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RESUMO

A pandemia da obesidade é evidente no início do século XXI. O fator desencadeante mais 

relevante é a alimentação hipercalórica associada ao sedentarismo. Modelos de estudo em ratos 

para investigar as etapas que precedem o desenvolvimento desta doença são fundamentais para 

propor terapias de prevenção. No modelo de indução da dislipidemia pela dieta por quatro 

semanas, os ratos apresentam hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia e com 

seis semanas de administração da dieta observa-se um aumento no peso dos panículos adiposos 

da região epididimal e peri-renal e sem alteração no depósito da região mesentérica. Assim 

sendo, objetivamos, nesta tese, analisar as vias metabólicas envolvidas no processo de 

metabolização da glicose e triacilgliceróis nos tecidos adiposo branco e hepático em ratos 

hiperlipidêmicos e para tal estudamos as vias lipogênica, lipolítica e neoglicogênica, pela 

quantificação da expressão gênica das enzimas chaves envolvidas nestes processos. A 

dislipidemia foi induzida pelo oferecimento de dieta hiperlipídica (grupo dieta, D) ao longo de 

quatro semanas a ratos jovens e a instalação do quadro foi verificada pelas análises plasmáticas 

ao final do tratamento e após jejum de 16h. Amostras de tecidos hepático e adiposo foram 

coletadas para análise histológica e quantificação da expressão gênica sendo estas analisadas por 

qRT-PCR. Observou-se que ratos que ingerem dieta hiperlipídica (+129+10,13 g) ganham peso 

de forma semelhante aos ratos controle (C: +148+8,8 g) mesmo ingerindo quantidade 

significativamente menor de dieta (C: 20,8+0,62 g vs D: 14,87+0,66 g). As análises histológicas 

ilustram aumento no teor de depósitos de lipídeos no tecido hepático. A expressão gênica no 

tecido hepático de ratos dieta foi aumentada significativamente para as enzimas lipoproteína 

lipase, piruvato desidrogenase quinase 4 e fosfofrutoquinase 1 e diminuição significativa na 

expressão de glicose 6-fosfatase sem alteração na quantificação da expressão de acetil-CoA 
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carboxilase alpha, gliceroquinase, piruvato desidrogenase fosfatase 2. Em relação ao tecido 

adiposo observamos que a expressão das enzimas acetil-CoA carboxilase e piruvato 

desidrogenase fosfatase 2 não foi significativamente alterada em nenhum dos depósitos adiposos. 

A lipase hormônio-sensível não apresentou alterações no tecido adiposo epididimal, porém teve 

sua expressão significativamente aumentada nos tecidos mesentérico e peri-renal. A expressão da 

lipoproteína lipase por sua vez, não se alterou no panículo adiposo epididimal nem no panículo 

adiposo mesentérico estando diminuída no panículo adiposo peri-renal. E por fim, a piruvato 

desidrogenase quinase 4 também não apresentou alterações nos depósitos epididimal e 

mesentérico porém no peri-renal sua expressão encontrou-se aumentada.  Estes resultados, em 

conjunto, indicam que a dieta administrada por 4 semanas, mesmo não apresentando todas as 

alterações observadas com 6 semanas, pode ser útil para os estudos iniciais do quadro de 

dislipidemia que antecedem as disfunções metabólicas. 

Palavras chaves: ratos, dieta hiperlipídica, adipócitos, tecido hepático, enzimas das vias 

glicolítica, gliconeogênica, lipolítica e lipogênica.
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ABSTRACT 

The pandemic of obesity is evident in the twenty-first century. The most important and triggering 

factor is the high-calorie diet associated with physical inactivity. Study models in rats to 

investigate the steps that precede the development of this disease are essential to propose 

preventive therapies. In the model of induction of dyslipidemia by diet for four weeks, the mice 

exhibit hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, and hyperinsulinemia and there is an 

increase in weight of the panniculus region of epididymal and peri-renal depot and no change in 

the mesenteric region. Therefore, we aimed to analyze the metabolic pathways involved in the 

metabolism of glucose and triglycerides in white adipose tissue, and liver in hyperlipidemic rats 

and to study the ways that lipogenic, lipolytic and glyconeogenic for the quantification of gene 

expression of key enzymes involved in these processes. Dyslipidemia was induced by offering 

high-fat diet (diet group, D) over four weeks to young rats and onset of condition was verified by 

analysis at the end of the plasma treatment and after fasting for 16 hours. Samples of liver and 

adipose tissue were collected for histological analysis and quantification of gene expression and 

these were analyzed by qRT-PCR. It was observed that mice eat high-fat diet (+129 +10.13 g) 

gain weight similarly to control rats (C: +8.8 +148 g) even eating significantly less diet (C: 20.8 

+0.62 g vs D: 14.87 +0.66 g). Histological analysis illustrate the content of lipid deposits in liver 

tissue. Gene expression in liver tissue of rats diet was significantly increased for the enzymes 

lipoprotein lipase, pyruvate dehydrogenase kinase 4 and 1 and Phosphofructokinase significant 

decrease in the expression of glucose 6-phosphatase no change in the quantification of the 

expression of acetyl-CoA carboxylase alpha, Gliceroquinase, pyruvate dehydrogenase 

phosphatase 2. In relation to the adipose tissue we observed that the expression of the enzyme 

acetyl-CoA carboxylase and pyruvate dehydrogenase phosphatase 2 was not significantly altered 
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in any of the fatty deposits. The hormone-sensitive lipase showed no changes in epididymal 

adipose tissue but its expression was significantly increased in mesenteric tissue and peri-renal. 

Lipoprotein lipase, in turn, did not change in the mesenteric or epididymal being reduced in the 

peri-renal. And finally, the pyruvate dehydrogenase kinase 4 also showed no changes in 

epididymal and mesenteric but the peri-renal expression is increased. These results, together, 

indicate that the diet for 4 weeks, even not showing all changes observed within 6 weeks, can be 

useful for the initial studies of hyperlipidemia that precede the metabolic dysfunctions. 

Key words: rats, high-fat diet, adipocytes, liver tissue, glycolytic, glyconeogenic, lipolytic and 

lipogenic pathway enzymes
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1. INTRODUÇÃO 

Durante muito tempo, predominaram entre nós as chamadas doenças transmissíveis 

decorrentes de agentes vivos como vírus, bactérias e parasitas responsáveis pela paralisia infantil, 

tuberculose e verminoses intestinais. Porém, as transições demográficas, nutricionais e 

epidemiológicas ocorridas no século passado determinaram um perfil de risco em que doenças 

crônicas assumiram ônus crescente e preocupante. Trata-se de condições prevalentes e 

importantes problemas de saúde pública em todos os países, independentemente de seu grau de 

desenvolvimento. Entre elas, destacam-se a obesidade, as doenças cardiovasculares, alguns tipos 

de câncer e o diabetes mellitus (DM) (VERMELHO et al., 2001; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2003; DIAS & CAMPOS, 2008).  

A importância das doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) no perfil atual de saúde 

das populações é extremamente relevante. Estimativas da Organização Mundial de Saúde (OMS) 

apontam que estas já são responsáveis por 58,5% de todas as mortes e por 45,9% da carga global 

total de doenças expressa por anos perdidos de vida saudável (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2002; DIAS & CAMPOS, 2008). No Brasil, correspondem a 66,3% do total 

de doenças do país (SCHRAMM et al., 2004).  

A obesidade representa o problema nutricional de maior ascensão nos últimos anos, sendo 

considerada uma pandemia e consequentemente um dos maiores problemas de saúde pública, 

pois, além da alta prevalência, configura-se como fator de risco, desencadeador de diversas 

doenças crônico-degenerativas como a hipertensão, a dislipidemia, o diabetes mellitus tipo II e as 

doenças cardiovasculares (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000; CATTAI et al., 2008).  

Este fato é bastante preocupante, pois implica em elevados recursos financeiros 

destinados ao tratamento da mesma e de doenças associadas ou decorrentes (DIAS et al., 2008). 

Estima-se que no Brasil são gastos cerca de 1,5 bilhões de reais por ano com internações 
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hospitalares, consultas médicas e medicamentos relacionados à obesidade. Desse total, 600 

milhões são provenientes do Governo via Sistema Único de Saúde, e representa 12% do 

orçamento gasto com todas as outras doenças. Estes fatos explicam a importância e o impacto da 

doença, no âmbito individual e coletivo (LAMOUNIERE & PARIZZI, 2007). 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS/WHO, 2011) a obesidade é 

definida como acúmulo excessivo de gordura que pode prejudicar a saúde. Pode ser classificada 

em sobrepeso, obesidade grau I, grau II e grau III. Normalmente é utilizada para esta 

classificação uma medida simples expressa em Kg/m2 denominada IMC (índice de massa 

corporal). Esta é calculada como a razão do peso, em quilogramas, dividido pelo quadrado da 

altura em metros. Utilizando esta medida a OMS considera IMC entre 25 e 29,9 Kg/m2 como 

sobrepeso, entre 30 e 34,9 Kg/m2 como obesidade grau I, entre 35 e 39,9 Kg/m2 como obesidade 

grau II e acima de 39,9 Kg/m2 como obesidade grau III (IGNACIO, 2008). Sugestões de 

alterações nestes indicadores como, por exemplo, para a relação cintura quadril e mais 

recentemente apenas a circunferência da cintura tem sido propostas como indicadores de riscos 

de doenças cardiovasculares e metabólicas, entretanto o IMC é ainda considerado a medida para 

definição do grau de obesidade.  

Atualmente existem aproximadamente 1.6 bilhões de adultos (15 anos ou mais) que 

apresentam sobrepeso e pelo menos 400 milhões são obesos; entre as crianças de até 5 anos, 20 

milhões estão acima do peso. Estima-se que em 2015, aproximadamente 2.3 bilhões de adultos 

estejam acima do peso dos quais 700 milhões serão obesos (IGNACIO, 2008). 

Apesar de a obesidade ser decorrente de alterações endócrinas e/ou genéticas, o fator 

ambiental hoje, é o prevalente. Podemos considerar que a causa fundamental da obesidade é o 

desbalanço energético entre calorias consumidas e gastas, ou seja, um desequilíbrio no 

metabolismo energético. Entre os principais fatores estão incluídos: a mudança global na dieta, 
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com aumento no consumo de alimentos ricos em gordura e açúcar e pobres em vitaminas, 

minerais e outros micronutrientes, associados a um decréscimo na prática de atividade física 

devido ao caráter sedentário de diversos tipos de trabalho, mudanças no tipo de transporte e 

aumento da urbanização (WHO, 2006).  

Assim um estilo de vida sedentário e alimentação hipercalórica, característico do estilo de 

vida ocidental, viabilizam a obesidade e as doenças crônico-degenerativas comprometendo a 

integridade funcional dos sistemas responsáveis pelo equilíbrio interno (GONÇALVES et al., 

1997).  

Entretanto, mesmo antes do quadro de obesidade se instalar, alterações lipídicas e 

teciduais (hepática e do tecido adiposo branco) estão presentes aumentando os riscos de doenças 

metabólicas frente à ingestão excessiva de calorias associada ao sedentarismo (WAKI & 

TONTONOZ, 2007). 

A síndrome metabólica nada mais é do que um aglomerado de doenças desencadeadas por 

desordens associadas à insulina e ao metabolismo lipídico tais como hiperinsulinemia, diabetes 

mellitus não dependente de insulina (tipo II), obesidade, aterosclerose, hipertensão e dislipidemia 

(WAKI & TONTONOZ, 2007). 

Numerosos estudos experimentais, epidemiológicos, ensaios clínicos e metanálises 

estabeleceram claramente a associação entre dislipidemia e aumento do risco de morte.  

 A hiperlipidemia é o quadro clínico no qual as concentrações plasmáticas de colesterol 

total e/ou suas frações e de triacilgliceróis estão acima da faixa considerada normal. Esta 

dislipidemia pode ter origem primária, quando oriunda de predisposição genética; ou ser de 

origem secundária, desenvolvida a partir de condições ambientais como, por exemplo, uma dieta 

desbalanceada e o sedentarismo; pode, ainda, ser uma consequência da combinação de ambas 

(GINSBERG, 1990; HAVEL & KANE, 1995). Na dislipidemia secundária ou ambiental, o 
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consumo de dieta contendo quantidade de gordura acima do recomendado (principalmente 

saturada) altera a composição dos lipídios sanguíneos favorecendo o desenvolvimento de 

hiperlipidemias (BRUMMELEN, 1983; HOWARD & HANNAH, 1995; HAVEL & KANE, 

1995). 

Estudos em modelos animais são fundamentais para o esclarecimento da evolução das 

doenças que são decorrentes da alimentação inadequada. Nosso laboratório vem investigando a 

indução da dislipidemia em ratos pela dieta desde 1996. Inicialmente a proposta foi estudar um 

composto vegetal com propriedade hipocolesterolêmica. Foi então desenvolvido um protocolo de 

indução de dislipidemia pela dieta, em ratos, e uma vez hiperlipidêmicos, os ratos foram tratados 

com o infuso da Croton cajucara ao longo de 15 dias. Neste modelo de dislipidemia os ratos após 

ingestão de dieta hiperlipídica durante 4 semanas apresentaram hipercolesterolemia, 

hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia alterações estas associadas à esteatose hepática sem, 

portanto qualquer alteração no peso corporal destes ratos. A continuidade da administração da 

dieta associada ao tratamento com o infuso a 5 e 10% de Croton cajucara durante quinze dias 

não alterou o perfil lipídico e os danos hepáticos (WOLF-NUNES, 2004). 

Em ratos que ingeriram a dieta hiperlipídica por seis semanas também foram estudados os 

depósitos de gordura dos panículos adiposos epididimal, peri-renal e mesentérico. Em relação às 

alterações nos depósitos de gordura, observou-se aumento significativo no peso dos panículos 

adiposos da região epididimal e peri-renal e sem alteração no peso do depósito de gordura da 

região mesentérica (WOLF-NUNES, 2004). 

O aumento de peso do panículo adiposo está relacionado tanto ao aumento no volume 

como no número de adipócitos; o estímulo para induzir aumento no número está relacionado ao 

aumento no tamanho dos adipócitos (BJORNTORP et al., 1982). O aumento no tamanho do 

adipócito, por sua vez, está diretamente relacionado ao estoque de triacilgliceróis nestas células 
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(ECKEL, 1989). Este estoque de triacilgliceróis em adipócitos resulta principalmente no balanço 

entre a incorporação de ácidos graxos livres, liberados pela hidrólise de triacilgliceróis circulantes 

pela enzima lipoproteína lipase (LPL) nos capilares do tecido adiposo (TASKINEN, 1987; 

ECKEL, 1989; OLIVECRONA et al., 1991) e a lipólise dos triacilgliceróis estocados, estimulada 

pela enzima lipase sensível a hormônio (HSL), em ácidos graxos livres e glicerol (LARGE & 

ARNER, 1998). Estes processos regulam o tamanho do adipócito e são reciprocamente 

regulados, sugerindo relação inversa entre atividade da LPL do tecido adiposo e HSL (PATTEN, 

1970). 

A LPL está relacionada à patogênese das dislipidemias, principalmente em situações 

associadas à resistência à insulina (PYKALISTO et al., 1975; NIKKILÄ et al., 1977; 

TASKINEN, 1982). Estes dados estão de acordo com evidências de que a insulina é um dos mais 

potentes reguladores da LPL (SADUR et al., 1982; FARESE et al., 1991). McTernan et al., 

(2002) elaboraram um ensaio com adipócitos isolados de tecido adiposo de humanos normais e 

incubaram estas células com insulina. Nestes ensaios foi demonstrado que a exposição 

prolongada (47 h) destas células a altas concentrações de insulina (100 e 1.000 nmol/L) leva a 

aumento na expressão da LPL. Como os ratos hiperlipidêmicos de nosso modelo apresentaram 

hiperinsulinemia sugerimos que o aumento no peso dos panículos adiposos epididimal e peri-

renal seja devido ao aumento na expressão da LPL nestes tecidos com possível diminuição na 

ativação da HSL. 

