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RESUMO 

 

 

          Obesidade e ingestão energética aumentada exercem efeitos prejudiciais à 

saúde relacionados ao estresse oxidativo. O objetivo deste estudo foi avaliar a 

contribuição de um estado pró-oxidativo e do aumento da adiposidade em diversas 

caracterísiticas do tecido adiposo visceral em animais controles (C57BL/6) ou com 

estresse oxidativo basal (ApoE-/-). Animais de ambas as linhagens foram divididos em 

subgrupos: dieta comercial e hiperlipídica. Foram avaliados: estresse oxidativo, 

parâmetros de obesidade e secreção de adipocinas no tecido adiposo. Foi 

demonstrado que animais ApoE-/- com dieta hiperlipídica apresentaram maior estresse 

oxidativo que os C57BL/6 com a mesma dieta. Os parâmetros de obesidade foram 

maiores em ambas as linhagens alimentadas com dieta hiperlipídica. As adipocinas 

proinflamatórias foram maiores no ApoE-/- com dieta hiperlipídica demonstrando a 

importância do estresse oxidativo e obesidade associados na inflamação do tecido 

adiposo. 

 

 

 

Palavras-Chave: estresse oxidativo; obesidade; tecido adiposo; adiposidade; 

adipocinas; ApoE. 
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ABSTRACT 

 

 

ASSOCIATION OF OXIDATIVE STRESS AND DIET-INDUCED OBESITY IN 

ADIPOKINES SECRETION. Obesity and increased energy intake exert adverse health 

effects related to oxidative stress. The objective of this study was to evaluate the 

contribution of a pro-oxidative state and increased adiposity in several characteristic 

lines of visceral adipose tissue in control animals (C57BL/6) or basal oxidative stress 

(ApoE-/-). Animals of both strains were divided into subgroups: commercial and high-fat 

diet. We evaluated oxidative stress, parameters of obesity and adipokines in adipose 

tissue. It was shown that animals ApoE-/- high-fat diet had higher oxidative stress than 

the C57BL/6 with the same diet. The parameters of obesity were higher in both strains 

fed high-fat diet. Inflammatory adipokines were higher in ApoE-/- high-fat diet 

demonstrating the importance of oxidative stress and associated with obesity in adipose 

tissue inflammation. 

 

 

 
Keywords: oxidative stress, obesity, adipose tissue, adiposity, adipokines, ApoE. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

 

O estresse oxidativo sistêmico é o desequilíbrio entre a geração de oxidantes e 

mecanismos de defesa antioxidantes, que tem como resultado o acúmulo intracelular 

de espécies reativas de oxigênio (ERO) (RUDICH et al., 2007). Recentes estudos 

apontam que os mecanismos pelo qual a obesidade e a ingestão energética 

aumentada exercem efeitos prejudiciais à saúde estão relacionados à extraordinária 

capacidade em induzir estresse oxidativo (DINIZ et al., 2008). O estresse oxidativo tem 

sido implicado na aterosclerose e em complicações microvasculares do diabetes tipo 2. 

Evidências emergentes apontam o papel das ERO em várias formas de resistência à 

insulina (ERIKSSON, 2007). Estudos em humanos e modelos experimentais de 

obesidade mostram forte correlação entre adiposidade e marcadores do estresse 

oxidativo sistêmico (PAUSOVA, 2006). 

A obesidade é caracterizada pela expansão do tecido adiposo com 

conseqüências significativas devido à perturbação de um complexo sistema de 

regulação energética (LENZ & DIAMOND Jr., 2008). O tecido adiposo é reconhecido 

hoje como uma importante fonte de hormônios e citocinas denominadas adipocinas, 

dentre elas: leptina, adiponectina, resistina, fator de necrose tumoral  (TNF), 

interleucina 6 (IL-6), inibidor do ativador de plasminogênio (PAI-1), proteína 

quimiotática para monócitos (MCP-1), angiotensinogênio, dentre outras (DE LORENZO 

et al., 2007). Na obesidade o tecido adiposo é acometido por uma infiltração de 

macrófagos, e o grau de infiltração correlaciona positivamente com a adiposidade 

corporal (PAUSOVA, 2006). A infiltração de macrófagos é maior no tecido adiposo 

visceral e guarda relação direta com marcadores de morbidades associadas à 

obesidade. Os macrófagos infiltrados são, provavelmente, a maior fonte de ERO e 

citocinas inflamatórias no tecido adiposo. (RUDICH et al., 2007).  

A atividade proinflamatória das adipocinas e a infiltração de macrófagos no 

tecido adiposo caracterizam a obesidade como um estado de inflamação crônica de 

baixo grau e têm importante relação com o aumento da resistência à insulina, diabetes 

tipo 2, aterosclerose, bem como outros componentes da síndrome metabólica que são 

eventualmente relacionados à inflamação (LENZ & DIAMOND Jr., 2008). A variação no 

volume do adipócito e na localização do acúmulo de tecido adiposo afeta a produção 

de determinadas adipocinas. Um aumento na massa de tecido adiposo está associado 
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ao aumento e superexpressão de TNF, IL-6 e PAI-1 e subexpressão de adiponectina. 

A elevação da IL-6 demonstrou estar diretamente relacionada com a resistência à 

insulina e foi considerada um fator preditivo para o desenvolvimento de diabetes tipo 2 

(GREENBERG & OBIN, 2006). A expressão do TNF está diretamente relacionada ao 

IMC. O TNF, como a IL-6, está envolvido no desenvolvimento da resistência à insulina 

e também na indução da aterogênese. A resistina, um polipeptídeo que demonstrou ter 

relação direta com a resistência à insulina tem uma expressão maior em tecido adiposo 

visceral em relação ao subcutâneo em roedores. O PAI-1 e a MCP-1, adipocinas 

implicadas na aterogênese, e o angiotensinogênio, adipocina implicada na hipertensão 

arterial têm sua expressão e secreção aumentadas na obesidade (YANAI et al., 2008). 

A leptina, hormônio relacionado ao controle do apetite e homeostase energética tem 

sua expressão e secreção aumentadas na obesidade. Tem sido sugerido que a 

hiperleptinemia pode estar envolvida na patogênese de doenças relacionadas à 

obesidade (STEFANOVIC et al., 2008). A adiponectina, adipocina relacionada à 

melhora na sensibilidade à insulina tem sua secreção e expressão reduzidas na 

obesidade. (KERSHAW & FLIER, 2004). 

 Portanto, deve-se considerar a forte correlação entre estresse oxidativo e 

obesidade, e também as adipocinas como importantes mediadores de inflamação e 

desordens metabólicas secundárias à obesidade. Dessa forma é importante avaliar a 

contribuição do estresse oxidativo e da obesidade induzida por dieta associados na 

secreção de adipocinas. 

 
 

2- OBJETIVO GERAL 

 
 

 Avaliar a contribuição de um estado pró-oxidativo e do aumento da 

adiposidade em características inflamatórias do tecido adiposo visceral em animais 

eutróficos ou com obesidade induzida por dieta. 

 

2.1- Objetivos Específicos 

 

 Induzir a expansão do tecido adiposo em camundongos deficientes na 

apolipoproteína E (ApoE-/-) que possuem estresse oxidativo basal aumentado e 

de seus controles C57BL/6 pelo uso de dietas hiperlipídicas.  
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 Avaliar a extensão do tecido adiposo através do ganho de peso, adiposidade e 

área de adipócitos em ambas as linhagens de camundongos alimentados ou não 

com dieta hiperlipídica. 

 Determinar o perfil lipídico e glicemia em ambas as linhagens de camundongos 

alimentados ou não com dieta hiperlipídica. 

 Avaliar a estado oxidativo no fígado, músculo e tecido adiposo em ambas as 

linhagens de camundongos alimentados ou não com dieta hiperlipídica. 

 Determinar a presença de macrófagos ativados residentes no tecido adiposo 

pela determinação da atividade da enzima N-acetil-glicosaminidase e presença 

de estruturas semelhantes a coroas em ambas as linhagens de camundongos 

alimentados ou não com dieta hiperlipídica. 

  Avaliar a secreção de adiponectina, IL-6 e TNFα no tecido adiposo visceral em 

ambas as linhagens de camundongos alimentados ou não com dieta 

hiperlipídica. 

 

 

3- REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1- ESTRESSE OXIDATIVO 

 

 Estresse oxidativo é caracterizado pelo acúmulo intracelular de compostos 

reativos ao oxigênio e ao nitrogênio, principalmente as chamadas espécies reativas de 

oxigênio (ERO). Ocorre nas células como consequência de um desequilíbrio entre o 

sistema redox, por causa do excesso de ERO, depleção de antioxidantes (AOX) ou 

ambos (Figura 1) (ECHTAY, 2007; MATSUZAWA-NAGATA, 2008).  

 ERO é um termo utilizado para descrever uma variedade de moléculas e radicais 

livres (espécies químicas com um elétron desemparelhado) derivadas do metabolismo 

do oxigênio (ECHTAY, 2007). Possuem meia vida extremamente curta, são altamente 

reativas, produzidas em todos os sistemas biológicos e reagem facilmente com 

moléculas que se localizam em torno do seu sítio de formação (ROBERTS & SINDHU, 

2009). ERO incluem radicais livres como o ânion superóxido (•O2
-), o radical hidroxil 

(•OH) e radicais lipídicos, bem como espécies oxidantes não radicais como o peróxido 

de hidrogênio (H2O2) e o oxigênio singlete (STREINBRENNER & SIES, 2009).  
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Figura 1- Esquema representando o estresse oxidativo  

 

 

ERO podem ser produzidos por diferentes vias, entretanto, a cadeia respiratória 

mitocondrial é a principal fonte por possuir vários centros redox, capazes de transferir 

um elétron da molécula de oxigênio para formar ânion superóxido (ECHTAY, 2007; 

ANGELOPOULOU et al., 2009). A mitocôndria também possui numerosas proteínas 

antioxidantes e desacopladoras (UCPs), bem como canais iônicos que modificam o 

gradiente de prótons; todos esses fatores se combinam para proporcionar um controle 

bem ajustado do estado redox celular. Outras enzimas, como as oxidases de 

membrana, são também importantes fontes de ERO e espécies reativas de nitrogênio 

(ERN) que podem se combinar para produzir peroxinitritos (ONOO•) e que modificam a 

função mitocondrial (NUNN et al., 2009). Dentre elas destaca-se o complexo 

enzimático de membrana NADPH oxidase. Suas subunidades se unem sob ativação e 

formam uma enzima funcional, que após transferir elétron para o oxigênio molecular 

produz ânion superóxido. Outras fontes de ERO são: xantina oxidase, uma enzima 
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expressa na parede vascular e também circulante no plasma; mieloperoxidase, uma 

hemeproteína expressa em neutrófilos e monócitos que é secretada durante ativação 

dessas células, óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), que sob condições fisiológicas 

produz óxido nítrico (NO) que interage com ERO (WASSMANN et al., 2004). 

  

 

3.1.1 - O sistema de defesa antioxidante 

 

O estresse oxidativo ocorre quando a produção de ERO excede a capacidade de 

defesa antioxidante do organismo em remover essas espécies (LIMÓN-PACHECO & 

GONSEBATT, 2009). O sistema de defesa antioxidante consiste em uma série de 

enzimas antioxidantes além de numerosos compostos antioxidantes endógenos e de 

origem dietética que reagem com as ERO neutralizando-as (ROBERTS & SINDHU, 

2009). O sistema de defesa antioxidante enzimático inclui superóxido dismutase (SOD), 

glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase. As SOD constituem o maior sistema de 

defesa do organismo contra o ânion superóxido por catalisar a dismutação do ânion 

superóxido (•O2
-) em O2 e peróxido de hidrogênio (H2O2). Existem três isoformas de 

SODs, a Mn-SOD mitocondrial, a Cu/Zn-SOD citoplasmática e a SOD extracelular 

(ROBERTS & SINDHU, 2009). O H2O2 formado pela dismutação do •O2
- pela SOD é 

convertido em H2O e O2 pela catalase, uma enzima antioxidante localizada em 

peroxissomos celulares. Além da catalase, a glutationa peroxidase também remove 

H2O2 por acoplar sua redução com a oxidação da glutationa reduzida (GSH). A GSH-Px 

é uma enzima antioxidante que contém selênio e, além de reduzir efetivamente o H2O2, 

reduz também peróxidos lipídicos a lipídios alcoólicos. Essas enzimas estão presentes 

no citoplasma em concentrações milimolares e também estão presentes na matriz 

mitocondrial (WASSMANN et al., 2004; LIMÓN-PACHECO & GONSEBATT, 2009).   

Ao lado das enzimas, existem os antioxidantes não enzimáticos que incluem a 

vitamina E, C e -caroteno, que são parte de uma dieta saudável. A vitamina E é 

diretamente associada à neutralização de ERO, enquanto a vitamina C é necessária 

principalmente para a regeneração da vitamina E. Além das vitaminas existem também 

a glutationa reduzida (GSH) e numerosos compostos fitoquímicos. As células devem 

manter os seus níveis de antioxidantes através da ingestão dietética e/ou síntese de 

novo (ANGELOPOULOU et al., 2009; ROBERTS & SINDHU, 2009). 

O estresse oxidativo causa danos às macromoléculas celulares como os ácidos 

nucléicos, proteínas, carboidratos e lipídios estruturais. Dentre estes alvos, a 
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peroxidação de lipídios é particularmente prejudicial porque seus produtos levam a uma 

fácil propagação de reações de radicais livres (ECHTAY, 2007).  

