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A obesidade é hoje um dos principais problemas de saúde pública no mundo. 

De acordo com dados epidemiológicos aproximadamente 1 bilhão de pessoas 

apresentam obesidade (IMC ≥ 30 Kg/m2) ou sobrepeso (IMC entre 25 e 30 Kg/m2), 

o que equivale a aproximadamente 28% da população mundial. Estimativas da 

Organização Mundial da Saúde projetam prevalências superiores a 50% nos 

Estados Unidos e superiores a 25% no Brasil para o ano de 2025 (1). O 

desenvolvimento da obesidade é um dos mais importantes fatores de risco para 

outras doenças também altamente prevalentes na sociedade moderna, tais como, 

diabetes mellitus tipo 2, hipertensão arterial, doença arterial coronariana, 

dislipidemias, certos tipos de câncer, distúrbios circulatórios, entre outras (2). 

O acúmulo de massa corporal ocorre devido a uma combinação de múltiplos 

fatores genéticos e ambientais, com exceção de raros casos de defeitos 

monogênicos (3). A regulação da massa corporal depende de um perfeito 

equilíbrio entre a ingestão alimentar e o gasto energético. Esse equilíbrio é 

coordenado, em parte, por neurônios especializados localizados no hipotálamo, os 

quais recebem sinais periféricos, como insulina e leptina, controlando os estoques 

de energia (4, 5).  

A leptina é um hormônio com características estruturais de citocina produzida 

predominantemente pelo tecido adiposo branco em relação proporcional direta à 

massa deste tecido no organismo (6). A sinalização da leptina depende de sua 

ligação a um receptor da família de citocinas de classe I (7). O receptor de leptina 

possui várias isoformas, sendo a ObRb a predominante em neurônios do núcleo 

arqueado e a principal responsável pela transdução do sinal da leptina nessa 
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região anatômica (8). Como outros membros da família de receptores de classe I 

de citocinas, o ObRb não possui atividade catalítica intrínseca sendo 

constitutivamente ligado a uma proteína citosólica com atividade tirosina quinase 

chamada Janus quinase - 2 (JAK-2) (9). A ligação da leptina ao ObRb ativa três 

vias distintas de sinalização intracelular, IRS/PI3-quinase, SHP-2/MAP-quinase e 

STAT, as quais são responsáveis pela modulação de fenômenos fisiológicos 

controlados pela leptina como a produção e liberação de neurotransmissores 

responsáveis pelo controle da fome e termogênese (10).  

Os avanços na caracterização dos mecanismos de ação da leptina no 

hipotálamo revelaram que a transdução do sinal desse hormônio sofre importante 

controle por vias paralelas de sinalização celular, sendo que, até o presente 

momento, a insulina se destaca como o principal modulador do sinal da leptina 

(11, 12, 13).  

A insulina ocupa um papel central na manutenção da homeostase energética e 

coordena o armazenamento e utilização das moléculas combustíveis no tecido 

adiposo, fígado e músculo esquelético. O aumento plasmático pós-prandial da 

concentração de insulina promove a captação de glicose e sua conversão em 

glicogênio ou triglicérides pelo músculo ou tecido adiposo. Em paralelo, a 

produção hepática de glicose é inibida como resultado da supressão insulino-

dependente da gliconeogênese e glicogenólise, e pelo aumento da síntese de 

glicogênio (14).  

A resistência à insulina é uma condição, genética ou adquirida, na qual 

concentrações fisiológicas de insulina provocam uma resposta subnormal na 
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importante no desenvolvimento da obesidade (24). A resistência hipotalâmica à 

ação da leptina e da insulina é um dos principais eventos participantes da gênese 

da obesidade. A ligação da leptina ou da insulina aos seus respectivos receptores 

promove a ativação de uma série de eventos intracelulares que culminam com o 

controle da expressão gênica, regulação da atividade de canais iônicos, atividade 

elétrica de neurônios e controle da produção e liberação de neurotransmissores, 

entre outros (20). Nos últimos anos, diversos grupos têm procurado caracterizar 

defeitos na transdução do sinal desses hormônios no hipotálamo e relacioná-los a 

defeitos no controle de eventos fisiológicos como ingestão alimentar e 

termogênese.  

