada com fio de algodão. Todos os animais receberam 

injeção intramuscular de Pentabiótico (0,1ml/100g, Forte Dodge Saúde Animal 

Ltda, Campinas, Brasil) ao término da cirurgia. Ao grupo de animais 

adrenalectomizados, foi oferecido solução salina 0,9% em substituição à H2O. Os 

experimentos foram realizados 7 dias após a cirurgia.  

Perfusão Cerebral: Os animais foram anestesiados com TBE e, após o 

desaparecimento dos reflexos raqui-medulares, foram submetidos à perfusão do 

SNC. No momento da perfusão foi palpada a região terminal do esterno onde foi 

realizado um corte na pele e na musculatura subjacente do abdome. As regiões 
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laterais das costelas foram seccionadas, visualizando-se o coração, que foi 

isolado das estruturas adjacentes, rebatendo-se o timo a fim de visualizar o ápice 

cardíaco e a saída do arco aórtico. A aorta torácica descendente foi visualizada e 

ocluída antes de sua passagem pelo hiato da aorta no diafragma. Levantando-se o 

coração, foi realizado um corte no ápice do ventrículo esquerdo, sendo a seguir, 

introduzida uma agulha romba até a saída da aorta. Um corte foi realizado no átrio 

direito para permitir a saída do sangue e do líquido após a perfusão cerebral. 

A perfusão foi iniciada com a infusão de 200ml de solução salina isotônica 

estéril (NaCl 0,15M) com heparina (Hiipolabor, diluição 1:80) seguida pela infusão 

de 400ml de formaldeído 4% (Sigma, St Louis, MO, USA). Neste procedimento foi 

utilizada uma bomba peristáltica com velocidade de infusão de 15ml/minuto. O 

encéfalo foi retirado e colocado em um tubo falcon, contendo formaldeído 4% e 

pós-fixado por 1h a 4ºC, período necessário para visualização da marcação 

citoplasmática, quando foi realizada a troca para solução de sacarose (Vetec, Rio 

de Janeiro, RJ, Brasil) 30%. O encéfalo foi mantido nesta solução de sacarose por  

um período máximo de 2 meses até a realização dos cortes histológicos. 

 

Dosagens Hormonais: 

Radioimunoensaio do ACTH plasmático: O ACTH plasmático foi 

determinado em duplicatas após extração com ácido silícico, segundo técnica 

previamente descrita (Moreira et al., 1987). Os ensaios foram realizados em 

condições de não equilíbrio, com incubação de 72 horas. O hormônio marcado, 

ACTH ¹²5 I, foi obtido por radiodinação com cloramina-T, segundo método descrito 

por Greenwood e Hunter (1963), e purificado com ácido silícico ativado. O 
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anticorpo anti-ACTH foi cedido pelo Prof. Toshihiro Suda (Tokyo Women’s Medical 

College, Japão). Sua reatividade cruzada é de 2,181% com ACTH 1-24, 364% 

com ACTH 11-24, 16% com ACTH 1-10, 9,5% com ACTH 1-17, 10% com ACTH 

18-39 e 15,3% com α-MSH. Um segundo anticorpo foi utilizado na separação da 

fração livre da ligada (antigamaglobulina de coelho produzida em cabra).  

A dose mínima detectada foi de 7,7 pg/mL.  Os coeficientes de variação 

intra- e entre- ensaios foram em média de 6,3% e 14,0% respectivamente, a nível 

de B/Bo igual a 0,5% da curva padrão. 

 

Radioimunoensaio da corticosterona: A corticosterona plasmática foi 

determinada pelo método de Vecsei et al. (1979), que utiliza extração do esteróide 

com etanol. Utilizamos um anticorpo anti-corticosterona (AB-cort-17984) 

preparado em coelhos, com o hormônio conjugado com albumina bovina. A 

especificidade do anticorpo foi testada pela reatividade cruzada com o cortisol 

(1%), 17OH-progesterona (1%) e sulfato de dehidroepiandrosterona (12%). A 

corticosterona [1,2-3(H)] (New England Nuclear) foi utilizada como marcado. Na 

separação da fração livre da ligada utilizamos uma solução de carvão-dextran 

0,5/0,05%, respectivamente.  

A dose mínima detectada foi de 0,4 µg/dL.  Os coeficientes de variação 

intra- e entre- ensaios foram em média de 8% e 19%, resectivamente. 

 

Imunoistoquímica: 

Os tecidos cerebrais foram seccionados em cortes de 30µm de espessura 

utilizando-se um criostato. Os cortes do PVN foram realizados entre  -1,80 mm  a -
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2,12mm e do ARC entre -2,3 mm a -3,3mm posterior ao bregma.  Imediatamente 

após, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena com solução H2O2 0,3%, 

seguido do bloqueio das ligações inespecíficas, utilizando-se soro normal da 

espécie apropriada.  Posteriormente, para visualização da expressão da proteína 

Fos, os cortes foram incubados em temperatura ambiente por 14-16 horas com o 

anticorpo primário anti-FOS (Ab-5, Calbiochem, 1:10.000) e a seguir, incubados 

com o anticorpo secundário biotinilado (Vector Laboratories, Burlingame, 1:200) 

por um período de 1 hora. Para a visualização da reação antígeno-anticorpo, foi 

utilizado o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, 

1:200), empregando diaminobenzidina (DAB, Sigma, St Louis, MO, USA) e cloreto 

de níquel como cromógenos, cuja reação confere ao núcleo das células neuronais 

uma coloração de violeta escuro a preto.  

No protocolo de co-localização, o protocolo básico de imunoistoquímica foi 

seguido. No segundo dia, após o término do protocolo descrito acima, os cortes 

foram incubados com anticorpo anti-CRF (Rabbit anti-CRF, Peninsula 

Laboratories, 1:10.000) ou anti-α-MSH (Sheep anti-α-MSH, Chemicon 

International, 1:20.000). 
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Análise Estatística:  

Os resultados estão expressos em média ± EPM. Para análise dos dados, 

realizamos a comparação de dois grupos aplicando o test-t de Student e para 

comparação de duas ou mais médias aplicamos a análise de variância de duas 

entradas, seguida do teste de comparações múltiplas (Newman-Keuls). O nível de 

significância adotado foi de P<0,05. 

Em anexo estão os valores individuais de ingestão alimentar, variação de 

peso, ACTH, corticosterona plasmáticos e contagem de dupla marcação Fos/CRH 

obtidos em cada protocolo experimental. 
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Efeito da administração do LPS sobre a ingestão alimentar e o ganho de 

peso. 

Na Figura 8 observamos que a administração i.p. de LPS promoveu 

redução significativa da ingestão alimentar em todos os tempos analisados, 

quando comparada aos animais tratados com salina (P<0,05). O tratamento com 

LPS induziu, também, menor ganho de peso (23,3±0,8 vs 31,1±1,6 g), quando 

comparado ao grupo salina (P<0,001).  

 

 

Figura 8. Efeito do LPS sobre a ingestão alimentar (A) e ganho de peso (B). 

Valores expressos como média ± EPM. *P<0,05 e ***P<0,001 comparado ao 

grupo controle salina. 

 

Efeito da administração do LPS sobre as concentrações plasmáticas de 

corticosterona e ACTH. 