Durante as últimas duas décadas, evidências consideráveis implicaram o 

estresse oxidativo em várias condições, incluindo, envelhecimento, doenças 

neurodegenerativas e doença renal crônica (PENNATHUR & HEINECKE, 2007). No 

diabetes, o estresse oxidativo desregula a captação de glicose no músculo e no tecido 

adiposo e diminui a secreção de insulina das células -pancreáticas. O estresse 

oxidativo está implicado também em manifestações relacionadas à síndrome 

metabólica, como adiposidade e resistência à insulina, e na patofisiologia da 

hipertensão e da aterosclerose por afetar diretamente as células da parede vascular 

(FURUKAWA et al., 2004; ROBERTS & SINDHU, 2009). O estresse oxidativo 

aumentado é considerado o ambiente característico no organismo do indivíduo 

diabético bem como no obeso (RUDICH, 2007; ANDO & FUJITA, 2009). 

 

 

3.1.2 - Estresse oxidativo na obesidade 

 

A associação entre estresse oxidativo celular e obesidade está bem 

documentada. Em um estudo clínico populacional realizado em Framinghan com 2828 

indivíduos, foi encontrada associação positiva entre índices de obesidade, como o 

índice de massa corporal (IMC) e a relação cintura/quadril, com níveis urinários de 8-

epi-PGF2, (produto da oxidação do ácido araquidônico) um importante marcador de 

estresse oxidativo (KEANEY et al., 2003).  

A ingestão de uma dieta altamente calórica resulta num estado pós-prandial de 

hipertrigliceridemia, hiperglicemia e níveis elevados de ácidos graxos livres na 

circulação, gerando um estado de estresse oxidativo (ESPOSITO & GIUGLIANO, 

2005). Hiperglicemia leva ao aumento na produção de ERO na mitocôndria, por 

aumentar o gradiente de prótons na membrana interna mitocondrial. Quando o 

gradiente excede o limiar, a transferência de elétrons no complexo III da cadeia 

respiratória é bloqueada, levando a um escape de elétrons da ubiquinona, com 

formação de ânion superóxido (CHOI et al., 2008). O aumento nos níveis de ácidos 

graxos livres nos tecidos e na circulação também relaciona a obesidade à produção 

aumentada de ERO. Ácidos graxos livres são conhecidos como ativadores da produção 

de superóxido dependente de NADPH oxidases em várias células, inclusive as 

fagocíticas (SCHÖNFELD & WOJTCZACK, 2008). Estudos recentes têm demonstrado 
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que o estresse oxidativo, induzido por elevadas concentrações de glicose e ácidos 

graxos livres, ambos característicos da obesidade, desenvolve um papel significante no 

desenvolvimento da resistência à insulina e na disfunção das células ß (STEFANOVIC, 

2008). 

O estresse oxidativo no tecido adiposo de obesos é acompanhado por elevação 

na circulação de citocinas proinflamatórias como o TNF e IL-6, importantes para o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares e diabetes (ESPOSITO & GIUGLIANO, 

2005). FURUKAWA et al. (2004) demonstraram que o aumento de ERO no tecido 

adiposo de camundongos KK (modelo de obesidade) está associado ao aumento na 

expressão de NADPH oxidase, e expressão reduzida de enzimas antioxidantes como a 

SOD e a catalase; e que o estresse oxidativo aumentado no tecido adiposo está 

fortemente correlacionado com aumento de marcadores inflamatórios, desregulação de 

adipocinas e resistência à insulina (Figura 2). A resistência à insulina é considerada um 

fator central na patogênese de comorbidades que acompanham a obesidade, incluindo 

diabetes tipo 2 e doenças cardiovasculares apontando dessa forma o possível 

mecanismo que relaciona obesidade à síndrome metabólica (RUDICH et al., 2007). 

 

 

 

Figura 2 - Um modelo ilustrando como o aumento da produção espécies reativas de 
oxigênio (ERO) em gordura acumulada contribui para a síndrome metabólica 
(Adaptado de FURUKAWA et al., 2004). 
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Dados emergentes sustentam a hipótese que o estresse oxidativo representa um 

papel causal na resistência à insulina e está ligado à adiposidade visceral 

(PENNATHUR & HEINECKE, 2007). O estresse oxidativo no tecido adiposo visceral é 

considerado atualmente um marcador precoce da síndrome metabólica em animais e 

humanos e pode ser considerado, portanto, um novo alvo terapêutico para essa 

desordem (HOOPS et al., 2010).  

 

 

3.2- OBESIDADE 

 

  A obesidade é considerada atualmente um dos maiores problemas mundiais de 

saúde pública e é amplamente reconhecida como causa de um elevado risco 

cardiometabólico para o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doenças 

cardiovasculares (DCV) (MARINOU et al., 2010). De acordo com a Organização 

Mundial de Saúde (OMS), em 2005 aproximadamente 1,6 bilhões de adultos maiores 

de 15 anos tinham sobrepeso e mais de 400 milhões eram obesos. Estima-se que em 

2015, aproximadamente 2,3 bilhões de adultos terão sobrepeso e mais de 700 milhões 

serão obesos (BRAY et al., 2009). 

Obesidade é definida como a presença excessiva de gordura corporal, tem forte 

predisposição genética e resulta do desequilíbrio energético, em que a ingestão de 

energia é excedente em relação ao consumo pelo organismo (HAJER et al., 2008; 

MARINOU et al., 2010). Estudos epidemiológicos indicam uma forte correlação entre o 

aumento no consumo de alimentos densamente energéticos e a dramática elevação na 

incidência e prevalência de obesidade (ZOU & SHAO, 2008).  

A obesidade visceral, correlacionada com a circunferência da cintura, é um dos 

maiores fatores de risco para o desenvolvimento de resistência à insulina, isto é, 

reduzida sensibilidade à ação da insulina, passo fundamental para o desenvolvimento 

do DM2 (ZEYDA & STULNIG, 2007). Além da resistência à insulina, outros fatores 

estão associados à obesidade visceral, dentre eles, dislipidemia, hipertensão arterial e 

trombose, levando a um agrupamento de riscos para DCV, denominado síndrome 

metabólica (ANTUNA-PUENTE et al., 2008). A utilização da medida da circunferência 

da cintura, para avaliar a obesidade central (visceral), é considerada um critério 

diagnóstico essencial devido às fortes evidências que associam a circunferência da 

cintura a outras comorbidades metabólicas; e a obesidade central é o provável fator 
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desencadeador das etapas iniciais da cascata etiológica da síndrome metabólica 

(MAURY & BRICHARD, 2010). 

Complicações relativas à obesidade demonstram relação direta com a expansão 

da massa de tecido adiposo, e trouxe elucidações da influência deste tecido no 

balanço energético e na gênese de alterações metabólicas e inflamatórias 

(TRAYHURN, 2007). A obesidade é considerada atualmente um estado de inflamação 

crônica de baixo grau, devido às alterações inflamatórias que ocorrem no tecido 

adiposo.  Essas alterações estão associadas ao aumento de macrófagos no tecido 

adiposo e ao aumento na produção de citocinas e quimiocinas proinflamatórias que 

induzem a resistência à insulina em tecidos periféricos e aumentam o risco para 

aterosclerose (Figura 3).  

 

 

 
Figura 3 – Mecanismos potenciais de inflamação induzida por obesidade. O acúmulo 
de lipídeos no tecido adiposo e a expansão da massa levam ao início de um processo 
inflamatório. Este processo é iniciado através da produção de citocinas proinflamatórias 
e quimiocinas pelo adipócito incluindo TNFα, IL6 e MCP-1. Células endoteliais 
respondem com o aumento na expressão de moléculas de adesão que juntamente às 
quimiocinas recrutam células imunes incluindo macrófagos derivados de monócitos 
para o tecido adiposo. Esses fatores juntos criam um ambiente inflamatório que 
promove a resistência local à insulina. Mediadores proinflamatórios e proaterogênicos 
entram na circulação e promovem resistência à insulina em tecidos periféricos e 
aumentam o risco para aterosclerose.  Adaptado de SHOELSON et al., 2007. 
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Assim, as alterações que ocorrem no tecido adiposo associado à adiposidade 

aumentada, como aumento no tamanho do adipócito, presença aumentada de 

macrófagos e desregulação de mediadores proinflamatórios e proaterogênicos, podem 

estar implicados na patofisiologia cardiovascular, e são capazes de modificar o risco 

para DCV (MARINOU et al., 2010; LIONETTI et al., 2009). 

 

 

3.2.1- O tecido adiposo na obesidade 

 

O tecido adiposo já foi considerado, há poucas décadas, apenas como um órgão 

para estoque de triglicerídeos. Entretanto, é bem reconhecido hoje seu papel como 

órgão endócrino que secreta numerosos hormônios e citocinas envolvidos no 

metabolismo lipídico e de glicose, inflamação, coagulação, pressão sanguínea e 

comportamento alimentar, afetando dessa forma o metabolismo e função de alguns 

órgãos e tecidos como músculos, fígado, vasos sanguíneos e cérebro (HEILBRONN & 

CAMPBELL, 2008; HAJER et al., 2008). As moléculas sintetizadas no tecido adiposo 

são coletivamente chamadas de adipocinas. De forma notável incluem a leptina, 

adiponectina, resistina, interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF) e 

proteína quimiotática para monócitos (MCP-1) (HALBERG et al., 2008). 

O tecido adiposo possui diferentes tipos celulares dentre eles: adipócitos e 

células do estroma vascular que incluem: fibroblastos, células endoteliais, preadipócitos 

e células do sistema imunológico, como os macrófagos. Além disso, o tecido adiposo 

visceral e subcutâneo apresentam diferenças na capacidade metabólica e no padrão 

de adipocinas secretada (SURMI & HASTY, 2008; HAJER et al., 2008; MAURY & 

BRICHARD, 2010). 

Na obesidade, o tecido adiposo é caracterizado pela hipertrofia e hiperplasia do 

adipócito, infiltração de macrófagos e ativação de células endoteliais. O tamanho do 

adipócito está relacionado à expressão e secreção desregulada de adipocinas. A 

expressão de adiponectina, uma adipocina implicada na melhora da sensibilidade à 

insulina, está diminuída na obesidade. Adicionalmente há uma regulação positiva na 

expressão de adipocinas proinflamatórias como a IL6 e o TNF, que contribuem para o 

aumento da resistência à insulina em tecidos periféricos (MARINOU et al., 2010). Outra 

adipocina que tem secreção aumentada pelo adipócito hipertrófico é a MCP-1, potente 

quimiotática para infiltração de monócitos/macrófagos no tecido adiposo (MAURY & 

BRICHARD, 2010). Tem sido demonstrado que a inflamação no tecido adiposo de 
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camundongos e humanos obesos é atribuída em grande parte às ações 

proinflamatórias de macrófagos infiltrados que se encontram em torno de adipócitos 

mortos, formando elementos morfológicos característicos, denominados “estrutura 

semelhante à coroa”. Algumas citocinas que têm importante papel na patogênese da 

resistência à insulina, como TNF, IL6 e resistina, são expressas de forma abundante 

em macrófagos residentes no tecido adiposo (CINTI et al., 2005; MURANO et al., 

2008). (Figura 4) 

 

 

 

Figura 4 - Tecido adiposo: componentes celulares e moleculares sintetizados. A 
expansão do tecido adiposo durante o ganho de peso leva ao recrutamento de 
macrófagos através de vários sinais, que podem incluir quimiocinas sintetizadas por 
adipócitos, como a MCP-1. Esses macrófagos são encontrados principalmente em 
torno de adipócitos mortos. Vários mediadores sintetizados pelo adipócito e por 
macrófagos residentes podem contribuir para a inflamação local e sistêmica. Adaptado 
de TILG & MOSCHEN, 2006.  
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A associação de obesidade e infiltrado de macrófagos no tecido adiposo foi 

descrita pela primeira vez por WEISBERG et al. (2003) e trouxe novos esclarecimentos 

no entendimento da inflamação relacionada à obesidade. Em humanos a infiltração de 

macrófagos está relacionada com o tamanho do adipócito e com o aumento na 

adiposidade visceral; e é reduzida após perda de peso induzida por cirurgia em 

indivíduos morbidamente obesos (CANCELLO et al., 2006; RUDICH et al., 2007). Além 

do aumento no número de macrófagos, a obesidade também induz uma mudança 

fenotípica na polarização do macrófago no tecido adiposo. Macrófagos que migram 

para o tecido adiposo de camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura, 

diferem dos que residem no tecido adiposo de animais alimentados com dieta normal. 

Macrófagos residentes ou M2 (ativados alternativamente) são caracterizados por 

expressão e produção de citocinas antiinflamatórias, enquanto os macrófagos 

recrutados ou M1 (ativados classicamente), em consequência de obesidade induzida 

por dieta, produzem altos níveis de citocinas proinflamatórias como TNF e IL6 

(LUMENG et al., 2007).  

Macrófagos ativados no tecido adiposo de obesos secretam ERO, e a resposta 

celular às citocinas proinflamatórias também podem induzir mudanças no estado redox, 

sugerindo que a inflamação pode ser uma fonte do estresse oxidativo aumentado no 

tecido adiposo (RUDICH et al., 2007).  Foi demonstrado por FURUKAWA et al. (2004), 

que o tecido adiposo de camundongos obesos apresenta elevados níveis de 

marcadores do estresse oxidativo e níveis reduzidos de enzimas antioxidantes; e que 

essas alterações estão correlacionadas à desregulação de adipocinas. De fato, fatores 

como o adipócito hipertrófico, acompanhado da infiltração de macrófagos e aumento no 

estresse oxidativo levam ao aumento na expressão e secreção de adipocinas 

proinflamatórias e proaterogênicas, e queda na expressão e secreção da adiponectina, 

uma adipocina antiinflamatória (MAURY & BRICHARD, 2010). Portanto, indivíduos 

obesos são caracterizados por um estado de inflamação crônica de baixo grau que 

pode ser um fator causal no desenvolvimento de resistência à insulina e outras 

desordens associadas à obesidade, que culminam com a síndrome metabólica 

(GUALILLO et al., 2007). 