A primeira evidência da existência de um mecanismo pós-receptor que 

pudesse participar de uma eventual resistência hipotalâmica à ação 

anorexigênca/adipostática da leptina surgiu a partir de estudos com camundongos 

nos quais se induziu a obesidade pela oferta de uma dieta rica em gordura. 

Nesses animais a capacidade da leptina promover a ativação do fator de 

transcrição STAT-3 foi consideravelmente reduzida aparentemente em razão da 

indução da expressão de uma proteína que possui a capacidade de se ligar a 

JAK-2 e à própria STAT-3 impedindo assim sua ativação (25). Essa proteína, 

chamada SOCS-3 (supressor of cytokine signaling-3), foi inicialmente descrita 

como sendo induzida por uma série de estímulos gerados por citocinas, tendo o 

papel de controlar o sinal pró-inflamatório iniciado pelas mesmas (26). Por ser o 

ObR um receptor com características similares às dos receptores de citocina da 

classe I seria admissível que proteínas da família SOCS pudessem ter sua 
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expressão estimulada pela leptina, e que, uma vez presentes no citosol, 

pudessem interagir com JAK-2 e STAT-3 e assim regular negativamente a 

sinalização gerada pela leptina. Tal suposição foi comprovada por Bjorbaek e 

colaboradores ao revelarem que a proteína SOCS-3 induzida pelo estímulo por 

leptina, liga-se a JAK-2 e inibe por até 20 horas a reutilização da mesma via por 

um novo estímulo com o hormônio (27). A demonstração definitiva da participação 

de SOCS-3 como um dos mecanismos indutores da resistência aos sinais 

celulares e à atividade anorexigênica/adipostática da leptina surgiu com estudos 

em que camundongos transgênicos haploinsuficientes para SOCS-3 revelaram-se 

resistentes à obesidade induzida por dieta hipercalórica/hiperlipídica (28). Assim, 

acredita-se que, a hiperleptinemia gerada durante o desenvolvimento da 

obesidade mantenha um constante estímulo transcripcional sobre o gene da 

SOCS-3. Os níveis constitutivamente elevados de SOCS-3 em neurônicos 

hipotalâmicos sustentam um mecanismo inibitório que atua sobre a via de 

sinalização celular da própria leptina (26, 27). 

Como dito anteriormente, o fenótipo de obesidade é resultado do desequilíbrio 

entre ingestão alimentar e gasto energético. Nos dias atuais, a maior parte das 

intervenções comportamentais ou farmacológicas, baseia-se na modulação da 

ingestão alimentar, considerando apenas um lado da equação, o que resulta em 

benefícios temporários no controle da obesidade. Intervenções baseadas no 

aumento do gasto energético são, atualmente, pouco exploradas (29).  

O tecido adiposo marrom representa um alvo potencial na modulação do gasto 

energético, pois é um tecido com alta atividade metabólica e especializado na 
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produção de calor. A produção de calor ou termogênese é fundamental em 

diversos processos fisiológicos tais como: manutenção da temperatura corporal 

em animais homeotérmicos (capazes de regular a temperatura por mecanismos 

endógenos), regulação do peso corporal e adaptação ao frio (30, 31). 

Didaticamente, a termogênese é classificada em obrigatória (ou basal) e 

facultativa (ou adaptativa), embora não exista limite nítido entre elas. A 

termogênese obrigatória corresponde ao calor produzido em todos os processos 

metabólicos envolvidos na manutenção das funções essenciais para vida durante 

o repouso, estando, portanto, diretamente relacionada à taxa metabólica basal. A 

termogênese facultativa é ativada quando a temperatura ambiente é menor do 

que a temperatura de termoneutralidade ou quando há excesso de alimentação. 