No modelo de dislipidemia desenvolvido em nosso laboratório também foi observado, nos 

adipócitos isolados do panículo adiposo epididimal, lipólise basal significativamente reduzida 

sem alteração na resposta máxima induzida pelo dibutiril-AMPc, indicando que, nestas células as 

etapas pós-receptor que levam à lipólise estavam intactas.  
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Mediadores parácrinos, tais como a adenosina, apresentam potente ação antilipolítica 

(CASTAN, 1994). A adenosina endogenamente liberada se liga a receptores A1 localizados na 

membrana plasmática dos adipócitos e inibem a adenilato ciclase, levando a inibição tônica da 

lipólise (HONNOR et al., 1985a,b). A desaminação da adenosina em iosina, pela enzima 

adenosina deaminase, aumenta a lipólise em adipócitos (HONNOR et al., 1985a). 

A lipólise basal é preferencialmente inibida pela adenosina. A insulina mesmo 

apresentando importante ação antilipolítica não afeta a lipólise basal, diminui sim a lipólise 

estimulada por agonistas que ativam a HSL como, por exemplo, as catecolaminas. Morimoto et 

al. (1998), estudando adipócitos isolados de ratos, demonstraram que a insulina inibe somente a 

lipólise induzida pelos agentes lipolíticos, tais como a noradrenalina e o hormônio 

adrenocorticotrófico porém não tem ação na lipólise basal que acontece na ausência de agentes 

lipolíticos.  

Sugere-se então que a adenosina esteja envolvida na redução significativa da lipólise 

basal dos adipócitos isolados da região epididimal de ratos hiperlipidêmicos (WOLF-NUNES, 

2004). Não foi investigado se esta inibição é decorrente do aumento na produção local de 

adenosina ou de aumento na expressão de receptores A1.  

Em conjunto, estes resultados, permitem sugerir que o efeito da dieta sobre a redução da 

lipólise basal associada ao possível aumento da atividade da LPL no tecido adiposo, nesta região, 

pelas altas concentrações sanguíneas de insulina nestes ratos, contribuem para o aumento no peso 

deste panículo adiposo (WOLF-NUNES, 2004). 

Estudou-se então a lipólise nestes adipócitos, sendo que os principais agentes lipolíticos 

são as catecolaminas e o principal hormônio antilipolítico é a insulina (LARGE & ARNER, 

1998).  
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As ações das catecolaminas endógenas (noradrenalina e adrenalina) são mediadas pelos 

adrenoceptores, um grupo heterogêneo de receptores de hormônios/neurotransmissores 

(GARCIA- SÁINZ et al., 2000). Receptores adrenérgicos são membros da superfamília de 

receptores de membrana acoplados a proteína G, e existe pelo menos cinco diferentes subtipos de 

adrenoceptores (!1, !2, �1, �2 e �3) (PIASCHIK & PEREZ, 2001). 

A regulação da lipólise pelas catecolaminas envolve a estimulação da adenilato ciclase 

pelos subtipos � de adrenoceptores (�1, �2 e �3) e a inibição pelo adrenoceptor �2 (LEIBEL et 

al., 1989; LONQVIST et al., 1993). Adipócitos isolados de ratos hiperlipidêmicos apresentaram 

aumento significativo na sensibilidade à isoprenalina e à adrenalina sem alteração de 

sensibilidade à noradrenalina, BRL37344, CGP12177A ou salbutamol. A resposta máxima foi 

significativamente reduzida à isoprenalina e à noradrenalina, enquanto permaneceu inalterada aos 

outros agonistas, quando comparado aos adipócitos provenientes de ratos controles. Estes estudos 

funcionais não foram conclusivos uma vez que mesmo as alterações observadas na lipólise pelos 

agonistas não seletivos, não foram observadas quando os adipócitos foram estimulados com 

agonistas seletivos individualmente, ou seja, agonista seletivo �1, noradrenalina, agonista 

seletivo �2, CGP12177A e salbutamol, ou agonista seletivo �3, BRL37344 (WOLF-NUNES, 

2004). Neste modelo não foi detectada alteração na resposta dos adipócitos ao efeito antilipolítico 

da insulina quando o estímulo de lipólise foi a noradrenalina (1 �M).  

A captação de glicose e a produção de lactato em adipócitos isolados do tecido adiposo 

epididimal de ratos também estão sendo investigadas no modelo de dislipidemia induzida pela 

dieta em nosso laboratório. Dados preliminares demonstram que adipócitos isolados de ratos 

dislipidêmicos apresentaram produção significativamente elevada de lactato tanto basal como 

estimulada por agonistas adrenérgicos (Basal: controle - 0,1977 ± 0,064 vs dislipidêmicos - 

0,3558 + 0,023 "mol lactato.106 céls/60 min., p<0,05). A produção de lactato pelos adipócitos 
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induzida pela resposta máxima da noradrenalina (1 �M) foi de 0,6516 + 0,079  "mol lactato.106 

céls/60 min. e da isoprenalina (1 �M) foi de 0,6518 + 0,061 "mol lactato.106 céls/60 min. A 

produção de adipócitos controle foi de 0,2696 ± 0,0540 "mol lactato.106 céls/60 min para a 

noradrenalina e 0,2972 ± 0,1019 "mol lactato.106 céls/60 min para a isoprenalina (CREGE, 

2012). 

Interessantemente, ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipídica sem adição de 

carboidratos, apresentam, além do quadro dislipidêmico, hiperlactatemia (BERNSTEIN et al., 

1981; DIGIROLAMO et al., 1992), associada a subexpressão gênica de enzimas envolvidas na 

lipogênese e superexpressão de enzimas lipolíticas (GIRARD et al., 1994; FOUFELLE et 

al.,1996; LANGIN, 2006). 

Os lipídios e a glicose da dieta são armazenados, principalmente, no fígado e tecido 

adiposo. A captação de glicose no tecido adiposo é estimulada pela insulina e catecolaminas 

(NONOGAKI, 2000; SMITH, 2002). O sistema nervoso simpático tem importante efeito na 

captação de glicose em tecido adiposo branco e marrom. In vitro tanto a adrenalina como a 

noradrenalina estimulam a captação de glicose pelos adipócitos brancos isolados de ratos controle 

através da ativação de adrenoceptores !1 (LUDVIGSEN et al., 1980; FAINTRENIE & GÉLOËN, 

1998). In vivo, a infusão de noradrenalina, a longo prazo, estimula a captação de glicose em 

tecido adiposo branco e marrom independente da insulina, ensaios realizados em ratos (LIU et al., 

1994).  

Os adrenoceptores # também estão envolvidos na captação de glicose em adipócitos 

isolados de humanos e que ocorre um estímulo para o transporte de glicose em baixas 

concentrações de agonista # e uma inibição do transporte de glicose em altas concentrações 

(KASHIWAGI & FOLEY, 1982; LANDSBERG & YOUNG, 1992). Este fenômeno é explicado 
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pelo aumento na concentração do AMPc intracelular e o efeito deste segundo mensageiro como 

inibidor da captação de glicose (TAYLOR et al., 1976; KASHIWAGI & FOLEY, 1982).  

Sabe-se que a glicose uma vez captada pelo adipócito pode ser metabolizada através da 

via da hexose monofosfato produzindo NADPH, essencial para a síntese de gorduras que serão 

armazenadas numa situação de abundância de alimento (pós-prandial) ou ser metabolizada até 

lactato, que uma vez na circulação, será substrato neoglicogênico para as células hepáticas em 

situações de jejum (DIGIROLAMO et al., 1989; CHAMPE & HARVEY, 2002).  

Antigamente acreditava-se que o lactato plasmático seria fundamentalmente de origem 

muscular. Porém, em 1968 Doar e colaboradores demonstraram que a concentração de lactato 

circulante, no jejum, era maior em sujeitos obesos quando comparados a magros (DOAR et al., 

1968; DOAR et al., 1970). Estes autores sugeriram que a alta concentração circulante de lactato 

era devida mais a uma superprodução de lactato, do que a uma subutilização, mas desconheciam 

a fonte deste lactato. Trabalhos posteriores relataram que doenças humanas relacionadas à 

resistência à insulina, tais como diabetes tipo II, estão associadas com um aumento na 

concentração sanguínea de lactato no jejum (BARRE et al., 1985; idem 1986) sendo este 

proveniente do tecido adiposo (DIGIROLAMO, 1989). A evidência de que o lactato seja 

produzido em pequenas quantidades pelos músculos em repouso (YKI-JARVINEM et al., 1990), 

sugere que o tecido adiposo desempenha papel importante na produção de precursores 

neoglicogênicos nesta situação.  

Dessa forma, pode haver aumento na produção hepática de glicose em decorrência de 

maior disponibilidade do lactato, como substrato neoglicogênico, causando hiperglicemia. O 

aumento da glicemia estimula a secreção de insulina, podendo levar à hiperinsulinemia associada 

à diminuição da sensibilidade à insulina (FEDERSPIL et al., 1980; KAHN & PESSIN, 2002). 

Assim, o aumento na concentração plasmática de lactato em animais submetidos a dieta 
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hiperlipidêmica pode ser consequência ou causa de diminuição da sensibilidade à insulina, pois 

há correlação positiva entre aumento da concentração de lactato e diminuição da sensibilidade à 

insulina (DEFRONZO, 1987; LOVEJOY et al., 1990).  

De fato, a infusão de lactato por um período prolongado, causa resistência à insulina em 

tecido muscular (VETTOR et al., 1997). Choi e colaboradores (2002) demonstraram que, em cães 

conscientes, a elevação plasmática de lactato suprimiu a glicólise estimulada pela insulina, antes 

que ocorresse diminuição da captação de glicose. Estes autores preconizam que uma deficiência 

metabólica precede e causa resistência à insulina em músculo esquelético, sugerindo que o lactato 

pode induzir resistência à insulina pela supressão do fluxo glicolítico.  Em 1980, Pearce & 

Connet observaram, em músculo sóleo isolado e incubado com 8 mM de lactato, diminuição da 

oxidação da glicose estimulada pela insulina. Clark e colaboradores (1987) verificaram a mesma 

resposta em músculos epitrocleares, notificando relação inversa entre a taxa de glicólise e o 

aumento da oxidação de lactato. A diminuição da glicólise pelo lactato parece envolver inibição 

das enzimas 6-fosfofrutoquinase (PFK-1) e piruvato desidrogenase (PDH), limitantes da 

glicólise. Este efeito é similar ao efeito desencadeado pelos ácidos graxos (KIM et al., 1996). Em 

músculo cardíaco, o lactato promove aumento da concentração de citrato (inibidor da PFK-1), 

diminuição da concentração de frutose-2,6-bifosfato (estimulador da PFK-1) e aumento da 

relação NADH/NAD, podendo inibir a PDH (DEPRE et al., 1993; idem 1998). Ristow et al. 

(1997; 1999) demonstraram que deficiência da PFK-1 determina resistência à insulina, 

fortalecendo a hipótese de Choi e colaboradores (2002). Faintrenie & Géloen em 1996 

demonstraram em adipócitos isolados de ratos, aumento na produção de lactato após a 

estimulação por agonista �-adrenérgico e posteriormente foi demonstrado que o subtipo 

envolvido era o !1b (GRASSI-KASSISSE & GÉLOËN, 2000). 
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De acordo com todos os dados apresentados, sugere-se, portanto, que provavelmente o 

lactato vindo dos adipócitos através do aumento da captação de glicose estimulada pelos 

adrenoceptores !1 estaria sendo uma fonte essencial para a neoglicogênese hepática, o que estaria 

contribuindo para a hiperglicemia e consequentemente a hiperinsulinemia apresentada pelos 

animais tratados com dieta hiperlipídica. 

O estudo sobre os efeitos da dieta hipercalórica, hiperlipídica, sobre a lipólise em 

adipócitos de ratos sedentários tem sido extremamente relevante uma vez que, a incidência de 

síndrome plurimetabólica vem aumentando a cada dia devido às condições sedentárias de um 

padrão de vida ocidental. Diante dos resultados, o presente trabalho buscou ampliar os 

conhecimentos relacionados ao modelo indução da dislipidemia pela dieta em ratos  

quantificando a  expressão gênica de enzimas acetil-CoA carboxilase alpha (Acaca), lipoproteína 

lipase (LPL), lipase hormônio-sensível (HSL), gliceroquinase (GyK), glicose-6-fosfatase 

(G6PC), 6-fosfofrutoquinase (PFK-1), piruvato desidrogenase quinase 4 (PDK4) e piruvato 

desidrogenase fosfatase 2 (PDP2), envolvidas nos processos de lipogênese, lipólise e 

neoglicogênese, dos adipócitos e hepatócitos isolados de animais normo e hiperlipidêmicos. 
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2. OBJETIVOS 

 2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os mecanismos moleculares envolvidos no quadro apresentado por ratos 

hiperlipidêmicos, buscando assim melhor compreender as alterações fisiológicas induzidas pela 

dieta hiperlipídica administrada ao longo de 4 semanas e pelo sedentarismo e assim reforçar a 

importância do modelo para desenvolvimento de estratégias de estudos de prevenção e 

tratamento de doenças tais como, a Diabetes Mellitus tipo 2, hipertensão e aterosclerose, que 

apresentam uma incidência extremamente elevada na população mundial, colaborando assim para 

o esclarecimento desta pandemia que acomete a população que é a síndrome metabólica 

decorrente da dieta hiperlipídica. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Quantificar a expressão gênica de enzimas chaves envolvidas nos processos de lipólise 

(lipase hormônio-sensível – HSL), lipogênese (acetil-CoA carboxilase alpha - Acaca, 

lipoproteína lipase - LPL, gliceroquinase - GyK), gliconeogênese (glicose-6-fosfatase - G6PC) e 

glicólise (6-fosfofrutoquinase - PFK-1, piruvato desidrogenase quinase 4 - PDK4 e piruvato 

desidrogenase fosfatase 2 - PDP2) nos adipócitos e hepatócitos isolados de animais normo e 

hiperlipidêmicos.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Animais: Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, Albina, 

Rodentia, Mammalia), que chegaram ao biotério com três semanas e peso aproximado de 60 g 

permanecendo em adaptação por três semanas. Após este período, os ratos foram mantidos em 

gaiolas coletivas (três animais por gaiola) por 4 semanas com a temperatura média de 22oC ! 2oC 

e ciclo claro/escuro de 12:00 horas, com o ciclo claro iniciando-se às 6:30 horas. Durante os 

experimentos, os ratos foram tratados de acordo com as normas descritas por Olfert et al., (1993) 

para uso de animais para pesquisa e educação. Todos os procedimentos foram aprovados pelo 

comitê de ética em Experimentação Animal do Instituto de Biologia (CEEA 1915-1). 