 

 

3.3- ADIPOCINAS 

  

3.3.1- Adiponectina 
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A adiponectina é uma proteína secretada exclusivamente pelo adipócito. 

Estruturalmente está relacionada ao fator C1q do sistema de complemento e também 

compartilha homologia estrutural com o colágeno VIII e X. Circula abundantemente no 

plasma em várias formas multiméricas: como trímeros de baixo peso molecular até 

dodecâmeros de alto peso molecular. Um corpo crescente de evidências sugere que a 

forma complexa de alto peso molecular é a forma mais ativa e contribui para a maioria 

dos efeitos metabólicos periféricos da adiponectina (GALIC et al., 2009).   

Em contraste à maioria das adipocinas a expressão de adiponectina diminui com 

o aumento da adiposidade e é altamente expressa no tecido adiposo subcutâneo 

(LENZ & DIAMOND Jr., 2008). Existe uma forte correlação negativa entre níveis 

plasmáticos de adiponectina com eventos cardiovasculares, desenvolvimento de 

resistência à insulina e DM2 (ROCHA & LIBBY, 2009). Os mecanismos relativos à 

regulação negativa na produção de adiponectina podem envolver um ambiente 

hormonal anormal, juntamente com elevado estresse oxidativo e um estado 

proinflamatório que prevalece na obesidade e síndrome metabólica (FURUKAWA et al., 

2004; MAURY & BRICHARD, 2010). 

A adiponectina tem um amplo espectro de efeitos metabólicos e antiinflamatórios 

e age principalmente via dois receptores: o ADIPOR1 encontrado no músculo 

esquelético, fígado e tecido adiposo e o ADIPOR2 encontrado no fígado e tecido 

adiposo (BONET et al., 2009; LAGO et al., 2009; BRAY et al., 2009). Os efeitos 

metabólicos da adiponectina devem-se à melhora na sensibilidade à insulina, inibição 

na entrada de ácidos graxos não esterificados, oxidação de ácidos graxos e redução na 

secreção de glicose no fígado; e aumento na captação de glicose e adipogênese no 

tecido adiposo. No músculo estimula o metabolismo da glicose e acelera a oxidação de 

ácidos graxos livres (GREENBERG & OBIN, 2006; ANTUNA-PUENTE et al., 2007; 

LENZ & DIAMOND Jr., 2008; BONET et al., 2009). Seu efeito antiinflamatório e 

antiaterogênico devem-se à inibição do crescimento de precursores de macrófagos e 

sua diferenciação em células espumosas, inibição da adesão de monócitos na parede 

vascular por reduzir a expressão de moléculas de adesão e inibição na remodelagem e 

proliferação de células musculares da parede vascular (KERSHAW & FLIER, 2004; 

BRAY et al., 2009). BARB et al. (2007) demonstraram em um estudo in vitro que a 

adiponectina suprimiu a atividade fagocítica de macrófagos maduros e a produção de 

fator de necrose tumoral (TNF).  Estudos de caso-controle indicaram que 

concentrações de adiponectina circulante in vivo estão associadas inversamente ao 

risco de desenvolvimento de alguns tipos de câncer relacionados à obesidade 
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incluindo, câncer de mama, próstata e endométrio (BARB et al., 2007).  Todos estes 

estudos, juntamente, sugerem que a adiponectina é o único hormônio derivado do 

adipócito que possui propriedades antiinflamatórias, antiaterogênicas e antidiabetes.  

 

 

3.3.2- TNF 

 

O TNF é sintetizado como uma proteína transmembrana de 26kDa, que 

quando submetida à clivagem por metaloproteinases é secretada na circulação como 

uma molécula solúvel de 17kDa. Anteriormente, sugeriu-se que o adipócito fosse a 

principal fonte de TNF na obesidade. Entretanto, recentemente tem sido reconhecido 

que macrófagos do tipo M1 são a principal fonte de TNF derivada do tecido adiposo 

de obesos (WEISBERG et al., 2003; GALIC et al., 2009).  

 O TNF foi descrito como o primeiro fator derivado do tecido adiposo que 

representa uma associação entre obesidade, inflamação e diabetes. HOTAMISLIGIL et 

al. (1993) demonstraram aumentada expressão de RNAm de TNF na obesidade e 

desde então tem sido fortemente implicado na patogênese da resistência à insulina. 

Além de estar envolvido no aumento da resistência à insulina, o TNF é também 

uma citocina proinflamatória e proaterogênica. Tem ação parácrina e autócrina e 

influencia substancialmente a síntese de adipocinas, através da ativação do fator de 

transcrição nuclear NFB, aumentando a expressão de adipocinas proinflamatórias 

como IL6, MCP-1, e o próprio TNF, e diminuindo a expressão de adiponectina 

(GUALILLO et al., 2007; BRAY et al., 2009). A expressão aumentada de RNAm de 

TNF no tecido adiposo é altamente induzida por obesidade, e é maior no tecido 

adiposo visceral em relação ao subcutâneo (ZOU & SHAO, 2008; MAURY & 

BRICHARD, 2010).  

A ação proaterogênica do TNF se deve à indução no aumento da expressão da 

molécula de adesão vascular 1 (VCAM-1), molécula de adesão intracelular 1 (ICAM-1), 

e MCP-1 na parede vascular e por induzir a expressão de receptores scavengers e 

captação de LDL oxidada por macrófagos (BRAY et al., 2009; MAURY & BRICHARD, 

2010).  

O TNF também está implicado em mediar a resistência à insulina em 

adipócitos através da interferência na expressão de várias proteínas implicadas na via 

de sinalização de insulina (ZOU & SHAO, 2008). Um dos possíveis mecanismos é a 
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atenuação na ativação do substrato para receptor de insulina 1 (IRS-1) através da 

fosforilação de um resíduo de serina mediado pela c-Jun N-terminal quinase 1 (JNK1) 

(ANTUNA-PUENTE, et al., 2008; RABE et al., 2008; ZOU & SHAO, 2008). Outro 

mecanismo descrito é a inibição da lipase lipoprotéica (LPL) e aumento na mobilização 

de ácidos graxos livres do tecido adiposo na corrente sanguínea, que acarreta 

resistência à insulina em tecidos periféricos como o fígado e músculos. 

(HERMSDORFF et al., 2008; GUILHERME et al., 2008). Estudos demonstraram que 

triglicerídeos e ácidos graxos livres exercem forte influência na expressão de TNF. 

Roedores tratados com uma dieta hiperlipídica apresentaram aumento na expressão de 

TNF e alteração da via de sinalização insulínica in vivo; anticorpos anti TNF 

melhoraram a sensibilidade à insulina em roedores obesos. Estudos sugerem também 

que elevados níveis de TNF na obesidade suprimem a expressão de adiponectina por 

mecanismos parácrinos e autócrinos, portanto prejudicando a sensibilidade à insulina 

de outros tecidos através da regulação negativa de adiponectina circulante 

(GREENBERG & OBIN, 2006; ZOU & SHAO, 2008).  

 

 

3.3.3- IL- 6 

 

A IL6 humana é uma cadeia polipeptídica única de 185 aminoácidos que formam 

um feixe de quatro -hélices. Seu peso molecular varia entre 21 e 28 kDa dependendo 

do estado de glicosilação (HOENE & WEIGERT, 2007). IL-6 é uma citocina 

proinflamatória que está envolvida em múltiplos processos fisiológicos incluindo 

inflamação, injúria tecidual e defesa do hospedeiro. 10 a 35% da IL6 circulante é 

sintetizada pelo tecido adiposo, e aproximadamente 90% da IL6 sintetizada no tecido 

adiposo é proveniente de células do estroma vascular como macrófagos, células 

endoteliais e preadipócitos (BRAY et al., 2009).  

Os níveis circulantes de IL6 e a produção pelo tecido adiposo estão 

positivamente correlacionados com obesidade, intolerância à glicose e resistência à 

insulina, e possui correlação negativa com os níveis de adiponectina. A hipertrofia do 

adipócito e estímulos inflamatórios como o TNF promovem produção aumentada de 

IL6.  Elevados níveis plasmáticos de IL6 são preditivos para DM2, síndrome metabólica 

e DCV. A expressão pelo tecido adiposo e os níveis circulantes diminuem com a perda 

de peso. (KERSHAW & FLIER, 2004; HOENE & WEIGERT, 2007; HERMSDORFF et 

al., 2008; MAURY & BRICHARD, 2010). A produção de IL6 pelo tecido adiposo visceral 
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é três vezes maior em comparação ao subcutâneo, e fornece potencial ligação entre 

gordura visceral e resistência à insulina, bem como gordura visceral e inflamação 

(SHOELSON et al., 2007; MAURY & BRICHARD, 2010).  

Uma importante ação relativa à função inflamatória da IL6 é a indução na 

produção hepática de proteínas inflamatórias, como a Proteína C-reativa (PCR). A 

associação positiva entre níveis de IL6 do tecido adiposo e níveis circulantes de PCR é 

um importante fator de risco cardiovascular (ANTUNA-PUENTE et al., 2008).   

Os mecanismos que associam IL6 com resistência à insulina assemelham-se 

aos descritos para o TNF, como a atenuação na sinalização na ativação do IRS-1 

através da fosforilação do resíduo de serina, e inibição na LPL e consequente aumento 

na liberação de ácidos graxos livres do tecido adiposo. No fígado a IL6 reduz a síntese 

hepática de glicogênio dependente de insulina por suprimir a via de transdução de sinal 

SOCS-3 (supressor da sinalização de citocina tipo 3). A resultante inibição da 

fosforilação do IRS-1 pode levar à resistência hepática à insulina (HERMSDORFF et 

al., 2008; BRAY et al., 2009; GALIC et al., 2009).  

Em contraste, a IL6 pode sensibilizar células musculares para os efeitos da 

insulina como a síntese de glicogênio e captação de glicose. A diferença nas vias de 

sinalização utilizada pela IL6 pode fornecer explicações para os controversos 

resultados na ação da insulina em diferentes órgãos periféricos, como fígado, tecido 

adiposo e músculo esquelético (HOENE & WEIGERT, 2007). 

 

 

3.3.4-Outras adipocinas 

 

 Leptina é um hormônio peptídeo não glicosilado de 16 kDa, constituído de 167 

aminoácidos. (GUALILLO et al., 2007). É codificada pelo gene ob e produzida 

principalmente pelo tecido adiposo, particularmente por adipócitos maduros 

diferenciados. Possui ação no cérebro, principalmente hipotálamo, e em outros tecidos 

periféricos como células -pancreáticas, fígado e sistema imunológico (BRAY et al., 

2009; MAURY & BRICHARD, 2010). A leptina desempenha um importante papel na 

homeostase energética (ZOU & SHAO, 2008). Os efeitos metabólicos incluem redução 

na ingestão energética, estímulo na captação de glicose pelo músculo esquelético, na 

lipólise no adipócito, na oxidação de ácidos graxos em diferentes tecidos (músculo, 

fígado e tecido adiposo), na expressão de proteínas desacopladoras (UCPs) em 

diversos tecidos, na termogênese no tecido adiposo marrom e inibição na 



 31 

gliconeogênese e lipogênese hepática (VÁZQUEZ-VELA, et al., 2008; BONET et al., 

2009). A concentração e expressão de leptina estão diretamente associadas à 

adiposidade, mudanças no peso corporal e estado nutricional. A insulina é um potente 

ativador da expressão e secreção de leptina. É estimulada também por glicocorticóides, 

TNF e estrógenos (KERSHAW & FLIER, 2004). Em humanos a expressão do RNAm 

de leptina é maior no tecido adiposo subcutâneo que no visceral (ZOU & SHAO, 2008; 

BRAY et al., 2009). 

 Na obesidade, a hiperleptinemia está frequentemente associada com 

resistência à leptina, uma condição em que a capacidade de estoque de gordura está 

aumentada em relação à capacidade de oxidação. A resistência à leptina acarreta 

esteatose hepática, e acúmulo de gordura ectópica no músculo, coração e pâncreas. A 

leptina tem sido considerada uma citocina proinflamatória. Tem sido sugerido também 

possuir ação quimiotática e pode iniciar o recrutamento de monócitos e macrófagos no 

tecido adiposo (TILG & MOSCHEN, 2006; SURMI & HASTY, 2008). Portanto, a 

hiperleptinemia seguida da resistência à leptina pode ser uma importante causa da 

disfunção do adipócito e suas consequências, e da sobrecarga de lipídeos em tecidos 

periféricos na obesidade, fator favorável ao desenvolvimento de resistência à insulina 

(VÁZQUEZ-VELA et al., 2008).  

 

Resistina é um polipeptídeo de aproximadamente 12 kDa e foi identificada pela 

primeira vez em 2001, como produto da secreção de adipócitos de ratos, durante a 

adipogênese (ZOU & SHAO, 2008; BONET et al., 2009). É expressa por adipócitos em 

roedores e por macrófagos em humanos e sua produção está aumentada na obesidade 

(GALIC et al., 2009). Sua principal ação é desregular a sensibilidade à insulina em 

roedores, inibindo a sinalização da insulina e promovendo intolerância à glicose 

(GUALILLO et al., 2007). Tem sido implicada no desenvolvimento de resistência à 

insulina e DM2 associadas à obesidade em modelos murinos. Obesidade genética 

(camundongos ob/ob e db/db) está associada com alta concentração sérica de 

resistina. O consumo crônico de gordura (45% do total de energia) aumenta a 

concentração sérica de resistina, desregula a sensibilidade à insulina e diminui a 

tolerância à glicose (VÁZQUEZ-VELA et al., 2008). Possui também propriedades 

proinflamatórias, sugerindo seu papel no processo inflamatório (BRAY et al., 2009). Em 

humanos, os níveis plasmáticos de resistina correlacionam diretamente com 

marcadores de inflamação em várias condições patológicas dentre elas a aterosclerose 

e suas complicações. Como outras citocinas proinflamatórias, a resistina estimula a 
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sinalização intracelular por meio da ativação do NFkB, promovendo dessa forma a 

síntese de outras citocinas proinflamatórias incluindo o TNFα, IL-6, MCP-1 e moléculas 

de adesão intracelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1) (SHOELSON et al., 2007). Tem 

sido sugerido que a resistina pode representar um elo entre inflamação e a resistência 

à insulina (BONET et al., 2009). 