Nessas condições são ativados mecanismos de geração de calor endógeno que 

não se restringem àqueles observados durante a termogênese obrigatória (30, 

31). Enquanto a termogênese obrigatória ocorre em todos os órgãos do corpo, o 

órgão responsável pela termogênese facultativa varia dependendo do animal. Em 

pequenos mamíferos e humanos recém-nascidos, a ativação da termogênese 

facultativa ocorre principalmente no tecido adiposo marrom e músculo esquelético 

(30, 31, 32, 33). 

A principal função do tecido adiposo marrom em pequenos roedores é a 

manutenção da temperatura corporal. Em ratos e camundongos, o tecido adiposo 

marrom localiza-se na região interescapular, permanecendo ativo desde o 

nascimento até a vida adulta (34, 35, 36). O estudo da fisiologia do tecido adiposo 

marrom limitou-se durante muitos anos a roedores, pois em humanos, a massa 
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total desse tecido reduz-se consideravelmente após o nascimento. No entanto, 

algumas observações clínicas recentes revelaram vestígios de tecido adiposo 

marrom entre o tecido adiposo branco de pessoas expostas ao frio (37) e também 

em pacientes com feocromocitoma (38), mostrando que o tecido adiposo marrom 

pode ter alguma relevância em humanos adultos. De acordo com esses estudos, o 

tecido adiposo marrom está presente e ativo em alguns humanos adultos e essa 

presença é inversamente proporcional à adiposidade. Essas observações colocam 

esse tecido no alvo de intervenções farmacológicas para a modulação do gasto 

energético (29).  

O tecido adiposo marrom é composto por adipócitos, células endoteliais e 

células precursoras que, quando ativadas, diferenciam-se em adipócitos marrons 

maduros. A origem dos pré-adipócitos marrons é diversa da origem dos adipócitos 

brancos, estando mais próxima da origem das células musculares, o que indica 

uma possível proximidade funcional entre esses dois tecidos (39). O citoplasma do 

adipócito marrom contém inúmeras gotículas de lipídeos e muitas mitocôndrias, as 

quais são bem desenvolvidas. Estas características, somadas à vasta 

vascularização desse tecido conferem a coloração marrom característica do tecido 

adiposo marrom (31, 40).  

A produção de calor nas mitocôndrias do tecido adiposo marrom está 

intimamente relacionada com a atividade da proteína desacopladora 1 (UCP 1) 

presente na membrana mitocondrial interna (40, 41). Nas mitocôndrias do tecido 

adiposo marrom, o acoplamento entre a oxidação dos substratos e a síntese de 

ATP é pouco eficiente, graças à presença da proteína desacopladora 1 (UCP1). 
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Esta proteína promove uma rota alternativa para o retorno de prótons do espaço 

intermembrana para a matriz mitocondrial, desacoplando assim, a respiração da 

síntese de ATP. Quando a UCP1 está ativa há uma aceleração na taxa de 

consumo de oxigênio acompanhada de uma diminuição na taxa de síntese de ATP 

(42). Acredita-se, que através da UCP1, a energia contida no gradiente 

eletroquímico seja dissipada na forma de calor, já que não é utilizada para 

sintetizar ATP (40, 43).  

Outro tecido que também participa do controle do gasto energético é o músculo 

esquelético, visto que ele representa 40% do total de massa de um organismo, 

possui alta atividade metabólica e grande capacidade de responder rapidamente a 

estímulos nervosos (43). O músculo esquelético é composto por fibras musculares 

especializadas e bastante heterogêneas que possuem funções bioquímicas, 

fisiológicas e metabólicas diferentes. O músculo de contração lenta (músculo 

vermelho) é rico em mitocôndrias, possui vasta rede de capilares circundando 

cada fibra, além de apresentar maior conteúdo de mioglobina. O músculo de 

contração rápida (músculo branco) possui um número menor de mitocôndrias, 

metabolismo glicolítico sendo altamente fatigável. As fibras musculares 

demonstram uma grande plasticidade podendo se adaptar a uma variedade de 

estímulos externos, como, por exemplo, os níveis de atividade contrátil, o exercício 

físico e a temperatura (44). 

