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Estudos recentes têm demonstrado correlação positiva entre aumento da adiposidade, 

alterações metabólicas e vários mediadores inflamatórios. O presente trabalho avaliou a 

participação do receptor para o fator de ativação plaquetária (PAF) nessas alterações no tecido 

adiposo por meio da utilização de animais com deleção genética para tal receptor. Os animais 

foram divididos em 4 grupos experimentais: selvagem com dieta controle (WT-C), selvagem 

com dieta palatável (WT-P), animais com deleção para o receptor do PAF alimentados com 

dieta controle (PAFR-/--C) e palatável (PAFR-/--P).  

Os animais WT-P apresentaram aumento da adiposidade, hipertrofia dos adipócitos, 

maior expressão das enzimas acetil-CoA carboxilase (ACC) e lípase lipoproteica (LPL), 

aumento da concentração de colesterol total, das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, CCL-3 e CCL-5 

e menor tolerância à glicose quando comparados com o grupo WT-C. O grupo PAFR-/--P 

apresentou aumento do ganho de peso corporal, aumento dos tecidos adiposos viscerais, 

associado à hipertrofia dos adipócitos, aumento de triacilglicerol e colesterol total, ao passo, 

que não alteraram a concentração das citocinas no tecido adiposo, nem a tolerância oral à 

glicose em relação animais PAFR-/--C. A lipólise apresentou-se reduzida no grupo com 

deleção, bem como a liberação das citocinas TNFα e IL-6, tanto em condições basais quando 

após estímulo com meio hiperglicêmico em relação ao grupo selvagem. 

Os dados obtidos sugerem que a presença do receptor para o PAF é importante para a 

atenuação da adiposidade, para a homeostase lipídica e para a secreção de citocinas no tecido 

adiposo epididimal após estímulo com dieta palatável. O aumento de citocinas no tecido 

adiposo parece ser importante para o controle da expansão desse tecido. O aumento da 

adiposidade observado na ausência do receptor pode também estar relacionado, pelo menos 

em parte, ao menor índice lipolítico. 

 

 



 
 

17

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT



 
 

18

 

Recent studies have demonstrated the participation of several inflammatory mediators 

in immune and metabolic changes resulting from increased adiposity. This study evaluated 

the participation of the platelet-activating factor (PAF) receptor in the metabolic changes in 

adipose tissue through the use of animals with genetic deletion for this receptor. The animals 

were divided into four groups: wild type fed control diet (WT-C), wild type fed palatable diet 

(WT-P), animals with PAF receptor deletion fed a control (PAFR-/--C) or palatable diet 

(PAFR-/--P). 

The group WT-P showed increased adiposity, adipocyte hypertrophy, increased 

acetyl-CoA carboxylase (ACC) and lipoprotein lipase (LPL) enzymes expression, increased 

total cholesterol serum concentration and  high levels of the adipose tissue cytokines IL -1β, 

Il-10, CCL3 and CCL5.The mice fed a palatable diet also showed lower glucose oral 

tolerance. The group PAFR-/--P showed increased body weight gain, exacerbated  visceral 

adipose tissues fat mass, associated with hypertrophy of adipocytes when compared with 

group PAFR-/--C and WT-P. The group PAFR-/--P also had increased triglyceride and total 

cholesterol serum levels. No change was observed in relation to adipose tissue cytokines 

concentration or oral glucose tolerance in relation PAFR-/--C animals. The adipocyte lipolysis 

was lower in PAFR-/--C, as well as, the release of TNFa and IL-6 cytokines , both in basal or 

hyperglycemic medium conditions, when compared to WT-C group. 

  The results suggest that the presence of PAF receptor is important for the negative 

control of adiposity, for lipid homeostasis and the increased cytokines concentration in 

epididymal adipose tissue. The high levels of adipose tissue cytokines appears to be important 

to control the fat mass expansion. The increased adiposity observed in the absence of the PAF 

receptor can also, at least in part, be due to the lower adipocyte lipolysis. 
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A sobrevivência de organismos multicelulares depende da sua capacidade de lidar com 

infecções patogênicas, da cicatrização de lesões e da capacidade de armazenar energia para 

situações de baixa disponibilidade de nutrientes ou de alta demanda energética. Os sistemas 

metabólico e imune constituem requisitos básicos para sobrevivência dos animais (WELLEN, 

HOTAMISLIGIL, 2005). Muitos hormônios, citocinas, proteínas sinalizadoras, fatores de 

transcrição e lipídios bioativos desempenham funções tanto metabólicas quanto imunes, 

sendo assim essas vias são intimamente ligadas e interdependentes. A resposta inflamatória 

adequada necessita de suporte metabólico e de redistribuição de energia e, particularmente, a 

mobilização dos estoques lipídicos desempenha um importante papel no estabelecimento da 

resposta inflamatória de fase aguda (KHOVIDHUNKIT et al., 2004).  A resposta inflamatória 

favorece o estado catabólico e suprime as vias anabólicas, como por exemplo, a via de 

sinalização da insulina (WELLEN, HOTAMISLIGIL, 2005). 

A integração entre o metabolismo e a imunidade, que em condições fisiológicas é 

benéfica para a manutenção da saúde, pode se tornar deletéria em condições de baixo aporte 

energético, exemplificada pela imunossupressão característica de indivíduos desnutridos 

(KHOVIDHUNKIT, et al., 2004). A fome tem sido uma ameaça para a saúde humana ao 

longo da história, e por milhares de anos a ligação entre a infecção patogênica e a má nutrição 

foi bem estabelecida. No último século, entretanto, o pêndulo deslocou-se na direção oposta, e 

hoje muitos indivíduos apresentam excesso de peso ou obesidade. Com o advento da 

sobrecarga metabólica crônica, um novo grupo de problemas e complicações na intersecção 

entre metabolismo e imunidade emergiu, incluindo doenças inflamatórias ligadas à obesidade 

como diabetes, esteatose hepática e aterosclerose (HOTAMISLIGIL, 2004; 

HOTAMISLIGIL, 2006). Entre as várias razões para se manter um peso ideal está o 

paradigma emergente segundo o qual o desequilíbrio metabólico leva ao desequilíbrio imune, 
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com desnutrição e imunossupressão de um lado, e obesidade e aumento de marcadores 

inflamatórios do outro lado.   

 

1.1 O PAPEL DO TECIDO ADIPOSO 

 
 

O tecido adiposo está envolvido no depósito de energia na forma de gordura, substrato 

energético com alta densidade energética. Durante o jejum ou aumento da demanda energética 

o tecido adiposo apresenta mecanismos capazes de aumentar a quebra e liberação da gordura 

estocada suprindo, assim, as necessidades energéticas corporais (BERNE et al, 2004).  

A capacidade de armazenamento energético resulta do aumento das reservas de cada 

adipócito (hipertrofia) e/ou da replicação e diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos 

maduros (hiperplasia). A expansão do tecido adiposo relacionada à hipertrofia dos adipócitos 

está associada ao aumento da síntese e armazenamento de ácidos graxos sob a forma de 

ésteres de triacilglicerol e consequente aumento da adiposidade (KADOWAKI et al., 2003; 

HAUSMAN et al., 2001). Mudanças em curto prazo na adiposidade são importantes para o 

controle metabólico, por outro lado, o rompimento desse balanço no controle da deposição de 

gordura a longo prazo pode resultar em depósito insuficiente, como ocorre na lipodistrofia, ou 

excessivo, levando ao desenvolvimento da obesidade. A ausência de limite no estoque de 

gordura nos adipócitos representa uma vantagem adaptativa, entretanto, o estoque excessivo 

nessas células culmina em disfunção endócrina e/ou metabólica (TRAYHURN & WOOD, 

2005).  

O conteúdo de gordura corporal é determinado pelo balanço entre a deposição e a 

mobilização de lipídeos do tecido adiposo. A insulina tem um papel importante na síntese e 

armazenamento de ácidos graxos por estimular a captação de glicose, substrato necessário 

para a esterificação dos ácidos graxos, e estimular a atividade da lípase lipoproteíca (LPL) 
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presente no endotélio de vasos sanguíneos do tecido adiposo (PICARD et al, 1999), enzima 

fundamental para a hidrólise dos triacilgliceróis das quilomicra, em ácidos graxos livres e 

glicerol. A insulina também estimula a via de síntese de novo de ácidos graxos, através do 

aumento da transcrição gênica de enzimas envolvidas no processo lipogênico, como a acil-

CoA carboxilase (ACC) e a ácido graxo sintase (FAS). Além disso, a insulina inibe a quebra 

dos ésteres graxos (lipólise) ao aumentar a atividade da fosfodiesterase, enzima que inativa o 

AMP cíclico e, consequentemente, diminui a fosforilação de enzimas chaves para o processo 

lipolítico (KITAMURA et al., 1999). Durante o jejum, com a diminuição da concentração de 

insulina e o aumento da adrenalina circulante, os triacilgliceróis estocados no tecido adiposo 

são hidrolisados e mobilizados na forma de ácidos graxos livres sendo liberados para a 

corrente sanguínea chegando até outros tecidos, como no músculo esquelético, para serem 

utilizados como fonte de energia (BERNE et al., 2004).  