Grupos e dieta: Os ratos do grupo controle, (normolipidêmicos; C, n= 6), foram 

alimentados com uma ração padrão para laboratório contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; 

Nuvilab, Brasil (http://sogorb.com.br/01-08-01.html). Outros animais foram alimentados com 

ração hiperlipídica, (hiperlipidêmicos; H, n = 6), contendo 15% de gordura de manteiga de cacau, 

1,25% de colesterol e 0,5% de ácido cólico; HN&C Consultoria em Nutrição Experimental, 

Brasil (CNPJ = 10.427.871/0001-40), durante 4 semanas (WOLF-NUNES et al., 2000; MIOTTO, 

2001; WOLF-NUNES, 2004). A ração e a água foram oferecidas diariamente ad libitum no 

período de adaptação ao biotério, entretanto nas semanas de quantificação do consumo (4 

semanas) foi oferecido 500 g de ração/gaiola.
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Tabela 1: Composição da dieta hiperlipídica. Fonte: HN&C Consultoria em Nutrição 

Experimental (CNPJ 10.427.871/0001-40). A fração de carboidratos foi composta por amido 

(63,06%), sacarose (16,05%) e dextrina (20,89%). A fonte de proteína utilizada foi caseína 

comercial. A fração lipídica utilizada foi a banha de porco. As misturas de vitaminas e minerais 

foram formuladas de acordo com AIN-93 (Reeves et al., 1993). Densidade calórica = 5,36 cal/g. 

 

Controle da evolução ponderal e consumo de ração: Durante as 4 semanas em que os 

ratos permaneceram no biotério sendo alimentados com dieta hiperlipídica ou não, foram 

avaliados o peso corporal e o consumo de ração. Este controle foi realizado 3 vezes por semana 

(segundas, quartas e sextas-feiras), sempre no período entre 09 e 11 horas.  

Sacrifício dos ratos e coleta de tecidos e sangue: Toda metodologia utilizada para coleta 

de sangue e tecidos seguiu aquela descrita por Hatore, 2006. Resumidamente procedemos da 

seguinte forma:

Ao final das 4 semanas de ingestão da dieta, os ratos foram colocados em regime de jejum 

de 16 h. No dia seguinte os ratos foram anestesiados com Tiopental 60 mg/Kg e o sangue foi 

coletado por punção cardíaca, em seringa heparinizada, e o plasma utilizado para análise de 

glicemia, colesterol e triacilglicerol sendo esta realizada por meio de fitas de dosagem Accutrend 

no aparelho Accutrend Plus. 
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Após a coleta de sangue, os tecidos adiposo e hepático foram retirados e imediatamente 

colocados em tubos de 2 mL contendo solução de Trizol (Invitrogen, Life Technologies) sendo 

então politronados, congelados em nitrogênio líquido e estocados em biofreezer (-80ºC) para 

posterior extração de mRNA. Foram coletadas amostras do lóbulo hepático superior e panículos 

adiposos das regiões epididimal, mesentérica e peri-renal para análise histológica conforme 

Wolf-Nunes, 2004 e descritas abaixo.

Parâmetros morfológicos:

Tecido Hepático:  

A análise seguiu os procedimentos utilizados por Wolf-Nunes, 2004. Resumidamente o 

fígado foi isolado e pesado. Uma amostra do lobo superior foi isolada e colocada em solução 

formol-salina (200 mL de água destilada; 50 mL de formaldeído 40% e 250 mL de tampão 

fosfato, 0,2 M pH 7,4) durante 24 h. As amostras em seguida foram lavadas com álcool 70% e 

armazenadas nesta solução até o dia da inclusão em parafina. 

Para inclusão procedeu-se a desidratação em série crescente de solução de álcool etílico 

até o álcool absoluto, a clarificação em xilol (álcool-xilol 1:1 e xilol puro) e a impregnação em 

xilol-parafina (1:1) finalmente foi realizada a inclusão e emblocagem a 58oC, em “Paraplast plus” 

(mistura de parafina, polímeros plásticos e dimetilsulfóxido). Os cortes hepáticos devidamente 

incluídos foram colados em blocos de madeira e cortados em espessura de 5 mm ou cortes de 2 

mm em micrótomo “820” Spencer (American Optical Corporation, USA). Cerca de 3 cortes 

foram colocados em cada lâmina. Após desparafinização com xilol e hidratação os cortes foram 

corados com hematoxilina/eosina ou Sudan black-B. As imagens foram visualizadas em 

microscópio Leica-RM 2145 (Leica" microsystem Nussloch, Alemanha) e as imagens 
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capturadas em computador usando o software IMAGE PRO PLUS ANALYSER com a 

ampliação de 100 x.

Ensaios com Tecido Adiposo e Adipócitos isolados de tecido adiposo peri-renal, 

mesentérico e epididimal: 

Morfometria adipocitária: Os procedimentos de isolamento de adipócitos e de 

morfometria foram realizados segundo Pinheiro et al., 2007 e descritos a seguir.  

Adipócitos foram isolados do tecido adiposo epididimal, mesentérico e peri-renal por  

modificação no procedimento original de RODBELL (1964). O tecido adiposo foi pesado, picado 

e digerido em tubo falcon (50 mL) estéril contendo solução de KRBA (KREBS-RINGER 

BICARBONATO ALBUMINA). A preparação desta solução envolveu duas etapas. A primeira 

delas foi a preparação de 200 mL do tampão KREBS-RINGER constituído por 200 mL de NaCl 

(0,154 M), 8 mL de KCl (0,154 M), 6 mL de CaCl2.2H2O (0,110 M), 2 mL de KH2PO4 (0,154 

M), 2 mL de MgSO4.7H2O (0,154 M). Em seguida, foi feito uma mistura deste tampão KR com 

NaHCO3, na proporção de 91% de KR e 9% de NaHCO3, portanto, para se fazer 200 mL 

utilizamos 182 mL de KR e 18 mL de NaHCO3. Para completar o tampão foi adicionado glicose 

e Hepes. Para o volume de 200 mL, adicionamos 0,476 g de Hepes e 0,216 g de glicose, obtendo 

no tampão, a concentração de 25 mM para o Hepes e 6 mM de glicose.  

Para realização da digestão do tecido adiposo e do ensaio funcional com os adipócitos 

isolados, foi preparado 200 mL de um novo tampão KR-HEPES, porém com adição de 6 g de 

albumina sérica bovina (BSA, fração V, livre de ácidos graxos). Para cada 100 mL de KR-

HEPES adiciona-se 3 g de albumina. Esse novo tampão recebe o nome de KRBA (KREBS-

RINGER BICARBONATO ALBUMINA). O tubo foi agitado em 60 ciclos/min a 37ºC durante 

45 minutos. A suspensão celular resultante foi filtrada através de uma malha de nylon (200 mm) e 
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lavada três vezes com tampão fresco KRBA. O infranadante resultante de cada lavagem foi 

separado num frasco de polietileno contendo 6 mL de KRBA fresco (FARIAS-SILVA et al., 

1999; FARIAS-SILVA et al., 2002; FARIAS-SILVA et al., 2004;).  Uma alíquota da suspensão 

celular final foi contada em câmara Mallassez para registro fotográfico e posterior medição 

utilizando o software IMAGE PRO PLUS ANALYSER após captura de imagem através do 

microscópio Leica (área analisada de 632 mm).  

Extração de RNA: foi feita extração de RNA total das amostras de tecido adiposo 

epididimal, mesentérico e peri-renal, segundo método do reagente Trizol (Invitrogen Corporation, 

CA, USA). Estas amostras, após extração, foram analisadas em gel de eletroforese (Figura 1) e no 

Nanodrop cedido pelo Hemocentro para verificação da integridade das amostras (Tabela 2). 

Constatada a integridade do RNA, utilizamos o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), para a produção do cDNA, sendo a 

concentração final do cDNA de 3,0 µg. Este cDNA foi diluído segundo a concentração necessária 

para a amplificação eficiente de cada gene, sendo esta eficiência verificada segundo método 

descrito abaixo.  

PCR quantitativo em Tempo Real (qRT-PCR): as reações de PCR em tempo real 

foram realizadas utilizando-se o sistema TaqManTM (Applied Biosystems), que é constituído por 

um par de primers e uma sonda marcada com um fluoróforo. Para os genes HSL, LPL, Acaca, 

GyK, G6PC, PFKl, PDK4 e PDP2 utilizamos respectivamente os seguintes ensaios (TaqManTM 

- Applied Biosystems) Rn 00563444_m1, Rn 00561482_m1, Rn 00573474_m1, Rn 

00577740_m1, Rn 00566132_m1, Rn 00585577_m1 e Rn 02061644_s1. O gene GAPD Rat 

(TaqManTM - Applied Biosystems), Part number 4352338E, foi escolhido como controle 

endógeno da reação, o qual serve para normalizar a expressão do gene de interesse nas diferentes 
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amostras. A sonda GAPD está marcada com o fluoróforo VIC, enquanto os primers para os alvos 

estão marcados com o fluoróforo FAM. 

Antes de se iniciarem os experimentos de quantificação relativa da expressão de qualquer 

gene, realizamos a validação do sistema gene alvo, no caso, HSL, LPL, Acaca, GyK, G6PC, 

PFKl, PDK4 e PDP2 com o controle endógeno GAPD Rat. Verificamos que as eficiências de 

amplificação dos genes foram 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.  

Validação da eficiência dos genes de interesse: a validação consistiu na amplificação, 

tanto com os primers dos genes de interesse quanto com o do controle endógeno, dos cDNAs de 

triplicatas de  concentrações diferentes (diluições seriadas) de uma amostra escolhida 

aleatoriamente. Em seguida, foi construída 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, foram 

obtidos os valores da inclinação (slope) da curva e da confiabilidade das réplicas (R2). Dessa 

forma, a eficiência do sistema foi calculada através da fórmula: E = 10(-1/slope) -1. Para a placa 

de validação dos genes, foram feitas triplicatas de uma amostra de cDNA de tecidos adiposo de 

rato em 7 concentrações diferentes (diluições seriadas de 5x). 

Após o cálculo das eficiências de amplificação de cada 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, obteve-se uma linha de tendência para estes valores, 
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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).  

A concentração de amostra validada como eficiente para os genes Acaca, LPL, G6PC, 

GK, PDK4, PFKl e GAPDH em tecido hepático foi de 30,0 ng de cDNA, enquanto que para os 

tecidos adiposos essa concentração foi de 40,0 ng de cDNA para os genes HSL, LPL, Acaca, 

PDK4, PDP2 e GAPDH. 

Para a quantificação relativa dos genes em estudo, as reações de PCR em tempo real 

foram realizadas em triplicata a partir de: 5 !L de TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystmes, Foster City, CA, USA) 2x, 0,5 !L da solução de primers e sonda, 0,5 !L de água e 

4,0!L de cDNA, sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 !L de água ao invés do 

cDNA. As condições de ciclagem utilizadas foram: 50
o
C por 2 minutos, 95

o
C por 10 minutos e 

40 ciclos de 95
o
C por 15 segundos e 60

o
C por 1 minuto. A expressão gênica foi avaliada em 

tecidos de animais tratados com dieta hiperlipídica e animais controle tratados com dieta padrão. 

Os valores da expressão gênica relativa foram obtidos pela análise dos resultados no programa 

7500 System SDS Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). No programa Prisma 

GraphPad 5.0 foi realizado teste t de Student para verificar se havia diferença significativa na 

expressão do gene de interesse. 

Análise Estatística dos Resultados: todos os resultados foram expressos como médias + 

EPM de experimentos realizados. Os valores foram analisados utilizando-se de teste t de Student, 

para comparar dois grupos experimentais, e ANOVA seguida do teste de Tukey, quando 
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comparamos mais de dois grupos experimentais, usando Prisma Software e com valor de p<0,05 

indicativo de significância. Em algumas análises, foram realizados ambos os testes dentre os 

quais foi citado nos rodapés das tabelas apenas o teste com diferença significativa (p<0,05).   
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Caracterização do modelo de dislipidemia em ratos 

4.1.1 Ganho de peso e consumo alimentar e calórico 

Com o objetivo de avaliarmos se as condições experimentais utilizadas mantinham os 

resultados obtidos anteriormente do modelo de dislipidemia em ratos induzida pela dieta (WOLF-

NUNES et al., 2000; WOLF-NUNES, 2004; MIOTTO, 2006; SCHWEIGER et al., 2006) 

acompanhamos a evolução ponderal dos ratos e quantificamos o consumo diário de ração. 

Na figura 1 observa-se que os ratos que consumiram dieta hiperlipídica ganharam peso de 

maneira similar aos ratos controle. Estes dados confirmam os obtidos anteriormente por Wolf-

Nunes, 2004 e Miotto, 2006. Interessante observar que mesmo apresentando o mesmo ganho de 

peso os ratos que consumiram a dieta hiperlipídica ingeriram quantidade significativamente 

menor deste alimento (C: 20,8+0,62 g vs D: 14,87+0,66 g, p<0,05). Estes resultados também 

corroboram com Wolf-Nunes, 2004, que identificou consumo significativamente menor de ração 

em ratos cuja dieta hiperlipídica foi oferecida como única fonte de alimento. Além disto, também 

em Wolf-Nunes, 2004, foi avaliada a quantidade calórica desta ração e foi observado que a dieta 

hiperlipídica contém 5 Kcal/g enquanto que a dieta padrão apresenta 4 Kcal/g. Desta forma os 

ratos que consumiram dieta hiperlipídica neste presente estudo também apresentaram um 

consumo calórico significativamente menor que os ratos que ingeriram dieta padrão (média de 

consumo calórico C: 83,33 ± 2,48 Kcal vs D: 74,34 ± 3,35 Kcal, p<0,05). 

 O ganho de peso de ratos jovens que ingeriram dieta hiperlipídica foi semelhante ao dos 

ratos que ingeriram dieta padrão apesar da ingesta alimentar e calórica ter sido significativamente 

menor dos ratos que ingeriram dieta hiperlipídica. A ingestão alimentar fornece ao organismo o 

aporte calórico necessário, juntamente com micronutrientes (vitaminas e sais minerais) e 
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macronutrientes (carboidratos, gorduras e proteínas), para realizar as funções orgânicas. O 

comportamento alimentar trata-se de um comportamento complexo com vários centros de 

controle (HALFORD & BLUNDELL, 2000; SCHWARTZ et al., 2000). Nossos resultados estão 

de acordo com trabalhos clássicos da literatura demonstrando diminuição na ingesta alimentar 

quando lipídios são administrados intraduodenalmente (NOVIN et al., 1979; REIDELBERGER 

et al., 1983; GREENBERG et al., 1990; CARLSON, 2002). Os autores sugerem que existem 

receptores de nutrientes no duodeno que enviam para o cérebro sinais nervosos que desencadeiam 

a sensação de saciedade e que este efeito acontece ainda no período pré-absortivo (GREENBERG 

et al., 1990). 

 Além disto, um grande número de neuropeptídeos está envolvido no controle que o 

sistema nervoso central exerce sobre a ingesta alimentar e o balanço energético, tais como 

neuropeptídeo Y, hormônio liberador de corticotropina, somatostatina entre outros. Entretanto, a 

leptina, hormônio sintetizado e secretado pelos adipócitos e relacionado à quantidade de lipídio 

estocado, participa ativamente no sistema no sistema de controle de ingesta (FRIEDMAN et al., 

1985; PELLEYMOUNTER et al., 1995; MAFFEI et al., 1995; FRIEDMAN & HALAAS, 1998; 

AINSLIE  et al., 2000). Os ratos que ingeriram dieta hiperlipídica por seis semanas não 

apresentaram alterações na concentração circulante de leptina mesmo tendo apresentado aumento 

significativo no peso dos panículos adiposos das regiões epididimal e peri-renal (WOLF-

NUNES, 2004). Estes dados estão de acordo com Haluzík et al. (2000), que, em estudos em 

humanos, demonstraram não existir diferença entre as concentrações séricas de leptina em 

indivíduos hiperlipidêmicos não obesos.  
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Figura 1: Análise da ingesta alimentar e ganho de peso de ratos controle (C) e tratados com dieta 

hiperlipídica (D). A dieta foi oferecida ad libitum ao longo de 4 semanas aos ratos que permaneceram em 

gaiolas coletivas (3 ratos por gaiola). O peso, em gramas (g), dos ratos foi quantificado diariamente e o 

consumo de ração três vezes por semana. PI: peso  inicial. C_PF: Peso Final dos ratos Controle. D_PF: 

Peso Final dos ratos Dieta. C_Ganho: ganho de peso dos ratos Controle. D_Ganho: ganho de peso dos 

ratos Dieta. C_Ingesta: Média diária de ingesta  de ração dos ratos Controle. D_Ingesta: Média diária de 

ingesta  de ração dos ratos Dieta. * p<0,05 em relação ao PI; # p<0,001 Ingesta diária dos ratos Controle 

vs ingesta diária dos ratos Dieta. n=5.