A produção de calor pelas mitocôndrias do músculo esquelético parece 

também ser relevante, uma vez que em animais expostos ao frio há um aumento 

da biogênese e da respiração mitocondrial nesse tecido. No entanto, os 
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mecanismos pelos quais ocorre tal ativação não estão completamente 

esclarecidos. Embora nas mitocôndrias ocorra a expressão de uma isoforma da 

UCP, a UCP3, a função desta isoforma para a termogênese não está totalmente 

clara. Dentre as evidências que desfavorecem o papel da UCP3 na termogênese 

está o fato que o RNAm da UCP3 está aumentado em animais em jejum enquanto 

há uma diminuição em situações em que ocorre aumento da termogênese (45). 

Animais knockout (KO) para a UCP3 apresentam uma resposta normal ao frio e 

não são obesos (46). Dentre as evidências que indicam que a UCP3 participa da 

termogênese muscular estão: a UCP3 está aumentada após administração de 

Ecstasy, derivado da anfetamina que promove hipertermia (47); e a expressão 

aumentada dessa proteína protege contra obesidade induzida por dieta (48).  

O gasto energético de repouso varia bastante entre humanos, sendo que o 

baixo gasto energético de repouso predispõe o ganho de peso. Uma parcela 

considerável da variabilidade na taxa metabólica entre humanos é decorrente de 

diferenças no gasto energético do músculo esquelético, o que coloca esse tecido 

numa posição de destaque como modulador da termogênese adaptativa (49). 

Levando-se em consideração que o avanço pandêmico da obesidade em 

diversas regiões do planeta ocorre em íntima associação com a modificação dos 

padrões alimentares e a introdução de hábitos de vida mais sedentários, é de se 

supor que, para a maior parte das pessoas que se tornam obesas, fenômenos 

ambientais como a dieta inadequada e o sedentarismo devam se associar a 

fatores genéticos predisponentes (raramente monogênicos) para finalmente 

produzir o fenótipo de obesidade. Assim, uma das mais importantes questões 
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leptina associadas à obesidade e considerando que nenhum estudo prévio avaliou 

o papel individual do TNFR1 na obesidade induzida por dieta, o objetivo desse 

trabalho foi avaliar o efeito de uma ingestão altamente calórica sobre o fenótipo de 

camundongos KO para o TNFR1.  
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Table 1. Composition of diets. 

 

 
  Standard Chow 

(SC) 

  High-Fat Diet 

(HF) 

 

 g%  kJ% g%  kJ% 

Protein 20  19 20  14 

Carbohydrate 76  72 45  31 

Fat    4  9 35  55 

kJ/g   17.5   24.1  

 

 

Table 2. Concentrations of T3 in serum. 

 

 SC HF 

 CT KO CT KO 

T3 (ng/dL) 63.6 64.1 70.9 66.4 

SEM 2.8 2.6 4.1 6.1 

N = 4. No significant differences among groups. 
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eficiências de amplificação de ambos os genes são semelhantes e próximas a 

100%. Esse passo é essencial para que o controle endógeno possa ser utilizado 

para normalizar os valores de expressão relativa do gene de interesse. A 

validação consiste na amplificação, tanto com os primers do gene de interesse 

quanto do controle endógeno, dos cDNAs de triplicatas de 7 concentrações 

diferentes (diluições seriadas de 3 vezes) de uma amostra escolhida 

aleatoriamente. Em seguida, construímos uma curva padrão a partir do logaritmo 

da concentração das amostras pelo Ct (Threshold Cycle): ciclo em que cada curva 

de amplificação atravessa o limiar de detecção (Threshold), o qual é definido 

arbitrariamente). Nessa curva, são obtidos os valores da inclinação (slope) da 

curva e da confiabilidade das réplicas (R2). Dessa forma, a eficiência de um 

sistema é calculada através da fórmula: E = 10(-1/slope) -1. Para a placa de 

validação de cada gene foram feitas triplicatas da amostra de cDNA de hipotálamo 

de rato referentes aos tratamentos citados acima em 7 concentrações diferentes. 