Até o início da década passada, acreditava-se que o papel essencial do tecido adiposo 

era a deposição de gordura, além de promover isolamento térmico e proteção mecânica contra 

traumas. Em 1994, com a descoberta da leptina por ZHANG e colaboradores, iniciou-se uma 

nova era de estudos sobre a função do tecido adiposo, como órgão endócrino. Atualmente, 

sabe-se que além do seu papel na homeostase energética, via armazenamento e mobilização 

de energia, o tecido adiposo é um tecido envolvido em vários processos fisiopatológicos e 

metabólicos (HIROSUMI et al., 2002; SABIO et al., 2008; KRYSIAK et al., 2010; FEREIRA 

et al., 2010). Essa mudança de perspectiva ocorreu devido ao reconhecimento de que o tecido 

adiposo é capaz de sintetizar e secretar vários hormônios, proteínas e peptídeos, fatores do 

complemento, citocinas, enzimas e receptores. O conjunto de moléculas sintetizadas pelo 

tecido adiposo tem efeitos biológicos importantes, como regulação da massa do tecido 

adiposo, modulação do balanço energético e ativação de fatores de transcrição (KIM, 2007). 
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De forma importante, essas moléculas participam no desenvolvimento das comorbidades 

presente em indivíduos obesos. 

 

1.2 OBESIDADE E COMORBIDADES ASSOCIADAS 

 
 

Nos últimos anos a prevalência da obesidade vem crescendo em quase todas as 

comunidades do mundo. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), há 300 milhões 

de obesos no mundo e, destes, um terço está nos países em desenvolvimento (WHO, 2004). A 

obesidade é definida pelo índice de massa corporal (IMC) igual ou superior a 30 Kg/m2. A 

OMS considera a obesidade um dos dez principais problemas de saúde pública do mundo, 

classificando-a como epidemia.  No Brasil, o número de indivíduos acima do peso ideal 

cresceu alarmantemente nos últimos anos. Dados coletados pelo sistema de Vigilância de 

Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico (VIGITEL), 

realizado nas 26 capitais brasileiras e no Distrito Federal em 2009, mostraram que a 

prevalência de excesso de peso foi de 46,6%, sendo que destes, 13,9% estavam obesos 

(VIGITEL, 2009).  

A obesidade pode resultar de um prolongado desequilíbrio energético ocasionado por 

aumento da ingestão de calorias e diminuição do gasto energético e está associada a uma série 

de alterações metabólicas e funcionais como o desenvolvimento de resistência à insulina, 

diabetes tipo 2, esteatose hepática, dislipidemias, aterosclerose, hipertensão, além de várias 

outras complicações cardiovasculares (MOKDAD et al., 2003).  Em conjunto, essas 

alterações são conhecidas como síndrome metabólica (REAVEN, 1988). A obesidade e as 

alterações metabólicas associadas estão entre as mais crescentes e deletérias doenças da 

atualidade. Estima-se que a prevalência global de diabetes tipo 2 irá dobrar para 350 milhões 
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de casos em 2030, gerando altos gastos para os cofres públicos (ALBERTI, 1997; HOGAN et 

al., 2003). 

O número crescente de indivíduos obesos e com síndrome metabólica, nos últimos 

anos, é decorrente de alterações na composição da dieta, associadas a mudanças econômicas, 

sociais, demográficas e comportamentais (POPKIN, 2001). Alguns estudos demonstram 

aumento crescente do consumo de ácidos graxos saturados, açúcares e refrigerantes, em 

detrimento da redução do consumo de carboidratos complexos, frutas, verduras e legumes, 

nas regiões metropolitanas do Brasil (MONTEIRO et al., 2000a; GALEAZZI et al., 1997). 

Observou-se também, um incremento da densidade energética da dieta, favorecido pelo maior 

consumo de carnes, leite e derivados ricos em gorduras (VIGITEL, 2009). A crescente 

substituição dos alimentos in natura ricos em fibras, vitaminas e minerais, por produtos 

industrializados (BARRETO & CYRILLO, 2001), associada a um estilo de vida sedentário, 

favorecido por mudanças na estrutura de trabalho, assim como avanços tecnológicos 

(POPKIN, 1999), compõem um dos os principais fatores etiológicos da obesidade. 

A associação entre a obesidade e outras doenças crônicas é documentada há vários 

anos (KELLEY, 1946; BRAM, 1947, DILLON & TRAPNELL, 1951). Porém, nas últimas 

duas décadas, com descoberta da liberação de mediadores inflamatórios pelo tecido adiposo 

durante sua expansão (HOTAMISLIGIL et al., 1993; SOMM, 2006; BRUUN, 2004; 

CHAVEY et al., 2009), um novo elo de ligação entre a obesidade e as alterações metabólicas 

passou a ser investigado. 

 

1.3 A RELAÇÃO ENTRE INFLAMAÇÃO E OBESIDADE 

 
Após a descoberta da secreção de leptina pelo tecido adiposo, ocorreu uma rápida 

expansão no conhecimento de proteínas e outras moléculas secretadas por esse tecido 

(TRAYHURN & BEATTIE, 2001; TRAYHURN & WOOD, 2004). Algumas dessas 
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proteínas são moléculas que participam do sistema imune e da resposta inflamatória 

(HOTAMISLIGIL, 2006). A primeira ligação entre obesidade e inflamação foi sugerida 

quando se descobriu que o fator de necrose tumoral alfa (TNFα), uma citocina com atividade 

pró-inflamatória, é expressa no tecido adiposo de roedores obesos (HOTAMISLIGIL, et al., 

1993).  

Várias das moléculas secretadas pelo tecido adiposo podem agir como sinais 

endócrinos, parácrinos e autócrinos na regulação da homeostase energética, incluindo a 

autorregulação do crescimento e o desenvolvimento do adipócito, assim como na homeostase 

corporal. Outras moléculas estão envolvidas na angiogênese (fator de crescimento endotelial 

vascular – VEGF), homeostase glicêmica (adiponectina, leptina e TNFα), reatividade vascular 

(inibidor do ativador de plasminogênio 1 – PAI-1) e na regulação da pressão sanguínea 

(angiotensinogênio) (FRUHBECK et al., 2001). As moléculas secretadas pelo tecido adiposo 

identificadas até o momento são altamente variadas e compreendem proteínas como as 

citocinas TNFα, interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), interleucina-1-β, (IL-1-β), 

quimiocina CC ligante 5 (CCL5), quimiocina CC ligante 3 (CCL3), fatores de crescimento 

(fator transformador de crescimento β – TGF-β), leptina, adiponectina, resistina, dentre outros 

(HOSTAMILISGIL et al.,1993; WU et al., 2007; HUBER et al., 2008).  

Embora o tecido adiposo seja capaz de sintetizar e secretar várias citocinas, não se 

sabe com clareza quais os fatores que levam esse tecido a apresentar perfil de secreção pró- 

inflamatório durante sua expansão (TRAYHURN et al, 2008). Entretanto, alguns estudos tem 

sugerido que tanto o estresse oxidativo quanto a hipóxia presentes durante a hipertrofia dos 

adipócitos podem ser responsáveis pelo aumento da secreção de mediadores inflamatórios 

pelo tecido adiposo (OZCAN et al., 2004; GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2007; HOUSTIS 

et al., 2006; TRAYHURN et al., 2008).  
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Vários trabalhos observaram uma correlação positiva entre o aumento da adiposidade 

em roedores e humanos e o aumento da concentração de TNFα, IL-6 e CCL-2 no tecido 

adiposo (HOTAMISLIGIL, 1993; CORICA, 1999; TSUKUI, 2000). Atenção considerável 

tem sido dada ao aumento da síntese e secreção de TNFα pelos adipócitos, bem como, seus 

efeitos na obesidade. A resposta inflamatória observada na obesidade é desencadeada no 

tecido adiposo, embora outros sítios metabólicos críticos, como o músculo e o fígado, possam 

estar envolvidos durante o curso da doença (HIROSUMI, 2002; FERREIRA et al., 2010).  

Na obesidade, a secreção de mediadores pró-inflamatórios pelos adipócitos, pré-

adipócitos e macrófagos residentes, levam ao infiltrado de células como 

monócitos/macrófagos (WEISBERG et al., 2003), linfócitos T (WU et al., 2007) e de 

neutrófilos (ELGAZAR-CARMON et al., 2008). No tecido adiposo, as células infiltradas 

também secretam várias citocinas, que estimulam os adipócitos a produzirem mais citocinas 

gerando assim um ciclo de retroalimentação positiva (XU et al., 2003).  Desta forma, ocorre a 

cronificação do processo inflamatório sustentada pela interação entre as células infiltradas no 

tecido e os adipócitos, conforme pode ser observado na figura 1. A interação entre essas 

células levam ao remodelamento do tecido adiposo, promovendo, por exemplo, o aumento da 

angiogênese, necessário para a expansão do tecido (MEDZHITOV, 2008; TAKAYOSHI & 

YOSHIHIRO, 2010). O processo inflamatório crônico presente na obesidade está envolvido 

na gênese da resistência à insulina e aumento da liberação de ácidos graxos (BERG & 

SCHERER, 2005; HOTAMISLIGIL, 2006; SCHENK, et al., 2008; ROCHA & LIBBY, 

2009).   