**

# 
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4.1.2 Análises plasmáticas

Analisamos as concentrações plasmáticas de glicose, colesterol total e triacilgliceróis que 

estão apresentadas na Tabela 2.  

Tabela 2: Concentrações plasmáticas de ratos controle e submetidos a dieta hiperlipídica por 4 

semanas. As análises foram realizadas com auxílio de fitas dosadoras e submetidas à leitura em 

aparelho da Accutrend® (Roche Diagnostics D-68298, Mannheim, Germany). O sangue foi 

coletado por punção cardíaca em ratos após jejum de 16 h, com seringa heparinizada e sob 

anestesia.  

 

 Controle 

(n=7) 

Dieta 

(n=8) 

Glicose, mg/dL 125,28+12,50 117,56+19,03 

Triacilglicerol, mg/dL 90,28+3,27 122,25+8,74 

Colesterol Total, mg/dL 153,16+0,96 156,85+1,39 

 

 Os dados demonstram não haver alteração significativa nos valores de glicemia, embora 

estes valores estejam acima da concentração glicêmica de jejum 99 mg/dL, assim como foi 

observado por Wolf-Nunes, 2004 (4 semanas: JNA:96,4±5,8 mg/dL, n=5; JHA: 100,6±5,0 

mg/dL, n=5 e com 6 semanas: JNA: 104,2±4,8 mg/dL; JHA: 99,6±5,1) e Miotto, 2006 (6 

semanas: Normolipidêmico 112,9±11,9 mg/dL; Hiperlipidêmico: 110,5±4,9 mg/dL). 

 As concentrações plasmáticas de triacilgliceróis dos ratos que ingeriram dieta foi 35% 

acima dos valores obtidos de ratos controle embora sem diferença significativa. Wolf-Nunes, 

2004 estudando também a administração da dieta por quatro e seis semanas em ratos jovens e 
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adultos, obtiveram valores para triacilgliceróis de ratos dieta 41% acima dos valores de ratos 

controle e neste caso foram estatisticamente diferentes (C=31,8±1,8 mg/dL vs D=44,0±2,8 

mg/dL) e Miotto em 2006 confirmou este aumento (51%) com administração de dieta por seis 

semanas (N=20,9±1,2 mg/dL vs D=51,3±1,7 mg/dL; n=4 e 5 respectivamente).  

Em relação a concentração de colesterol total  os dados obtidos neste trabalho estão de 

acordo com Wolf-Nunes, 2004, que descreve não haver alteração significativa na quarta semana 

de administração de dieta. Já para Miotto (2006) que administrou a dieta por seis semanas, obteve 

valores significativamente mais elevados de colesterol total. 

 O aumento da concentração de triglicerídeos nos animais tratados com dieta nos indica o 

início do desenvolvimento de um quadro de dislipidemia. Miotto 2006, administrou a dieta por 6 

semanas e determinou elevada concentração plasmática de triglicerídeos, colesterol total, 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) e lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL). 

Entretanto, a concentração da fração lipoprotéica HDL (alta densidade) não se alterou com a dieta 

enquanto ácidos graxos livres também não apresentaram diferença estatísticamente significativa. 

A presença desta dislipidemia decorrente da dieta pode ter um papel mais importante na indução 

de outras alterações metabólicas do que se tem proposto.  

 Por outro lado, a resistência à insulina e o diabetes são apontados como os principais 

indutores de diversas doenças metabólicas. A insulina apresenta efeito inibitório na liberação de 

ácidos graxos pelo tecido adiposo e efeito estimulatório no catabolismo das micelas e da fração 

VLDL, além de favorecer o clearance da fração LDL (DEFRONZO & FERRANNINI, 1991; 

MALMINIEMI et al., 1995). Contudo, no estado de resistência à insulina estas ações se 

apresentam reduzidas e, consequentemente, a concentração destes lipídios no sangue se eleva, 

pois ocorre uma aceleração na síntese de VLDL, enquanto a fração HDL se apresenta inalterada 

ou mesmo reduzida, o que resulta em hipertrigliceridemia e esteatose hepática (KUSUNOKI et 



 26

al., 2002), como também foi observado por Wolf-Nunes, 2004 e nos ratos aqui estudados. 

 Em um estudo feito com humanos em 1998, Bonora et al. constataram que a 

hipertrigliceridemia e a diminuição da HDL nunca ocorriam como desordens isoladas, e sim 

como uma síndrome plurimetabólica. Logo, no conjunto, os resultados observados neste modelo 

de indução de dislipidemia podem indicar a instalação de uma síndrome, conhecida como 

Síndrome X ou Síndrome Plurimetabólica, a qual é caracterizada por um conjunto de diversas 

doenças.  

 A estreita relação entre esta síndrome e resistência à insulina sugere ser este último um dos 

principais fatores conduzindo à síndrome (DEFRONZO & FERRANNINI, 1991; HAFFNER & 

MIETTINEN, 1997), visto que resistência à insulina, associada à hiperinsulinemia, tem sido 

associada ao desenvolvimento de doenças como dislipidemia, aterosclerose e hipertensão 

(REAVEN, 1988, DEFRONZO & FERRANNINI, 1991; OSEI, 1999; RAJI et al., 2000). 

Entretanto, apesar desta corrente indicando ser a resistência à insulina o fator causador, a fonte 

geradora desta síndrome ainda não é conhecida ou comprovada, devido à sua complexidade, o 

que conduz à seguinte questão: qual desordem realmente dá início à Síndrome X?   

 Miotto 2006, utilizou uma dieta rica em gordura durante 6 semanas para desenvolver 

hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia em ratos. Contudo, os resultados mostraram  aumento 

paralelo da glicemia juntamente com uma hiperinsulinemia, leve hipertensão arterial e hipertrofia 

ventricular cardíaca no período relativamente curto da administração da dieta hiperlipídica, 

sugerindo que um desequilíbrio lipídico poderia ser o fator desencadeante de todo o processo que 

conduzirá a uma resistência à insulina e, possivelmente, a longo prazo, à Síndrome X.  

 Por exemplo, Pan et al. (1997) propuseram que o acúmulo intracelular de triglicerídeo 

poderia aumentar a produção de glicose e, consequentemente, interferir com a ação da insulina, 

de forma a reduzir a ação da insulina na musculatura (BODEN, 1996; BERGMAN & ADER, 
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2000).  

 Já em 1978, Bernstein et al. sugeriam um mecanismo patogênico para o desenvolvimento 

de hipertrigliceridemia, onde um estado de resistência à captação de glicose conduziria à 

hiperinsulinemia que, por sua vez, aumentaria a produção de lipoproteínas de muito baixa 

densidade rica em triglicerídeos (VLDL-TG), aumentando assim a concentração plasmática de 

triglicerídeos. Como já citado por Danev et al. (1997), a concentração aumentada de lipídeos 

plasmáticos correlaciona-se significativamente com um tônus simpático cronicamente 

aumentado, pois o sistema nervoso simpático é responsivo à ingestão alimentar (KAUFMAN et 

al., 1991) e recentes evidências experimentais indicam que sua atividade pode ser alterada pela 

dieta ou, mais especificamente, pela alta concentração de macronutrientes como carboidratos e 

lipídios na corrente sanguínea, de forma que situações de jejum tendem a suprimi-la, enquanto 

dietas ricas nestes macronutrientes tendem a aumentá-la (CRANDALL et al., 1983; DEFRONZO 

& FERRANNINI, 1991; KAUFMAN et al., 1991).  

 Vários dados na literatura apontam o fato de que a ingestão de uma dieta hiperlipídica afeta 

outros parâmetros fisiológicos, como indução da ativação do eixo sistema nervoso simpático-

medula adrenal e também do eixo hipotálamo-hipófise-córtex adrenal causando, respectivamente, 

a elevação das concentrações plasmáticas de catecolaminas e de glicocorticóides. Catecolaminas 

que atuam como neurotransmissores poderiam causar elevação adicional nas concentrações de 

glicocorticóides, através de adrenoceptores localizados no hipotálamo, os quais estimulam a 

liberação de hormônio liberador da corticotrofina (CRH). Este último causa elevação nas 

concentrações plasmáticas não apenas de corticotrofina (ACTH) (NOMURA et al., 1981; AL-

DAMLUJI, 1988), como também das próprias catecolaminas (BROWN & FISHER, 1984; 1985), 

as quais, em conjunto, promovem alterações metabólicas no sentido de causar mobilização de 

substratos energéticos a partir dos tecidos de armazenamento, como o hepático e o adiposo 
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branco, liberando-os para a circulação sanguínea (BERNE & LEVY, 2000). Isto afetaria 

significativamente o metabolismo de carboidratos, pois as catecolaminas endógenas, 

principalmente a adrenalina, estimulam a glicogenólise e a gliconeogênese hepáticas (HIMMS-

HAGEN, 1967; EXTON et al., 1972; HUE et al., 1978; YOREK et al., 1980; KNEER & 

LARDY, 1983; PILKIS et al., 1988; WATT et al., 2001). Em tecido pancreático estas, através de 

adrenoceptores �, estimulam a liberação de glucagon pelas células � das ilhotas de Langerhans, 

enquanto inibem a liberação de insulina pelas células � (PORTE JR., 1969; POERTE JR. & 

ROBERTSON, 1973), sendo que os adrenoceptores � podem estimular a liberação de insulina 

pelas células �-pancreáticas (YOSHIDA, 1992; ATEF et al., 1996). A corticosterona por sua vez 

influencia o metabolismo de carboidratos por meio de sua ação permissiva aos efeitos 

glicogenolíticos e gliconeogênicos das catecolaminas e do glucagon (EXTON et al., 1972). Como 

resultado destes efeitos ocorre aumento da glicemia (VERAGO et al., 2001; RETANA-

MARQUEZ et al., 2003).  

 Se considerarmos a possibilidade de que nos ratos hiperlipidêmicos ocorra uma 

hiperatividade simpática esta condição poderia resultar em um significativo aumento da glicemia 

de jejum, como verificado nos ensaios do ivGTT e do clamp por Miotto, 2006, quando analisada 

a glicemia pelo glicosímetro, ou seja ratos acordados e glicemia analisada no sangue total. 

Entretanto, quando amostras sanguíneas de ratos hiperlipidêmicos foram analisadas com o kit 

enzimático, e em ratos anestesidados não identificamos a diferença. Além disso, fatores que 

conduzem a esta glicemia de jejum elevada, como uma captação reduzida da glicose, foram 

verificados em testes como o de tolerância à glicose, mas nenhuma diferença estatística foi 

observada.  

 Srinivasan et al. (2005), utilizaram o ensaio de ivGTT para determinar a sensibilidade à 

insulina e verificaram  redução significativa da taxa de remoção de glicose. Entretanto, estes 
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autores utilizaram uma porcentagem de gordura na dieta administrada aos animais muito superior 

à utilizada em nosso modelo (58% vs 25).  

 Os valores médios da taxa de infusão de glicose no clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico 

realizado por Miotto, 2006, demonstraram valores significativamente mais elevados para o grupo 

hiperlipidêmico, o que não está de acordo com dados de literatura onde se observa resistência à 

insulina (KUSUNOKI et al., 2002). Este resultado indica, por outro lado, que os ratos 

alimentados com dieta hiperlipídica apresentam maior captação da glicose sanguínea, com 

significância estatística observada na segunda hora do ensaio. O que diferencia o ensaio de 

Miotto dos outros da literatura é que foi realizado com os ratos acordados, isto pode influenciar a 

captação de glicose quando comparada aos ratos anestesiados. Wolf-Nunes (2004) verificou que, 

mesmo os ratos apresentando hiperinsulinemia após 6 semanas de ingestão de dieta hiperlipídica, 

os adipócitos isolados da região epididimal de ratos do grupo dieta não apresentava alteração na 

resposta antilipolítica da  insulina.   

 Farias-Silva et al. (2002) verificaram, em estudos de indução de estresse em ratos por 

choque nas patas, que estes animais apresentavam hiperglicemia e hiperinsulinemia após três 

sessões de choque. Por outro lado, verificaram também que a secreção estática de insulina pelas 

ilhotas pancreáticas estimulada pela glicose não estava alterada pelo choque. Neste modelo foram 

quantificadas as concentrações de corticosterona as quais estavam significativamente mais 

elevadas em ratos do grupo choque (VERAGO et al., 2001).  

 Glicocorticóides e catecolaminas inibem a captação de glicose por tecidos periféricos, desta 

forma conservando-a para eritrócitos e células nervosas. Assim, a elevada concentração 

plasmática de glicose resistente à hiperinsulinemia observada por Miotto, 2006, como aquela 

observada em ratos submetidos a estresse, pode ser consequência da alta concentração destes 

hormônios do estresse, ao invés de resistência à insulina. Além disso, neste caso, poderíamos 
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pensar que a dieta hiperlipídica administrada aos animais seria uma fonte de estresse, conduzindo 

a efeitos semelhantes àqueles verificados pelo choque nas patas.   

 Assim, com os resultados obtidos até 2006, havia a indicação de que  os ratos submetidos a 

dieta hiperlipídica ao longo de seis semanas não estavam resistentes à insulina e, aparentemente, 

apresentam sensibilidade maior ao seu efeito de promover a captação de glicose, quando 

avaliados por clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico e sem anestesia. O fato destes ratos não 

apresentarem um estado de resistência à insulina parece demonstrar uma condição prévia a todos 

os sintomas da síndrome metabólica que se pretendeu induzir neste modelo animal. As variações 

na administração da dieta novamente devem ser consideradas, pois diferenças da porcentagem de 

lipídios utilizados nos vários estudos e a questão do prazo durante o qual a dieta foi administrada 

nos remete à seguinte questão: Qual seria o tempo de hiperinsulinemia para que a resistência a 

insulina se instale?  

 Resistência à insulina pode promover diminuição do conteúdo de glicogênio no músculo 

esquelético (KUSUNOKI et al., 2002). Sob condições experimentais de euglicemia e 

hiperinsulinemia, como no ensaio de clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico, o metabolismo não-

oxidativo da glicose refletiria primariamente a síntese de glicogênio no músculo esquelético, com 

apenas pequena quantidade de glicose sendo convertida em lipídios e/ou lactato. Um estado de 

resistência à insulina poderia promover uma diminuição do metabolismo não-oxidativo da glicose 

estimulado pela insulina e, desta forma, uma menor estocagem de glicose no músculo na forma 

de glicogênio seria verificada (VESTERGAARD et al., 1995).  