Não observamos diferença nos valores plasmáticos de ACTH entre animais 

tratados com salina ou LPS aos 60 minutos (Figura 9). Aos 120 minutos 

encontramos valores significantemente elevados de ACTH (P<0,001) em animais 
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tratados com LPS, quando comparados aos do grupo salina (1128±225 vs 

30,2±2,3 pg/mL). O estímulo com LPS induziu aumento significativo nas 

concentrações plasmáticas de corticosterona, quando comparadas às do grupo 

tratado com salina aos 60 (7,2±1,2 vs 2,3±0,4 µg/dL) e 120 minutos (32,5±3,2 vs 

3,5±0,3 µg/dL) (P<0,001). Os valores de corticosterona foram significantemente 

maiores (P<0,001) aos 120 minutos, quando comparados aos valores obtidos aos 

60 minutos.  

 

Figura 9. Efeito do LPS sobre as concentrações plasmáticas de ACTH e 

corticosterona. Valores expressos como média±EPM. *P<0,05 e ***P<0,001 

comparado com o grupo salina;  # P<0,05 comparado ao grupo LPS 60 minutos. 

 

Efeito da administração do LPS sobre a expressão de Fos/α-MSH no núcleo 

arqueado e Fos/CRF no núcleo paraventricular. 

O tratamento com LPS não induziu a expressão de Fos em neurônios que 

expressam α-MSH na subdivisão medial do núcleo arqueado. A Figura 10 

apresenta fotomicrografias representativas da imunoistoquímica para Fos e  α-

MSH o núcelo arqueado, após tratamento com salina ou LPS. 
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Figura 10. Fotomicrografias representativas (aumento de 20X) de secções 

coronais de imunoistoquímica para Fos/α-MSH na subdivisão medial do núcleo 

arqueado em animais tratados com salina (A) e LPS (B). Canto superior direito 

(aumento de 100X): marcação citoplasmática de  α-MSH.  

 

Observamos que o tratamento com LPS induziu aumento significativo 

(P<0,001) no número de duplas marcações Fos/CRF na subdivisão 

parvocelular medial do núcleo paraventricular, quando comparado ao grupo 

salina (11,8±1,2 vs 1,7±0,4) (Figura 11). A Figura 12 apresenta 

fotomicrografias representativas de imunoistoquímica para Fos/CRF na 

subdivisão parvocelular medial do núcleo paraventricular (PaMP),  após 

tratamento com salina ou LPS.  
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Figura 11. Efeito da administração do LPS sobre a dupla marcação Fos/CRF na 

subdivisão PaMP do núcleo paraventricular, após tratamento com salina ou LPS. 

Valores expressos como média±EPM. *P<0,001 comparado com o grupo controle 

salina. 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Fotomicrografias representativas (aumento de 20X) de secções 

coronais de imunoistoquímica para Fos/CRF subdivisão parvocelular medial do 

núcleo paraventricular em animais tratados com salina (esquerda) e LPS 

(direita). Canto inferior direito (aumento de 100X): dupla marcação Fos/CRF.  
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Não foi observada diferença significativa na dupla marcação Fos/CRF 

na subdivisão parvocelular posterior do núcleo paraventricular (PaPo) entre 

animais tratados com LPS ou salina (4,5±0,9 vs 5±0,0) (Figura 13). A Figura 

14 apresenta fotomicrografias representativas da imunoistoquímica para 

Fos/CRF na subdivisão PaPo do núcleo paraventricular,  após tratamento com 

salina ou LPS.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Efeito da administração do LPS sobre a dupla marcação Fos/CRF na 

subdivisão  parvocelular posterior do núcleo paraventricular, após tratamento com 

salina ou LPS. Valores expressos como média±EPM.  
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Figura 14. Fotomicrografias representativas (aumento de 20X) de secções 

coronais de imunoistoquímica para Fos/CRF subdivisão parvocelular posterior 

do núcleo paraventricular em animais tratados com salina (esquerda) e LPS 

(direita). Canto inferior direito (aumento de 100X): dupla marcação Fos/CRF.  

 

Efeitos da inibição da síntese de prostaglandinas sobre a ingestão 

alimentar e ganho de peso após estímulo com LPS. 

A ingestão alimentar nos grupos submetidos ao tratamento prévio com 

indometacina ou veículo e que receberam salina não apresentou diferença 

significativa (Figura 15). Entretanto, o pré-tratamento com indometacina reduziu o 

efeito anorexígeno induzido pela administração de LPS (P<0,05), em todos os 

tempos avaliados, quando comparado ao pré-tratamento com veículo. 

O prévio tratamento com veículo ou indometacina não alterou o ganho de 

peso em animais que receberam tratamento com salina (33,6±3,7 vs 34,2±0,8g) 

(Figura 8). Adicionalmente, observamos que nos animais que receberam LPS, o  

ganho de peso foi significativamente maior (P<0,05) no grupo pré-tratado com 
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indometacina, quando comparado ao grupo pré-tratado com veículo (29,4±2 vs 

22,3±2g).  

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 15. Efeito da administração de LPS ou salina sobre a ingestão 

alimentar (A) e ganho de peso (B) em animais previamente tratados com 

indometacina (Indo) ou veículo. Valores expressos como média±EPM. *P<0,05 e 

** P<0,01 comparado com o grupo Veículo-Salina; + P<0,05 comparado com o 

grupo Indo-Salina e # P<0,05 vs.Veículo-LPS. 
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Efeito da inibição da síntese de prostaglandinas sobre as concentrações 

plasmáticas de ACTH e corticosterona após estímulo com LPS.  

Na figura 16 podemos observar que não foi encontrada alteração 

significativa nos concentrações plasmáticas de corticosterona e ACTH, aos 60 e 

120 minutos, entre os animais que foram previamente tratados com veículo ou 

indometacina e que receberam injeção de salina. Entretanto, o pré-tratamento com 

indometacina bloqueou o aumento de ACTH plasmático após estímulo com LPS 

aos 60 (P<0,05) e reduziu significativamente aos 120 minutos (P<0,05), quando 

comparado ao grupo pré-tratado com veículo (60 minutos: 58,09±7,68 vs 

140±42,18 pg/mL;  120 minutos: 212±61 vs 532±107 pg/mL, respectivamente). O 

mesmo efeito também foi observado com relação aos valores de corticosterona 

plasmática aos 60 (P<0,05) e 120 minutos (P<0,05) (60 minutos: 4,76±0,7 vs 

14,2±1,5 µg/dL; 120 minutos: 9,4±1,79 vs 35,1±1,7 µg/dL, respectivamente grupo 

indometacina e veículo).  

 

Figura 16. Efeito da administração do LPS sobre as concentrações plasmáticas 

de ACTH (Painel esquerdo) e corticosterona (Painel Direito) após LPS ou salina,   

em animais previamente tratados com indometacina (Indo) ou veículo. Valores 
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expressos como média±EPM. *P<0,05 comparado com o grupo Veículo-Salina; + 

P<0,05 comparado com o grupo Indo-Salina; # P<0,05 vs.Veículo-LPS; ≠ P<0,05 

vs Veículo-LPS 60 minutos; ≈ P<0,05. vs Indo-LPS 60  minutos. 