A resistência à insulina é definida como uma menor resposta à insulina em tecidos 

insulinodependentes, como, músculo, fígado e tecido adiposo. Nessa situação são necessárias 

concentrações maiores de insulina para manutenção da homeostase glicêmica (FACCHINI et 

al., 2001). A progressão da insensibilidade nesses três tecidos diminui a capacidade da 
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insulina em promover a captação de glicose, inibir a lipólise no tecido adiposo, bem como, a 

liberação e produção de glicose via glicogenólise e gliconeogênese no fígado, 

respectivamente. Em decorrência da resistência à insulina ocorre um aumento da glicemia e 

da liberação de ácidos graxos livres (UGER, 1995; UGER, 2002). 

 

 

 
Figura 1: O aumento da adiposidade estimula a síntese e secreção de várias citocinas pelo 

tecido adiposo. Essas citocinas liberadas participam do recrutamento de 

monócitos/macrófagos da corrente sanguínea. (Figura modificada de Wellen et al. J. Clin. 

Invest. 2003;112:1785-1788). 

 

 Vários pesquisadores tem demonstrado que o TNFα está envolvido no 

desenvolvimento de resistência à insulina no tecido adiposo (HOTAMILISGIL et al., 2003; 

UYSAL et al., 1997; MOON et al., 2010). Além disso, o TNFα também aumenta a taxa 

lipolítica (LANGIN & ARNER, 2006), inibe a diferenciação de pré-adipócitos (TORTI et al., 

1989), estimula a síntese de quimiocinas, como CCL-2, CCL-3 (WEISBERG et al, 2003; XU 
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et al, 2003)  e CXCL5 (CHAVEY  et al, 2009) e promove a apoptose de adipócitos (PRINS et 

al., 1994; SORISKY, et al., 2000).  

Outra citocina também envolvida nas alterações metabólicas decorrentes do aumento 

da adiposidade é a IL-6. Os níveis plasmáticos dessa citocina estão aumentados em indivíduos 

com diabetes tipo 2 e positivamente correlacionados com o índice de massa corporal e com a 

concentração plasmática de ácidos graxos livres (LAZAR, 2005; MOHAMED-ALI, et al., 

1997). Tal como o TNF-α, a IL-6 é capaz de estimular a lipólise, diminuir a remoção de 

triacilglicerol do soro e reduzir a sensibilidade à insulina (SENN et al., 2003), modulando 

assim o metabolismo de lipídeos e de glicose. A IL-1β também tem sua concentração 

aumentada na obesidade (ZHANG et al., 2001). Alguns estudos demonstram, que o 

desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 durante a obesidade é acompanhado pelo 

aumento da concentração de IL-1β na circulação e nas ilhotas pancreáticas (MAEDLER et al., 

2009). Além disso, a apoptose das células beta, responsáveis pela síntese e secreção de 

insulina, observada durante exposição crônica a meio hiperglicêmico, é dependente de IL-1β 

(MAEDLER et al., 2001 e 2002). Desta forma, o aumento desta citocina compromete a 

síntese de insulina por diminuir o número de células betas. Foi demonstrado que a 

concentração de algumas quimiocinas, como CCL1, CCL2 e CCL5, está aumentada na 

obesidade (GERHARDT et al., 2001; WU et al., 2007). Além das citocinas pró-inflamatórias, 

o tecido adiposo também é capaz de secretar moléculas com atividade antiinflamatórias como 

a IL-10 e adiponectina (TILG et al., 2005). Há relatos na literatura de que a IL-10 está 

aumentada em indivíduos obesos, provavelmente, como parte de um mecanismo homeostático 

para contrapor os efeitos dos mediadores inflamatórios (STRISSEL et al., 2007; ESPOSITO 

et al., 2003). Por outro lado, a concentração de adiponectina, conhecida por melhorar a 

sensibilidade à insulina, está reduzida na obesidade (VENDRELL et al., 2004).  
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Além dos mediadores inflamatórios já descritos, um trabalho recente demonstrou que 

adipócitos, mas não pré-adipócitos, após estimulados com TNFα, são capazes de secretar o 

fator de ativação plaquetária (PAF), um importante mediador lipídeo pró-inflamatório 

(GOUNTOPOULOU et al., 2008).  

 

1.4 O FATOR DE ATIVAÇÃO PLAQUETÁRIA (PAF) 

 
 

O fator de ativação plaquetária (acetil-gliceril-éter-fosfricolina) é um potente mediador 

lipídico pró-inflamatório que atua em concentrações extremamente baixas. Apesar da 

denominação, o PAF tem ação sobre diferentes tipos de células e é importante para o processo 

inflamatório tanto agudo quanto crônico. O PAF foi o primeiro mediador inflamatório 

lipídico, derivado de fosfolipídios a ser descoberto (BENVENISTE, 1974), que funciona 

como um mediador intercelular e também como mensageiro intracelular (SNYDER, 1994). A 

sinalização do PAF resulta da sua ligação a receptores específicos acoplados à proteína G e 

não de efeitos diretos sobre a membrana plasmática de células alvo. A ligação do PAF aos 

seus receptores promove amplas ações, sendo capaz de produzir muito dos fenômenos da 

inflamação, incluindo ativação de neutrófilos e quimiotaxia, alteração da permeabilidade 

vascular e ativação plaquetária (MONTRUCCHIO et al., 2000).  

As plaquetas e uma variedade de células como os monócitos/macrófagos, neutrófilos, 

eosinófilos, basófilos, células endoteliais e adipócitos produzem PAF quando adequadamente 

estimuladas (CAMUSSI et al., 1990; TRIGGIANI et al., 1991; KARASAWA K. et al., 2003; 

GOUNTOPOULOU et al., 2008). Exemplos de substâncias capazes de levar a produção de 

PAF incluem radicais livres de oxigênio (HOTTER et al., 1997), IL-1α, bradicinina e TNF-α  

(MONTRUCCHIO et al., 2000). Muitas das células produtoras de PAF também apresentam 

receptores para esse mediador lipídico (YE et al., 1991). O PAF é biologicamente ativo, pois 
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apresenta características estruturais próprias necessárias para sua ligação a receptores 

específicos, bem como, para o seu reconhecimento por enzimas envolvidas no seu processo 

de degradação e/ou de síntese. Seu reconhecimento como substrato é importante, pois, se a 

degradação enzimática não fosse específica para esta estrutura não usual de fosfolipídio, 

poderia haver uma hidrólise contínua de fosfolipídios estruturais (VENABLE et al., 1993; 

PRESCOTT et al., 2000). O precursor do PAF, acil-PAF, é convertido pela enzima 

fosfolipase A2 a liso-PAF, que é então acetilado pela PAF-acetiltranferase, para finalmente 

produzir o PAF. A degradação ocorre pela desacetilação do PAF novamente em liso-PAF pela 

enzima PAF-acetilhidrolase (PAF-AH) (SNYDER, 1994). A presença do PAF foi detectada 

em praticamente todos os fluidos corporais (ISHII, NAGASE, SHIMIZU, 2002) e esse 

apresenta um espectro muito amplo de atividades biológicas.  

Além de seu papel clássico no processo inflamatório, existem alguns trabalhos na 

literatura, principalmente da década de 80, mostrando que o PAF participa do metabolismo 

(HANAHAN, 1986; BRAQUET et al., 1987 e SNYDER, 1989).  Já foi demonstrado que o 

PAF em concentrações de 1mM a 10pM é capaz de estimular a glicogenólise em fígado 

perfundido de ratos (SHUKLA et al., 1993), entretanto, o mesmo não ocorre em hepatócitos 

(FISHER et al., 1984). Isso ocorre porque os receptores para o PAF estão presentes nas 

células de Kupffer (CHAO et al., 1989) evidenciando, desta forma, que o metabolismo de 

glicose pode ser alterado por produtos secretados pelas células de Kupffer. Ainda no fígado, o 

PAF é capaz de estimular a lipogênese (EVANS et al., 1990), além disso, outro estudo 

demonstrou que a infusão de PAF e capaz de aumentar a atividade da enzima lipase 

lipoproteica liberada pela infusão de heparina em ratos (MIMURA et al., 1991).  Vários 

estudos em humanos tem evidenciado que a concentração da enzima PAF-acetilhidrolase está 

aumentada em obesos (KUDOLO et al., 1997; WU et al., 1999), sugerindo que a 
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metabolização do PAF pode estar relacionada com a patogênese da obesidade (IYER et al., 

2010).  
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2. JUSTIFICATIVA 
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A obesidade e as doenças metabólicas associadas estão entre as mais comuns e 

deletérias patologias da atualidade, constituindo uma ameaça a saúde da população mundial. 

Recentemente, foi demonstrado que durante a obesidade ocorre um processo de inflamação 

crônica sub-clínica. Essa inflamação é apontada como um elo entre a obesidade e algumas 

patologias, como diabetes tipo 2, aterosclerose, complicações cardiovasculares, dentre outros. 