 Outro resultado que sugere a não resistência à insulina nos ratos que ingeriram dieta por 

seis semanas é que o conteúdo de glicogênio avaliado nos músculos ventricular e gastrocnêmico 

porção vermelha não estavam alterados enquanto que o músculo gastrocnêmico porção branca 

estava significativamente elevada. (MIOTTO, 2006). Este efeito pode ser decorrente da maior 
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adaptação deste tipo de músculo, de fibras glicolíticas, a determinadas situações onde uma maior 

reserva energética se faz necessária, como ocorre em condições de estresse crônico. Entretanto, 

há de se considerar as informações da literatura quanto a ativação do sistema nervoso simpático 

em modelos de dislipidemias. Esta informação nos remete a sugestão de que a captação periférica 

de glicose pode estar sendo compensada pela ação do simpático.  

 Resistência à insulina pode promover diminuição na atividade da glicogênio sintetase, o 

que resulta em redução na síntese de glicogênio (KUSUNOKI et al., 2002). No entanto, como 

relatado por Upton et al. (1998) que verificaram que a síntese de glicogênio no fígado não era 

afetada em ratos diabéticos Zucker, este efeito nem sempre foi confirmado. Além disso, 

Kusunoki et al. (2002) também estudaram ratos alimentados por 10 semanas com dieta rica em 

lipídeos, mas contendo 26,7% de óleo de girassol, e afirmaram haver uma relação inversa entre o 

conteúdo de glicogênio e de triglicerídeo hepático. Resultados anteriores obtidos em nosso 

laboratório com este modelo animal já confirmaram a condição de esteatose hepática nestes 

animais (WOLF-NUNES, 2004; MIOTTO, 2006). No entanto, pelos dados obtidos até 2006 

sugerimos que o quadro de resistência à insulina não está instalado nestes animais e, apesar da 

condição de esteatose hepática observada neste modelo, podemos verificar que o conteúdo de 

glicogênio hepático não foi  alterado entre os grupos estudados, apenas são depletados pelo jejum 

a que os animais foram submetidos. Logo, como seria mantida esta glicemia de jejum elevada nos 

ratos alimentados com dieta hiperlipídica?  

 Uma possibilidade relaciona-se com a hipótese de Randle et al. (1963), onde a elevada 

concentração de ácidos graxos livres decorrente da dieta e, consequentemente, o aumento de sua 

disponibilidade, os torna mais utilizados para processos metabólicos oxidativos, reduzindo a 

captação de glicose e sua utilização no tecido muscular esquelético e no tecido adiposo. Isto 

poderia, ainda, ocasionar o acúmulo intramuscular de triglicerídeos e o aumento da produção de 
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glicose, o que precederia as ações periféricas da insulina (BODEN, 1996; PAN et al., 1997; 

BERGMAN, 2000).  

 Além disso, produtos derivados do tecido adiposo, como leptina, PPAR!, TNF" apresentam 

ações fundamentais na regulação do armazenamento dos substratos energéticos e na sua 

homeostasia. O aumento de PPAR! pode contribuir, por exemplo, para aumentar a expressão de 

genes envolvidos no transporte e na oxidação de ácidos graxos no músculo esquelético, podendo 

até ocasionar o acúmulo de lipídios no músculo, reduzindo sua capacidade oxidativa em sujeitos 

obesos e diabéticos e afetar o metabolismo glicêmico (KAWAMURA et al., 2004).  

 Outra possibilidade envolve a produção de lactato: animais alimentados com dieta rica em 

gordura apresentam aumento da taxa de conversão de glicose para lactato, o qual seria 

reconvertido a glicose no fígado pelo ciclo de Cori. Este efeito da dieta seria rápido (em torno de 

duas semanas) e estaria acompanhado por um estado de resistência específica em certos tecidos 

ou mesmo sistêmica à insulina (DIGIROLAMO et al., 1992). Entretanto, antes do quadro de 

resistência à insulina se fixar, poderia ser observada uma elevação da glicemia e, em resposta, 

uma hiperinsulinemia.  

 Sabe-se que o excesso de algum dos itens na suplementação alimentar, principalmente com 

relação à glicose e à gordura, pode causar resistência à insulina nos tecidos muscular e adiposo, 

bem como prejudicar a supressão da produção endógena de glicose. Modelos experimentais 

alimentados com dietas ricas em gordura mostraram redução na tolerância à glicose, associada a 

um menor metabolismo basal da glicose e/ou mediado pela insulina (PROIETTO et al., 1999).  

 A diminuição na afinidade da insulina a seu receptor e/ou do transporte de glicose são 

constantemente relacionados a alterações da composição de ácidos graxos da membrana celular, 

são decorrentes de dieta hiperlipídica e rica em gordura saturada, como a que constitui a dieta 

utilizada neste experimento. Esta é considerada mais deletéria com relação à resistência à insulina 
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induzida por gordura, quando comparada  a dietas mono e poliinsaturada (LICHTENSTEIN & 

SCHWAB, 2000). Além disso, o consumo excessivo de calorias e consequente ganho de peso 

também conduzem ao quadro de resistência dos tecidos à ação da insulina.  

 No entanto, as células pancreáticas são capazes de aumentar sua atividade secretora quando 

a eficácia na ação deste hormônio diminui. O resultado é um estado metabólico bem 

compensado, onde a resistência à insulina é compensada pelo aumento de sua secreção causando 

hiperinsulinemia. Com a continuidade deste estado de resistência à insulina, a excessiva taxa de 

secreção de insulina não pode ser mantida e o indivíduo torna-se diabético, além de estar sujeito 

às demais disfunções descritas acima (DEFRONZO & FERRANNINI, 1991). Assim, podemos 

questionar: em que estágio se encontram os animais deste estudo? Uma vez que apresentam 

aumento significativo na glicemia de jejum, quando submetidos a dieta por seis semanas, mas 

não apresentam alterações no teste de tolerância à glicose ou no clamp euglicêmico-

hiperinsulinêmico acordados, e nem alterações na resposta anti-lipolítica de adipócitos 

epididimais isolados, à insulina.  

 Outro aspecto importante está relacionado ao sistema nervoso simpático (SNS) que também 

apresenta uma importante função regulatória do metabolismo favorecendo, por exemplo, a 

lipólise e aumento de captação de glicose e, simultaneamente, sobre o sistema cardiovascular 

promovendo, por exemplo, vasoconstrição.  

 Interessantemente, a insulina também pode atuar sinergicamente relacionando a absorção 

dos nutrientes à atividade simpática. Esta relação entre insulina e atividade do sistema nervoso 

simpático pode ocorrer pela ação do hormônio leptina, liberado pelos adipócitos e que atua no 

sistema nervoso central promovendo a sensação de saciedade. A insulina promove aumento da 

expressão e da secreção de leptina pelo tecido adiposo branco, a qual aumenta a atividade do 

sistema nervoso simpático. Por uma alça de feedback negativo, as catecolaminas liberadas pela 
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ativação simpática inibem, via adrenoceptores #3, a expressão do gene responsável pela síntese 

deste hormônio pelas células adiposas (NONOGAKI, 2000). 

 Pode-se hipotetizar que, devido à hiperlipidemia mantida, a insulina sinaliza 

constantemente a secreção de leptina que, por sua vez, mantém o tônus simpático ativado, de 

forma a produzir efeitos tais como maior mobilização das reservas energéticas, favorecendo a 

manutenção da hiperlipidemia e da elevada glicemia de jejum, nos ratos com 6 semanas de 

ingestão de dieta, entretanto ratos com ingestão de dieta por 4 semanas estas alterações nas 

concentrações de leptina, de insulina, estoques de glicogênio não foram avaliadas, sendo assim 

alterações observadas neste período são exclusivamente decorrentes das altas concentrações de 

lipídeos circulantes que são os desencadeadores de todo o processo. 
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4.1.3 Análise Morfológica e Histológica do Tecido Hepático 

A avaliação morfológica e histológica do tecido hepático confirma que a dieta 

administrada por 4 semanas já foi eficaz para a instalação do quadro de dislipidemia, causando 

inclusive esteatose hepática conforme relatado previamente por Miotto, 2001; Wolf-Nunes, 2004 

e Miotto, 2006, quando administraram a dieta por 6 semanas. 

Podemos observar na Figura 2, que os ratos tratados com dieta hiperlipídica por 4 

semanas apresentaram hepatomegalia caracterizada por aumento no tamanho e peso do fígado. O 

fígado dos ratos hiperlipidêmicos apresentou coloração esbranquiçada com pontos escuros em 

toda extensão, além de consistência diferente daquela observada no grupo controle. 

a)       b) 

Figura 2: Foto ilustrativa do tecido hepático de ratos controle (a) e submetidos a dieta hiperlipídica (b) ao 

longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram ração padrão para laboratório contendo 4% de gordura e 

0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a ração hiperlipídica tinha a seguinte composição: 15% de gordura de 

manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria em Nutrição 

Experimental, Brasil).  

 

A investigação histológica do fígado por meio de cortes corados com hematoxilina e 

eosina (HE) e também por Sudan Black B (Figura 3) confirmaram um quadro de esteatose 

hepática nos ratos tratados com a dieta rica em lipídios, observando-se a vacuolização do 
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citoplasma devido ao depósito de lipídios. Esses depósitos não são corados com HE, mas a 

coloração com Sudan Black B confirmou a deposição de lipídios no citoplasma dos hepatócitos 

desses animais. Como seria de esperar, a dieta rica em gordura induziu ao acúmulo de lipídios 

hepáticos no grupo Dieta (C), mostrando esteatose microvesicular ou macrovesicular ao redor da 

zona periportal, necrose e inflamação, juntamente com hepatócitos alargados. Deposição de 

gordura neste grupo foi classificada como mista. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Fotomicrografia de cortes histológicos de tecido hepático retirado de ratos tratados com dieta 

padrão (A e C) e ratos tratados com dieta hiperlipídica por 4 semanas (B e D), sendo A e B coradas  com 

hematoxilina e eosina enquanto  C e D coradas com Sudan Black B. 
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4.2 Análise da Expressão Gênica por qRT-PCR 

Diante dos resultados observados neste modelo de indução de dislipidemia pela dieta 

avaliamos os mecanismos moleculares envolvidos, analisando por técnica de qRT-PCR a 

expressão gênica das pricipais enzimas envolvidas no metabolismo lipídica e glicídico do tecido 

hepático e adiposo branco. 

As amostras coletadas para análise por qRT-PCR foram preparadas segundo método do 

Trizol para posterior extração de RNA. Para garantir a integridade das amostras, estas foram 

analisadas em gel de eletroforese (Figura 4) e por Nanodrop (Tabela 3). Assim a constatação da 

integridade das amostras nos permitiu dar prosseguimento aos procedimentos. 

 

 

 

Figura 4: Gel de integridade das amostras de RNA extraídas das amostras de tecido adiposo epididimal, 

mesentérico e peri-renal e tecido hepático de animais controle e dieta administrada por 4 semanas. (DRD: 

animal dieta Peri-renal direito; CRD: animal controle Peri-renal direito; DM1: animal dieta amostra 1 do 

mesentérico; CM1: animal controle amostra 1 do mesentérico; DED: animal dieta epididimal direito; 

CED: animal controle epididimal direito; DHS: animal dieta hepático superior; CHS: animal controle 

hepático superior). Os números em frente às identificações indicam o número de marcas existentes no 

rabo do animal para identificação do mesmo. 

 



 38

Tabela 3: Análise das amostras de RNA extraídas das amostras de tecido adiposo epididimal, 

mesentérico e peri-renal  e de tecido hepático de animais controle e dieta por 4 semanas por 

Nanodrop. 

 

 

 

 

Confirmada a integridade das amostras prosseguimos com a transcrição para cDNA e 

análise das expressões gênicas por qRT-PCR . 
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4.2.1 Análise da expressão gênica de enzimas no tecido hepático  

No tecido hepático foram analisadas as seguintes enzimas: LPL, PDK4, PFK1, Acaca, 

GyK e PDP2. 

4.2.1.1 LPL hepática 

Os tecido hepático dos ratos que ingeriram dieta por 4 semanas apresentou aumento 

significativo na expressão gênica da enzima LPL (p<0,05) (Figura 5). Tratando-se de uma 

enzima chave do metabolismo lipídico participando como disponibilizadora lipídica e permitindo 

a absorção lipídica pelos tecidos, esse aumento reforça os dados histológicos que demonstraram 

acúmulo lipídico citoplasmático nos hepatócitos. A LPL aumentada estaria, portanto, 

promovendo uma maior absorção lipídica para o tecido hepático.  

Segundo Brown et al. (2011) a atividade hidrolítica da LPL hepática de camundongos 

pode estar envolvida na regulação da via de transcrição de Receptores Ativados por 

Proliferadores de Peroxissoma (PPARs), dado o papel destes receptores nucleares de ácido graxo 

que são ativados nas respostas pelo tecido hepático. Os PPARs (alpha, gama e delta) compõem  

uma família de fatores de transcrição ativada por ligantes que regulam o balanço energético, 

incluindo o metabolismo lipídico. Eles demonstraram que, em contraste com a LPL endotelial e 

LPL de tecidos extra-hepáticos, que ativam PPAR alpha, a LPL hepática hidrolisa VLDL para 

gerar predominantemente ativação da PPAR delta. Ao integrar esses dados com uma abordagem 

global de perfil metabólico, descobriram que a hidrólise de VLDL pela LPL hepática gera ácidos 

graxos insaturados específicos que podem induzir a uma resposta transcricional dependente de 

PPAR delta in vitro e in vivo, com efeitos funcionais gerando a formação de gotículas lipídicas 

celulares nos hepatócitos, provocando assim o quadro de esteatose hepática visível nas em nossas 

análises histológicas (Figura 3).  
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Em outro estudo com camundongos deficientes de LPL hepática (hl / - ), foi relatado que 

embora estes animais apresentem peso corporal normal em uma idade jovem, com o tempo eles 

ganham menos peso e gordura corporal do que os controles com uma dieta padrão, e esse efeito é 

mais proeminente quando os ratos são alimentados com uma dieta hiperlipídica. Neste tipo de 

dieta, a redução do peso corporal em hl / - ratos foi associada a reduções significativas na 

porcentagem corporal de gordura e no tamanho da célula de gordura em comparação com 

controles selvagens, indicando que a deficiência de LPL hepática protege contra a obesidade 

induzida pela dieta. (CHIU et al., 2010). 

O mecanismo delineado observou diferenças de peso corporal e massa gorda envolvendo 

tanto aumento modesto do gasto de energia quanto uma diminuição mais substancial na ingestão 

alimentar. Considerando que a deficiência de LPL hepática protege fortemente contra a esteatose 

hepática induzida por obesidade, foi pouco o impacto sobre as medidas do metabolismo da 

glicose. 

Pode-se concluir que a LPL hepática é necessária para o controle do balanço energético e 

acúmulo de gordura corporal. Dessa maneira os resultados sugerem que o efeito da obesidade, 

induzida pela dieta, para causar esteatose hepática, mas não a resistência à insulina ou 

intolerância à glicose, é dependente da LPL hepática (CHIU et al., 2010). 
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Figura 5: Expressão gênica da enzima LPL em tecido hepático isolado de ratos controle e que ingeriram 

dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram ração padrão para laboratório 

contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte composição: 

15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria 

em Nutrição Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste t Student. n = 6. 

 

4.2.1.2 G6PC hepática

A enzima glicose-6-fosfatase (G6PC) catalisa a hidrólise de glicose-6-fosfato a glicose, 

que uma vez na corrente sanguínea se liga ao transportador da glicose 4 (GLUT4) presente na 

membrana celular dos tecidos alvos, permitindo a absorção de glicose do plasma e deposição no 

tecido adiposo e músculo. A expressão gênica da enzima glicose-6-fosfatase foi 

significativamente menor em tecido hepático de ratos submetidos a dieta hiperlipídica por 4 

semanas em relação aos controles (Figura 6).  