Após o cálculo das eficiências de amplificação do gene de interesse e do 

controle endógeno, foi construído um gráfico de dispersão, o qual tem por 

finalidade definir qual é a amplitude de concentrações para as quais o sistema é 

eficiente. Para a construção do gráfico, foram utilizados os mesmos valores de 

logaritmo da concentração das amostras no eixo X e a diferença entre as médias 

dos Cts do controle endógeno e as médias dos Cts do gene de interesse para 

cada concentração no eixo Y. A seguir, obtém-se uma linha de tendência para 

estes valores, a qual possui uma equação de reta na qual é possível verificar o 

valor da inclinação desta reta. Para que um sistema seja considerado eficiente, o 

valor da inclinação deve ser menor que 0,1 (quanto mais próximo de zero for este 

valor, menor é a inclinação da curva e, portanto, mais constante é a diferença 

entre as médias dos Cts do gene de interesse e do controle endógeno). Os pontos 

no gráfico, correspondentes às concentrações, que estiverem mais próximos à 

linha de tendência são considerados validados (o sistema tem 100% de eficiência 

nestas concentrações). 

Para a quantificação relativa do gene em estudo, as reações de PCR em 

tempo real foram realizadas em triplicata a partir de: 6,25μL de TaqMan Universal 
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PCR Master Mix 2x, 0,625μL da solução de primers e sonda, 1,625μL de água e 

4,0μL de cDNA, sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 μL de água ao 

invés do cDNA. As condições de ciclagem utilizadas foram: 50oC por 2 minutos, 

95oC por 10 minutos e 40 ciclos de 95oC por 15 segundos e 60oC por 1 minuto. 

Os valores da expressão gênica relativa foram obtidos pela análise dos resultados 

no programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems). No programa 

BioEstat 3.0 , foram realizados os testes estatísticos ANOVA 2 fatores com 

replicação (análise de variância) e Kruskal-Wallis para verificar se havia diferença 

significativa na expressão do gene de interesse. 

 

Consumo de O2 e produção de CO2 em camundongos  

O consumo de O2, liberação de CO2 e RER foram determinados através do 

analisador de gases (Columbus Instruments, Ohio, EUA). Os animais foram 

manipulados e adaptados na câmara do analisador de gases uma semana antes 

das mensurações. Os ratos foram pesados imediatamente antes das análises. 

Após um período de estabilização de 10 min, as determinações foram realizadas 

durante um período de 5 min. A ração foi retirada 3 h antes das mensurações. 

Esse procedimento foi repetido em três dias consecutivos, sempre no período da 

manhã.   

 

Respiração mitocondrial 

Para as medidas de consumo de oxigênio mitocondrial, um pequeno pedaço (1-2 

mg)  de músculo esquelético (Soleus) foi colocado em uma placa de Petri com 

cerca de 1 ml de um tampão de relaxamento composto de  Ca2+/EGTA (10 mM), 

cálcio livre (0.1 μM), imidazol (20 mM), K+/4-morpholinoethanesulfonic acid (MES) 

(50 mM), dithiothreitol (DTT; 0.5 mM), MgCl2 (6.56 mM), ATP (5.77 mM), 

fosfocreatina (15 mM), pH 7.1. As fibras musculares foram cuidadosamente 

dissecadas utilizando pinças adequadas. As fibras foram permeabilizadas por 30 

min em 3 ml de meio de relaxamento gelado contendo saponina (50 μg/ml). As 

fibras foram lavadas com meio de relaxamento sem saponina duas vezes por 10 

minutos. As fibras foram imediatamente transferidas para o respirômetro 
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(Oxygraph-2k; Oroboros) contendo o meio de respiração saturado com ar a 37°C. 