Vários estudos tem sido conduzidos com a finalidade de elucidar a participação de diferentes 

mediadores inflamatórios nas alterações metabólicas presentes na obesidade. Esses estudos 

tem demonstrado que durante a obesidade ocorre aumento da síntese e secreção de citocinas 

como TNFα, IL-6 e CCL2 no tecido adiposo. Essas citocinas podem promover resistência à 

insulina, aumento de ácidos graxos livres circulantes e maior infiltração de 

monócitos/macrófagos no tecido adiposo. Além disso, trabalhos desenvolvidos em roedores 

com deleção genética de receptores e/ou citocinas, bem como o uso de antagonistas de alguns 

mediadores inflamatórios, tem se mostrado eficientes na prevenção do desenvolvimento das 

comorbidades associadas à obesidade. Esses resultados, em conjunto, tem evidenciado que a 

modulação dos mediadores inflamatórios secretados pelo tecido adiposo em expansão pode 

ser uma ferramenta terapêutica importante para prevenção das comorbidades associadas à 

obesidade. Diante disso, é extremamente importante estudar a participação de diferentes 

mediadores inflamatórios durante a expansão do tecido adiposo. 

Recentemente, demonstrou-se que adipócitos, quando estimulados com TNFα, são 

capazes de secretar o fator de ativação plaquetária (PAF), um importante mediador lipídico 

pró-inflamatório. Embora, na literatura haja vários relatos de que a enzima envolvida na 

metabolização desse mediador estaria aumentada em indivíduos obesos, nenhum trabalho até 

o momento foi realizado para avaliar a participação do PAF nas alterações metabólicas e 

inflamatórios no tecido adiposo. Desta forma, esse trabalho, tem por objetivo estudar a 

participação do PAF nas alterações metabólicas e inflamatórias no tecido adiposo induzidas 
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por dieta palatável em camundongos. Para isso, foram utilizados camundongos geneticamente 

modificados que não apresentam o receptor para o PAF e animais selvagens alimentados com 

uma dieta capaz de induzir aumento de adiposidade e de mediadores inflamatórios, bem como 

alterações no metabolismo de glicose e lipídios. 
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3. OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo desse trabalho foi estudar a participação do receptor para o PAF nas 

alterações metabólicas e na concentração e secreção de citocinas pelo tecido adiposo em 

camundongos alimentados com dieta palatável. 

 

3.1 Objetivos específicos  

 
i. Verificar se adipócitos e células do estroma vascular expressam o receptor para o 

PAF.  

ii. Verificar o efeito da ausência do receptor para o PAF na evolução de ganho de 

peso ponderal, ingestão alimentar, bem como, na adiposidade e morfologia dos 

adipócitos.  

iii. Analisar se a ausência do receptor para o PAF altera o perfil lipídico no soro de 

animais alimentados com a dieta palatável.  

iv. Verificar se a ausência do receptor para o PAF interfere nas vias de deposição de 

gordura no tecido adiposo. 

v. Analisar se a ausência do receptor para o PAF modifica a porcentagem de 

macrófagos e a produção de citocinas no tecido adiposo de animais alimentados 

com a dieta palatável.  

vi. Analisar se a ausência do receptor para o PAF altera o índice lipolítico e a 

liberação de mediadores inflamatórios por adipócitos após estímulo 

hiperglicêmico.  

vii. Verificar se a ausência do receptor para o PAF altera a tolerância à glicose.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
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4.1 ANIMAIS E SEU TRATAMENTO 

 
Esse projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

UFMG (CETEA- protocolo 84/2009) sob o título de “Fator de ativação plaquetária: um 

possível participante das alterações metabólicas e inflamatórias na obesidade induzida por 

dieta.”  

Para a realização dos experimentos, foram utilizados camundongos com seis a sete 

semanas de vida, das linhagens C57B/6J e C57B/6J-PAFR-/-. Os animais PAFR-/- foram 

criados no Biotério do Laboratório de Imunofarmacologia do ICB, UFMG. Os animais 

selvagens (C57B/6J) e animais com deleção genética do receptor para o PAF foram divididos 

em quatro grupos experimentais de acordo com a dieta que receberam:  

 

1- Animais selvagens alimentados com dieta controle (WT-C); 

2- Animais selvagens alimentados com dieta palatável (WT-P); 

3- Animais com deleção genética do receptor para o PAF alimentados com dieta  

      controle (PAFR-/--C); 

4- Animais com deleção genética do receptor para o PAF alimentados com dieta 

palatável (PAFR-/--P). 

 

Os animais tiveram livre acesso à água e à dieta determinada.  

A tabela 1 apresenta a distribuição de macro e micronutrientes, assim como a 

porcentagem de kilocalorias provenientes da dieta controle e da dieta palatável, obtidos 

através da análise bromatológica da dieta realizada no laboratório de qualidade do leite 

da escola de veterinária da UFMG. 

Tabela 1. Distribuição de macro e micronutrientes e densidade calórica (Kcal/g) da 

dieta controle e palatável. 
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 Dieta Controle  Dieta Palatável  

Proteína (%) 26,3 17,5 

Lipídio (%) 2,6 5,0 

Carboidrato (%) 55,6 64,8 

Fibra bruta (%) 6,2 4,1 

Minerais (%) 9,3 8,5 

Energia (Kcal/g) 4,0 4,4 

 
 

A ingestão alimentar média foi determinada a partir da diferença entre a 

quantidade de ração ofertada e a quantidade restante na gaiola dos animais durante as 

trocas. O valor obtido foi dividido pelo número de animais que estavam na caixa.  O 

peso corporal foi avaliado uma vez por semana em balança semi-analítica com 

capacidade para 500 gramas e variação de 0,01 grama.   

Na sétima semana, após início da alimentação com a dieta determinada, foi 

realizado o teste oral de tolerância à glicose. Na oitava semana os animais foram 

deixados em jejum por aproximadamente 12 horas e então eutanasiados por 

exsanguinação após terem sido anetesiados com 100µl de anestésico ketamina: xilasina: 

PBS (3:1:4). Os tecidos adiposos epididimal, retroperitonial e mesentérico foram 

removidos e utilizados imediatamente ou conservados em freezer -20°C até o momento 

do uso. O tecido adiposo utilizado para análise de biologia molecular foi conservado no 

freezer -80oC. O sangue foi coletado em tubos, centrifugado à 3000 rpm por 15 minutos 

à 4oC para a obtenção de soro e armazenado à - 20°C para a dosagem de triacilglicerol, 

colesterol total e glicose.  
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4.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS  

 

4.2.1 Isolamento de adipócitos e células do estroma vascular 

 Após a eutanásia dos animais, o tecido adiposo epididimal foi removido, 

fragmentado e incubado com colagenase específica em banho-maria por 

aproximadamente 45 minutos a 37°C, sob agitação contínua, conforme descrito por 

RODBELL (1964). Ao término do período de incubação, as células foram filtradas 

através de uma tela de nylon e centrifugadas a 500 rpm por 1 minuto. Foi coletado o 

sobrenadante, que continha os adipócitos, e o infranadante foi usado para a obtenção das 

células do estroma vascular. Os adipócitos foram lavados três vezes com tampão 

HEPES (pH 7,4) contendo 1% de albumina bovina livre de ácidos graxos. Os adipócitos 

isolados foram ressuspensos na proporção de 1g de tecido para 20 mL de tampão. 

 

4.2.2 PCR em tempo real (Real-time PCR) 

Para a quantificação relativa da expressão do RNAm do receptor para o PAF, 

foram utilizados adipócitos isolados e células do estroma vascular, obtidas como 

descrito no 4.2.1. Para a quantificação da expressão dos demais RNAm, foram usados 

fragmentos do tecido adiposo epididimal. O RNA total foi extraído com TrizolTM (life 

technologies) e procedeu-se a extração das amostras com clorofórmio-isopropanol 

conforme protocolo do fabricante. Para reação da transcriptase reversa, foi utilizado kit 

da Pharmacia/Biotech para síntese da fita de DNA complementar (cDNA). Com o uso 

de primers específicos (tabela 2), o cDNA do receptor para o PAF,  acil CoA 

carboxilase, lípase lipoproteica, interleucina-6 e proteína 18S foram amplificados. 
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Como controle da quantidade de RNA utilizado, foi determinado o nível de expressão 

de gene da proteína mitocondrial 18S de todas as amostras. 

 

Tabela 2. Primers para PCR em tempo real. 

Gene Primer Sequência 

Receptor do 

PAF 

Senso 

Antisenso 

5´- CCT CCC ACT GTG GAT TGT CTA CT 3`   

5`GCC ACG TTG CAC AGG AAG T 3` 

Acil-CoA 

carboxilase 

(ACC) 

Senso 

Antisenso 

5’ – TCC GCA CTG ACT GTA ACC ACA T -3’ 

5’ – TGC TCC GCA CAG ATT CTT CA -3’ 

Lipase 

lipoproteica 

(LPL) 

Senso 

 

Antisenso 

5’ – AGT CTG GCC TCG AAC TAA ACT ATG 

TAT -3’ 

5’ – TCC CAG GAC ACA GGA AGC TAA -3’ 

Interleucina 6 

(IL-6) 

Senso 

Antisenso 

5’ – TTC CAT CCA GTT GCC TTC TTG -3’ 

5’ – TTG GGA GTG GTA TCC TCT GTG A -3’ 

18S Senso 

Antisenso 

5’ – CGT TCC ACC AAC TAA GAA CG -3’ 

5’ – CTC AAC ACG GGA AAC CTC AC -3’ 
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4.2.3 Análise morfológica dos adipócitos do tecido adiposo epididimal 

 

4.2.3.1 Processamento do tecido adiposo epididimal para a microscopia de 

luz 

Fragmento do tecido adiposo epididimal com cerca de 50-100mg foram 

removidos e imersos em solução fixadora de formaldeído à 10% em tampão fosfato 

0,1M, pH 7,4, por um período de 24 horas. Em seguida, procederam-se várias etapas de 

desidratação em série crescente de álcoois (70º, 85º, 90º, 95º, 100º), a diafanização com 

xilol e a inclusão em parafina. Foram obtidas, no micrótomo, secções histológicas de 

5µm de espessura. As secções foram colocadas em lâminas e coradas com hematoxilina, 

contrastada com eosina e, em seguida avaliadas por microscopia de luz.  