 

Proteína quimiotática para monócitos 1 (MCP-1) conhecida também como CCL2, 

é uma proteína que recruta células do sistema imune aos sítios de inflamação e sua 

expressão é aumentada em lesões ateroscleróticas (KANDA et al., 2006; SHOELSON 

et al., 2007). É produzida principalmente por macrófagos e células endoteliais (KANDA 

et al., 2006). Os níveis circulantes e no tecido adiposo estão aumentados na 

obesidade. No tecido adiposo sua expressão é maior em células do estroma vascular 

em relação aos adipócitos, e no tecido adiposo visceral em relação ao subcutâneo 

(MAURY & BRICHARD, 2010). De acordo com SHOELSON et al. (2007) a MCP-1 é 

regulada positivamente pela leptina, e sua expressão no tecido adiposo está 

aumentada em camundongos geneticamente obesos diabéticos (db/db) e 

camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipídica (KANDA et al., 2006). Foi 

observado também, que o aumento na expressão de MCP-1, induziu aumento na 

infiltração de macrófagos no tecido adiposo, na resistência à insulina, e aumentou o 

conteúdo hepático de triglicerídeos em camundongos. Adicionalmente, a deleção do 

gene para MCP-1 diminuiu a extensão do acúmulo de macrófagos no tecido adiposo, a 

resistência à insulina e a esteatose hepática associada à obesidade (KANDA et al., 

2006). Portanto, a MCP-1 associa obesidade e resistência à insulina por meio da 

indução de uma resposta inflamatória no tecido adiposo, e desempenha um importante 

papel na patogênese da síndrome metabólica (BOURLIER & BOLOUMIE, 2009). 

 

PAI-1 é um inibidor de serino-proteases e é o mais importante inibidor fisiológico 

da ativação do plasminogênio. PAI-1 aumentado leva à hipofibrinólise e a um estado 

pró-trombótico (MAURY & BRICHARD, 2010). É secretado principalmente por 

plaquetas e endotélio vascular, entretanto, é produzido também no fígado e no tecido 

adiposo por macrófagos infiltrados e adipócitos, o que contribui para elevados níveis 

dessa proteína de fase aguda na obesidade. A síntese de PAI-1 no tecido adiposo é 

regulada positivamente por estresse oxidativo, TNF, ácidos graxos livres e outras 

citocinas (ALESSI et al., 2007; BRAY et al., 2009; MAURY & BRICHARD, 2010). Níveis 

de PAI-1 possuem forte correlação com IMC e parâmetros da síndrome metabólica, e 
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sua produção estão diretamente associados à adiposidade visceral (KERSHAW & 

FLIER, 2004; DE TAEYE, 2005). Em humanos níveis elevados de PAI-1 favorecem a 

instabilidade da placa aterosclerótica, e tem sido identificado como importante fator 

preditivo para o infarto do miocárdio (ALESSI et al., 2007). Sua concentração também 

correlaciona com resistência periférica à insulina em indivíduos obesos com DM2 

(SHOELSON et al., 2007). Fortes evidências emergem, portanto, considerando o 

importante papel da elevação do PAI-1 no desenvolvimento do fenótipo obeso e suas 

consequências metabólicas (MAURY & BRICHARD, 2010). 

 

Angiotensinogênio (AGT) é o precursor da angiotensina I que após a conversão 

em angiotensina II desempenha um importante papel na regulação da pressão 

sanguínea (ANTUNA-PUÉNTE et al., 2008). AGT é produzido principalmente pelo 

fígado, entretanto, o tecido adiposo é a principal fonte extra-hepática, e pode contribuir 

para o aumento dos níveis circulantes em indivíduos obesos. Adipócitos são uma 

importante fonte de AGT e a expressão de RNAm de AGT é maior no tecido adiposo 

visceral em relação ao subcutâneo (MAURY & BRICHARD, 2010). Uma variedade de 

hormônios são capazes de regular a expressão de RNAm de AGT em adipócitos, 

dentre eles, glicocorticóides e andrógenos. Em adipócitos humanos isolados, elevadas 

concentrações de insulina aumentaram a expressão de AGT; e ácidos graxos livres 

também têm sido examinados como reguladores do AGT no adipócito (THATCHER et 

al., 2009). Camundongos AGT- knockout, submetidos a uma dieta hiperlipídica, com 

superexpressão seletiva de AGT no tecido adiposo, desenvolveram obesidade e 

especialmente hipertensão; compatível com o envolvimento do AGT secretado pelo 

tecido adiposo na gênese desse fenótipo (ANTUNA-PUÉNTE et al., 2008). Em 

humanos, estudos demonstraram que as concentrações plasmáticas de AGT e a 

pressão sanguínea correlacionam positivamente com o IMC, sustentando a relação 

entre AGT no tecido adiposo na obesidade e hipertensão sistêmica (THATCHER et al., 

2009). 

 

 

3.4- CAMUNDONGOS COMO MODELOS EXPERIMENTAIS 

 

3.4.1- Camundongo C57BL/6 como modelo de obesidade induzida por dieta 
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 Vários modelos de animais transgênicos têm sido utilizados para o estudo da 

obesidade e suas complicações. No entanto, eles têm a grande desvantagem de não 

representarem fatores envolvidos na etiologia atual da doença, dentre eles a ingestão 

calórica excessiva. Modelos animais de obesidade induzida por dieta têm sido muito 

importantes por mostrar o papel específico da dieta no desenvolvimento da obesidade 

(VÁZQUEZ-VELA et al., 2008).  

Estudos têm demonstrado que o camundongo C57BL/6 é uma linhagem 

suscetível ao desenvolvimento de obesidade induzida por dieta e resistência à insulina, 

e tem sido considerado o padrão ouro para modelo de obesidade induzida por dieta. 

Ele produz um fenótipo obeso quando ofertadas dietas hiperlipídicas e hipercalóricas 

ad libitum, enquanto C57BL/6 submetido a uma dieta pobre em lipídeos e calorias 

permanece normal (BUETNER et al., 2007; REUTER, 2007). BUETNER et al. (2007) 

demonstraram em um estudo de metanálise que a linhagem C57BL/6 é também o 

modelo ideal para estudos das desordens metabólicas relativas à obesidade, inclusive 

estudo do perfil de adipocinas. Portanto, camundongos C57BL/6 se aproximam 

bastante das formas mais comuns da obesidade humana (REUTER, 2007). 

 

 

3.4.2. Camundongos deficientes do gene da apolipoproteína E (Apo E-/-) como 

modelo de estresse oxidativo e obesidade induzida por dieta 

 

A apoE foi descrita primeiramente como produto de hepatócitos, e é componente 

estrutural de superfície das lipoproteínas quilomícrons (QM) e seu remanescente 

(QMr), lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteína de densidade 

intermediária (IDL) e lipoproteína de alta densidade (HDL). Atualmente sabe-se que 

apoE é altamente expressa nos adipócitos e no tecido adiposo (HUANG et al., 2006). A 

ausência da apoE acarreta redução na razão VLDL/LDL e significativamente reduz o 

transporte reverso de colesterol para o fígado (KATO et al., 2009). Camundongos Apo 

E-/- possuem o mesmo background genético do C57BL/6, porém com a deleção do 

gene para apoE. São camundongos que desenvolvem hipercolesterolemia espontânea 

e rápido desenvolvimento de aterosclerose, o que os faz modelos preferenciais para o 

estudo dessas desordens (KATO et al., 2009).  

Recentemente tem sido atribuída à apoE a função de moduladora do estresse 

oxidativo, caracterizando-a como importante antioxidante  (SACRE et al., 2003). 

Camundongos deficientes em apoE (ApoE-/-) possuem um estado basal pró oxidante 
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devido à retirada da apoE. TARNUS et al., (2009) demonstraram em um estudo in vitro, 

que o aumento de ERO no meio, estimulou o aumento na expressão de apoE, e 

adicionalmente, a apoE diminuiu a formação de radicais livres e reduziu o acúmulo de 

proteínas carboniladas em adipócitos submetidos ao H2O2.  

Existem estudos que utilizam o camundongo ApoE-/- como modelos satisfatórios 

para o estudo da obesidade induzida por dieta (SCHREYER et al., 2002, HUANG et al., 

2006; LOHMAN et al., 2009). Porém, estudos que investigam a influência do estado pró 

oxidativo secundário à deficiência de apoE nas alterações no tecido adiposo ainda são 

escassos (TARNUS et al., 2009).  

Tem sido atribuído ao estresse oxidativo, várias comorbidades associadas à 

obesidade e síndrome metabólica como: resistência à insulina, diabetes e 

aterosclerose. Estudos apontam que essas comorbidades têm como fator causal a 

desregulação de adipocinas no tecido adiposo (FURUKAWA et al., 2004; ESPOSITO & 

GIUGLIANO, 2005). Assim, o uso do animal ApoE-/-, que possui estado basal pró 

oxidativo, pode ser relevante para o estudo de características do tecido adiposo, 

secundárias à obesidade induzida por dieta, em comparação a animais com a mesma 

dieta, porém, sem estado basal pró oxidativo. Dessa forma camundongos ApoE-/- 

constituem relevante modelo experimental, não só para aterosclerose, como também 

para estresse oxidativo.  

 

 

4- MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Os camundongos C57BL/6 e ApoE-/-, foram distribuídos de forma homogênea 

quanto ao peso e divididos em dois subgrupos por linhagem. Os quatro subgrupos 

foram distribuídos da seguinte forma:  

 Grupo controle C57BL/6 com dieta comercial (CT); 

 Grupo controle C57BL/6 com dieta Hiperlipídica para indução de obesidade 

(HIPER);  

 Grupo suscetível ao estresse oxidativo (ApoE-/-) com dieta comercial (CT); 

 Grupo suscetível ao estresse oxidativo (ApoE-/-) com dieta Hiperlipídica para 

indução de obesidade (HIPER).  
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4.2-MATERIAL 

 

4.2.1- Animais e Dietas 

 

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 (n=40) e ApoE-/- (n=36) com 

idade entre 6-7 semanas obtidos no Biotério Central do Instituto de Ciências Biológicas 

e no Biotério Ênio Cardillo Vieira da Universidade Federal de Minas Gerais, 

respectivamente. Os animais tiveram livre acesso à dieta e água e foram mantidos em 

gaiolas coletivas (3 animais por gaiola), em ambiente com ciclos de luminosidade de 12 

horas e temperatura controlada em torno de 22ºC. Os animais foram mantidos no 

Biotério Enio Cardillo Vieira do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal 

de Minas Gerais. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética de Experimentação 

Animal da UFMG (CETEA/UFMG) com o número de protocolo 221/2008.  

Por um período de 9 semanas, os animais foram alimentados com dietas 

específicas (tabelas 1 A e B) e após este período, foram sacrificados por exanguinação 

da artéria femoral e posterior deslocamento cervical. 

 

 

Tabela 1A- Composição (g/kg) da dieta Hiperlipídica 

 

Ingredientes Dieta hipercalórica e 

hiperlipídica 1 

Xarope de Groselha 309,80 

Banha de porco 355,0 

Caseína (99%) 200,0 

Amido de milho 59,3 

Celulose 50,0 

Mix minerais 35,0 

Óleo de soja 20,0 

BHT 0, 014 

Mix vitaminas 10,0 

Bitartarato de colina 2,5 

Metionina 3,0 

                                   1 Adaptado de AKAGIRI et al. (2007) 
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Tabela 1B- Composição química das dietas   

 

 Controle * Hiperlipídica 

Carboidrato 50% 25% 

Proteína 42% 15% 

Gordura total 8% 60% 

Calorias / g dieta 2,2 kcal/g 5,5 kcal/g 

     * Ração comercial Labina®. Composição fornecida pelo fabricante  

 

 

4.3-MÉTODOS 

 

4.3.1- Ingestão alimentar 

 

A quantificação da ingestão alimentar foi obtida pesando-se a dieta ofertada no 

início e no final de cada semana. A diferença entre a dieta ofertada e o restante não 

consumido foi considerada o consumo de dieta semanal. Para o cálculo do consumo 

calórico, o consumo semanal (em gramas) foi multiplicado pela densidade calórica da 

dieta. 

 

4.3.2 - Evolução ponderal, Ganho de peso acumulado e Adiposidade 

 

 Os animais foram pesados semanalmente em balança semi-analítica para 

avaliar a evolução ponderal. No dia que antecedeu ao sacrifício os animais foram 

pesados para a aquisição do peso corporal final. O ganho de peso acumulado foi obtido 

pela diferença entre os pesos final e inicial de cada animal. Após o sacrifício, o tecido 

adiposo foi retirado e pesado. Para o cálculo da adiposidade, utilizou-se a fórmula:  

 

Adiposidade= Peso do tecido adiposo x 100 

Peso corporal final 

 

4.3.3- Amostras de sangue 

 

 No início do experimento, após jejum noturno, foram retiradas amostras de 

sangue da veia caudal. Ao final de 9 semanas, após o mesmo período de jejum e sob 
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anestesia (kentamina (70mg/Kg) e xilazina (11,5 mg/Kg), intraperitonealmente), todos 

os animais foram sacrificados por exanguinação pela artéria femoral sem uso de 

anticoagulante. O sangue foi centrifugado a 6.000 rpm durante 5 minutos em centrífuga 

de mesa Fanem Centrimicro 243 para separação do soro. As amostras de soro foram 

armazenadas à –75ºC, para posterior análise.  