 

Efeito da adrenalectomia sobre a ingestão alimentar e ganho de peso após 

estímulo com LPS. 

Animais adrenalectomizados que receberam administração de salina 

apresentaram ingestão alimentar (P<0,05) e ganho de peso menores (21,8±3,2 vs 

36,4±1,6g,  P<0,05, quando comparados com animais Sham que receberam o 

mesmo tratamento (Figura 17). Após tratamento com LPS, o grupo ADX  

apresentou ingestão alimentar (P<0,05) e ganho de peso menores (10,6±2,4 vs 

21,8±3,4g, P<0,05), quando comparado ao grupo Sham.  
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Figura 17.  Efeito da administração do LPS ou salina sobre a ingestão alimentar 

(Painel superior) e ganho de peso (Painel inferior) em animais adrenalectomizados 

(ADX) ou Sham. Valores expressos como média±EPM. *P<0,05 comparado com o 

grupo Sham-Salina; + P<0,05 comparado com o grupo ADX-Salina; # P<0,05 

vs.Sham-LPS; θ P<0,05 vs Sham-Salina. 
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Efeito da adrenalectomia sobre as concentrações plasmáticas de ACTH após 

estímulo com LPS. 

Na Figura 18 observamos que os valores de ACTH plasmático, após 

injeção de salina, foram significativamente maiores no grupo ADX, quando 

comparados ao grupo Sham tratado com salina (P<0,05). O tratamento com LPS 

em animais ADX induziu um aumento maior dos valores plasmáticos de ACTH 

(P<0,05), quando comparado ao grupo Sham, submetido ao tratamento com LPS.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Efeito da administração do LPS ou salina sobre as 

concentrações plasmáticas de ACTH em animais adrenalectomizados (ADX) ou 

Sham. Valores expressos como média±EPM. *P<0,05 comparado com o grupo 

Sham-Salina; + P<0,05 comparado com o grupo ADX-Salina; # P<0,05 vs.Sham-

LPS; θ P<0,05 vs Sham-Salina.  
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No presente estudo avaliamos os efeitos da administração de LPS sobre a 

resposta hipofisário-adrenal, bem como, a ingestão alimentar e o ganho de peso. 

Avaliamos também, a participação das prostaglandinas e o efeito da retirada dos 

glicocorticóides nestas respostas. A administração de LPS induziu aumento das 

concentrações de ACTH e corticosterona e redução da ingestão alimentar e do 

ganho de peso. Estas respostas foram associadas à ativação de neurônios que 

expressam CRF na divisão parvocelular medial do PVN, não havendo ativação de 

neurônios POMCérgicos do ARC. Ainda, as respostas de ACTH e corticosterona, 

o efeito anorexígeno e o menor ganho de peso induzidos pelo LPS foram 

atenuados pela inibição da síntese de prostaglandinas. Após adrenalectomia 

houve manutenção da resposta de ACTH após LPS, bem como a acentuação do 

efeito anorexígeno e menor ganho de peso. 

O aumento das concentrações plasmáticas de ACTH e corticosterona após 

administração de LPS é concordante com dados da literatura (Morrison & Ryan, 

1979; Ulevitch and Tobias, 1995; Lenczowski, 1997), e confirmam a eficácia do 

modelo na indução da ativação do eixo HHA, mimetizando um processo 

inflamatório/infeccioso.  

A ativação do eixo HHA pelo LPS envolve, como uma das vias de 

sinalização, a produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, IL-6 e TNF-α 

(Dinarello & Cannon, 1988; DeRijk et al., 1991; Lenczowski et al., 1997; Bumiller et 

al., 1999), estas por sua vez, são estimuladoras potentes da secreção de ACTH e 

corticosterona, podendo atuar de maneira autócrina, parácrina ou endócrina 

(Haddad et al., 2002). A liberação de ACTH e corticosterona, por uma ação direta 

das citocinas sobre a hipófise anterior e adrenais é conflitante, visto que, existem 
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trabalhos que demonstraram este efeito direto (Beach et al., 1989; Andreis et al., 

1991; Lyson & MacCann, 1992), porém, outros estudos encontraram resultados 

negativos quanto a este mecanismo de ação (Kehrer et al., 1988; Gwosdow et al., 

1990; Aubry et al., 1997). Contudo, estudos apoiando este mecanismo de ação 

direta demonstraram a presença destes receptores, bem como, a síntese do 

RNAm nestas áreas (Cunningham et al., 1992;  Parnet et al., 1993; Wolvers et al., 

1993; Path et al., 1997).  

Observamos aumento significativo dos valores de corticosterona plasmática 

aos 60 e 120 minutos, porém o aumento dos valores de ACTH plasmático foi 

observado apenas aos 120 minutos. A ação direta das citocinas nas adrenais 

pode justificar o aumento de corticosterona aos 60 minutos, mesmo sem aumento 

significativo de ACTH, neste tempo após estímulo com LPS. Entretanto, não 

podemos descartar a hipótese de que o aumento, ainda que não significativo, nos 

valores plasmáticos de ACTH, poderia ser suficiente para induzir uma resposta 

adrenal subseqüente. 

As citocinas, induzidas pela administração de LPS, podem sinalizar para o 

SNC por meio de ativação das aferências vagais, ativação de CVOs ou formação 

de segundo mensageiro, como as prostaglandinas (Engblom et al., 2002). As 

aferências vagais parecem ser uma importante via de sinalização de um processo 

inflamatório/infeccioso somente em estudos utilizando doses baixas (0,1 – 1 

µg/Kg) de LPS ou IL-1 administrados intraperitonealmente (Engblom et al., 2002). 

As informações conduzidas pelas aferências vagais atingem áreas do tronco 

cerebral, principalmente o NTS (Berthoud & Neuhuber, 2000), que, sabidamente,  

comunica-se de maneira recíproca com o PVN (Swanson & Kuypers, 1980). A 
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literatura demonstra que as projeções catecolaminérgicas do tronco para o PVN 

representam uma das principais vias excitatórias do eixo HHA (Plotsky 1987; 

Plotsky et al., 1989). A administração de LPS pode ativar neurônios do NTS, bem 

como região  ventrolateral rostral e caudal do bulbo (Sagar et al., 1995; Elmquist et 

al., 1996), ainda, o NTS, apresenta comunicação extensa com a AP, podendo 

desta forma detectar, indiretamente, alterações de citocinas circulantes. A síntese 

de prostaglandinas na microvasculatura local pode, também, ativar o NTS 

(Ericsson et al., 1997). Assim, é evidente a participação de áreas do tronco 

cerebral, especialmente o NTS, na ativação do eixo HHA em resposta a um 

estímulo inflamatório/infeccioso. 

Os CVOs apresentam permeabilidade relativa às citocinas (Laflamme & 

Rivest, 2001), além disto, foi demonstrada uma  indução rápida da expressão do 

RNAm de IL-1, IL-6 e TNF-α em estruturas dos CVOs após estímulo com LPS 

(Blatteis et al., 1983; Hashimoto et al 1991; Banks et al., 1995; Aderem & Ulevitch, 

2000; Laflamme & Rivest, 2001). O LPS foi, também, capaz de induzir expressão 

do RNAm de c-fos no OVLT e SFO (Rivest & Laflamme, 1995; Ruzicka & Akil, 

1995; Elmquist et al., 1996), enquanto, estudos de  microinjeção de citocinas 

diretamente na EM induziram secreção de ACTH (Matta et al., 1993; McCoy et al., 

1994). Assim, diversos estudos demonstram que os CVOs são ativados em 

resposta a estímulos inflamatórios/infecciosos.  