 

 4.2.3.2 Aquisição de imagens no microscópio e mensuração da área e 

perímetro 

Para a determinação do tamanho dos adipócitos, as lâminas foram analisadas 

através de microscópio de luz, equipado com uma câmera digital (Motican 2500). O 

perímetro e a área seccional foram obtidos através da mediada aleatória de 50 adipócitos 

por lâmina e posterior análise com o programa ImageJ  para o processamento de 

imagens digitais. 

 

4.2.4 Dosagens bioquímicas 

 O triacilglicerol, colesterol total e glicose presentes no soro foram quantificados 

por Kit enzimático (KATAL, Belo Horizonte, MG) segundo as instruções do fabricante. 
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4.2.5 Extração de citocinas do tecido adiposo 

Fragmentos do tecido adiposo epididimal (100mg) foram homogeneizados em 1 

mL de solução de extração de citocinas (NaCl 0,4M; tween 20 0,05%; albumina de soro 

bovino 0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila 0,1 mM; cloreto de benzetônio 0,1mM; 

EDTA 10 mM; 20 UI de aprotinina), preparada a partir de uma solução de tampão 

fosfato (8g NaCl, 0,2g KCl e 2,89g Na2HPO4.12H2O diluídos em 1 litro). O 

homogeneizado resultante foi centrifugado por 10min a 10000 r.p.m. a 40C e o 

infranadante foi recolhido para a dosagem de citocinas por ELISA. 

 

4.2.6 Determinação da concentração de citocinas por ELISA 

As amostras foram diluídas na proporção de 1:4 em PBS contendo 0,1% de 

albumina bovina. Os níveis de IL-10, IL-1β, CCL3 e CCL5 foram determinados 

utilizando-se anticorpos obtidos da R&D Systems (DuoSet). As instruções do fabricante 

para a realização dos ensaios foram seguidas, e estão resumidamente descritas abaixo. 

Todos os ensaios foram realizados em placas com 96 poços (Nunc, USA). Os 

anticorpos de captura foram diluídos em PBS, pH 7,4, sendo que a sensibilização 

ocorreu durante aproximadamente 18 horas à 40C. A placa foi bloqueada com PBS 

acrescido de 1% de albumina bovina, em seguida as amostras foram pipetadas na placa. 

A reação ocorreu durante aproximadamente 18 horas à 40C.  Os anticorpos de detecção 

foram diluídos em PBS, pH 7,4, com 0,1% de albumina bovina, sendo que a 

sensibilização ocorreu durante aproximadamente 2 horas à temperatura ambiente. A 

reação foi detectada pela incubação com streptavidina conjugada com peroxidase e 

revelada com OPD (“o-phenylendiamine dihidrocloride”-Sigma) A reação foi 

interrompida com H2SO4 a 1M . 
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A leitura foi feita no leitor de ELISA com filtro para um comprimento de onda 

de 492nm.   

Os resultados foram expressos corrigidos pela concentração de proteínas totais 

presente no tecido adiposo epididimal. As proteínas presente no homogeneizado usado 

para o ensaio de ELISA foram quantificadas através do método de Bradford (1976).  

 

4.2.7 Cultura primária de adipócitos  

 Adipócitos isolados (4.2.1) foram incubados com meio Dulbecco’s modified 

Eagle’s (DMEM) acrescido de penicilina, soro fetal bovino e 10% de albumina bovina 

livre de ácidos graxos na presença ou não de meio hiperglicêmico (25 mM) por 24 horas 

em estufa de CO2 à 5% (Chuang et al., 2007). Após o período de incubação, o meio 

infranadante foi coletado para determinação da liberação de citocinas como descrito no 

item 4.2.6 e de glicerol como descrito no item 4.2.8. 

 

4.2.8 Índice lipolítico in vitro  

A liberação de glicerol para o meio de incubação foi utilizada como medida do 

índice lipolítico. O meio de incubação de adipócitos em cultura foi usado para 

determinação da concentração de glicerol através de método enzimático (KATAL, Belo 

Horizonte, MG). Foram seguidas as instruções do fabricante.  

 

4.2.9 Ensaio de viabilidade de células em cultura utilizando o método do MTT 

 Após a coleta do infranadante, os adipócitos em cultivo foram submetidos a um 

ensaio de viabilidade para avaliar a sobrevivência das células. Para isso, as células 
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foram cultivadas na presença de 200µL de uma solução de MTT a 500µg/mL em meio 

de cultura DMEM a 37oC. Após 4 horas de incubação, o infranadante foi descartado e 

as células lisadas pela lavagem com uma solução de SDS a 10% em formamida/água 

(1:1). Foram transferidos 100µL do lavado para uma placa de ELISA e a densidade 

óptica foi avaliada no comprimento de onda de 550nm. Os valores obtidos são 

expressos como a absorbância média das amostras.  

 

4.2.10 Citometria de Fluxo 

As células do estroma vascular do tecido adiposo epididimal foram isoladas 

como descrito no item 4.2.1. Essas células foram lavadas com solução de DMEM 

acrescido com 10% de soro fetal bovino, contadas e marcadas com anticorpos para 

componentes específicos de macrófagos ativados: GR- F4/80+. A fluorescência de cada 

célula foi mensurada rapidamente pelo feixe de excitação transversa e analisada com 

FACScan. Os dados foram expressos em porcentagem de células GR- F4/80+ presentes 

no gate de granulócitos. 

 

4.2.11 Teste oral de tolerância à glicose 

Para o teste oral de tolerância à glicose foram utilizados camundongos no estado 

de jejum de aproximadamente 12 horas. Os animais receberam, por gavagem, D-glicose 

na dose de 0,2g/100g de peso corporal, e a concentração sanguínea de glicose foi 

monitorada aos 0, 15, 30, 60 e 90 minutos após a injeção, utilizando um glicosímetro 

Accue-Check (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, Indiana, USA). As amostras de 

sangue foram obtidas da cauda dos animais após um pequeno corte na ponta da mesma. 
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4.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
Após ter sido realizado o teste de normalidade e verificado que as amostras 

apresentavam distribuição Gaussiana, as comparações estatísticas entre os vários grupos 

foram feitas por ANOVA “one way” seguida de pós-teste Newman-Keuls. Para 

comparação entre dois grupos, quando necessário, foi utilizado o teste “t de student”. Os 

resultados foram apresentados como média±erro padrão médio. O nível de significância 

adotado foi de p<0,05. Para a realização de todas as análises, foi utilizado o software 

GraphPad PRISM, GraphPad software Inc. (San Diego, CA, USA). 
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5. RESULTADOS 
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5.1 Expressão do RNA mensageiro do receptor para o PAF em adipócitos 

 

 Como mostrado na figura 1, o RNA mensageiro para o receptor do PAF é 

expresso tanto em adipócitos quanto em células do estroma vascular.  
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Figura 2: Expressão do RNAm para o receptor do PAF em células do estroma vascular 

(CSV) e adipócitos (AD) isolados do tecido adiposo epididimal de animais selvagens 

(WT). As barras representam a média ± erro padrão. n= 3 e 4.  

 

5.2 Ingestão alimentar, peso ponderal, biometria dos tecidos adiposos epididimal, 

mesentérico e retroperitonial e análise morfológica dos adipócitos do tecido 

adiposo epididimal 

 

Animais selvagens, quando alimentados com a dieta palatável, apresentaram 

ganho de peso similar aos animais alimentados com a dieta controle (Figura 2A). 

Entretanto, os animais deficientes para o receptor do PAF alimentados com a dieta 

palatável tiveram ganho de peso maior quando comparado a animais com deleção que 
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receberam a dieta controle ou quando comparados aos animais selvagens alimentados 

com a dieta palatável. O aumento de peso corporal não está associado ao aumenta da 

ingestão alimentar, uma vez que não houve diferença nesse parâmetro em nenhum dos 

grupos avaliados (Figura 2B).   
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Figura 3: Ganho de peso ponderal e ingestão alimentar de camundongos selvagens 

(WT) e com deleção genética do receptor para o PAF (PAFR-/-), alimentados com dieta 

controle - C e palatável - P. (A) Representação do ganho de peso corporal avaliado 

semanalmente. (B) Ingestão alimentar diária média referente às oito semanas 

experimentais. As barras representam a média ± erro padrão, n= 9. *p<0,05. 