 

4.3.4- Determinação da glicose sérica 

 

 A concentração de glicose sérica foi avaliada ao término das 9 semanas de 

experimento e foi medida através de um sistema enzimático, utilizando o kit comercial 

PAP Liquiform, da Labtest Diagnóstica SA, Brasil. O método consiste na oxidação da 

glicose pela glicose oxidase, produzindo ácido glucônico e peróxido de hidrogênio. Este 

último reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob ação catalisadora da peroxidase, 

através de uma reação oxidativa de acoplamento formando um composto chamado 

antipirilquinonimina cuja intensidade de cor róseo avermelhada é proporcional à 

concentração de glicose na amostra.   

 O sangue retirado no sacrifício foi separado utilizando fluoreto com 

antiglicolítico, sendo 2L de soro transferidos para uma microplaca de 96 poços e 

adicionados a 200L do reagente de cor. Após incubação de 15 minutos a 37º C, a 

absorbância foi lida a 492 nm em leitor de microplaca (Thermo Plate).  

 Para a determinação do padrão foram substituídos 2L da amostra por 2L de 

padrão. Para o cálculo das concentrações de glicose em mg/mL foi utilizada a fórmula 

indicada pelo Kit Labtest: Média da absorbância da amostra / média da absorbância do 

padrão x 100.  

 

4.3.5- Teste de Tolerância Oral à Glicose 

 

 O teste de tolerância oral à glicose é utilizado para estimar a resistência à 

insulina. Após um jejum de 6 horas os animais receberam solução de D-glicose, 2g/Kg 

de peso corporal, por gavagem. Antes da gavagem (tempo zero) e 15, 30, 60 e 120 

minutos após a gavagem foi feita a leitura da glicemia, com auxílio de fitas e 

glicosímetro Accu Chek Advantage®, de uma gota de sangue caudal. A glicemia foi 

dada em mg/mL em cada tempo avaliado e depois feita a curva. 
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4.3.6- Determinação das concentrações de triglicerídeos séricos 

 

 As concentrações de triglicerídeos séricos foram medidas de acordo com o 

método enzimático colorimétrico (FOSSATI & PRENCIPE, 1982), utilizando kit 

comercial Doles, Brasil. O método consiste na hidrólise de triglicerídeos do soro pela 

lipase lipoprotéica produzindo glicerol livre, que é fosforilado pela glicerol quinase, cujo 

produto sofre a ação da glicerol-P-oxidase a qual, em presença de oxigênio, produz 

peróxido de hidrogênio. Este, sob ação da peroxidase em presença de um reagente 

fenólico (p-clorofenol), e 4-aminoantipirina, produz um composto róseo avermelhado, 

com máximo de absorção a 500nm. As dosagens e a curva padrão foram feitas em 

microplacas. A diluição utilizada foi de 5L de soro em 245L de água destilada. 

 

4.3.7-Determinação das concentrações de colesterol total 

 

As concentrações de colesterol foram medidas de acordo com o método da 

colesterol oxidase (ALLAIN et al., 1974) utilizando-se kit comercial Doles (Brasil). O 

método consiste na hidrólise de ésteres de colesterol pela colesterol esterase 

produzindo colesterol livre. Este, em presença da colesterol oxidase e de oxigênio, 

produz peróxido de hidrogênio que pela ação da peroxidase em presença de fenol e 4-

aminoantipirina produz um composto róseo-avermelhado com absorção máxima de 

500nm. 

 As concentrações de colesterol no soro foram determinadas por um ensaio em 

microplaca de 96 poços, de acordo com FAZIO et al. (1997). 5L das amostras de soro 

foram diluídas em água destilada (1:200), afim de que as leituras de absorbância sejam 

adequadas à variação linear do teste. 100L de reagente de colesterol total foram 

adicionados a 100L do soro diluído. Após um período de incubação de 15 minutos a 

37º C a absorbância foi lida a 492 nm em um leitor de microplaca (Modelar Devices, 

modelo Spectra Max Plus). 

 

4.3.8- Determinação das concentrações de HDL colesterol 

 

 As concentrações de colesterol HDL no soro foram dosadas por meio do kit 

enzimático Doles, Brasil. O princípio se baseia na precipitação seletiva de LDL e VLDL 

por polietilenoglicol tamponado (PEG 6000), restando apenas a fração HDL no 

sobrenadante. 
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 O sobrenadante foi separado em uma microplaca de 96 poços, sendo 10L da 

amostra adicionados a 200L do reagente de cor Colesterol 250 Doles/ Colesterol 

Enzimático Líquido Doles.  Após incubação de 15 minutos a 37º C, a absorbância foi 

lida a 492 nm em leitor de microplaca (Thermo Plate). 

 Para a determinação do padrão, foi substituído 10L de sobrenadante de HDLc 

por 10L de padrão. Para o cálculo das concentrações de HDLc foi feita a 

determinação do fator de Calibração através da seguinte equação: F (Fator de 

calibração) = 40/média da Absorbância do Padrão; HDLc= Absorbância da amostra x 

Fator de calibração. 

 

4.3.9- Determinação das frações aterogênicas e índice aterogênico 

 

 O colesterol das frações aterogênicas (LDLc, VLDLc e IDLc) foi calculado pela 

diferença entre o colesterol total e HDL (HDLc) e o índice aterogênico obtido pela 

divisão dos valores de colesterol da fração aterogênica pelo HDLc. 

 

4.3.10- Amostras de tecidos 

 

 O fígado, o músculo gastrocnêmio e o tecido adiposo visceral dos animais foram 

retirados, perfundidos com salina tamponada com fosfato (PBS) e acondicionados a  

-75ºC para as análises posteriores.  

 

4.3.11- Avaliação da peroxidação lipídica- TBARS (substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico)  

 

         A geração de radicais livres e a peroxidação lipídica são reações extremamente 

rápidas, que são geralmente, mensuradas pelos seus produtos, principalmente as 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), entre as quais o malondialdeído é 

o principal. A formação do malondialdeído, pela quebra de ácidos graxos 

poliinsaturados, é um conveniente método para se determinar o grau de peroxidação 

lipídica. 

 A mensuração dos metabólitos, reativos ao ácido tiobarbitúrico, foi realizada em 

microplacas pelo método descrito por BUEGE et ali. (1978). O fígado, músculo e tecido 

adiposo (100mg de tecido mais 1,0 ml de PBS 1X) foram triturados com um 

homogeneizador (Euro Turraz T20b, IKA labortechnik) e mantidos em gelo. Um volume 
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de 500L do homogenato de cada amostra foi colocado em tubos de ensaio e foi 

adicionado 1 ml de solução contendo ácido tricloroacético (TCA 15%), ácido 

tiobarbitúrico (TBA 0,0375%) e ácido clorídrico (HCL 0,25 N). As amostras foram 

mantidas em banho-maria fervente por 15 minutos e então colocadas sob água 

corrente até esfriarem. Foram adicionadas aos tubos 1,5 ml de ácido butílico, e depois 

vigorosamente agitadas. Após uma centrifugação a 3000 rpm, por 10 minutos, o 

sobrenadante foi recolhido e plaqueado em duplicata e a leitura foi realizada a 535 nm. 

O resultado foi normalizado por dosagem de proteínas pela técnica de Lowry (1951), 

segundo o qual a concentração de proteínas nas amostras é calculada através de uma 

curva padrão, feita com albumina. 

 

4.3.12 - Dosagem da concentração de hidroperóxidos  

 

O ensaio da oxidação ferrosa do Xilenol Orange consiste basicamente na 

oxidação de íons ferrosos (Fe2+) a férricos (Fe3+) sob condições ácidas pelos 

hidroperóxidos (NOUROOZ-ZADEH et al., 1994; BANERJEE et al., 2002). O indicador 

utilizado é o Xilenol Orange, que se liga ao íon férrico produzindo um cromóforo azul-

arroxeado. No momento da realização do ensaio, uma parte da solução FOX-2 

(preparado pela dissolução do xilenol Orange e do sulfato ferroso amoniacal em 250 

mM de H2SO4 para uma concentração final de 1 e 2,5 mM, respectivamente) foi diluída 

em nove partes da solução de metanol grau-HPLC contendo 4,4 mM de BHT, obtendo-

se o reagente FOX-2. 

 Para as dosagens foram retirados 20L do homogenato preparado para a 

análise de TBARS e, acrescido a este, 180L do reagente para FOX-2 diretamente na 

microplaca, em duplicata. Para fazer o branco foi utilizado 20L de água deionizada no 

lugar do homogenato. Em seguida, estas misturas foram mantidas em temperatura 

ambiente por 30 minutos. Posteriormente a absorbância foi lida a 560 nm em um leitor 

de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). 

 Adicionalmente, foi realizada a redução dos hidroperóxidos com Trifenilfostina 

(TPP). A TPP é utilizada como eficiente ferramenta para distinção entre peróxido de 

hidrogênio e hidroperóxidos (não-H2O2), já que a presença ou a ausência de TPP 

indica o teor de H2O2 da amostra (NOUROOZ-ZADEH et al., 1994; BANERJEE et al., 

2002). 

 Em 15L do homogenato preparado para a análise de TBARS foi adicionado 

5L de TPP a 10 mM (a TPP foi diluída em metanol) diretamente na microplaca, em 
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duplicata, e foi mantida em temperatura ambiente por 30 minutos. Logo após, foi 

acrescido 180L do reagente para FOX-2 em cada poço. Para fazer o branco foram 

utilizados 15L de água deionizada no lugar do homogenato. Em seguida, estas 

misturas foram mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, a 

absorbância foi lida a 560nm em um leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo 

Spectra Max Plus). 

 O Xilenol Orange ao se ligar aos íons férricos produz um cromóforo azul-

arroxeado com coeficiente de extinção de 1,5 x 10-4 M-1 a 560 nm. A concentração de 

hidroperóxidos pode ser estimada uma vez que o coeficiente de extinção dos 

hidroperóxidos é de 4,3 x 10-4 M-1 a 560 nm. Concentrações inferiores a 1M podem 

ser detectadas. 

 Para quantificar os hidroperóxidos da amostra foram subtraídas as dosagens 

com TPP das sem TPP (sem TPP - com TPP = quantidade de hidroperóxidos da 

amostra) que pode ser expressa em absorbância ou em µmolar.  

 

4.3.13- Histologia do tecido adiposo 

 

 O tecido adiposo epididimal (visceral) retirado no sacrifício foi lavado em solução 

salina e fixado em solução de Bouin (água destilada saturada de ácido pícrico (70% do 

volume), formol a 10% (25 % do volume) e de ácido acético glacial (5% do volume). 

Após 24h o tecido foi transferido para uma solução de etanol 70% e, posteriormente, foi 

feita inclusão em parafina. Após a inclusão, foram feitos cortes de 7m de espessura 

em micrótomo e montagem em lâminas de vidro. Cada lâmina continha 2 cortes 

retirados do bloco de parafina com uma distância mínima de 20 m. As lâminas foram 

coradas pelo método HE (hematoxilina-eosina). A análise foi feita em microscópio 

acoplado à câmera digital em um aumento de 100x. A área do adipócito foi calculada 

pelo valor médio de 100 adipócitos por animal. O número de estruturas semelhantes a 

coroas (CLS), formadas por macrófagos infiltrados no tecido adiposo, foi determinado 

pela média de dez campos para cada animal. Os cortes foram analisados com auxílio 

do software Image-Pro Plus versão 6.3 (Bethesda, Maryland - USA). 

 

4.3.14- Extração do tecido adiposo e dosagem da atividade da N-

acetilglicosaminidase (NAG)  
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Infiltração de células mononucleares foi quantificada medindo-se a atividade da 

enzima lisossomal N-acetilglicosaminidase (NAG) presente em níveis elevados em 

macrófagos ativados (BAILEY et al., 1988). Para tanto, 100mg de tecido foram 

homogeneizadas e maceradas em 2,0 mL de salina 0,9%/Tritonx-100 0,1% v/v, e em 

seguida, centrifugadas a 3000rpm durante 10 minutos a 4°C. 100l do infranadante 

resultante foram incubados por 10 min. com 100l de p-nitrofenil-N-acetil-β-D-

glucosaminida  2,24 mM (Sigma), diluido em tampão citrato 0,1 M /  fosfato (pH 4,5). A 

placa foi incubada a 37°C por 10 minutos.  

Para interromper a reação, foram adicionados 100L de tampão glicina (0,2M, 

pH 10,6). A absorbância foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 

400nm. O resultado foi multiplicado pela quantidade de tecido adiposo (em gramas), 

para ser expresso como valor absoluto da atividade de NAG no tecido adiposo. 

 

4.3.15- Extração do tecido adiposo e dosagem de adiponectina, TNF e IL6 no 

tecido adiposo 

  

 Para a dosagem das adipocinas adiponectina, TNFα e IL6 foi utilizado método 

ELISA (Enzyme-linked immunoabsorbent assay) de captura (Kit R&D Systems). O 

ensaio foi realizado em amostras de 100mg de tecido adiposo homogeneizadas em 1 

mL de solução para extração de proteínas (5% BSA em PBS estéril, pH 7,2-; 0,017% 

fenilmetil sulfonil fluorida, 0,048% cloreto de benzetônio, 0,37% EDTA, 0,002% 

aprotinina). O homogenato foi centrifugado a 10000rpm durante 10 minutos a 4°C. O 

infranadante resultante foi utilizado para o ensaio. Placas de 96 poços foram 

sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-camundongo adiponectina, TNFα e IL6 

(anticorpo de captura- R&D Systems) e incubadas overnight em câmara úmida em 

temperatura ambiente. Após este período os poços foram lavados por três vezes com 

água Twen 20 0,05%. Posteriormente a placa foi bloqueada para evitar ligações 

inespecíficas com 100l de solução de bloqueio (1% BSA em PBS estéril, pH 7,2) e 

incubada 1 hora em temperatura ambiente. Terminado este prazo, os poços foram 

lavados novamente como descrito acima.  