Este achado pode ser explicado devido ao fato da atividade enzimática da G6PC ser 

proporcional ao conteúdo intracelular de seu substrato, ou seja, glicose-6-fosfato que por sua vez 

tem sua produção aumentada em virtude do estímulo da glicogenólise e da gliconeogênese no 

jejum. Estudos feitos em ratos com 10 semanas de vida tratados por 40 semanas com dieta padrão 

*
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e hiperlipídica mostraram a instalação de um quadro de obesidade, o que não ocorre com os 

nossos animais devido ao tempo de tratamento de 4 semanas. Porém, neste estudo ocorre a 

diminuição da expressão gênica da subunidade catalítica da glicose-6-fosfatase (G6PC) hepática, 

uma enzima crítica envolvida na glicogenólise hepática e gliconeogênese, sendo esta alteração 

provavelmente uma resposta à hiperinsulinemia exibida em ratos obesos na idade de 30 semanas. 

(HOFFLER et al., 2009). Estes dados vão de encontro com nossos resultados apesar da diferença 

no tempo de tratamento, uma vez que estudos realizados em nosso laboratório verificaram 

aumento na concentração de insulina plasmática em animais alimentados com dieta hiperlipídica 

(WOLF-NUNES, 2004). Assim podemos inferir que a presença da insulina inibe os processos de 

glicogenólise e gliconeogênese reduzindo a concentração de glicose-6-fosfato, que por sua vez 

reduz a atividade da enzima G6PC e, portanto sua expressão gênica no tecido hepático. 

 

 

Figura 6: Expressão gênica da enzima G6PC em tecido hepático isolado de ratos controle e que ingeriram 

dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram ração padrão para laboratório 

contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte composição: 

15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria 

em Nutrição Experimental, Brasil) *p<0,05 - teste t Student. n = 6. 

*
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4.2.1.3 PDK4 e PFK1 hepática  

A expressão das enzimas PDK4 e PFK1 apresentaram significativamente aumentadas em 

tecido hepático de ratos submetidos a dieta hiperipídica por 4 semanas (Figura 7).  

O complexo piruvato desidrogenase (CPD) catalisa a descarboxilação oxidativa do 

piruvato (componente E1 – piruvato descarboxilase), a transferência do grupo resultante acetil 

para o HS-CoA (componente E2 - dihidrolipoil transacetilase) e a regeneração da lipoamida 

oxidada (componente E3 – dihidrolipoil desidrogenase) (MARZZOCO & TORRES, 2007). 

A reação associa a glicólise ao metabolismo oxidativo, pois o produto acetil-CoA entra no 

ciclo do ácido cítrico. A reação a este ponto crítico de ramificação no metabolismo é irreversível 

e, portanto, bem controlado. A principal regulação ocorre por fosforilação reversível do 

componente E1 do CPD, que inibe a atividade enzimática. O complexo PDH contém enzimas 

associadas reguladoras, incluindo piruvato desidrogenase quinase (PDK) e piruvato 

desidrogenase fosfatase (PDP). As atividades destas enzimas determinam a proporção de PDH 

em seu estado ativo, ou seja, desfosforilada. Sendo assim a atividade da PDK promove 

fosforilação do complexo e, portanto a sua inibição (HOUTEN et al., 2009). 

A regulação da atividade do CPD desempenha um papel importante na adequação na 

atividade metabólica dos órgãos, o que significa a escolha de quais substratos um órgão irá usar 

para manter a homeostase energética. Em condições normais, condições de boa alimentação, a 

glicose é o substrato preferencial para a oxidação. Durante o jejum, no entanto, a beta-oxidação 

mitocondrial de ácidos graxos vai se tornar uma fonte de energia mais importante como uma 

alternativa para a glicose (HOUTEN et al., 2009). 

Esta relação de reciprocidade entre a beta oxidação e a oxidação de glicose é conhecida 

como o ciclo da glicose-ácido graxo, ou ciclo de Randle (RANDLE et al., 1963). Na fisiologia 

normal, a função principal deste ciclo é poupar a glicose durante o jejum, quando a oferta de 
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glicose é limitada e os ácidos graxos livres plasmáticos e a beta oxidação estão elevados. O ciclo 

de Randle desempenha um papel crucial na fisiopatologia de doenças metabólicas, como diabetes 

tipo 2 (HUE & TAEGTMEYER, 2009). 

A atividade de PDK é regulada por dois mecanismos de curto e longo prazo. Regulação a 

curto prazo inclui a ativação de PDK por produtos da reação da PDH, ou seja, acetil-CoA e 

NADH. Assim, alta taxa de acetil-CoA / CoA e NADH / NAD + ativa PDK, levando a uma 

fosforilação inibitória do CPD. A atividade da PDK é inibida pelo próprio substrato, o piruvato 

(Figura 7). A longo prazo regulação da PDK ocorre principalmente ao nível da transcrição. Nos 

mamíferos, existem quatro PDKs, que têm diferentes propriedades bioquímicas e são expressas 

de forma tecido-específicos (BOWKER-KINLEY et al., 1998; PATEL & KOROTCHKINA, 

2006; SUGDEN & HOLNESS, 2006; ROCHE & HIROMASA, 2007). PDK1 foi encontrada 

quase exclusivamente em coração de rato. Recentemente, foi descrito que PDK1 é um alvo para 

indução de hipóxia fator-1a (HIF-1a) (KIM et al., 2006; PAPANDREOU et al., 2006). Como tal, 

PDK1 desempenha um papel indispensável na adaptação de metabolismo celular à hipóxia.  

PDK3 é abundantemente expressa em testículo de ratos, mas seu papel é relativamente 

inexplorado. PDK2 e PDK4 parecem desempenhar papéis adaptativos em jejum e em estado de 

fome. PDK2 é expressa e sua expressão aumenta significativamente no fígado e nos rins após 

jejum. A expressão de PDK4 é altamente responsiva em tecidos como músculo cardíaco, 

esquelético e hepático. A regulação da transcrição de PDK4 tem sido intensamente estudada nos 

últimos anos e elementos promotores funcionais foram identificados para o receptor 

glicocorticóide, receptor ativado por proliferadores de peroxissoma (PPAR), o receptor 

relacionado ao estrogênio e fatores de transcrição FOXO (ARAKI & MOTOJIMA, 2006).  

Houten et al., 2009 mostraram que a proteína quinase ativada por AMP (AMPK) e ácidos 

graxos sinergicamente induzem a expressão de PDK4. AMPK é um sensor e regulador do 
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balanço energético celular (KAHN et al., 2005). AMPK é ativada por AMP que é um sinal para o 

estado de baixa energia, mas também por outras vias de sinalização tais como sinalização de 

adiponectina. A ativação da AMPK inicia uma cascata de sinalização destinada a restabelecer os 

níveis de energia celular. O principal evento é a fosforilação da Acetil-CoA carboxilase (ACC), 

que converte acetil-CoA em malonil-CoA. Malonil-CoA é um inibidor da carnitina 

palmitoiltransferase (CPT1), a primeira enzima no transporte da carnitina que é necessária para a 

importação de acil-CoA para dentro da mitocôndria. Como tal, CPT1 catalisa um passo limitante 

no caminho a beta oxidação. 

Portanto, a ativação da AMPK tem como objetivo aumentar a produção de energia pela 

beta oxidação. O crosstalk entre ácidos graxos e status de energia na regulação da sinalização da 

expressão de PDK4 é completamente novo, e aumenta ainda mais nas células com dependência 

de ácidos graxos como fonte de energia (HOUTEN et al., 2009). 

A superexpressão da PDK4 é largamente responsável pela inativação do complexo 

piruvato desidrogenase (CPD) em jejum. Camundongos knockout para a enzima PDK4 têm 

menor glicemia de jejum do que os camundongos do tipo selvagem, provando que a regulação 

por PDK4 é importante para a homeostase da glicose normal. Na diabetes tipo 2, o aumento da 

regulação do PDK4 também inativa o CPD, que promove a gliconeogênese e, assim, contribui 

para a hiperglicemia característica da doença. Quando alimentados com uma dieta rica em 

gordura, os camundongos do tipo selvagem desenvolvem hiperglicemia de jejum, mas 

camundongos knockout para a enzima PDK4 permanecem euglicêmicos, provando que a 

regulação por PDK4 contribui para a hiperglicemia em diabetes. Estes resultados sugerem que 

inibidores de PDK4 podem ser úteis no tratamento do diabetes tipo 2 (JEOUNG & HARRIS, 

2010). 
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Já a PFK1 é uma enzima tetramérica que fosforila a frutose-6-fosfato com consumo de 

ATP em frutose-1, 6-bisfosfato e ADP, comprometendo glicose para a glicólise. Esta é uma 

reação irreversível e a partir deste ponto o substrato está forçado a proceder a rota glicolítica 

sendo, portanto a enzima mais importante na regulação da glicólise. Três isoenzimas PFK, 

codificadas por genes distintos, tem sido identificadas em mamíferos: PFKM encontrada no 

músculo, PFKL incidente no fígado e PFKP em plaquetas, as quais, portanto, são expressas de 

maneira tecido específica (GARCIA et al., 2009).  

 A PFK apresenta como efetuadores alostéricos negativos, , ou seja, inibidores da 

atividade enzimática, ATP e citrato sendo os efetuadores alostéricos positivos, AMP e frutose 2-

6-bisfosfato. A frutose 2-6-bisfosfato é o efetuador alostérico positivo mais potente no controle 

da via glicolítica, sendo sua produção submetida a controle alostérico e hormonal dependendo, 

portanto de duas ações catalíticas (quinase e fosfatase) presentes em domínios diferentes de uma 

enzima bifuncional: fosfofrutoquinase 2, sendo sua porção quinase a fosfofruto-2-quinase e a 

porção fosfatase representada pela frutose 2,6-bisfosfatase (MARZZOCO & TORRES, 2007). 

Assim sendo quando a porção quinase esta favorecida a concentração da frutose 2,6-

bisfosfato aumenta ativando por sua vez a fosfofrutoquinase-1 estimulando a glicólise e 

restringindo a gliconeogênese. Deste modo o teor de frutose 2,6-bisfosfato depende diretamente 

do nível de frutose 6-fosfato e inversamente do nivels de fosfoenolpiruvato. O aumento na 

concentração de fosfoenolpiruvato indica que este não esta sendo utilizado pela piruvato quinase 

ou que este está sendo produzido pela gliconeogênese. Em qualquer dos dois casos seus efeitos 

sobre a enzima bifuncional leva a diminuição da concentração de frutose 2,6-bisfosfato reduzindo 

a velocidade de ocorrência da glicólise abrindo caminho para que se complete a gliconeogênese 

(MARZZOCO & TORRES, 2007). 
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A atividade da enzima bifuncional também tem regulação mediada por hormônios. A 

enzima é substrato da PKA. Quando um dos resíduos de serina da enzima hepática é fosforilado o 

sítio ativo responsável pela síntese de frutose 2,6-bisfosfato é inibido e aquele responsável por 

sua degradação é estimulado; quando a enzima é desfosforilada a atividade exercida é a de 

quinase. Glucagon e adrenalina ativam PKA, que por sua vez fosforila a enzima bifuncional 

ativando a porção fosfatase, diminuindo a concentração de frutose 2,6-bisfosfato que atua como 

efetuador alostérico negativo, inativando PFK1 no tecido hepático restringindo a glicólise e 

liberando a gliconeogênese. Já a insulina exerce um efeito inverso desfosforilando a enzima 

bifuncional e consequentemente estimula PFK1 hepática por aumento da concentração de frutose 

2,6-bisfosfato acelerando a glicólise e inibindo gliconeogênese (MARZZOCO & TORRES, 

2007). 

Nossos dados demonstram que em animais tratados com dieta hiperlipídica por 4 semanas 

ocorre um aumento significativo na expressão gênica  da PFK1 hepática inferindo um incremento 

na via glicolítica. A via glicolítica culmina na produção de piruvato que pode seguir duas vias 

distintas de acordo com a diponibilidade de oxigênio e a necessidade energética. O piruvato em 

condições anaeróbias sofre oxidação anaeróbia gerando lactato. Já em condições aeróbias o 

piruvato sofre oxidação aeróbia , ou seja, o piruvato produzido no citossol na via glicolítica é 

transportado para mitocôndria pela piruvato translocase e lá será oxidado. O primeiro passo desse 

processo é a conversão do piruvato a acetil-CoA por descarboxilação oxidativa catalisada pelo 

CPD como visto anteriormente. 

Nossos resultados demonstram que o aumento da expressão gênica da PDK4 estaria 

inativando este complexo e, portanto a conversão de piruvato a acetil-CoA estaria reduzida. Se 

PKK1 está superexpressa produzindo piruvato e este não está seguindo a via de oxidação aeróbia, 

para onde está indo este piruvato? 
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Em situação de jejum e na atividade física, por exemplo, ocorre a inibição do CPD 

selecionando assim o substrato a ser preferencialmente consumido, glicose ou ácidos graxos, 

favorecendo a utilização de ácidos graxos sendo este mecanismo crucial para economia de 

glicose. Os ácidos graxos são utilizados assim, como substrato energético pelo tecido muscular 

esquelético, cardíaco, hepático e etc., poupando glicose para os tecidos exclusivamente 

glicolíticos. A inativação da piruvato desidrogenase facilita a oxidação de ácidos graxos por 

economizar piruvato para formação do oxaloacetato, cuja oferta ao ciclo de Krebs permite oxidar 

acetil-CoA. 

Tendo em vista que não existem vias para converter acetil-CoA a glicose em mamíferos, o 

bloqueio da piruvato desidrogenase permite preservar, além da própria glicose, compostos 

gliconeogênicos quando o açúcar é insuficiente. No fígado, o piruvato disponível pode formar 

oxaloacetato que ganha acesso a gliconeogênese, então estimulada, sintetizando glicose. A acetil-

CoA originada de ácidos graxos não só causa a supressão da oxidação de piruvato, como também 

estimula a carboxilação de piruvato a oxaloacetato; a acetil-CoA é o efetuador comum as duas 

reações. Está seria uma possível hipótese do caminho do piruvato acumulado por inibição do 

CPD pelo tratamento com dieta hiperlipídica.  
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Figura 7: Expressão gênica das enzimas PDK4 e PFK1 em tecido hepático isolado de ratos controle e que 

ingeriram dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram ração padrão para 

laboratório contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte 

composição: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C 

Consultoria em Nutrição Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste t Student. n = 6. 

 

 

Figura 8: Regulação do complexo piruvato desidrogenase (CPD) e suas quinases (PDKs) e fosfatase 

(PDPs). DCA: dicloroacetato; Lipoic acid: ácido lipóico; Insulin: insulina; Fatty acids and glucorticoids: 

ácidos graxos e glicocorticóides; Starvation and diabetes: Estado de fome e diabetes; Inactive: inativo; 

Pyruvate: piruvato; Active: ativo; Acetyl-CoA: acetil-CoA. Adaptado de Jeoung et al., 2010.

**
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4.2.1.4 Acaca hepática

Em nossos resultados a expressão gênica da acetil-CoA carboxilase alpha (Acaca) em 

tecido hepático de ratos submetidos a dieta hiperlipídica por 4 semanas não se alterou 

significativamente quando comparados os dados do grupo controle (Figura 9). 