 

B 
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Conforme pode ser observado na figura 3, animais selvagens alimentados com a 

dieta palatável apresentaram aumento do peso dos tecidos adiposos epididimal (Figura 

3A), mesentérico (Figura 3B) e retroperitonial (Figura 3C) quando comparados ao seu 

respectivo controle. Entretanto, na ausência do receptor para o PAF, animais 

alimentados com dieta palatável apresentaram aumento de até três vezes na adiposidade 

em relação ao grupo PAFR-/--C. O aumento de adiposidade do grupo PAFR-/--P foi 

significativamente maior do que o encontrado no grupo selvagem alimentados com a 

mesma dieta. 
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Figura 4: Biometria de três tecidos adiposos intraperitoniais de camundongos selvagens 

(WT) e com deleção genética do receptor para o PAF (PAFR-/-) alimentos com dieta 

controle -C e palatável - P. Peso dos tecidos adiposos epididimal (A), retroperitonial (B) 

A B 

C 
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e mesentérico (C).  As barras representam a média ± erro padrão, n= 10-15. **p<0,01 e 

***p<0,001.  

A análise histológica do tecido adiposo epididimal mostrou que os dois grupos 

alimentados com a dieta palatável apresentaram aumento da área (Figura 4A) e do 

perímetro (Figura 4B) dos adipócitos quando comparados com seus respectivos 

controles. Todavia, esse aumento foi maior no grupo PAFR-/--P que no grupo WT-P. 

Esse resultado mostra que o aumento da adiposidade induzida pela dieta está 

relacionado com a hipertrofia dos adipócitos.   
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Figura 5: Análise histológica de secções do tecido adiposo epididimal de animais 

selvagens e com deleção genética do receptor para o PAF alimentados dieta controle-C 

e palatável-P. Tecido adiposo epididimal dos animais WT-C (A), WT-P (B), PAFR-/--C 

(D), PAFR-/--P (E) em aumento de 10x. Determinação da área (E) e do perímetro (F) de 

adipócitos do tecido adiposo epididimal de camundongos selvagens (WT) e com 

F E 

A B C D 
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deficientes para receptor do PAF (PAFR-/-) alimentados com dieta controle e palatável. 

As barras representam a média ± erro padrão. n= 3-5. *p<0,05 e ***p<0,001.  

 

5.3 Expressão do RNAm para as enzimas LPL e ACC 

 

O grupo selvagem alimentado com a dieta palatável apresentou aumento da 

expressão do RNAm para a ACC (Figura 5A), bem como para a LPL (Figura 5B), 

quando comparado com o grupo selvagem que recebeu a dieta controle. Em relação a 

expressão das enzimas ACC e LPL, o grupo com deleção genética não apresentou 

diferença entre os animais alimentados com a dieta palatável e controle. A expressão do 

RNAm para a enzima ACC apresentou-se diminuída no grupo PAFR-/--P quando 

comparado com WT-P.  
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Figura 6: Expressão do RNAm para as enzimas acil-CoA carboxilase (ACC) (A) e  

lipase lipoproteica (LPL) (B) no tecido adiposo epididimal de camundongos selvagens 

(WT) e deficientes para receptor do PAF (PAFR-/-), alimentados com dieta controle -C e 

palatável - P. As barras representam a média ± erro padrão. n= 3-6 para ACC e n=8-13 

para LPL. *p<0,05.  
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5.4 Concentração de triacilglicerol, colesterol total e glicose no soro 

 

 Para verificar o efeito do receptor do PAF sobre os parâmetros sorológicos, 

foram determinadas as concentrações de triacilglicerol, colesterol total e de glicose. Os 

dados apresentados na tabela 3 mostram que os animais selvagens alimentados com a 

dieta palatável tiveram aumento da concentração sorológica de colesterol total em 

relação ao grupo alimentado com dieta controle, contudo não houve alteração na 

concentração de triacilglicerol e glicose nesse grupo. No grupo PAFR-/-- 

P houve aumento na concentração de colesterol total e de triacilglicerol em relação 

grupo com deleção alimentado com a dieta controle, entretanto, não houve diferença na 

concentração de glicose entre esses dois grupos. 

 Tanto o aumento de colesterol quanto de triglicérides foi significativamente 

maior no grupo com deleção genética alimentado com a dieta palatável do que o grupo 

selvagem alimentado com a mesma dieta.  

 

Tabela 3.  Efeito da dieta e da ausência do receptor para o PAF na concentração de 

lipídeos e de glicose no soro.  

Grupos Perfil no Soro 

 
Triacilglicerol 

(mg/dL) 

Colesterol Total 

(mg/dL) 

Glicose de jejum  

(mg/dL) 

WT-C 54,57±3,60 (9) 95,08±6,26 (10) 109±2,44 (10) 

WT-P 46,20±6,31 (8) 113,10±4,43 (10)* 109±1,35 (10) 

PAFR-/--C 45,09±4,15 (10) 89,24±4,05 (10) 113±1,91 (9) 

PAFR-/--P 100,6±7,56 (5)*# 130,00±2,62 (5)*# 111,4±3,58 (5) 

Os valores representam a média ± erro padrão. Os números entre parêntese representam 
o número de animais utilizados. *p<0,05 vs respectivo controle (WT-C ou PAFR-/--C); 
#p<0,05 vs WT-P. 
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5.5 Porcentagem de macrófagos GR-1low F4/80+ do tecido adiposo epididimal  

 

A análise da população de células GR-1low F4/80+ (macrófagos ativados) nas 

células do estroma vascular do tecido adiposo epididimal está representada no gráfico 6. 

Conforme pode ser observado, em relação essa população de células não houve 

diferença em nenhum dos grupos avaliados.  
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Figura 7: Porcentagem da população de células GR-1low F4/80+ (macrófagos ativados) 

presentes no estroma vascular do tecido adiposo epididimal de animais selvagens (WT) 

e deficientes para receptor do PAF (PAFR-/-) alimentados com dieta controle-C e 

palatável-P. As barras representam a média ± erro padrão. n= 5-6. 

 

5.6 Concentração e expressão de citocinas no tecido adiposo epididimal  

 

Conforme mostrado na figura 7, animais alimentados com a dieta palatável 

tiveram aumento na concentração das citocinas IL-1β (7A), IL-10 (7B), CCL3 (7C) e 

CCL5 (7D) no tecido adiposo epididimal. Entretanto, na ausência do receptor não houve 

diferença entre os grupos alimentados com as dietas palatável e controle. As citocinas 

IL-1β e CCL5 estão reduzidas no grupo PAFR-/--P apenas quando comparado com o 

grupo WT-p. A dieta palatável promoveu aumento da concentração de TNFα no tecido 
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adiposo dos animais selvagens, mas não nos animais com deleção genética do receptor 

(dado não mostrado). 
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Figura 8: Concentração de citocinas extraídas do tecido adiposo epididimal de 

camundongos deficientes para receptor do PAF comparados com animais selvagens, 

ambos alimentados com dieta controle-C e palatável-P. Concentração de IL-1β (A), IL-

10 (B), CCL3 (C) e CCL5 (D). As barras representam a média ± erro padrão. n= 5-9. 

*p<0,05; **p<0,01. 

 

Em relação à expressão da RNAm para a IL-6 no tecido adiposo epididimal, 

houve aumento da expressão no grupo selvagem alimentado com a dieta palatável, 

conforme mostrado na figura 8. Entretanto, no grupo com deleção do receptor não 

houve diferença entre os animais alimentados com as diferentes dietas. 

B A 
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Figura 9: Expressão do RNAm da IL-6 no tecido adiposo epididimal de camundongos 

selvagens (WT) e deficientes para receptor do PAF (PAFR-/-), ambos alimentados com 

dieta controle-C e palatável-P. As barras representam a média ± erro padrão. n= 3-5. 

*p<0,05. 

 

5.7 Índice lipolítico e a concentração de IL-6 e TNF-α liberados por adipócitos 

para o meio de incubação após estímulo com meio hiperglicêmico  

 

 Para determinação do índice lipolítico, foi realizada a dosagem de glicerol 

liberado por adipócitos em cultura primária. Como mostrado na figura 9A, o grupo com 

deleção apresentou taxa lipolítica basal menor que o grupo selvagem. Quando se 

estimulou a lipólise com meio hiperglicêmico (glicose 25mM) observou-se aumento da 

liberação de glicerol para o meio de incubação tanto pelos adipócitos dos animais 

selvagem quanto dos animais com deleção genética para o receptor. Entretanto, 

ressaltamos que no grupo com deleção o índice lipolítico foi 81,2% menor que o 

apresentado pelos adipócitos dos animais selvagens quando ambos foram estimulados 

com meio hiperglicêmico. Além disso, os adipócitos dos animais selvagens, em resposta 
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ao meio hiperglicêmico, aumentaram a liberação de IL-6 (Figura 9B), mas não de TNFα 

(Figura 9C). Os adipócitos dos animais com deleção genética não alteraram a liberação 

de IL-6 e TNFα após estímulo com meio hiperglicêmico.  Na figura 9D está 

representada a absorbância do ensaio de MTT para determinação da viabilidade celular 

dos adipócitos em cultura. Esse dado demonstra que a quantidade de células viáveis foi 

semelhante nos quatro grupos experimentais.  
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Figura 10: Efeito do meio hiperglicêmico (25mM) em adipócitos de animais selvagem 

(WT) e com deleção genética para o receptor do PAF (PAFR-/-) incubados por 24 horas. 