 Após o bloqueio foram adicionados 100l das amostras diluídas 1:3 em reagente 

de diluição (1% BSA em PBS estéril, pH 7,2) e colocadas novamente em câmara úmida 

e incubadas overnight em temperatura ambiente. As amostras foram plaqueadas em 

duplicata e foi colocado 100l de solução de diluição em um poço para caracterização 

do branco. Após este período as placas foram lavadas como descrito previamente. 
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 Após a lavagem adicionou-se 100l do anticorpo de detecção (anti camundongo 

adiponectina, TNFα, IL6 - R&D Systems) previamente diluídos em reagente de diluição 

(1% BSA em PBS estéril, pH 7,2) em cada poço. A placa ficou incubada em 

temperatura ambiente por 1h. Os poços foram lavados novamente como descrito 

acima. Posteriormente adicionou-se 100l de streptoavidina-HRP por poço. A placa 

ficou incubada no escuro em temperatura ambiente por 30 minutos. Após este prazo, 

os poços foram lavados novamente como descrito acima. Posteriormente 100l da 

solução de substratos (reagente de cor A-H2O2 e reagente de cor B-OPD 1:1) foi 

adicionada por poço seguido da incubação de 30 minutos ao abrigo da luz em 

temperatura ambiente. A reação foi interrompida com 50l de H2SO4(2N) por poço. A 

absorbância foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 490nm. O 

resultado foi multiplicado pela quantidade de tecido adiposo (em gramas), para ser 

expresso como valor absoluto no tecido adiposo 

 

 

4.4- ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Os resultados foram expressos em média ± erro padrão. O teste de D’Agostino e 

Pearson foi utilizado para verificar a distribuição normal das amostras. Foi utilizado o 

teste de Grubbs para detecção de outliers no caso de distribuição normal. Para 

detectar diferenças entre os quatro grupos foi feita ANOVA One-way, seguida do pós 

teste de Newman-Keuls. Como o peso inicial foi diferente entre as linhagens, foi usado 

o teste t de Student, para comparar dados relativos ao peso, dos subgrupos dentro da 

mesma linhagem. Um nível de significância de 5% foi estabelecido. As análises foram 

realizadas através do programa GraphPad Prism versão 5.0 para Windows (GraphPad 

Software, San Diego, Califórnia, EUA).  

 

 

5- RESULTADOS 

 

 

5.1- INGESTÃO ALIMENTAR, EVOLUÇÃO PONDERAL, GANHO DE PESO 

ACUMULADO, E ADIPOSIDADE  
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O peso inicial foi similar entre animais de uma mesma linhagem. Embora a 

quantidade de dieta ingerida não tenha sido diferente entre as linhagens, a ingestão 

calórica diária foi maior nos grupos alimentados com dieta hiperlipídica (HIPER). Como 

esperado, o peso do tecido adiposo foi maior no grupo HIPER das duas linhagens 

(Tabela 2).  

 

 

Tabela 2: Peso Corporal Inicial, Ingestão Alimentar e Calórica por animal/dia e 
Peso do Tecido Adiposo Visceral.  
 

 

PARÂMETRO 

C57BL/6 ApoE-/- 

CT HIPER CT HIPER 

Peso Inicial (g) 20.77 ± 0.36a 20,78 ± 0.38a 16.88 ± 0.92b 16.82 ± 0.89b 

Ingestão Alimentar (g) 4.13 ± 0.07a 3.00 ± 0.06a 3.88 ± 0.16a 3.07 ± 0.10a 

Ingestão Calórica (kcal) 11.58 ± 0.20a 15.90 ± 0.35b 10.89 ± 0.46a 16.94 ± 0.55b 

Tecido Adiposo (g) 0.39 ± 0.03a 1.21 ± 0.16b 0.48 ± 0.02a 1.18 ± 0.14b 

Os valores representam média  erro padrão; n=18 por grupo; letras diferentes 
significam diferença estatística; p< 0,05. Teste t de Student  

 

 

 Em relação à evolução ponderal, os animais C57BL/6 HIPER já apresentaram 

peso maior em relação aos CT a partir da sexta semana experimental (Figura 5A).  

Entre os animais ApoE-/-, a diferença entre os grupos HIPER e CT surgiu mais 

tardiamente, na última semana do experimento (Figura 5B). 
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Figura 5- Evolução ponderal ao longo das nove semanas de experimento. 

Camundongos C57BL6 (A) e ApoE-/- (B). Os pontos nos gráficos representam média  
erro padrão, n = 18 por grupo; * p<0,05. Teste t de Student  
 
 

Ao final de nove semanas de experimento, o ganho peso acumulado nos 

animais C57BL/6 (Figura 6A), e nos animais ApoE-/- (Figura 6B) alimentados com dieta 

hiperlipídica foi maior em relação aos seus respectivos controles. 

 

 

 

Figura 6: Ganho de peso acumulado ao final de nove semanas. Camundongos 

C57BL6 (A) e ApoE-/- (B). As barras representam média  erro padrão; n = 18 por 
grupo; * p<0,05. Teste t de Student  
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A adiposidade foi maior nos animais HIPER em relação aos CT em ambas as 

linhagens (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7- Adiposidade final em percentual de gordura visceral. As barras representam 

média  erro padrão; n = 18 por grupo; * p< 0,05; ANOVA one-way; pós-teste Newman-
Keuls. 
 
 
5.2- GLICEMIA, TRIGLICERÍDEOS, COLESTEROL TOTAL E HDL SÉRICOS, 

FRAÇÃO ATEROGÊNICA E ÍNDICE ATEROGÊNICO 

 

Foi avaliada a presença de resistência à insulina de forma indireta, pela glicemia 

de jejum (Figura 8A) e pelo teste de tolerância oral à glicose (Figura 8B).  Não foi 

observada resistência à insulina em nenhum grupo. Os resultados foram similares em 

ambos os grupos, independente da dieta ou linhagem estudada (Figura 8A e B).  
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Figura 8- Glicemia de jejum (A) e Teste de Tolerância Oral à Glicose (B). As barras 

representam média  erro padrão; (A) n=10-12 por grupo; (B) n=6 por grupo; ANOVA 
one-way; pós-teste Newman-Keuls. 
 
 

Nos animais C57BL/6, a dieta hiperlipídica empregada neste estudo não foi 

suficiente para alterar os níveis séricos tanto de triglicerídeos como do colesterol total e 

suas frações. Quando animais ApoE-/- foram comparados aos animais C57BL/6, foi 

confirmado o esperado aumento dos triglicerídeos e colesterol total com a 

concomitante redução do HDLc, aumentando sua susceptibilidade à aterosclerose, 

como sugerido pelo alto índice aterogênico (Tabela 3). Quando os dois grupos ApoE-/- 

foram comparados, a dieta hiperlipídica foi responsável por um perfil ainda mais 

aterogênico, caracterizado por níveis ainda elevados de colesterol total, resultando em 
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um aumento de quase duas vezes na fração aterogênica no HIPER em relação ao CT 

(Tabela 3). Porém, houve uma redução nos triglicerídeos circulantes que, nos animais 

do grupo ApoE-/- HIPER (Tabela 3).   

 

 

Tabela 3. Concentrações Séricas de Triglicerídeos, Colesterol Total, HDLc, 
Fração Aterogênica e Índice Aterogênico de animais C57BL/6 e ApoE-/- 

alimentados com dieta comercial (CT) hiperlipídica (HIPER) por 9 semanas.  
 

Parâmetros 

séricos (mg/dL) 

C57BL/6 ApoE-/-   

CT HIPER CT HIPER 

Triglicerídeos 39   0.8a 43  2.7a 93   7.4b  63   3.5c  

Colesterol Total 80  1.6a 76  2.0a 168  2.3b
  274  6.7c  

HDL colesterol  64  3.9a 57  1.6a 32  2.4b  30  1.6b, c  

Fração Aterogênica 16  4.0a 21  1.5a 134  3.3b  240  4.6c  

Índice aterogênico 0,25  0.1a   0,37  0.0a 4,1  0.3b 8,0  0.3c 

Os valores representam média  erro padrão; n=10-12 por grupo; letras diferentes 
significam diferença estatística; p< 0,05. ANOVA one-way; pós-teste Newman-Keuls 
 

 

5.3- AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO 

 

A fim de se avaliar o estresse oxidativo, foram feitas dosagens de dois de seus 

importantes marcadores no fígado, músculo e tecido adiposo. Foram quantificadas as 

concentrações de malondialdeído (MDA), uma das principais substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS), e também de hidroperóxidos, importante produto da 

peroxidação lipídica.  
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5.3.1- Fígado 

 

Foram observados resultados semelhantes em ambos os testes de avaliação de 

estresse oxidativo. Este foi significativamente maior nos camundongos ApoE-/- em 

comparação aos C57BL/6. A dieta, por sua vez, foi capaz de aumentar, em ambas as 

linhagens, a concentração de MDA (Figura 9A) e concentração de hidroperóxidos no 

fígado (Figura 9B).  

 

 

 

 

Figura 9- Estresse oxidativo hepático. Avaliado através da dosagem de TBARS (A) e 

concentração de hidroperóxidos (B). As barras representam média  erro padrão; 
n=10-12 por grupo; *p< 0,05; ANOVA one-way; pós-teste Newman-Keuls. 
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5.3.2-Músculo 

 

Como visto no fígado, a peroxidação lipídica, avaliada pela concentração de 

MDA (Figura 10A) e concentração de hidroperóxidos (Figura 10B) no músculo também 

foi maior nos camundongos ApoE-/- comparados aos C57BL/6. Foi observado que a 

dieta hiperlipídica, por si só, não alterou este perfil em ambas as linhagens. 

 

 

 

 

Figura 10- Estresse oxidativo muscular. Avaliado através da dosagem de TBARS (A) e 

concentração de hidroperóxidos (B).  As barras representam média  erro padrão; 
n=10-12 por grupo; *p < 0,05; ANOVA one-way; pós-teste Newman-Keuls. 
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5.3.3-Tecido Adiposo 

 

 O estado basal pró-oxidativo do animal ApoE-/- foi demonstrado no fígado e no 

músculo, observado pelo aumento na concentração de MDA e hidroperóxidos em 

relação ao C57BL/6, independente da dieta. No tecido adiposo não foi encontrada 

diferença entre os quatro grupos para a dosagem de MDA (Figura 11A). Entretanto, na 

dosagem de hidroperóxidos, pode-se notar que o grupo ApoE-/- HIPER apresentou 

maior concentração de hidroperóxidos quando comparado a todos os demais (Figura 

11B) 

 

 

 

Figura 11- Estresse oxidativo no tecido adiposo. Avaliado através da dosagem de 

TBARS (A) e concentração de hidroperóxidos (B). As barras representam média  erro 
padrão; n=10-12 por grupo; *p< 0,05; ANOVA one-way; pós-teste Newman-Keuls. 
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5.4- ANÁLISES DO TECIDO ADIPOSO 

 

Foi avaliada também a influência das dietas e da linhagem sobre a área adipócito 

visceral. Em concordância com os resultados de adiposidade, os animais alimentados 

com dieta hiperlipídica apresentaram área de adipócito maior que os respectivos CT. 

Adicionalmente, camundongos C57BL/6 HIPER apresentaram área de adipócitos 20% 

maior do que a observada em camundongos ApoE-/- HIPER (Figura 12A).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 12- Área do Adipócito (A) do tecido adiposo epididimal (visceral) corados com 
hematoxilina/eosina. Camundongos C57BL/6 CT (B) e HIPER (C) e ApoE-/- CT (D) e 

HIPER (E) ApoE-/-. As barras representam média  erro padrão; n = 6 por grupo; * p < 
0,05; ANOVA one-way; pós-teste Newman-Keuls. As fotos foram analisadas com 
aumento de 100X. 
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A infiltração de macrófagos no tecido adiposo foi avaliada pela atividade da enzima 

N-acetilglicosaminidase (NAG). Foi encontrado aumento no ApoE-/- HIPER em relação 

ao CT, demonstrando a influência da adiposidade na ativação de macrófagos nessa 

linhagem (Figura 13A). Os animais ApoE-/- HIPER apresentaram maior atividade de 

NAG em relação ao grupo C57BL/6 HIPER, reforçando mais uma vez, a influência da 

linhagem nesses resultados (Figura 13A). A fim de confirmar os resultados da atividade 

de NAG, foi analisada a presença de estruturas semelhantes a coroas (CLS), formadas 

por macrófagos em torno de adipócitos. Foi observado que a presença de CLS foi mais 

frequente em ApoE-/- recebendo dieta hiperlipíca comparados com camundongos 

C57BL/6 recebendo a mesma dieta (Figura 13B). 

 

 

Figura 13- Avaliação indireta da infiltração de macrófagos ativados no tecido adiposo 
epididimal pela atividade de NAG (A) ou pela frequência de CLS (B). A atividade de 
NAG no tecido adiposo epididimal foi calculada pelo seu valor em unidades arbitrárias 
(UA) x peso total deste tecido. A frequência CLS foi determinada pela média de sua 

visualização em 10 campos, para cada animal. As barras representam média  erro 
padrão; (A) n=9 por grupo; (B) n=5 por grupo; *p< 0,05; ANOVA one-way pós-teste 
Newman-Keuls (A); teste t de Student (B). 
 