A Acc catalisa a síntese de malonil-CoA, que é tanto um intermediário na síntese de 

ácidos graxos como um inibidor alostérico da carnitina palmitoiltransferase (CPT1) (MUNDAY 

& HEMINGWAY, 1999; MUNDAY, 2002). CPT1 regula a transferência de cadeia longa acil-

CoA (LCCoAs) do citosol para a mitocôndria, onde são oxidados (SAVAGE et al., 2006). 

Malonil-CoA é, portanto, um regulador fisiológico chave tanto da síntese de ácidos 

graxos (WAKIL et al., 1983) quanto da oxidação (McGARRY, 1997). Há duas isoformas de Acc 

em roedores e seres humanos; ACACA é altamente expresso no fígado e tecido adiposo enquanto 

Acacb é predominantemente expressa no coração e músculo esquelético e, em menor medida, no 

fígado (ABU-ELHEIGA et al., 2001). Apesar de serem codificadas por genes separados, 

ACACA e Acacb apresentam identidade de sequência considerável (85% excluindo a extensão 

terminal N de Acacb) e têm a mesma estrutura de domínio responsável pela atividade da enzima 

(SAVAGE et al., 2006). 

Estudo utilizando as propriedades farmacocinéticas de oligonucleotídeos antisense 

(ASOs) permitiu examinar in vivo reduções de mRNA alvo no fígado sem causar qualquer 

mudança na expressão Acc no músculo. Os resultados sugerem que tanto ACACA quanto Acacb 

estão envolvidos na regulação da oxidação de gordura no fígado, enquanto que apenas ACACA 

sintetiza malonil-CoA para a síntese de gordura, e que a diminuição na expressão tanto de 

ACACA quanto de Acacb com um simples Acc ASO (acc1 e -2) inverte esteatose hepática e 

resistência à insulina hepática em ratos alimentados com dieta hiperlipídica, proporcionando uma 
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nova opção terapêutica para o tratamento da doença do fígado gorduroso não-alcóolica (NAFLD) 

(SAVAGE et al., 2006). 

A alimentação rica em gordura em ratos provoca acúmulo de lipídios hepáticos e 

resistência à insulina dentro de 3 dias (SAMUEL et al., 2004). O padrão de LCCoA acumulado 

(ácido linoléico [18:02] é o principal ácido graxo constituinte da dieta utilizada neste estudo e os 

principais LCCoA detectáveis em extratos de fígado nesses ratos) sugere que esta é 

principalmente uma consequência da reesterificação de ácidos graxos ao invés de nova 

lipogênese (SAMUEL et al., 2004). O ácido graxo acil-CoA 18:02 é também o Acil-Coa de 

cadeia longa dominante e o ácido graxo dominante na fração diacilglicerol no fígado de ratos 

após 4 semanas de ingestão de dieta hiperlipídica, sugerindo que reesterificação continua a ser o 

fator dominante no desenvolvimento da esteatose hepática nestes animais. 

 

Figura 9: Expressão gênica da enzima Acaca em tecido hepático isolado de ratos controle e que ingeriram 

dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram ração padrão para laboratório 

contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte composição: 

15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria 

em Nutrição Experimental, Brasil). n = 6. 
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4.2.1.5 GyK hepática

A glicerolquinase (GyK) catalisa a fosforilação do glicerol em glicerol-3-fosfato o qual é 

importante na formação de triacilgliceróis (TAGs) e armazenamento lipídico. O GyK está na 

interface do metabolismo de lipídios e carboidratos (RAHIB et al., 2007).  Nossos resultados não 

demonstraram alteração significativa na expressão gênica da GyK no tecido hepático de ratos 

submetidos a dieta por 4 semanas quando comparados aos controle (Figura 10). 

O fígado desempenha um papel central no metabolismo do glicerol, uma vez que é 

responsável por 70-90% do glicerol corporal (RESHEF et al., 2003). As aquagliceroporinas 

(AQP3, AQP7, AQP9 e AQP10) englobam uma subfamília de aquaporinas, que permitem o 

movimento da água e outros solutos pequenos, especialmente o glicerol, através da membrana 

celular. A aquaporina 7 (AQP7) representa a principal porta de entrada para o fornecimento de 

gordura derivadas do glicerol, enquanto o glicerol entra nos hepatócitos via aquaporina 9 

(AQP9), onde é convertido em glicerol-3-fosfato, um precursor da gliconeogênese e uma fonte 

direta para a síntese de TAGs (RODRÍGUEZ et al., 2006; MAEDA et al., 2008). O piruvato 

também constitui uma fonte de glicerol-3-fosfato pela atividade enzimática da piruvato 

carboxilase (PC) e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (RESHEF et al., 2003). A insulina 

inibe a gliconeogênese, reduzindo a atividade da PEPCK, bem como pelo bloqueio da 

glicogenólise (ie, a conversão de polímeros de glicogênio para monômeros de glicose) 

(RODRÍGUEZ et al., 2006).  

A AQP9 constitui o canal de glicerol mais importante em hepatócitos e está localizada na 

membrana plasmática sinusoidal que enfrenta a veia portal (ISHIBASHI et al., 1998; CARBREY 

et al., 2003). 

A regulação das aquagliceroporinas induzida por insulina em hepatócitos humanos 

também parece ser diferente do controle que ocorre em ratos, uma vez que a insulina supra-regula 
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a expressão de aquagliceroporinas em células hepáticas de humanos (RODRÍGUEZ et al., 2011). 

O aumento da AQP3 e AQP7, dois canais de glicerol em torno das gotículas de lipídios, mediada 

por insulina pode refletir em um conteúdo aumentado de TAGs intra-hepatocelular, dado que a 

insulina induz esteatose hepática por meio da ativação da expressão de genes lipogênicos 

(POSTIC & GIRARD, 2008). Por outro lado, a supra-regulação de AQP9 induzida por insulina, 

pode favorecer influxo de glicerol em hepatócitos (Figura 10) (RODRÍGUEZ et al., 2011). Os 

pacientes obesos com diabetes tipo 2 apresentam uma AQP9 hepática diminuída, compatível com 

um mecanismo compensatório que visa reduzir a entrada de glicerol em hepatócitos e melhorar 

ainda mais o desenvolvimento de hiperglicemia (CATALAN et al., 2008; MIRANDA et al., 

2009; RODRÍGUEZ et al., 2011).  

A esteatose hepática é caracterizada pelo acúmulo de TAGs em hepatócitos e varia de 

acúmulo simples de gordura (esteatose), a esteatohepatite não alcoólica (NASH) e à cirrose 

(irreversível, deterioração avançada do fígado) (WIDHALM & GHODS, 2010). AQP9 foi 

proposta como uma terapia farmacológica para NAFLD-NASH (WIDHALM & GHODS, 2010). 

Neste sentido, Rodriguez et al., 2011 forneceram evidências de que mRNA de AQP9 hepático foi 

negativamente correlacionada com o conteúdo lipídico intra-hepático em pacientes obesos. No 

entanto, Miranda et al., 2009 não encontraram nenhuma relação entre a expressão de AQP9 e o 

grau de esteatose hepática ou fibrose em pacientes obesos mórbidos. Em linha com esta 

observação, nenhuma anormalidade histológica aparente foi mostrada nas seções hepáticas de 

ratos transgênicos knockout para a AQP (ECKEL, 2005; HIBUSE et al., 2006). 
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Figura 10: Expressão gênica da enzima GyK em tecido hepático isolado de ratos controle e que ingeriram 

dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram ração padrão para laboratório 

contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte composição: 

15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria 

em Nutrição Experimental, Brasil). n = 6. 
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Figura 11: Participação de AQP9 na gliconeogênese hepática e esteatose. Durante o jejum, os adipócitos 

induzem a liberação de glicerol através AQP3 e AQP7 enquanto hepatócitos favorecem a captação de 

glicerol através AQP9. Glicerol é fosforilado por GK para produzir glicerol-3-fosfato, um precursor da 

gliconeogênese e uma fonte direta de glicerol-3-fosfato para a síntese de novos  triacilgliceróis. Regulação 

coordenada pelas aquagliceroporinas adiposa e hepática é necessária para manter um equilíbrio correto 

entre acúmulo de gordura, gliconeogênese hepática e esteatose. FFA, ácidos graxos livres; GK, glicerol 

quinase, transportador de glicose GLUT; PC, piruvato carboxilase; PEP, fosfoenolpiruvato; PEPCK, 

carboxicinase fosfoenolpiruvato; TAG, triacilgliceróis; Insulin: insulina; Glycogen: glicogênio; 

Pyruvate:piruvato; Oxaloacetate: oxaloacetato; Gluconeogenesis: gliconeogênese; Glucose: glicose; 

Glycerol: glicerol; Glycerol 3-P: glicerol 3-fosfato; Adipocyte: adipócitos. Adaptado de RODRIGUEZ, 

2011. 

 

4.2.1.6 PDP2 hepática

A atividade do Complexo Piruvato Desidrogenase (PDP2) é rigidamente controlada por 

um ciclo de fosforilação / desfosforilação, com o grau de fosforilação do complexo determinada 

pelas atividades relativas da piruvato desidrogenase quinase (PDK) versus a piruvato 

desidrogenase fosfatase (PDP). Alterações induzidas na atividade PDK relativa à atividade PDP 

durante as transições a diferentes estados nutricionais e hormonais levam a mudanças 

substanciais no estado de fosforilação e, portanto, o estado de atividade do complexo (HUANG et 

al., 2003). 
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Nossos resultados não demonstraram alteração significativa na expressão gênica da PDP2 

em tecido hepático isolado de ratos submetidos a dieta hiperlipídica (Figura 12), porém em 

relação a PDK4 analisada anteriormente houve aumento na expressão gênica em tecido hepático 

de ratos submetidos a dieta hiperlipídica por 4 semanas quando comprados aos ratos do grupo 

controle.  

A sobrevivência durante o jejum é dependente de mecanismos que limitam a perda 

oxidativa do piruvato em tecidos não neuronais do organismo. Piruvato e outros três compostos 

de carbono que podem ser convertidos em glicose devem ser conservados durante o jejum. A 

reciclagem eficiente destes compostos é particularmente importante para limitar a utilização de 

aminoácidos glicogênicos que de outra forma teriam de ser usados para manter os níveis de 

glicose durante o jejum (HUANG et al., 2003). 

Limitar o volume de aminoácido ajuda a manter a proteólise em cheque e conserva 

proteína corporal. A inibição da oxidação do piruvato é alcançada por uma combinação de 

mecanismos reguladores que virtualmente eliminam a atividade da piruvato desidrogenase de 

células não neuronais durante o jejum. A mais importante delas é a modificação covalente do 

complexo por fosforilação (HUANG et al., 2003). 

O equilíbrio entre as atividades relativas dos PDKs e PDPs determina o grau em que o 

complexo é inibido por fosforilação. Está bem estabelecido que a expressão aumentada em PDK 

no jejum desloca o equilíbrio para uma maior fosforilação do complexo. Não está bem definido 

se ocorrem mudanças na atividade estável da PDP. Parte do aumento na atividade PDK induzida 

pelo jejum é devido as concentrações elevadas de ácidos graxos livres e corpos cetônicos. O 

catabolismo destes compostos aumenta os níveis de NADH e acetil-CoA, que por sua vez, 

aumentam a atividade da PDK reduzindo a acetilação dos resíduos lipoil do componente E2 do 

complexo (HUANG et al., 2003). Complementando esse mecanismo ocorre aumento acentuado 
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na expressão de PDK4 em muitos tecidos (WU et al., 1998; WU et al., 1999; WU et al., 2000; 

WU et al., 2001), juntamente com o aumento da expressão PDK2 em alguns poucos tecidos (WU, 

et al., 2000; SUGDEN et al., 2000). Alterações nos níveis sanguíneos de glicocorticóides, 

insulina e ácidos graxos livres sinaliza aumento na expressão de PDK4 em jejum (HUANG et al., 

2002). 

Assim sendo, nossos resultados corroboram com os dados encontrados na literatura onde 

a relação a atividade das unidades regulatórias do complexo, uma vez que obtivemos aumento na 

expressão gênica da PDK4 e a não alteração da expressão gênica da PDP2. 

 

 

Figura 12: Expressão gênica da enzima PDP2 em tecido hepático isolado de ratos controle e que 

ingeriram dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram ração padrão para 

laboratório contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte 

composição: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C 

Consultoria em Nutrição Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste t Student. n = 6 

 

 Sendo assim, em relação ao tecido hepático, o tratamento por quatro semanas de ratos 

com dieta hiperlipídica obteve em relação a lipogênese, aumento na expressão gênica de LPL, 

sem apresentar alteração significativa na expressão gênica da Acaca e Gyk reforçando a hipótese 



 58

de esteatose por reesterificação. Os processos de glicogenólise e gliconeogênese estariam 

inibidos por diminuiçnao na expressão gênica de G6PC, embora os animais tenham ficado em 

jejum de 16 horas demonstrando que possivelmente a hiperinsulinemia regula negativamente a 

expressão enzimática. A glicólise por sua vez está provavelmente ativada por aumento na 

expressão gênica da PFK1, por estímulo insulínico sobre efetuador alostérico positivo Frutose 2-6 

bisfosfato. Dessa maneira a glicose estaria sendo convertida a piruvato e este poderia estar sendo 

convertido em acetil-CoA. Porém estes animais dieta apresentam um aumento na expressão 

gênica de PDK4 inferindo, portanto inibição do CPD e portanto a não conversão de piruvato a 

acetil-CoA. Qual seria então o destino do piruvato? Este pode ser convertido a lactato pela 

enzima lactato desidrogenase ou a oxaloacetato pela enzima piruvato carboxilase, porém estudos 

posteriores serão necessários para avaliar a expressão e a atividade dessas enzimas neste modelo 

de dislipidemia. Além desses dados, também verificamos neste modelo que o glicogênio hepático 

não sofre depleção, sendo também interessante analisar a enzima glicogênio sintase (Figura 13). 
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Figura 13:  Esquema resumido das alterações apresentadas na expressão gênica das enzimas em tecido 

hepático isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas. Os ratos 

controle ingeriram ração padrão para laboratório contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, 

Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte composição: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de 

colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria em Nutrição Experimental, Brasil). 
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4.2.2 Análise da expressão gênica de enzimas no tecido adiposo 

O tecido adiposo branco (TAB) desempenha papel importante na regulação da 

homeostase energética de todo o organismo. Um de seus papéis principais é a liberação de ácidos 

graxos em condições de balanço energético negativo, ou exercício prolongado para fornecer 

energia para os tecidos periféricos. As maquinarias moleculares envolvidas na quebra de 

triacilglicerol (TAG) e liberação de ácidos graxos funcionam de forma ordenada e regulada, 

conferindo ao tecido adiposo branco a capacidade de responder a diversas condições de 

alimentação e às demandas energéticas corporais. Importante destacar que, nas condições que 

levam o excesso de ingestão alimentar e obesidade, ocorre alteração na regulação normal da 

lipólise no TAB (GAIDHU et al., 2010). 

 Na verdade, a lipólise basal tem sido repetidamente relatada como elevada, enquanto a 

lipólise induzida por catecolaminas é suprimida em humanos e roedores obesos (JOCKEN & 

BLAAK, 2008). O mecanismo clássico para explicar esta condição está centrado no fato de que o 

TAB expandido de indivíduos obesos se torna resistente à insulina, prejudicando os principais 

efeitos lipogênicos e anti-lipolíticos deste hormônio.  