 As citocinas, bem como o LPS, têm a propriedade de induzir a síntese e 

liberação de prostaglandinas (Sehic et al., 1996). O ácido araquidônico (AA) é 

inicialmente convertido pela enzima ciclooxigenase (COX) em prostaglandina H2, 
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esta por sua vez sofre processamento tecido específico, derivando prostaglandina 

E2 (PGE2) pela atividade da enzima prostaglandina-sintase microssomal E 

(mPGE). A PGE2 tem sido descrita como mediador importante de diversas 

alterações observadas durante a endotoxemia (Katsuura et al., 1990; Rassnick et 

al., 1995). É conhecida a existência de dois subtipos de COX: COX-1, expressa 

constitutivamente e COX-2, denominada induzida, devido ao aumento de sua 

síntese durante um processo infeccioso (Simmons et al., 2004). No presente 

estudo, utilizamos a indometacina, inibidor não seletivo da COX, e observamos 

que a inibição da síntese de prostaglandinas atenuou o aumento das 

concentrações plasmáticas de ACTH e corticosterona após administração de LPS. 

Lacroix & Rivest (1997) observaram redução da expressão do RNAm do CRF no 

núcleo paraventricular após administração de dose moderada de LPS (25 µg/Kg, 

i.p.) em animais previamente tratados com indometacina, contudo, este efeito não  

foi observado por Johnson e cols (2001). Foi demonstrado, também, que a 

administração de indometacina diretamente no OVLT atenua o aumento de ACTH 

em resposta à IL-1 (Katsuura et al., 1990). Adicionalmente, a administração central 

de PGE2 é capaz de induzir a expressão da proteína Fos em áreas relacionadas 

com a ativação do eixo HHA como NTS, OVLT e AP (Lacroix et al., 1996), ainda, a 

administração de PGE2 na região ventrolateral do bulbo induz transcrição do 

RNAm do CRF no PVN, enquanto, o pré-tratamento com indometacina reduz esta 

resposta (Ericsson et al., 1997). 

Assim, nossos dados estão de acordo com estudos que observaram 

redução da ativação do eixo HHA, durante a endotoxemia com tratamento prévio 

com inibidores seletivos e não seletivos da ciclooxigenase (Gadek-Michalska & 
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Bugajski, 2004). A redução da ativação do eixo HHA seria possivelmente mediada 

pelo bloqueio da atividade da COX-2, visto que a expressão desta enzima 

encontra-se elevada predominantemente na vasculatura cerebral, mas também 

em elementos neuronais, durante a infecção (Cao et al., 1995; Matsumura et al., 

1998) e sua expressão é necessária para a resposta adequada a um processo 

inflamatório/infeccioso (Li et al., 1999).  

Com relação à atividade neuronal, observamos que a administração de LPS 

induziu aumento de expressão da dupla marcação Fos/CRF na subdivisão 

parvocelular medial do PVN. A presença da expressão de proteína Fos tem sido 

utilizada como marcador de atividade neuronal. Assim, o resultado observado 

indica aumento da atividade de neurônios produtores de CRF, principal 

secretagogo de ACTH (Vale et al., 1981). Outros estudos, também, demonstraram 

que após administração de LPS ocorre aumento da expressão de Fos ou, ainda, 

do RNAm do CRF na região parvocelular medial do PVN (Kakucska et al., 1993; 

Wan et al., 1993; Lee et al., 1995; Sagar et al., 1995). Apesar dos diferentes níveis 

de modulação descritos acima, o aumento da atividade de neurônios que 

expressam CRF parece ser essencial para o aumento dos valores plasmáticos de 

ACTH e corticosterona em animais intactos, demonstrando assim a importância do 

PVN na resposta do eixo HHA ao LPS. A redução dos valores plasmáticos de 

ACTH e corticosterona, após administração de LPS em animais pré-tratados com 

indometacina, pode ter sido induzida pela modulação da atividade dos neurônios 

que expressam CRF, pois, como exposto acima, ocorre diminuição da expressão 

do RNAm de CRF após tratamento com indometacina.  
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Como esperado a retirada das adrenais, e consequentemente a retirada da 

retroalimentação negativa exercida pelo glicocorticóides, acarreta valores 

elevados de ACTH em animais tratados com salina (Birnberg et al., 1984). 

Experimentos conduzidos em nosso laboratório não observaram aumento dos 

valores plasmáticos de ACTH em animais ADX submetidos ao estímulo de 

contenção, quando comparados com os animais controles (Laguna-Cerávolo, 

2006). Contudo, em nosso estudo observamos que o LPS induziu aumento ainda 

mais expressivo dos valores de ACTH. Os glicocorticóides são conhecidos por 

exercerem importante ação imunossupressora (Munck et al., 1984). Os valores 

periféricos e centrais de citocinas após adrenalectomia, em condições basais, 

encontram-se elevados, quando comparados aos valores de animais Sham 

(Goujon et al., 1996). Adicionalmente, estes autores demonstraram, também, que 

o tratamento com LPS em animais ADX acarreta aumento adicional nos valores de 

citocinas, o que poderia justificar o aumento expressivo dos valores de ACTH após 

LPS, observado no presente estudo. 

Com relação à ingestão de alimento, observamos que a endotoxemia 

induziu uma redução deste comportamento. Adicionalmente, observamos que 

animais intactos tratados com LPS apresentaram menor ganho de peso quando 

comparados com animais que receberam salina. Nossos dados estão de acordo 

com relatos da literatura demonstrando anorexia após administração de LPS ou 

citocinas (Faggioni et al., 1995; Fantuzzi et al., 1996; Plata-Salamán 1998), bem 

como, menor ganho de peso em animais submetidos a um estímulo infeccioso 

(Swiergiel & Dunn, 1999).  
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 O efeito anorexígeno induzido pela administração de LPS parece ser 

essencialmente mediado pelas citocinas, visto que, animais resistentes ao LPS 

não apresentam elevação de citocinas ou anorexia após administração da 

endotoxina, enquanto, o tratamento destes animais com IL-1 induz efeito 

anorexígeno potente (Segretti et al., 1997). Por outro lado, estudos utilizando 

antagonistas do receptor de citocinas falharam em reduzir a ingestão de alimento 

em animais que receberam tratamento com LPS (Kent et al 1992; Swiergiel et al 

1997).  

Durante processos inflamatórios/infecciosos é descrito aumento do gasto 

energético (Tocco-Bradley et al., 1987), como observado pelo aumento da 

atividade do sistema nervoso simpático (SNS) após a administração de LPS 

(MacNeil et al., 1996; MacNeil et al., 1997). As citocinas e PG são descritas como 

possíveis fatores intermediários do efeito do LPS sobre a atividade do SNS 

(Niijima et al., 1991; Ichijo et al., 1994; MacNeil et al., 1997). Desta forma o 

aumento da atividade do SNS e, conseqüentemente, do metabolismo periférico, 

induzido pela administração de LPS poderia contribuir pelo menor ganho de peso 

observado nestes animais. 