A composição do meio de respiração (MiR05; Oroboros, Innsbruck, Austria) foi: 

sacarose (110 mmol/l), lactobionato de potássio (60 mmol/l), EGTA (0.5 mmol/l), 

MgCl2.6H2O (3 mmol/l), taurina (20 mmol/l), KH2PO4 (10 mmol/l), HEPES (20 

mmol/l), BSA (2 mg/ml), pH 7.1. A respiração foi medida na presença de piruvato + 

malato (5mM) e  ADP (estado III) e oligomicina (inibidor da enzima ATP sintase) 

(4ug/ml) (estado IV). 

 

Teste intraperitonial de tolerância à glicose (ipGTT): Após 6 horas de jejum, os 

animais foram submetidos ao teste intraperitonial de tolerância à glicose. Os 

animais foram pesados e em seguida foi realizada a coleta de sangue pela cauda 

para obtenção da glicemia de jejum (tempo 0) com auxílio de um glicosímetro. 

Após a medição, os animais receberam uma injeção intraperitonial de glicose na 

concentração de 2g/Kg de peso corporal. A glicemia foi verificada aos 15, 30, 60 e 

120 min após a administração da glicose. Amostras de sangue foram coletadas 

nos tempos 0, 30 e 60 para determinação da insulinemia, pelo método de ELISA. 

 

Teste de tolerânciae à insulina (ITT): Após 6 horas de jejum, os animais foram 

submetidos ao teste de tolerância à insulina. Os animais foram pesados e em 

seguida foi realizada a coleta de sangue pela cauda para obtenção da glicemia de 

jejum (tempo 0) com auxílio de um glicosímetro. Em seguida, os animais 

receberam uma injeção intraperitonial de insulina humana na concentração de 

0,5U/Kg de peso corporal. Amostras de sangue foram imediatamente coletadas 

nos tempos 04, 08, 12 e 16 minutos após a injeção para determinação da taxa de 

decaimento da glicose kITT, através da fórmula: 0.693/t1/2. (78).  

 

Isolamento das Ilhotas Pancreáticas e incubação com glicose: As ilhotas 

pancreáticas foram isoladas pelo método da colagenase e em seguida coletadas 

em uma placa de Petri com auxílio de uma lupa. Após, as ilhotas foram colocadas 

em uma placa acrílica tipo “Costar” (4 ilhotas por poço). Em seguida, foi 

adicionado 500 µl de solução Krebs-Ringer (K-R) pH 7.4 (NaCl 120 mM; KCl 5 
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mM; NaHCO3 25 mM; CaCl2 2,56 mM; MgCl2 1,13 mM), contendo 0,3% de 

albumina bovina, na presença de 5,6 mM de glicose. As placas foram pré-

incubadas na estufa a 37ºC por 30 min na presença de carbogênio (mistura de 

95% de O2 e 5% de CO2). Em seguida, a solução K-R foi retirada e foi adicionado 

1 ml de K-R com 5,6 mM ou 11,1 mM de glicose. As placas foram incubadas 

novamente a 37°C, durante 1 hora na presença de carbogênio. Terminada a 

incubação as placas foram retiradas da estufa e colocadas sobre o gelo por 10 

min. Foram recolhidos 600 µl de solução para posterior dosagem de insulina pelo 

método de radioemunoensaio. 

 

Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. Quando 

comparados dois grupos, foi utilizado teste t de Student para dados não pareados. 

Quando necessário foi utilizada análise de variância, seguida de teste para 

comparação múltipla de médias. Foi adotado o n ≥ 4 para cada experimento e 

nível de significância P<0,05. 