(A) Concentração de glicerol mensurados no meio de incubação para determinação do 

índice lipolítico. Concentração de IL-6 (B) e de TNFα (C) liberados para o meio de 
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incubação. (D) Viabilidade celular, avaliada pelo ensaio de MTT. As barras representam 

a média ± erro padrão. n=4-8. ***p<0,001.  

 

5.8 Avaliação da tolerância à glicose  

 

 Como mostrado na figura 10A e B, os animais selvagens se tornaram menos 

tolerantes à glicose. Entretanto na ausência do receptor para o PAF não houve alteração 

na tolerância à glicose entre animais alimentados com dieta controle e palatável.  
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Figura 11: Glicemia após gavagem de 2g/Kg de glicose (A). Representação da glicemia 

no tempo 15 minutos após gavagem (B).  As barras representam a média ± erro padrão, 

n=5. *p<0,05. 
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 6. DISCUSSÃO 
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 Nesse trabalho, nosso objetivo foi estudar a participação de um importante 

mediador lipídico pró-inflamatório, o PAF, nas alterações metabólicas e inflamatórias 

no tecido adiposo induzidas por uma dieta palatável (LIMA et al., 2008; NADERALI & 

WILLIAMS, 2001; HARROLD et al., 2000). Essa dieta é caracterizada por conter 

maior teor de carboidratos (LINDQVIST et al., 2005). Embora geralmente dietas 

palatáveis promovam hiperfagia, a dieta usada pelo nosso grupo não apresentou esse 

efeito em diferentes linhagens de camundongos, como Swiss, Balb/C (dados não 

mostrados) e C57/B6. Nesse trabalho os animais selvagens alimentados com a dieta 

palatável durante oito semanas apresentaram aumento da adiposidade, associado à 

hipertrofia dos adipócitos, aumento de colesterol total, bem como, menor tolerância à 

glicose e maior concentração e expressão de citocinas no tecido adiposo quando 

comparados com o grupo controle. Desta forma, camundongos alimentados com a dieta 

palatável constituem um bom modelo para o estudo da expansão do tecido adiposo 

associado ao aumento de mediadores pró-inflamatórios e diminuição periférica da 

tolerância à glicose. 

 O controle do acúmulo de lipídeos nos adipócitos é determinado primariamente 

pela atividade de três vias metabólicas: a lipogênese, que consiste na síntese de novo de 

ácidos graxos e sua posterior reesterificação à triacilglicerol, sendo a acil-CoA 

carboxilase uma enzima chave nesse processo; a captação de ácidos graxos derivados de 

triacilgliceróis presentes em lipoproteínas circulantes clivados pela enzima LPL e a 

hidrólise dos lipídeos armazenados (lipólise) no tecido adiposo pela enzima lipase 

hormônio sensível (FREDRIKSON et al., 1981) e pela lipase de triacilglicerol do tecido 

adiposo (JENKINS et al., 2004; VILLENA et al., 2004; ZIMMERMANN et al., 2004). 

A expansão do tecido adiposo nos animais selvagens alimentados com a dieta palatável 

foi acompanhada pelo aumento da expressão do RNAm das enzimas ACC e LPL. 
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Embora a atividade das enzimas não tenha sido avaliada, há vários relatos na literatura 

demonstrando que o aumento da expressão da ACC está intimamente relacionado com a 

atividade da enzima, bem como, com o aumento da adiposidade (COUPÉ et al., 1990; 

PERDEREAU  et al., 1990; ELSHOURBAGY, et al., 1990; TRAVERS et al., 1997). A 

atividade da LPL está sob regulação tanto transcricional quanto pós-transcricional. Há 

estudos mostrando que macronutrientes, como carboidratos e lipídeos, podem modular a 

atividade da LPL, tanto em humanos quanto em roedores (YOST, et al., 1998; 

ERSKINE et al., 1994). ERSKINE e colaboradores (1994) demonstraram que após 

ingestão de uma dieta rica em carboidratos ocorre aumento da atividade da LPL liberada 

por heparina.  

1
 

 

Diante da forte correlação, apontada pela literatura, entre a expansão do tecido 

adiposo e aumento da secreção de citocinas pró-inflamatórios, vários estudos estão 

sendo conduzidos com a finalidade de elucidar novos mediadores envolvidos na relação 

entre o aumento da adiposidade e alterações metabólicas. Recentemente, 

GOUNTOPOULOU e colaboradores (2008) demonstraram que adipócitos quando 

estimulados com TNFα são capazes de produzir o fator de ativação plaquetária (PAF). 

Além disso, diversos trabalhos tem evidenciado que a metabolização do PAF pode estar 

aumentada em indivíduos obesos e com complicações metabólicas (KUDOLO et al., 

1997; WU et al., 1999; IYER, et al., 2010), evidenciando que o PAF pode estar 

envolvido na etiologia da obesidade e das comorbidades associadas.  

Nesse trabalho, observamos que na ausência do receptor para o PAF, os animais 

alimentados com a dieta palatável apresentaram maior ganho de peso corporal e 

aumento dos três tecidos adiposos avaliados, bem como, marcante hipertrofia dos 

adipócitos do tecido adiposo epididimal. Diante do exarcebado aumento dos tecidos 
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adiposos observado nos animais PAFR-/--P, avaliamos algumas vias metabólicas 

envolvidas no acúmulo de gordura nas células adiposas. E, ao contrário do observado no 

grupo selvagem, os animais com deleção do receptor que receberam a dieta palatável 

não apresentaram alteração na expressão do RNAm para a enzimas ACC  e LPL quando 

comparados com os animais PAFR-/--C. Desta forma, esses dados sugerem que o 

aumento da adiposidade observado no grupo PAFR-/--P não está relacionado a maior 

expressão dessas enzimas. Por outro lado, observou-se que a taxa lipolítica basal de 

adipócitos isolados de animais PAFR-/- foi 21% menor que a dos adipócitos de animais 

selvagens. Quando os adipócitos dos animais com deleção foram incubados em meio 

hiperglicêmico, observou-se que a taxa lipolítica foi 81,2% menor que os adipócitos de 

animais selvagens.  Desta forma, sugerimos que o aumento no tamanho dos adipócitos 

observado no grupo com deleção alimentado com a dieta palatável pode estar 

relacionado com a diminuição da lipólise, como observado in vitro. Há relatos na 

literatura demonstrando que a lipólise pode regular o tamanho do adipócito. Animais 

com deleção da perilipina, proteína que funciona como uma barreira protegendo a gota 

lipídica da ação da HSL e da ATGL, apresentaram diminuição da área do adipócito em 

relação ao grupo selvagem (MARTINEZ-BOTAS et al., 2000; TANSEY et al., 2001). 

Em outro trabalho, foi demonstrado que a deleção da fosfolipase A2 (PLA2), em 

adipócitos de camundongos, preveniu o desenvolvimento de obesidade induzida por 

dieta rica em gordura e por deficiência de leptina (ob/ob). Esse efeito foi atribuído ao 

aumento da taxa lipolítica, tanto basal quanto estimulado por isoproterenol, e resultou 

em diminuição da área dos adipócitos (JAWORSKI et al., 2009). Desta forma, nossos 

dados, em conjunto, evidenciam que a presença do receptor para o PAF é importante 

para atenuar o ganho de peso corporal e a adiposidade em animais alimentados com a 
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dieta palatável. O aumento da adiposidade nesse grupo pode estar relacionado, pelo 

menos em parte, a menor taxa lipolítica. 

  Embora não tenha sido avaliado nesse trabalho, outra via importante, que pode 

estar envolvida na regulação do tamanho dos adipócitos, bem como da adiposidade, é a 

oxidação de lipídeos no próprio tecido adiposo. O aumento da transcrição das enzimas 

oxidativas, como carnitina palmitoil transferase-1 (CPT-1) e acil-CoA oxidase, (ACO) 

estão relacionadas com diminuição da área de adipócitos no tecido adiposo epididimal 

(JEONG & YOON, 2009). Por outro lado, a redução da oxidação de lipídeos no tecido 

adiposo pode contribuir para a obesidade e para o desenvolvimento de diabetes tipo 2 

(OBERKOFLER et al., 1997; BOTTCHER & FURST, 1997). Além disso, o aumento 

do tecido adiposo pode resultar do desequilíbrio entre a ingestão de energia e o gasto 

energético (DUCAN et al., 2007). No nosso modelo demonstramos que não ocorre 

maior ingestão calórica nos animais com deleção alimentados com a dieta palatável, 

entretanto o gasto energético pode está diminuído.  Desta forma, investigações futuras 

serão necessárias para determinar se a oxidação de lipídeos e o gasto energético estão 

alterados nos animais PAFR-/--P. 