 No presente estudo a redução da ingestão alimentar não esteve 

associada à expressão de Fos em neurônios produtores de α-MSH, sugerindo que 

neurônios POMCérgicos do ARC poderiam não participar no efeito anorexígeno 

pós LPS, no modelo utilizado. Outros estudos, utilizando imunoistoquímica para 

Fos, também não observaram aumento da ativação do ARC após administração 

de doses anorexígenas de LPS (250 µg/Kg, i.p.; 150 µg/Kg, i.v.) ou citocinas (1,25 

µg/rato, i.p.) (Brady et al 1994; Sagar et al 1995; Konsman et al 1999). Contudo, 
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utilizando doses maiores de LPS (500 µg/Kg), observamos, em nosso laboratório, 

a expressão de Fos nos neurônios que expressam α-MSH no ARC (Menezes et 

al., dados não publicados), indicando que este núcleo poderia modular a ingestão 

de alimentos em uma situação de endotoxemia mais intensa. Assim, seriam 

necessários mais estudos, utilizando outras estratégias, como a expressão de 

outros marcadores de atividade neuronal, bem como estudo de expressão gênica, 

que possibilitem uma melhor avaliação da atividade de neurônios produtores de α-

MSH no ARC no modelo utilizado. 

O efeito anorexígeno após LPS, na dose utilizada, poderia envolver a 

participação de outras áreas hipotalâmicas. Como apresentado inicialmente, 

demonstramos aumento de dupla marcação Fos/CRF no PVN medial. Além de 

sua ação hipofisiotrófica sobre a atividade do eixo HHA, o CRF participa no 

controle de outros sistemas, como a homeostase energética, possuindo 

propriedades anorexígenas (Rivest et al., 1989; Richard et al., 2002). Em modelos 

de estresse de contenção, que também estão associados com a ativação do eixo 

HHA, o uso de antagonista do receptor de CRF induziu a reversão da anorexia 

(Krahn et al., 1986; Heinrichs & Koob, 1992). Assim, a anorexia induzida pelo LPS 

no presente estudo pode ser modulada pelo CRF produzido no núcleo 

paraventricular. 

  Além do hipotálamo, outras áreas relacionadas com a ingestão alimentar 

localizadas no tronco participam nos mecanismos de controle da ingestão 

alimentar, controlando o tamanho da refeição, ou seja, são capazes de induzir 

saciedade. Diversos estudos demonstraram aumento da expressão de Fos no 

NTS, AP e complexo motor dorsal do vago após administração de LPS (Wan et 
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al., 1994; Sagar et al., 1995; Zhang et al., 2000). O NTS é o mediador dos efeitos 

sacietógenos da colecistocinina (CCK). A liberação de CCK é induzida pela 

ingestão de alimento, porém, as citocinas podem modular a liberação de CCK, 

como observado pelo aumento das concentrações plasmáticas deste hormônio 

após administração de IL-1 (Daun & McCarthy, 1993). A CCK, produzida por 

células endócrinas intestinais, interage com receptores específicos, em 

terminações vagais, e sinaliza, via aumento da descarga de aferentes viscerais do 

nervo vago que se projetam para o NTS, (Moran et al., 1987; South & Ritter, 1988; 

Reidelberger et al., 1994; Broberger & Hokfelt, 2001). A subdivisão medial do NTS 

possui neurônios produtores de α-MSH e sua ativação induz redução da ingestão 

de alimento (Williams et al 2000, 2002). A liberação de CCK induz aumento da 

atividade dos neurônios POMCérgicos do NTS (Appleyard et al., 2005). Assim, 

ativação do NTS poderia ser um mecanismo envolvido na redução da ingestão de 

alimento pós LPS. 

A leptina, importante hormônio relacionado com o controle da homeostase 

energética, constitui um outro fator a ser considerado no comportamento de 

redução da ingestão alimentar durante um processo inflamatório/infeccioso. A 

liberação de leptina foi demonstrada após administração de LPS ou citocinas 

(Sarraf et al., 1997; Berkowitz et al., 1998), entretanto, animais ob/ob ou db/db, 

deficientes na secreção ou na ação da leptina, apresentam anorexia após 

administração de LPS ou citocinas (Faggioni et al., 1997). A atividade da leptina 

durante a endotoxemia parece estar relacionada com a modulação do efeito tóxico 

do LPS, visto que, animais ob/ob apresentam maior taxa de mortalidade após 

injeção de LPS (Faggioni et al., 1999). 
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Demonstramos que o tratamento com indometacina reduz o efeito 

anorexígeno induzido pelo LPS, indicando que as prostaglandinas participam no 

mecanismo que resulta em anorexia durante um processo infeccioso. A reversão 

parcial da redução da ingestão de alimento induzida pelo LPS foi também 

observada por Lugarini et al. (2002), porém, utilizando antagonista específico da 

COX-2. Ainda, Pecchi et al. (2006) demonstraram que após administração de IL-1 

ocorre up-regulation do gene da mPGE, responsável pela síntese de PGE2, em 

áreas do hipotálamo e complexo motor dorsal do vago. Foi observado, também 

que administração de LPS, induz aumento na expressão do RNAm da COX-2 em 

células perivasculares (Breder & Saper, 1996). Outros estudos demonstraram que 

o aumento da expressão dos genes responsáveis pela produção da PGE2 (mPGE 

e COX-2) está relacionado com os efeitos anorexígenos observados durante um 

processo inflamatório/infeccioso. Entretanto, o mecanismo pelo qual o bloqueio da 

síntese de prostaglandinas atenua a anorexia é controverso, visto que existem 

estudos demonstrando supressão da expressão do CRF (Lacroix & Rivest, 1996, 

1997) e também que o bloqueio da síntese de prostaglandinas não altera a 

expressão de CRF e NPY induzidas pelo LPS (Johnson et al., 2001).  

 Ainda, com relação ao tratamento prévio com indometacina em animais 

que receberam injeção de LPS, observamos que neste grupo ocorreu aumento do 

ganho de peso, quando comparado com animais previamente tratados com 

veículo que receberam administração posterior de LPS. A Administração central 

de PGE2 induz aumento rápido da descarga simpática (Ando et al., 1995), por 

outro lado, a administração central de indometacina bloqueia a ativação do SNS 

induzida pelo LPS (MacNeil et al., 1997). Assim, este bloqueio, juntamente com a 
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perda do efeito anorexígeno, podem justificar o aumento do ganho de peso após 

LPS, em animais que foram previamente tratados com indometacina. 

 Em animais ADX observamos que o comportamento alimentar, bem como 

o ganho de peso foram reduzidos quando comparados com animais Sham 

tratados com salina. Estes efeitos observados após ADX foram também descritos 

por outros pesquisadores (Schiffer & Wertheimer, 1947; Freedman et al., 1986). A 

administração de glicocorticóides em animais com as adrenais intactas aumenta a 

ingestão de alimento e o ganho de peso (Green et al., 1992; Zakrzewska et al., 

1997). Estudos demonstram que a ADX é capaz de reverter completa ou 

parcialmente o fenótipo obeso em animais ob/ob (Saito & Bray, 1984; Bailey et al., 

1986; Zakrzewska et al., 1997) e normalizar os valores hipotalâmicos do RNAm da 

POMC e AgRP  nestes animais (Makimura et al., 2000). A redução da ingestão de 

alimento associada à ausência de glicocorticóides pode ser decorrente do 

aumento da atividade da POMC hipotalâmica (Beaulieu et al., 1988) e redução da 

atividade NPY/AGRPérgica (White et al., 1990; Arvaniti & Richard, 1999).  