 

O perfil de adipocinas secretadas possibilita a caracterização do estado 

inflamatório do tecido adiposo. Quando considerada por grama de tecido adiposo, os 

dados encontrados revelam a concentração de adiponectina menor nos grupos HIPER 

em comparação aos seus controles (Figura 14 A). Porém, como ocorreu também 
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expansão do tecido adiposo em animais com dietas hiperlipídicas, a secreção total de 

adiponectina pelo tecido adiposo visceral de animais HIPER ainda é maior comparada 

aos respectivos controles (figura 14B). Quando os dois grupos alimentados com a 

mesma dieta são comparados, não há diferenças entre o teor de adiponectina quando 

os animais estão em dieta controle. Por outro lado, quando os grupos HIPER são 

comparados, animais ApoE-/- HIPER apresentaram maior produção de adiponectina em 

relação ao C57BL/6 HIPER (figura 14B). 

 

 

 

 

Figura 14- Secreção de adiponectina avaliada pelo método ELISA. Valor de 
adiponectina expresso por grama de tecido adiposo (A); Valor absoluto expresso em pg 

x tecido adiposo epididimal em gramas (B). As barras representam média  erro 
padrão; n=5 por grupo; * p< 0,05; ANOVA one-way; pós-teste Newman-Keuls. 
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Em relação à produção de TNF não foi encontrada diferença entre ambos os 

grupos C57BL/6 (figura 15), entretanto o grupo ApoE-/- HIPER apresentou maior 

produção de TNF comparado ao controle. Estes níveis foram estatisticamente 

maiores que os vistos em C57BL/6 HIPER (Figura 15).   

 

 

 

 

Figura 15- Secreção de TNF avaliada pelo método ELISA. Valor absoluto expresso 

em pg x tecido adiposo epididimal em gramas. As barras representam média  erro 
padrão; n=5 por grupo; * p< 0,05; ANOVA one-way; pós-teste Newman-Keuls. 
 
 
 

A secreção de IL6 foi maior em animais HIPER de ambas as linhagens 

comparadas aos seus controles. Novamente, o grupo ApoE-/- HIPER apresentou maior 

produção de IL6 em relação ao C57BL/6 HIPER (figura 16). 
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Figura 16- Secreção de IL6 avaliada pelo método ELISA. Valor absoluto expresso em 

pg x tecido adiposo epididimal em gramas. As barras representam média  erro padrão; 
n=5 por grupo; * p< 0,05; ANOVA one-way; pós-teste Newman-Keuls. 
 
 

6-DISCUSSÂO 
 

 

No presente estudo foram utilizados camundongos deficientes em apoE, que 

desenvolvem hipercolesterolemia e estresse oxidativo, para testar o efeito da dieta 

hiperlipídica na inflamação induzida pela obesidade. Além de seu papel no transporte 

de lipídios, a apoE apresenta propriedades antioxidantes no plasma e no cérebro, 

sendo altamente produzida pelos adipócitos, principalmente em resposta ao estresse 

oxidativo (TARNUS et al., 2009). Para ser o controle deste modelo de alto estresse 

oxidativo basal, caracterizado pelo camundongo ApoE-/-, foram utilizados camundongos 

C57BL/6, que possuem apoE e são resistentes à hipercolesterolemia.  

O peso corporal inicial foi maior nos camundongos C57BL/6, em comparação ao 

camundongo ApoE-/-. A ingestão calórica foi semelhante entre as duas linhagens, 

refletindo no peso final e adiposidade também semelhante. Entretanto, o C57BL/6 

HIPER demonstrou peso maior em relação ao seu controle já na sexta semana de 

experimento, enquanto nos camundongos ApoE-/- HIPER o aumento de peso em 

relação ao seu controle só ficou evidente na nona semana, demonstrando a resistência 

desse animal em ganhar peso. Resultados semelhantes foram descritos anteriormente, 

quando ambas as linhagens foram alimentadas com dieta diabetogênica por várias 

semanas (SCHREYER et al., 2002). Quando se avaliou a área do adipócito, os 

camundongos controles apresentaram tamanho semelhante em ambas as linhagens, e 
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a área dos adipócitos foi 20% maior no C57BL/6 HIPER, em comparação ao ApoE-/- 

HIPER, evidenciando os efeitos mais proeminentes do consumo de gordura elevada na 

linhagem C57BL/6. GAO et al. (2007) também demonstraram adipócitos menores em 

animais ApoE-/- alimentados com dieta hiperlipídica em comparação a animais ApoE+/+. 

Como está bem descrito que a adiposidade e o tamanho do adipócito são parâmetros 

que se relacionam com comorbidades da obesidade, então, pode-se supor que a 

inflamação relacionada à obesidade será mais intensa em camundongos C57BL/6 em 

virtude da maior área de adipócito em relação ao animal ApoE-/-.  

Como a expansão da gordura corporal está relacionada com a resistência à 

insulina, a glicemia foi analisada nos quatro grupos experimentais. No entanto, não foi 

encontrada qualquer diferença entre os grupos. O mesmo resultado foi descrito 

anteriormente em camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipídica durante 

seis semanas (SCHAALAN et al., 2009). Em outro estudo comparando camundongos 

C57BL/6 e ApoE-/- alimentados por oito semanas com dieta diabetogênica, também foi 

observada a resistência do camundongo ApoE-/- no desenvolvimento de hiperglicemia 

em resposta à dieta (SCHREYER et al., 2002). Nesse mesmo estudo, camundongos 

ApoE-/- mostraram um declínio nos níveis séricos de triglicerídeos em resposta à dieta, 

fato observado também no presente estudo e em outros (SCHREYER et al., 2002, 

MESENKAMP et al., 1999). A redução de triglicerídeos séricos pode resultar de várias 

causas. SCHREYER et al. (2002) demonstraram que a deficiência de apoE reduziu a 

secreção hepática de lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL), a principal 

carreadora de triacilgliceróis, em 60%. A causa pode ser ter sido devido ao fato de que 

camundongos alimentados com dieta hiperlipídica aumentaram a oxidação de ácidos 

graxos em relação aos controles alimentados com dieta padrão. Além disso, no fígado 

dos camundongos obesos, os níveis de proteína desacopladora 2 (UCP2) estão 

aumentados, resultando na depleção de ATP e liberação de energia na forma de calor 

(SCHREYER et al., 2002).  

Como esperado, o colesterol total foi maior nos animais ApoE-/- e o HDLc foi 

menor em relação ao C57BL/6, refletindo dessa forma, no aumento da fração 

aterogênica e no índice aterogênico no animal ApoE-/- em relação ao C57BL/6. A dieta 

hiperlipídica não alterou o perfil lipídico no animal C57BL/6 em concordância com 

outros estudos (MESENKAMP et al., 1999; SCHREYER et al., 2002). Assim, confirma a 

resistência desse animal em desenvolver dislipidemia secundária à dieta, ao contrário 

do animal ApoE-/- que, sob dieta hiperlipídica, exarcebou ainda mais seu estado 

dislipidêmico já previamente existente em função da ausência da ApoE. 
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 Neste estudo o estado basal pró-oxidativo no camundongo ApoE-/- foi 

demonstrado pela produção de MDA e hidroperóxidos no fígado e nos músculos. 

Porém, no tecido adiposo não foram observadas diferenças entre os grupos controles 

de ambas as linhagens. Entretanto, associando a dieta às diferentes linhagens, animais 

ApoE-/- aumentaram a concentração de hidroperóxidos de forma significativamente 

maior em relação aos animais C57BL/6 alimentados com a mesma dieta, deixando 

claro a susceptibilidade de animais deficientes em apoE para fatores pró-oxidantes 

como a dieta. O aumento do estresse oxidativo não pode ser comprovado pela técnica 

de TBARS no tecido adiposo, mesmo em animais alimentados com dieta hiperlipídica.  

Estes dados de estresse oxidativo nos diferentes tecidos são consistentes com estudos 

anteriores que mostram que a produção de ERO é diferente em diferentes tecidos, 

devido às diferenças na atividade metabólica, consumo de oxigênio e níveis de 

antioxidantes (FURUKAWA et al., 2004; LIMÓN-PACHECO & GOSENBATT, 2009). 

Outro fator a considerar são os marcadores utilizados para avaliação de estresse 

oxidativo, que podem ter especificidade diferente dependendo do tecido avaliado 

(VESKOUKIS et al., 2009). Deve-se considerar que a produção de MDA é menos 

específica do que a produção de hidroperóxidos como resultado da peroxidação 

lipídica. MDA pode ser produto da degradação de outras moléculas existentes em 

tecidos biológicos, como resultado da formação de endoperóxidos e não 

necessariamente da peroxidação lipídica (CHERUBINI et al., 2005). Entretanto, a 

concentração de hidroperóxidos é resultado específico de peroxidação lipídica causada 

por ação de radicais livres (HERMES-LIMA et al., 1995).  Portanto, o fato de ter sido 

observada diferença no estresse oxidativo do tecido adiposo somente pela dosagem de 

hidroperóxidos, talvez tenha sido influenciada pela composição lipídica do tecido. A 

apoE é altamente expressa no tecido adiposo e possui propriedades antioxidantes. A 

presença de apoE no tecido adiposo diminui a oxidação intracelular em adipócitos 

(TARNUS et al., 2009). Provavelmente, a presença de apoE no tecido adiposo 

desempenhou papel antioxidante capaz de minimizar o efeito oxidante da dieta 

hiperlipídica no C57BL/6 HIPER, impedindo dessa forma, uma elevação significativa no 

estresse oxidativo em relação ao controle observado nesse estudo. Esse fato fica mais 

evidente quando foi observado o efeito maior da dieta no animal ApoE-/- HIPER em 

relação ao seu controle e em relação ao C57BL/6, demonstrado pela concentração de 

hidroperóxidos. 

A infiltração de macrófagos é um evento chave na resposta inflamatória do 

tecido adiposo (WAISBERG et al., 2003; KANDA et al, 2006). Os resultados 
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encontrados neste estudo estão em conformidade com a idéia de que a ingestão 

elevada de gordura promove a infiltração de macrófagos no tecido adiposo, como 

demonstrado pela maior atividade da NAG principalmente no ApoE-/- HIPER. Acredita-

se que a extensão do acúmulo de macrófagos no tecido adiposo correlaciona com o 

grau de adiposidade (SUBRAMANIAN et al., 2009). Com os resultados observados foi 

possível demonstrar que a atividade de NAG está aumentada em animais com maior 

adiposidade em ambas as linhagens, porém com resultado significativo somente no 

ApoE-/- HIPER. Curiosamente, apesar de adipócitos maiores serem vistos no 

camundongo C57BL/6, a infiltração macrófagos ativados no tecido adiposo foi 

significativamente maior nos ApoE-/- HIPER, em comparação aos C57BL/6 HIPER. 

Além disso, quando alimentados com dieta hiperlipídica, o animal ApoE-/- teve a 

infiltração de macrófagos triplicada neste tecido, bem como aumento de macrófagos 

formando estruturas ”semelhantes a coroas” (CLS), destacando o efeito deletério da 

dieta nesse animal. O recrutamento de macrófagos em camundongos ApoE-/- pode ser 

também devido ao seu perfil lipídico característico. Sabe-se que a hipercolesterolemia 

e estresse oxidativo são fatores para ativação de monócitos, potencializando ainda 

mais a infiltração de macrófagos e inflamação, já presentes no tecido adiposo 

(LOHMAN et al., 2009). Consistente com os dados encontrados, um estudo 

comparando camundongos C57BL/6 e ApoE-/- alimentados com uma dieta rica em 

colesterol apresentaram aumento da expressão de MCP-1, TNFα e infiltração de 

macrófagos no tecido adiposo de ApoE-/- comparados com os C57BL/6 (LOHMAN et 

al., 2009).  

 Quando avaliados na quantidade total de tecido adiposo visceral, além do 

infiltrado de macrófagos, foi observado neste estudo, aumento das adipocinas pró-

inflamatórias TNFα e IL6, e curiosamente, da adiponectina, descrita como adipocina 

antidiabetes e antiinflamatória. Porém, quando avaliada a produção de adiponectina 

por grama de tecido adiposo, esta estava reduzida, como sugerido pela literatura. A 

adiponectina é sintetizada em quantidade reduzida no tecido adiposo de obesos e está 

inversamente proporcional à resistência à insulina (HERMSDORFF et al, 2008). 

Entretanto, a adiponectina expressa em maior quantidade no tecido adiposo 

subcutâneo em relação ao visceral (KERSHAW and FLIER, 2004; LENZ and 

DIAMOND Jr., 2008).  Assim, pode-se sugerir que os valores maiores de adiponectina 

encontrados em toda extensão do tecido adiposo nos animais com adiposidade 

aumentada, talvez seja porque neste estudo as análises foram feitas somente no tecido 

adiposo visceral, isto é, o tecido adiposo subcutâneo não foi avaliado. Talvez a 
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produção de adiponectina no tecido adiposo subcutâneo poderia apresentar um padrão 

de secreção diferente, e contribuir com um balanço final de produção de adiponectina 

diverso do encontrado. Tem sido demonstrado que a adiponectina possui correlação 

inversa significativa com a resistência à insulina, independente da obesidade (AL-

DAGHRI, et al., 2009). Como observado, os animais com dieta hiperlipídica não 

apresentaram glicemia alterada demonstrada pela glicemia de jejum e teste de 

tolerância oral à glicose. Provavelmente, a secreção elevada de adiponectina nos 

animais com maior adiposidade visceral neste estudo, possa ter relação com a glicemia 

normal desses animais. Camundongos deficientes em adiponectina desenvolveram 

intolerância à glicose, sustentando a idéia de que a adiponectina protege contra a 

resistência à insulina induzida por dieta (GUERRE-MILLO, 2008).  