 Apesar do marcante aumento da adiposidade nos animais PAFR-/--P, não houve 

aumento da população de macrófagos no tecido adiposo epididimal, assim como 

observado no grupo selvagem alimentados com a mesma dieta. Os animais PAFR-/--P 

não apresentaram alteração na concentração das citocinas avaliadas em relação ao grupo 

PAFR-/--C, diferentemente do observado no grupo selvagem. Avaliamos a expressão do 

RNAm para a IL-6 e demonstramos que no grupo PAFR-/--P não houve diferença em 

relação a expressão do RNAm dessas citocinas quando comparados ao grupo PAFR-/--

C. Nossos dados, in vitro, confirmaram que os adipócitos na ausência do receptor para o 

PAF apresentam liberação basal de TNFα e IL-6 menor que os adipócitos de animais 
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selvagens, e ainda, quando estimulados com meio hiperglicêmico não alteraram a 

liberação dessas citocinas. Esses achados no tecido adiposo e adipócitos dos animais 

com deleção corroboram dados da literatura que tem demonstrado em diferentes tecidos 

e modelos experimentais diminuição significativa da concentração de citocinas em 

animais deficientes para o receptor do PAF quando comparados com os seus controles 

(SOARES et al., 2002; GALVEZ et al., 2003; HIRAYAMA et al., 2003; SOUZA et al., 

2003). A ativação do receptor do PAF estimula a síntese de várias citocinas 

inflamatórias, incluindo TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e eicosanóides (ROTH et al., 

1996; POUBELLE et al., 1991; RUIS et al., 1991; AEPFELBACHER et al., 1992; 

BAZAN, 2005; HASEGAWA1  et al., 2010) desempenhando papel fundamental nos 

processos inflamatórios. O PAF, via seu receptor, é capaz de ativar o NF-κB, fator 

chave de regulação, envolvido no processo inflamatório, capaz de promover a 

transcrição de receptores, enzimas e várias citocinas (DE PLAEN et al., 1998; 2000; 

FERNANDES et al., 2003). Diferentes trabalhos tem demonstrado que a inflamação 

que ocorre durante a obesidade está relacionada com a ativação desse fator de 

transcrição nuclear (OITA et al., 2010; KLEEMANN, et al., 2010; RAYSSIGUIER et 

al., 2006). Desta forma, em conjunto, nossos dados sugerem que a presença do receptor 

para o PAF é necessária para aumentar a concentração de mediadores inflamatórios 

durante a expansão do tecido adiposo induzida por dieta palatável. Além disso, a 

presença do receptor para o PAF é importante em adipócitos, para a liberação basal e 

estimulada por meio hiperglicêmicos de IL-6 e TNFα.  

 A dislipidemia é um achado comum em indivíduos com sobrepeso e obesos e 

está intimamente relacionada com o desenvolvimento de complicações 

cardiovasculares, como aterosclerose (KLEEMANN et al., 2010). Nesse trabalho, os 

animais com deleção do receptor para o PAF alimentados com a dieta palatável tiveram 
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aumento da concentração de colesterol total e de triacilglicerol (TG). Está bem 

estabelecido na literatura que o transporte de colesterol em camundongos ocorre 

principalmente em partículas de HDL (PLUMP et al., 1992; ZHANG et al., 1992; 

BRESLOW 1996; HOFKER et al., 1998; NEUZIL et al., 1998). Desta forma, é 

provável que o aumento de colesterol total observado nos animais PAFR-/--P seja devido 

ao aumento dessa lipoproteína. No grupo com deleção, alimentado com a dieta 

palatável, o aumento de TG ocorreu associado à menor expressão da LPL. Ao passo 

que, nos animais selvagens, a dieta palatável não alterou a concentração de TG, mas 

aumentou a expressão da LPL (SARAVAN et al., 2005). Esses resultados sugerem que 

o aumento de TG observado na ausência do receptor para o PAF nos animais 

alimentados com a dieta palatável pode estar relacionado à menor remoção de TG do 

soro devido menor expressão da LPL no tecido adiposo. Entretanto, outras vias de 

regulação também podem estar envolvidas nesse processo, como aumento da síntese e 

secreção hepática de VLDL e menor oxidação periférica de gordura. 

 Apesar de todas as alterações metabólicas observadas nos animais com deleção 

do receptor para o PAF, alimentados com a dieta palatável, eles não apresentaram 

alteração na tolerância à glicose. Uma vez que a concentração de mediadores pró-

inflamatórios não foi alterada nos animais PAFR-/--P e, sabendo que esses mediadores 

estão envolvidos na gênese da resistência à insulina, nossos dados evidenciam que o 

desenvolvimento de resistência à insulina pode ser dependente do aumento da liberação 

de mediadores pró-inflamatórios no tecido adiposo, como já demonstrado por outros 

pesquisadores (BARBARROJA et al., 2010; XU et al., 2003; UYSAL, et al., 1997). 

 A relação entre a inflamação e a obesidade é, atualmente, um assunto 

amplamente discutido na literatura, entretanto pouco se sabe sobre o papel fisiológico 

desse processo, embora haja alguns trabalhos propondo tal papel. UYSAL e 
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colaboradores (1998) demonstraram que a deleção dos dois receptores para o TNFα 

(TNFR1 e TNFR2), ainda que não tenham prevenido o ganho de peso em modelo 

genético de obesidade, preveniram o desenvolvimento de resistência à insulina. Em 

relação ao papel fisiológico da inflamação no tecido adiposo, há alguns estudos 

sugerindo que a inflamação, nesse tecido, participa do remodelamento do mesmo, 

promovendo angiogênese necessária para a expansão do tecido (NISHIMURA et al, 

2007; 2008) além de fagocitar as células mortas.  Outro trabalho demonstrou que uma 

das ações do TNFα, no tecido adiposo, seria promover resistência local à insulina e 

reduzir a adiposidade, sugerindo que o papel fisiológico do TNF-α ao induzir resistência 

à insulina é limitar a expansão da massa adiposa (XU et al., 2002), uma vez que 

sensibilidade normal à insulina estimula a lipogênese e inibe a lipólise (BERNE et al., 

2005). Essa hipótese pode ser reforçada pela observação da associação entre algumas 

doenças relacionadas com marcante redução da massa do tecido adiposo e expressivo 

aumento do processo inflamatório, como na caquexia induzida pelo câncer, na sepse e 

em algumas alergias alimentares. (RYDEN & AMER, 2007; MEHTA et al., 2010; 

DOURADO et al, dados não publicados). Nessas doenças ocorrem aumento do 

infiltrado de macrófagos, secreção de citocinas pró-inflamatórias, ativação de vias 

catabólicas e supressão de vias anabólicas no tecido adiposo. Nossos dados corroboram 

com a hipótese de que, o aumento de mediadores pró-inflamatórios, que ocorre no 

tecido adiposo durante o aumento da adiposidade, pode ser importante para promover o 

controle negativo da adiposidade. 

 A figura 11 ilustra esquematicamente a participação do receptor para o PAF e 

dos mediadores inflamatórios no controle da adiposidade. Em resumo, o conjunto de 

dados apresentados nesse trabalho sugere que o receptor do PAF atenua o aumento da 

adiposidade e a concentração de lipídeos no soro. Na ausência do receptor do PAF, há 
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marcante aumento da adiposidade e dislipidemia após estímulo com dieta palatável. 

Embora tenhamos observado aumento da adiposidade no grupo selvagem com a dieta 

palatável, ele foi bem menor que o apresentado pelo grupo PAFR-/--P. Dentre os 

possíveis mecanismos envolvidos no aumento da adiposidade na ausência do receptor, 

observamos menor concentração de mediadores inflamatórios no tecido adiposo 

epididimal e diminuição da taxa lipolítica em adipócito isolados. Desta forma, 

sugerimos que quando um estímulo para o aumento da adiposidade, como a dieta 

palatável, é acompanhado do aumento da concentração de mediadores inflamatórios 

ocorre diminuição da tolerância à glicose e menor hipertrofia dos adipócitos. Entretanto, 

quando o estímulo para o aumento da adiposidade não é acompanhado pelo aumento da 

concentração de mediadores inflamatórios, como visto no grupo com deleção do 

receptor para o PAF, a tolerância a glicose não é alterada, ao passo que, ocorre marcante 

hipertrofia dos adipócitos e dislipidemia. 
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Figura 11: Representação esquemática da participação do receptor para o PAF e dos 

mediadores pró-inflamatórios no controle da adiposidade indução por dieta palatável. 
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS 
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• Para confirmar a participação do PAF como um mediador da lipólise em 

adipócitos isolados, avaliaremos a expressão das enzimas HSL e ATGL. Além 

disso, em cultura de adipócitos isolados de animais selvagens, será avaliado se o 

PAF, através do uso de análogos do receptor do PAF, é capaz promover lipólise 

e se esse efeito é dependente do aumento de mediadores pró-inflamatórios, como 

IL-6. 

• Para determinar quais as vias metabólicas envolvidas no aumento de adiposidade 

observado no grupo com deleção do receptor do PAF alimentados com a dieta 

palatável, avaliaremos a expressão de UCPs no músculo e tecido adiposo 

(avaliação da termogênese), bem como de CPT-1 (enzima chave para a oxidação 

de ácidos graxos). 

• A fim de verificar se o PAF está aumentado nos animais alimentados com a 

dieta palatável, conforme sugerido por estudos realizados em humanos obesos e 

com sobrepeso, avaliaremos expressão das enzimas PAF-aciltranferase e PAF-

acilhidrolase nos grupos selvagens que apresentam aumento de adiposidade.  

• A concentração plasmática de insulina e a sensibilidade à mesma são avaliados 

para confirmação de que em animais alimentados com a dieta palatável também 

ocorre diminuição da sensibilidade à insulina, como já sugerido pelo teste de 

tolerância à glicose. 
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