Observamos que o efeito anorexígeno induzido pelo LPS foi potencializado 

pela adrenalectomia. Os glicocorticóides suprimem a síntese e secreção de 

citocinas, bem como, de PG (Weidenfeld et al., 1993). Desta forma a retirada da 

contra-regulação exercida pelos glicocorticóides sobre a síntese e secreção 

destes dois sinalizadores com propriedades anorexígenas, pode ser o responsável 

pelo maior efeito anorexígeno observado em animais ADX tratados com LPS. A 

adrenalectomia induz aumento da expressão de CRF no núcleo paraventricular 

pela retirada do mecanismo de contra-regulação negativa exercida pelos 

glicocortcóides (Herman & Morrison, 1996). Assim, um outro mecanismo que pode 
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contribuir para maior efeito anorexígeno, nos animais adrenalectomizados que 

receberam LPS, seria a maior ativação de neurônios que expressam CRF neste 

grupo.  

 Em conclusão, o conjunto dos dados obtidos indica que os mecanismos 

envolvidos na ativação do eixo HHA, como as vias das prostaglandinas e a 

ativação de neurônios que expressam CRF do núcleo paraventricular, participam 

também na modulação do comportamento alimentar após a administração de LPS. 
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Após estímulo com LPS intraperitonial observamos: 

- Redução da ingestão alimentar e menor ganho de peso. 

- Aumento das concentrações plasmáticas de ACTH e corticosterona. 

- Ausência de expressão de Fos em neurônios que expressam α-MSH do núcleo 

arqueado. 

- Aumento da expressão de dupla marcação Fos/CRH em neurônios da subdivisão 

parvocelular medial 

 

O tratamento prévio com indometacina induziu as seguintes 

alterações das respostas após estímulo com LPS: 

- Atenuação do efeito anorexígeno e da perda de peso 

- Redução das respostas de ACTH e corticosterona 

 

A adrenalectomia induziu as seguintes alterações das respostas após 

estímulo com LPS: 

- Acentuação do efeito anorexígeno e da perda de peso 

- Acentuação da resposta de ACTH  

 

O conjunto dos dados obtidos indica que o estímulo com LPS induziu 

ativação de neurônios que expressam CRF do núcleo paraventricular, que resultou 

em um aumento na secreção de ACTH e corticosterona. A resposta hipofisária ao 

estímulo com LPS foi mantida após a retirada da retroalimentação negativa 

exercida pelos glicocorticóides. Adicionalmente, observamos que a ativação do 

eixo HHA envolve a participação das prostaglandinas. Ainda, os dados obtidos 
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indicam que a redução da ingestão alimentar após estímulo com LPS envolve, 

também, a participação das prostaglandinas. A adrenalectomia acentua o efeito 

anorexígeno após estímulo com LPS.  O aumento de atividade de neurônios 

CRHérgicos do PVN poderia contribuir para a redução da ingestão alimentar 

observada após estímulo com LPS. 
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Tabela 1: Valores individuais e média da ingestão alimentar acumulada em 

animais intactos tratados com LPS ou salina.  

 

Tempo (h)  Ingestão de Alimento Acumulada (g) 
Média ± 

EPM 
Salina 4,69 3,75 5,33 3,41 2,94 2,76 2,87 4,78 3,22  3,75 ± 0,31 

2 
LPS 2,32 2,79 2,87 2,22 2,72 2,70 3,28 1,86 3,18 2,72 2,67 ± 0,13 

Salina 5,63 5,63 7,11 5,36 3,43 5,99 5,26 6,95 3,68  5,45 ± 0,42 4 
LPS 3,25 5,58 3,82 4,00 5,45 4,05 3,28 2,32 4,09 4,54 4,04 ± 0,31 

Salina 8,45 8,45 9,77 7,31 4,90 8,75 6,69 9,13 5,52  7,66 ± 0,55 6 
LPS 4,65 5,58 4,78 5,33 5,90 4,95 3,28 3,72 5,90 6,36 5,05 ± 0,31 

Salina 11,26 9,38 12,00 8,78 5,39 10,13 9,56 10,00 5,99  9,17 ± 0,73 8 
LPS 7,44 6,51 6,22 6,22 7,72 5,85 5,16 5,11 8,63 7,27 6,61 ± 0,36 

Salina 11,26 10,32 15,11 10,73 6,37 11,98 12,91 11,73 7,83  10,92 ± 0,86 10 
LPS 7,90 9,30 8,13 8,00 10,00 6,75 7,04 5,11 9,09 8,63 7,99 ± 0,44 

Salina 14,08 11,26 16,88 12,68 7,84 13,36 14,83 11,73 9,21  12,43 ± 0,93 12 
LPS 8,83 10,69 8,13 9,33 10,00 7,20 7,04 6,51 9,54 10,00 8,73 ± 0,45 

Salina 19,71 17,37 21,77 19,02 15,19 17,97 20,09 17,82 18,43  18,60 ± 0,62 24 
LPS 15,34 17,20 15,31 15,55 15,90 13,96 13,61 13,48 15,90 16,81 15,31 ± 0,40 
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Tabela 2: Valores individuais e média do ganho de peso em animais intactos 

tratados com LPS ou salina. 

 

 Ganho de Peso (24 h) 
 Salina LPS 
 38,00 25,00 

 29,00 25,00 

 30,00 25,00 

 33,00 22,00 

 24,00 23,00 

 28,00 21,00 

 27,00 19,00 

 39,00 23,00 

 32,00 28,00 

  22,00 

Média ± EPM 31,11 ± 1,65 23,30 ± 0,80 
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Tabela 3: Valores individuais e média das concentrações plasmáticas de ACTH e 

corticosterona em animais intactos tratados com LPS ou salina. 

 

 60 minutos  120 minutos 

 ACTH 
(pg/mL) 

Corticosterona 
(µg/dL) 

 ACTH (pg/mL) Corticosterona 
(µg/dL) 

 Salina LPS Salina LPS  Salina LPS Salina LPS 
 32,80 40,00 4,76 4,78  32,80 1800,00 3,40 42,00 
 27,20 40,00 2,53 4,16  27,20 1380,00 3,05 35,65 
 29,60 56,00 2,79 4,98  20,00 1200,00 2,67 22,55 
 32,80 44,00 2,93 4,80  36,00 600,00 4,09 30,15 
 15,60 24,00 4,36 4,43  32,80 660,00 2,81 32,40 
 36,00 168,00 4,88 14,30  32,80  5,09  
 38,00 36,00 0,21 4,46      
 32,00 44,00 1,74 4,58      
 38,00 40,00 0,78 3,11      
 36,00 24,00 1,80 1,45      
 38,00 48,00 2,60 4,75      
 29,60 348,00 1,56 13,25      
 52,00 114,00 1,63 11,80      
 22,00 87,00 0,16 3,60      
  120,00  13,50      
  348,00  16,95      

Média 32,83 98,81 2,33 7,18  30,26 1128,00 3,52 32,55 
EPM 2,266 26,27 0,40 1,22  2,35 225,61 0,37 3,19 
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Tabela 4: Valores individuais e média da expressão de FOS em neurônios que 

expressam CRF nas divisões parvocelular medial (PaMP) e posterior (PaPo) do 

PVN em animais intactos tratados com LPS ou salina.  