O tecido adiposo de obesos é caracterizado por elevado estresse oxidativo, 

inflamação crônica e infiltrado de macrófagos. ERO e citocinas proinflamatórias são 

potentes inibidores da expressão gênica de adiponectina em adipócitos de cultura 

(GUERRE-MILLO, 2008). No presente estudo, foi observado estresse oxidativo, 

infiltrado de macrófagos e aumento de TNFα no tecido adiposo no grupo C57BL/6 

HIPER, porém, não resultou em diferença estatística em relação ao seu controle. 

Talvez, o aumento mais modesto desses fatores possa ter sido insuficiente para inibir a 

produção e acarretar a redução da adiponectina nesse grupo. Porém, quando 

observado o grupo ApoE-/- HIPER, a dosagem de hidroperóxidos no tecido adiposo e 

todos os marcadores proinflamatórios estão aumentados em relação ao seu controle e 

também em relação ao C57BL/6 HIPER. Neste caso, talvez outros fatores, 

possivelmente relativos à deficiência de ApoE, possa ter influenciado na produção de 

adiponectina de forma a mantê-la aumentada. Tem sido descrito que a deficiência de 

apoE produz resistência a algumas alterações fenotípicas relacionadas à obesidade 

incluindo hiperinsulinemia e hiperglicemia (GAO et al., 2007). É relevante considerar 

também, que os mecanismos que aumentam a expressão gênica de adiponectina 

ainda são apenas parcialmente elucidados (FURUKAWA et al., 2004; GUERRE-MILLO, 

2008).  

O TNFα e IL6 são citocinas proinflamatórias sintetizadas no tecido adiposo pelo 

adipócito e por células do estroma vascular, e está relacionada à expansão do tecido, 

hipertrofia do adipócito e aumento do infiltrado de macrófagos (HEILBRONN et al., 

2008). Um aumento na gordura corporal está relacionado a uma rede de resposta 

inflamatória no tecido adiposo que resulta da secreção de fatores inflamatórios no 

tecido adiposo, secreção pelo tecido adiposo de fatores que estimulam outros tecidos 
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na produção de fatores inflamatórios e queda na produção de fatores antiinflamatórios 

(BAYS et al., 2009). Foi demonstrada no presente estudo secreção aumentada de 

TNFα e IL6 nos animais ApoE-/- HIPER em relação ao seu controle e em relação ao 

C57BL/6. Esse resultado está em concordância com os resultados de NAG e com 

estudos que descrevem a produção dessas citocinas principalmente por macrófagos 

ativados infiltrados no tecido adiposo (LUMENG et al., 2007; SUBRAMANIAN et al., 

2009).  Entretanto, o animal C57BL/6 HIPER apresentou IL6 aumentada em relação o 

seu controle, resultado não observado para o TNFα e para o NAG. Provavelmente, 

nesse animal, o adipócito possa ter tido contribuição maior que o macrófago na 

secreção de IL6 colaborando para essa diferença. Macrófagos são a principal fonte de 

TNFα no tecido adiposo e adipócitos contribuem com aproximadamente um terço da 

concentração de IL6 circulante de obesos (TILG & MOSCHEN, 2006). O aumento do 

TNFα e IL6 está relacionado à resistência à insulina em obesos (BOURLIER & 

BOULOUMIE, 2009). Entretanto, nos animais HIPER não foi observada resistência à 

insulina, demonstrada pela glicemia de jejum e teste de tolerância oral à glicose nesses 

animais. Possivelmente a adiponectina aumentada pode ter colaborado nessa 

interação melhorando a sensibilidade à insulina nesses animais. 

O acúmulo de ERO está relacionado também, ao infiltrado de macrófagos no 

tecido adiposo por ser um fator para ativação de monócitos circulantes (DEGASPERI et 

al., 2009). Foi feito um estudo transversal em Framinghan com 1250 participantes a fim 

de avaliar a associação entre obesidade visceral, estresse oxidativo e inflamação. Foi 

encontrada associação entre obesidade visceral com isoprostano urinário (marcador de 

estresse oxidativo), MCP-1, IL6 e receptor de TNFα (POU et al., 2007). A produção 

aumentada de TNFα também estimula aumento dos níveis de ERO no tecido adiposo 

(ERIKSSON, 2007). Os resultados encontrados no presente estudo sustentam essa 

idéia, já que foi observada concentração de hidroperóxidos elevada no animal ApoE-/-

HIPER, que também tem NAG, TNFα e IL6 aumentados em relação aos outros grupos. 

Isso demonstra a importância da associação da obesidade com o estresse oxidativo na 

produção do perfil proinflamatório nesse animal, uma vez que o grupo ApoE-/- HIPER 

apresentou obesidade e alto estresse oxidativo em todos os órgãos avaliados dentre 

eles o tecido adiposo. A força dessa associação fica mais evidente quando comparado 

o grupo C57BL/6 HIPER, que apresentou adiposidade aumentada, porém não 

apresentou aumento significativo na concentração de hidroperóxidos no tecido adiposo, 

com o ApoE-/- HIPER que apresentou esses dois parâmetros associados. A presença 

de adiposidade aumentada de forma isolada, representada pelo C57BL/6 HIPER, não 
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foi suficiente para induzir infiltrado de macrófagos e produção de TNFα 

significativamente maior que seu controle. Já no ApoE-/- HIPER, o aumento do estresse 

oxidativo associado à obesidade desencadeou uma resposta inflamatória caracterizada 

pelo aumento de todos os marcadores proinflamatórios avaliados neste estudo.  

Vários estudos atribuem o aumento de estresse oxidativo em indivíduos obesos 

ao aumento de ácidos graxos livres e glicose sérica, e que estes fatores induzem 

inflamação no tecido adiposo de obesos por aumentar potencialmente o estresse 

oxidativo (SHOELSON et al., 2007; SCHÖNFELD & WOJTCZAK, 2008). No presente 

estudo não foi observada hiperglicemia ou hipertrigliceridemia, descartando, portanto, a 

interferência desses dois fatores no aumento do estresse oxidativo. Porém, é bem 

estabelecido também que a hipercolesterolemia está associada ao estresse oxidativo e 

ao aumento de NADPH oxidase importante fonte de ânion superóxido (•O2
-) 

(WASMMAN et al., 2004). Neste estudo foi observada hipercolesterolemia marcante no 

grupo ApoE-/- HIPER, secundária à dieta em associação à deficiência da ApoE. 

LOHMANN et al. (2009) demonstraram que os níveis séricos de colesterol possuem 

correlação com infiltrado de macrófagos no tecido adiposo. Foi observado que o grupo 

ApoE-/- HIPER possui infiltrado de macrófagos elevado em relação aos outros grupos 

em concordância com os níveis séricos de colesterol que também é maior em relação 

aos outros grupos. Entretanto, o grupo ApoE-/- CT que também possui colesterol sérico 

aumentado não apresentou infiltrado de macrófagos aumentado. Sugere-se, portanto, 

que a hipercolesterolemia somente, não é suficientemente capaz de induzir aumento 

no infiltrado de macrófagos no tecido adiposo, e é possível sugerir que fatores como 

obesidade e estresse oxidativo elevado juntos, interferem de forma determinante neste 

evento, demonstrado pelo animal ApoE-/- HIPER. Sabe-se que macrófagos são fontes 

de ERO, TNFα e IL6 (LAGO et al., 2009; GUMMERSBACH et al., 2009). O TNFα tem 

importância significativa na troca de sinalização entre adipócitos e macrófagos 

infiltrados no tecido adiposo, mediando sua amplificação sinergística de inflamação 

sistêmica e local (LAGO et al., 2009). Macrófagos ativados, juntamente com adipócitos 

e outras células presentes no tecido adiposo, podem perpetuar um ciclo vicioso de 

recrutamento de macrófagos e produção de citocinas proinflamatórias e ERO (TILG & 

MOSCHEN, 2006). Dessa forma o aumento do infiltrado de macrófagos possivelmente 

também tem participação no estresse oxidativo aumentado no tecido adiposo do animal 

ApoE-/- HIPER. Está bem documentada a correlação direta entre tamanho do adipócito 

e marcadores proinflamatórios no tecido adiposo (BAYS et al., 2009). Foi observado 

que o adipócito do C57BL/6 HIPER é maior que do ApoE-/- HIPER. Se fosse levado em 
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consideração esse resultado isolado, seria razoável supor que os parâmetros 

proinflamatórios avaliados, NAG, TNFα e IL6, estivessem aumentados no animal 

C57BL/6 HIPER em relação ao ApoE-/- HIPER.  Porém, esse resultado não foi 

observado. Mais uma vez é possível sugerir o aumento da inflamação no tecido 

adiposo em conseqüência da associação de obesidade e estresse oxidativo, bem 

representados no animal ApoE-/- HIPER, que apesar de possuir adipócito menor, 

apresentou perfil proinflamatório mais acentuado que o C57BL/6 HIPER. Entretanto, a 

produção de adiponectina, uma adipocina antiinflamatória, tem produção aumentada no 

ApoE-/- HIPER que possui área de adipócito menor que o C57BL/6 HIPER, fator que 

talvez tenha tido influência na produção dessa adipocina, resultando na diferença entre 

estes dois grupos.  

Ainda não são totalmente elucidados os mecanismos que unem obesidade, 

estresse oxidativo e inflamação. Algumas proteínas envolvidas na resposta ao estresse 

oxidativo, dentre elas o NFκB, um fator de transcrição nuclear é regulado também por 

citocinas proinflamatórias produzidas no tecido adiposo, e possui a habilidade de 

regular positivamente genes responsáveis por processos de inflamação e morte celular 

(LIMÓN-PACHECO & GONSEBATT, 2009). Tem sido fortemente debatido que a 

produção desregulada de adipocinas no tecido adiposo de obesos está criticamente 

envolvida na patogênese da síndrome metabólica; e que adiposidade aumentada tem 

forte correlação com marcadores do estresse oxidativo (FURUKAWA et al., 2004). No 

presente estudo foi constatado aumento de adiposidade nos grupos alimentados com 

dieta hiperlipídica, entretanto, não foi observada a presença de síndrome metabólica. A 

dieta hiperlipídica foi capaz de induzir aumento no estresse oxidativo hepático e no 

tecido adiposo principalmente do ApoE-/- HIPER. Foi possível caracterizar que o grupo 

ApoE-/- HIPER possui associação de obesidade e estresse oxidativo, e que os 

marcadores inflamatórios estão aumentados somente nesse grupo, coerente com idéia 

de que associação de estresse oxidativo e obesidade é importante para a produção do 

perfil inflamatório no tecido adiposo de obesos. 

Está bem aceito atualmente que na obesidade o tecido adiposo exibe um estado 

de inflamação crônica de baixo grau. E que macrófagos ativados no tecido adiposo 

secretam ERO, e a resposta celular às citocinas proinflamatórias também podem 

induzir mudanças redox, sugerindo que a inflamação pode ser uma fonte de estresse 

oxidativo aumentado no tecido adiposo (RUDICH et al., 2007). No presente estudo foi 

possível observar a associação de estresse oxidativo e obesidade na produção de 

marcadores proinflamatórios no tecido adiposo de animais ApoE-/- alimentados com 
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dieta hiperlipídica. Entretanto, mais estudos são necessários para se avaliar as vias de 

produção desses marcadores e estabelecer a relação de causa ou conseqüência que o 

estresse oxidativo desempenha no desenvolvimento da inflamação observada no 

tecido adiposo desses animais. 

 

 

7- CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 No presente estudo foi possível comprovar a eficiência da dieta hiperlipídica em 

induzir obesidade em animais C57BL/6 e ApoE-/- por meio dos dados de evolução 

ponderal, ganho de peso acumulado, adiposidade e área do adipócito. A dieta 

hiperlipídica não foi capaz de alterar o perfil lipídico de animais C57BL/6, entretanto, 

aumentou a dislipidemia pré-existente no animal ApoE-/-. A glicemia não foi alterada 

pela dieta hiperlipídica em ambas as linhagens. O estado basal pró-oxidativo do animal 

ApoE-/- foi demonstrado no fígado e músculo, e aumento do estresse oxidativo 

secundário à dieta foi demonstrado no fígado de ambas as linhagens e no tecido 

adiposo do animal ApoE-/- grupo HIPER.  O animal Apoe-/- HIPER apresentou estresse 

oxidativo maior que o C57BL/6 HIPER nos três órgãos avaliados, evidenciando a 

associação de estresse oxidativo e obesidade apenas nesse grupo. A presença de 

macrófagos ativados no tecido adiposo foi significativamente maior no ApoE-/- HIPER 

em relação ao seu controle e em relação ao C57BL/6 HIPER. Os animais com dieta 

hiperlipídica e adiposidade aumentadas apresentaram adiponectina e IL6 maior que 

seus controles em ambas as linhagens. O aumento do TNFα foi demonstrado somente 

no grupo ApoE-/- HIPER em relação ao seu controle, e não foi encontrada diferença 

nos animais C57BL/6, assim como o infiltrado de macrófagos representado pela 

dosagem de NAG. O animal ApoE-/- HIPER apresentou adiponectina, TNFα, IL6 e 

infiltrado de macrófagos ativados maior que o C57BL/6.  
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8- CONCLUSÃO 

 

 

O estresse oxidativo e a obesidade juntamente estão implicados no aumento do 

perfil inflamatório no tecido adiposo de obesos. Foi possível observar no presente 

estudo que apenas os animais ApoE-/- alimentados com dieta hiperlipídica 

desenvolveram adiposidade e estresse oxidativo aumentados no tecido adiposo, que 

por sua vez, apresentou secreção aumentada de marcadores proinflamatórios em 

relação aos outros grupos. Conclui-se então que a associação de estresse oxidativo e 

obesidade, representada pelo ApoE-/- HIPER foi determinante para o desenvolvimento 

de inflamação no tecido adiposo de animais obesos. 
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