 

 PaMP PaPo 
 Salina LPS Salina LPS 
 1,00 9,50 5,00 4,50 
 3,00 12,50 5,00 8,00 
 1,00 13,50  4,00 
 2,00   3,00 
    3,00 

Média ± EPM 1,75 ± 0,47 11,83 ± 1,20 5,00 ± 0,00 4,50 ± 0,92 
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 Tabela 5: Valores individuais e média da ingestão alimentar acumulada em 

animais pré-tratados com indometacina ou veículo que receberam administração 

de LPS ou salina. 

 

 

Tempo(h)  Ingestão de Alimento Acumulada (g) 
Média 

± 
EPM 

Salina 6,40 4,71 4,49 3,68 3,39 2,99 3,24 4,72      
4,20 ± 
0,39 Veículo 

LPS 2,11 2,67 1,78 2,38 2,55 1,74 1,90 2,08 1,59 0,83 2,22 2,55 2,08 
2,04 ± 
0,13 

Salina 4,16 4,04 5,71 5,07 3,49 4,01 3,57       
4,29 ± 
0,30 

 
2 
 

Indometacina 

LPS 3,87 3,83 3,89 3,60 3,73 3,60 3,27 2,57 3,14 2,95 2,94   
3,40 ± 
0,13 

Salina 6,40 6,16 4,49 3,68 3,39 3,41 3,24 5,11      
4,49 ± 
0,45 Veículo 

LPS 2,11 3,81 1,78 3,57 2,55 1,74 2,38 2,08 1,99 2,50 4,88 2,55 3,33 
2,71 ± 
0,25 

Salina 5,68 4,04 5,71 5,07 4,26 4,01 4,36       
4,73 ± 
0,28 

4 

Indometacina 

LPS 3,87 3,83 4,28 3,60 4,56 4,00 3,27 3,43 3,58 2,95 2,94   
3,66 ± 
0,15 

Salina 6,40 7,24 5,24 4,92 4,53 3,84 6,07 5,90      
5,52 ± 
0,38 Veículo 

LPS 2,95 4,19 1,78 4,76 2,97 2,17 2,85 2,91 3,58 2,91 4,88 4,68 4,16 
3,45 ± 
0,27 

Salina 5,68 5,51 5,71 6,25 5,42 4,41 4,36       
5,33 ± 
0,26 

6 

Indometacina 

LPS 4,22 3,83 5,05 4,00 4,56 4,40 3,68 3,43 4,48 4,22 3,36   
4,11 ± 
0,15 

Salina 7,60 7,61 5,24 5,73 5,28 5,98 6,07 7,87      
6,42 ± 
0,38 Veículo 

LPS 3,79 4,93 3,12 4,93 3,83 3,04 4,93 4,16 5,18 3,75 4,93 4,93 5,00 
4,35 ± 
0,21 

Salina 6,17 6,61 6,93 7,03 6,17 6,17 6,17       
6,46 ± 
0,14 

8 

Indometacina 

LPS 4,93 4,59 5,83 6,00 6,22 5,60 4,92 4,72 5,38 6,75 4,20   
5,38 ± 
0,23 

Salina 8,40 8,69 8,61 8,60 5,66 6,41 6,47 9,05      
7,74 ± 
0,46 

10 
Veículo 

LPS 4,64 5,74 4,01 5,74 5,10 3,47 5,74 5,00 5,97 5,00 5,74 5,74 5,83 
5,21 ± 
0,21 
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Salina 7,19 8,45 8,57 8,20 7,36 7,22 6,74       
7,68 ± 
0,27 

Indometacina 

LPS 6,33 6,51 7,40 7,20 7,46 6,80 5,73 4,72 5,83 6,75 5,46   
6,38 ± 
0,26 

Salina 10,80 9,78 8,98 8,60 8,30 8,97 8,90 10,23      
9,32 ± 
0,30 Veículo 

LPS 5,48 6,53 4,46 6,53 5,10 4,78 6,53 5,00 6,77 6,25 6,53 6,53 7,08 
5,96 ± 
0,24 

Salina 7,95 9,92 9,80 8,20 7,75 9,23 9,12       
8,85 ± 
0,33 

12 

Indometacina 

LPS 7,04 6,89 8,56 8,40 8,71 8,40 5,73 6,43 6,27 8,01 6,30   
7,34 ± 
0,32 

Salina 14,80 15,21 12,36 14,34 12,83 12,82 13,36 13,78      
13,69 ± 

0,36 Veículo 

LPS 10,97 12,97 10,27 11,11 10,21 9,56 11,90 9,58 10,36 11,25 12,00 11,49 11,25 
10,99 ± 

0,27 

Salina 14,01 15,81 15,10 13,67 15,11 14,05 13,88       
14,52 ± 

0,30 

24 

Indometacina 
LPS 13,03 12,26 12,84 12,40 16,18 12,80 11,88 11,16 11,21 11,39 12,18   

12,48 ± 
0,41 
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Tabela 6: Valores individuais e média do ganho de peso em animais pré-tratados 

com indometacina ou veículo que receberam administração de LPS ou salina. 

 

 Ganho de Peso (24 h) 
 Veículo Indometacina 
 Salina LPS Salina LPS 
 46,0 16,0 32,0 22,0 
 27,0 27,0 35,0 32,0 
 33,0 21,0 34,0 32,0 
 37,0 19,0 36,0 32,0 
 25,0 22,0  37,0 
  29,0  23,0 
    28,0 

Média ± EPM 33,6 ± 3,76 22,33 ± 1,93 34,25 ± 0,85 29,42 ± 2,04 
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Tabela 7: Valores individuais e média das concentrações plasmáticas de ACTH e 

corticosterona em animais pré-tratados com indometacina ou veículo que 

receberam administração de LPS ou salina. 

 

 60 minutos  120 minutos 
 ACTH (pg/mL) Corticosterona (µg/dL)  ACTH (pg/mL) Corticosterona (µg/dL) 
 Veículo Indometacina Veículo Indometacina  Veículo Indometacina Veículo Indometacina 

 Salina LPS Salina LPS Salina LPS Salina LPS  Salina LPS Salina LPS Salina LPS Salina LPS 

 26,4 380,0 20,00 52,0 5,80 18,68 7,06 7,73  28,8 560,0 24,00 126,0 4,70 30,0 7,20 28,15 

 32,8 40,0 15,60 68,0 6,60 4,10 6,34 5,51  40,0 1000,0 33,60 48,0 4,20 41,5 4,90 13,65 

 48,0 56,0 132,00 56,0 5,96 5,30 7,25 5,45  40,0 560,0 30,00 24,0 5,30 32,0 6,80 7,40 

 40,0 88,0 56,00 42,0 0,60 10,80 9,76 4,50  24,0 460,0 33,60 36,0 5,11 32,5 5,90 6,15 

 48,0 400,0 20,00 46,0 3,70 16,20 6,64 7,22  38,0 396,0 24,00 420,0 3,90 37,5 4,70 26,35 

 28,0 104,0 28,00 28,8 0,80 4,60 2,02 4,24  50,0 216,0 18,00 39,6 5,04 37,2 4,45 12,90 

 72,0 72,0 42,00 96,0 8,20 14,70 1,14 4,40  36,0  31,20 780,0 3,41  0,80 37,65 

  88,0 33,60 42,0  5,90  0,80  42,0  44,00 280,0 0,97  0,60 13,70 

  64,0  96,0  2,75  3,05  44,0   160,0 1,18   18,00 

  112,0    11,00       216,0    39,50 

             246,0    28,00 

             180,0    21,00 

Média 42,17 140,40 43,40 58,09 4,52 9,40 5,74 4,76  38,08 532,00 29,80 212,96 3,75 35,11 4,42 21,03 

EPM 5,97 42,18 13,50 7,68 1,10 1,79 1,15 0,69  2,60 107,10 2,80 61,89 0,54 1,76 0,88 3,18 
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 Tabela 8: Valores individuais e média da ingestão alimentar acumulada em 

animais submetidos à ADX ou cirurgia fictícia (Sham) que receberam 

administração de LPS ou salina. 

 

 

 

 

 

 

Tempo 
(h) 

 Ingestão de Alimento Acumulada (g) Média ± 
EPM 

Salina 2,66 3,67 3,29 4,29 3,93 3,44 3,38 4,54 4,36 4,46 3,80 ± 0,19 Sham 
LPS 2,72 2,04 1,79 1,85 0,81 1,15 1,16 2,08   1,70 ±  0,22 

Salina 2,17 3,40 3,29 2,11 2,91 2,64 2,23 2,42   2,65 ± 0,17 

 
2 
 ADX 

LPS 2,56 1,21 1,33 1,36 1,48 0,76     1,45 ± 0,24 

Salina 2,66 3,67 4,52 4,29 3,93 4,59 4,51 5,30 5,55 5,35 4,44 ± 0,27 Sham 

LPS 4,54 3,26 2,24 4,63 2,02 3,46 2,33 2,92   3,17 ± 0,35 

Salina 3,04 4,68 3,29 4,22 3,75 2,64 3,36 2,82   3,47 ± 0,24 

 
4 

ADX 

LPS 2,56 1,21 1,33 1,81 1,85 0,76     1,59 ± 0,25 

Salina 4,94 4,08 5,35 5,15 5,24 6,13 5,64 6,81 5,95 7,14 5,64 ± 0,28 Sham 

LPS 5,91 4,89 2,69 6,94 3,64 3,84 3,11 3,75   4,35 ± 0,51 

Salina 3,91 4,68 4,11 4,22 4,58 3,77 5,22 3,63   4,21 ± 0,17 

 
6 

ADX 

LPS 3,41 1,21 1,33 3,18 2,59 0,76     2,08 ± 0,45 

Salina 6,84 6,93 6,17 6,86 6,98 7,28 7,52 8,33 7,14 8,48 7,25 ± 0,22 Sham 

LPS 7,72 5,30 3,58 8,79 4,85 5,38 4,67 4,16   5,56 ± 0,63 

Salina 4,34 4,68 4,93 5,06 5,41 5,66 5,59 4,84   5,06 ± 0,16 

 
8 

ADX 

LPS 3,41 1,61 1,33 4,09 3,33 1,15     2,49 ± 0,51 

Salina 8,36 8,98 8,23 8,58 8,29 8,04 7,51 9,09 7,93 10,26 8,53 ± 0,24 Sham 

LPS 9,10 6,53 5,38 8,79 6,88 7,30 5,05 5,00   6,75 ± 0,56 

Salina 4,78 4,68 6,17 6,75 7,08 5,66 5,97 5,24   5,79 ± 0,30 

 
10 

ADX 

LPS 4,70 2,82 1,77 5,91 4,07 1,15     3,40 ± 0,74 
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Salina 10,64 10,61 9,87 9,87 10,04 10,34 9,39 11,36 9,92 11,60 10,36 ± 0,22 Sham 

LPS 11,36 7,75 5,83 10,18 7,28 8,07 5,44 6,66   7,82 ± 0,72 

Salina 5,65 5,95 8,64 7,17 10,41 6,03 7,09 6,85   7,22 ± 0,56 

 
12 

ADX 

LPS 5,98 4,83 2,22 6,36 5,18 1,15     4,29 ± 0,86 

Salina 14,82 13,87 15,22 15,88 16,15 14,56 14,28 15,15 13,88 13,84 14,77 ± 0,26 Sham 

LPS 16,81 13,47 10,76 14,35 12,14 11,53 8,95 11,66   12,46 ± 0,84 

Salina 8,26 8,08 11,93 12,23 11,25 8,68 11,94 11,29   10,46 ± 0,63 

 
24 

ADX 
LPS 9,40 8,46 5,77 10,91 8,14 3,44     7,69 ± 1,09 
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Tabela 9: Valores individuais e média do ganho de peso em animais submetidos à 

ADX ou cirurgia fictícia (Sham) que receberam administração de LPS ou salina. 

 
 
 

 Ganho de Peso (24 h) 
 Sham ADX 
 Salina LPS Salina LPS 
 33,0 36,0 10,0 5,0 
 38,0 28,0 19,0 9,0 
 33,0 18,0 23,0 10,0 
 42,0 27,0 30,0 19,0 
 48,0 24,0 16,0 13,0 
 36,0 25,0 25,0 7,0 
 36,0 7,0 33,0  
 34,0 10,0 18,0  
 33,0    
 31,0    

Média ± EPM 36,40 ± 1,62 21,87 ± 3,41 21,75 ± 2,67 10,50 ± 2,02 
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Tabela 10: Valores individuais e média das concentrações plasmáticas de ACTH e 

corticosterona em animais submetidos à ADX ou cirurgia fictícia (Sham) que 

receberam administração de LPS ou salina.  

 

 120 minutos 
 ACTH (pg/mL) Corticosterona (µg/dL) 
 Sham ADX Sham ADX 
 Salina LPS Salina LPS Salina LPS Salina LPS 
 44,00 1020,00 520,00 1320,00 0,40 14,27 0,40 0,40 
 46,00 780,00 480,00 2016,00 0,40 20,47 0,40 0,40 
 46,00 146,50 1080,00 2520,00 3,74 7,37 0,40 0,40 
 40,00 102,00 1280,00 1200,00 0,20 13,50 0,40 0,40 
 44,00 105,00 460,00 1500,00 3,31 18,80 0,40 0,40 
 32,80 139,90 800,00 799,20 0,51 28,15 0,40 0,40 
 52,00 600,00 920,00 2100,00 2,68 28,90 0,40 0,40 
   660,00 1200,00   0,40 0,40 
   880,00 3000,00   0,40 0,40 
    1620,00    0,40 
    1465,20    0,40 
         

Média 43,54 413,34 786,66 1703,67 1,54 18,78 0,40 0,40 
EPM 2,24 144,36 94,57 194,92 0,60 2,97 0,00 0,00 
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