A obesidade se desenvolve em condições de excesso de energia crônica, indicando que 

adipócitos viscerais (AV) e subcutâneos (AS) devem ser capazes de lidar com grandes 

quantidades de lipídios a serem entregues ao TAB para armazenamento. Neste cenário, a 

capacidade dos adipócitos para lidar com excesso de lipídios através de alterações no 

metabolismo de ácidos graxos pode desempenhar um importante papel nas respostas adaptativas 

do TAB para a obesidade. Importante, a obesidade é invariavelmente acompanhada por aumento 

nas concentrações circulantes de ácidos graxos não esterificados (AGNE) (ARNER, 2005; 

STUMVOLL et al., 2005; BAYS et al., 2008), indicando que a regulação de armazenamento de 
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energia e mobilização de ácidos graxos dos adipócitos viscerais e subcutâneos está com defeito 

em seu funcionamento. 

Embora exista literatura descrevendo as diferenças entre adipócitos viscerais e depósitos 

de gordura subcutânea a fim de elucidar as distintas taxas lipolíticas (BOLINDER et al., 1983; 

MAURIEGE et al., 1987; SZTALRYD et al., 1994), os mecanismos celulares e moleculares 

responsáveis por essas características depósito-específico ainda precisam ser elucidadas. Isto é 

particularmente importante porque é o acúmulo excessivo de gordura no tecido adiposo visceral 

(obesidade visceral) que tem sido fortemente correlacionado com o desenvolvimento de 

resistência à insulina e diabetes tipo 2 (ARNER, 2005; JENSEN, 2008). Neste cenário, desvendar 

os mecanismos moleculares envolvidos na desregulação de lipólise e metabolismo lipídico no 

tecido adiposo visceral e subcutâneo na obesidade pode ser de grande relevância terapêutica.  

 

Figura 14:  Fotomicrografia de adipócitos isolados das regiões epididimal (a, d), peri-renal (b, e) e 

mesentérica (c, f) de ratos controle (painéis superiores) e de ratos ingeriram dieta hiperlipídica ao longo de 

4 semanas (painéis inferiores). Os ratos controle ingeriram ração padrão para laboratório contendo 4% de 

gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte composição: 15% de gordura 

de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria em Nutrição 

Experimental, Brasil).  
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a) Área

b) Diâmetro 

Figura 15: Morfometria de adipócitos isolados do panículo adiposo da região epididimal, mesentérica e 

Peri-renal de ratos controle e de ratos que ingeriram dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas. A 

morfometria foi avaliada pela análise da área (a) e diâmetro (b) dos adipócitos isolados. Os ratos controle 

ingeriram ração padrão para laboratório contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a 

ração hiperlipídica a seguinte composição: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 

0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria em Nutrição Experimental, Brasil). Controle vs dieta - test t 

Student ns. Diferentes depósitos em um mesmo grupo: Anova seguida de Tukey. 

* PR vs M p<0,05 controle e * PR vs Epididimal p<0,05 controle.  

# PR vs M p<0,05 dieta e * PR vs Epididimal p<0,05 dieta. 

*

*

#

#
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Gaidhu et al., 2010, em estudo com ratos tratados com dieta hiperlipídica por 8 semanas 

demonstrou que ratos do grupo dieta tinham uma média de massa corporal 36% maior do que os 

animais controle, que foi acompanhado por um aumento de 3,0 e 2,8 vezes do depósito adiposo 

epididimal e inguinal, respectivamente. Este era compatível com um aumento de 1,67 e 1,59, 

vezes nos diâmetros dos adipócitos epididimais e inguinais do grupo dieta, respectivamente. 

 Nossos resultados mostram que a administração de dieta por 4 semanas não alterou o 

tamanho dos adipócitos isolados das regiões analisadas ou seja epididimal, mesentérica e per-

renal. Neste estudo não avaliamos os pesos dos depósitos de gordura como fez Wolf-Nunes, 2004 

que identificou aumento no peso dos panículos das regiões epididimal e peri-renal nos ratos que 

ingeriram dieta por 6 semanas.  

Poderíamos inferir que 4 semanas de administração de dieta não são suficientes para 

aumentar o depósito de lipídeos nos adipócitos e que este excesso está sendo depositado 

exclusivamente no leito hepático devido a esteatose. Entretanto avaliamos a expressão das 

enzimas lipoproteína lipase, responsável pela captura de lipídeos para os adipócitos bem como a 

enzima lipase hormônio sensível, responsável pela degradação destes estoques, e os resultados 

estão apresentados a seguir. 

 

4.2.2.1 HSL no tecido adiposo

A análise da expressão gênica da enzima lipase hormônio-sensível não demonstrou 

diferença significativa no tecido adiposo epididimal e apresentou-se significativamente 

aumentada nos tecidos adiposo mesentérico e peri-renal (Figura 16). 

A lipólise no tecido adiposo branco de humanos e roedores é regulada fase a fase pela 

lipase de triacilglicerídios adiposo (ATGL), lipase hormônio-sensível (HSL) e lipase de 

monoacilglicerol (MAGL) (LARGE & ARNE, 1998; ARNER, 2005; LAFONTAN & LANGIN, 
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2009). O modelo atual é que ATGL inicia a lipólise pela primeira clivagem de TAG e, em 

seguida, HSL e MAGL promovem a clivagem do diaciglicerol (DAG) e monoacilglicerol, 

respectivamente, lançando dois ácidos graxos adicionais e uma molécula de glicerol 

(LAFONTAN, 2009). Portanto, a ativação orquestrada de ATGL, HSL, e MAGL parecem ser 

necessárias para a lipólise completa ocorrer em adipócitos. A ligação de agonistas adrenérgicos, 

acoplados a adenilato ciclase através da proteína G estimulatória, leva aumento na concentração 

de  AMPc e ativação da proteína quinase A (PKA) (FRAYN et al., 2003; ARNER, 2005). 

Em HSL de ratos, a PKA fosforila resíduos de serina 563, 659 e 660 (ANTHONSEN, 

1998; SHEN, 1998; ARNER, 2005), levando a translocação de HSL para a gota lipídica e para 

grande reforço da lipólise. A fosforilação da perilipina A, uma proteína associada à gota lipídica, 

por PKA também tem sido demonstrada ser necessária para ativação da HSL e ocorrência da 

lipólise induzida por catecolaminas. Por outro lado, o sensor de energia celular, a proteína 

quinase ativada por AMP (AMPK) tem sido demonstrada por fosforilar a serina-565 da HSL, o 

que impede a fosforilação mediada por PKA desta enzima e prejudica a lipólise estimulada por 

catecolaminas (GARTON et al., 1989). 

Neste contexto, a AMPK tem sido proposta por reduzir a liberação de ácidos graxos na 

circulação, o que poderia ajudar a prevenir lipotoxicidade nos tecidos periféricos, bem como 

reduzir o dispendioso processo de reesterificação de ácidos graxos no tecido adiposo branco.  

A literatura atual sugere que em roedores magros ATGL e HSL são as principais lipases 

para TAG e DAG, respectivamente, e respondem por 95% da atividade lipase em TAB de 

murinos (SCHWEIGER, 2006). Portanto, essas etapas moleculares que regulam a lipólise podem 

ser potencialmente afetadas pela obesidade e também ser claramente regulada em adipócitos 

viscerais ou subcutâneos. No entanto, muito pouco se sabe sobre como a obesidade induzida pela 
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dieta afeta o conteúdo ou a atividade da HSL e ATGL, bem como a lipólise basal e induzida por 

catecolaminas em tecido adiposo branco visceral e subcutâneo. 

Para avaliar os efeitos da dieta sobre os principais mecanismos moleculares que regulam a 

lipólise em TAB, Gaidhu et al., 2010 examinaram  a fosforilação da HSL sobre resíduos chave de 

serina, bem como o teor de proteínas de ATGL e perilipina. Desde que a AMPK também tem 

sido implicada na regulação da atividade HSL, a fosforilação e conteúdo desta quinase e de seus 

substratos diretos foram determinados. A fosforilação da HSL em serina-563, -565, -660 revelou 

que estas variáveis foram potencialmente suprimidas no tecido adiposo visceral e subcutâneo de 

ratos tratados com dieta hiperlipídica, apesar de nenhuma mudança no conteúdo de proteína total 

da HSL.  

A perilipina foi diminuída em ambos os depósitos de gordura de ratos dieta, embora este 

efeito tenha sido mais pronunciado no tecido adiposo visceral em comparação com o subcutâneo. 

Por outro lado, o conteúdo de ATGL foi significativamente aumentado em ambos os depósitos de 

gordura. Uma vez suprimida a fosforilação de HSL no TAB visceral e subcutâneo, eles 

analisaram o conteúdo de DAG e atividade da ATGL nestes depósitos de gordura de ratos 

controle e dieta. O conteúdo de DAG aumentou 2,5 vezes no depósito visceral e de 2,9 vezes em 

subcutâneo. A atividade da ATGL aumentou 1,4 e 2 vezes no visceral e subcutâneo de ratos 

dieta, respectivamente (GAIDHU et al., 2010). 

Como esperado, os adipócitos de ratos controle expostos a adrenalina sofreram aumento 

da liberação de glicerol (0,52±0,04 a 14,16±0,44 nmol·75 min·10-5células e de 0,26±0,03-

10,49±1,12 nmol 75 min 10 -5 células em adipócitos viscerais e subcutâneo, respectivamente). 

Camundongos dieta apresentaram a lipólise basal aumentada nos adipócitos visceral e subcutâneo 

2,3 e 2,9 vezes, respectivamente, enquanto a lipólise estimulada por adrenalina foi atenuada em 

ambos os depósitos de gordura de animais dieta (GAIDHU et al., 2010). 



 66

Das funções essencialmente da ATGL como lipase de TAG (ZIMMERMANN et al., 

2004; SCHWEIGER, 2006), a supraregulação de conteúdo da ATGL em combinação com o 

aumento da expressão de seu coativador CGI-58 deve ter promovido quebra de TAG e formação 

de DAG. Isto é suportado pelos dados indicando que a atividade da lipase TAG é aumentada em 

tecido adiposo branco de camundongos dieta. Por outro lado, a supressão induzida pela dieta da 

fosforilação/atividade da HSL, diminui a quebra de DAG, facilitando assim seu acúmulo no 

TAB. Isto é evidenciado pelos resultados que mostram que o conteúdo DAG foi 

significativamente aumentado em 2,5 e 2,9 vezes nos adipócitos visceral e subcutâneo, 

respectivamente. Este fato também corrobora com estudos anteriores em camundongos HSL - 

knockout mostrando que, na ausência desta lipase ocorre acúmulo de DAG em TAB 

(HAEMMERLE et al., 2002).  

Além da fosforilação HSL, o conteúdo de perilipina também foi reduzido em ambos os 

depósitos de gordura de camundongos tratados com dieta. Em animais dieta os níveis de 

perilipinas em TAB foram dificilmente detectáveis, enquanto que em subcutâneo o conteúdo 

desta proteína foi menor do que o controle, embora ainda presentes em abundância. O conteúdo 

reduzido de perilipina tem sido demonstrada por alterar a quebra normal de lipídios neutros nas 

células adiposas (HAEMMERLE et al., 2002). 

Na verdade, já havia sido relatado que a lipólise basal é elevada, ao passo que a lipólise 

estimulada por isoproterenol é severamente atenuada em camundongos perilipina nulos 

(TANSEY et al., 2001). Com base nessas observações, foi proposto que a perilipina exerce um 

papel importante para prevenir o acesso de lipases a estoques de lipídios neutros em condições 

basais, ao passo que sua presença é necessária para lipólise mediada por PKA (TANSEY et al., 

2001; BRASAEMLE, 2007). 
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Na ausência de estímulo adrenérgico, HSL está localizada principalmente no citoplasma, 

enquanto que a perilipina está na superfície da gotícula lipídica (SZTALRYD et al., 2003). Após 

estímulos adrenérgicos, a ativação da PKA fosforila a HSL, bem como a perilipina (SU et al., 

2003; MIYOSHI et al., 2007). HSL, em seguida, transloca para a gotícula lipídica e com 

perilipina leva a uma melhora na hidrólise de lipídios neutros (SU et al., 2003; SZTALRYD et 

al., 2003; WANG et al., 2009), indicando que a interação da perilipina e HSL é essencial para os 

efeitos mediados por PKA sobre a lipólise. 

 

Figura 16: Resumo dos efeitos da HFD em lipólise dos adipócitos e metabolismo. Setas representam 

supra ou subregulação da atividade, conteúdo de proteína e / ou expressão. Linhas sem setas indicam 

inibição. Sob HFD, o efeito das catecolaminas na cascata de sinalização �-adrenérgica (�-AR) por meio 

da ativação reduzida do receptor de proteína G estimuladora acoplado (Gs). Isto reduz a ativação da 

proteína quinase A (PKA) e inibe a fosforilação da lipase hormônio-sensível (HSL). HFD também 

supraregula a expressão do tecido adiposo fosfolipase A2 (AdPLA2), que tem sido demonstrada pelo 

aumento da produção de prostaglandina E2 (PGE2), o ligante primário para o E-3 prostanóides receptor 

(EP3). Uma vez EP3 acoplado a uma proteína G inibitória (Gi), a ativação desse receptor inibe ainda mais 

PKA em condições HFD. Aumento do conteúdo e identificação ATGL-58 gene comparativa (CGI-58). A 

expressão também ocorre com HFD para facilitar a quebra TAG, embora subsequente diminuição HSL 

fosforilação / atividade resulte no acúmulo de DAG. HFD induz a diminuição do conteúdo de perilipinas 

(Peri) também parece contribuir para a lipólise disfuncional nestas células. Redução do conteúdo/ 

fosforilação de AMPK por HFD está em linha com a oxidação e supressão da ACC. A capacidade 

oxidativa dos adipócitos é diminuída com HFD, que é compatível com a supressão dos reguladores da 
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biogênese mitocondrial, como peroxisoma proliferador-ativado receptor-! (PPAR-!) coativador-1" (PGC-

1") e expressão de PPAR-". AC, a adenilato ciclase; AA, o ácido araquidônico; fosfatidilcolina PC,; PM, 

membrana plasmática; FA, ácidos graxos; MAG; monoacilglicerol; magl, MAG lipase; Mito, 

mitocôndrias. Adaptado de Gaidhu et al., 2010. 

Em resumo, os resultados de Gaidhu et al. 2010 indicam que a obesidade induzida pela 

dieta  perturba a sinalização através de componentes principais da cascata lipolítica no TA. 

Específicamente, HSL e perilipina são subreguladas, enquanto ATGL e CGI-58 são 

suprareguladas. Isso culmina no aumento basal da lipólise induzida por catecolaminas e acúmulo 

de DAG em depósitos viscerais e subcutâneos. Além disso, o comprometimento da atividade da 

AMPK e down regulation de PGC-1 e PPAR resultaram em elevada esterificação e reduzida 

capacidade para oxidar ácidos graxos nos adipócitos viscerais e subcutâneos.  

Ao todo, estas alterações na regulação molecular da lipólise e o metabolismo de ácidos 

graxos sugerem adaptações metabólicas disfuncionais que ocorrem com a dieta hiperlipídica no 

tecido adiposo branco e pode ajudar ainda mais a nossa compreensão dos mecanismos 

defeituosos que contribuem para a obesidade e suas alterações metabólicas associadas. 
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Figura 17: Expressão gênica da enzima HSL em tecido adiposo das regiões epididimal, mesentérica e 

peri-renal, isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas. Os ratos 

controle ingeriram ração padrão para laboratório contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, 

Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte composição: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de 

colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria em Nutrição Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste t 

Student. n = 6.

4.2.2.2 LPL no tecido adiposo

LPL é um marcador importante para a diferenciação dos adipócitos, e a expressão da LPL 

aumenta em paralelo com o acúmulo de TAG celular como pré-adipócitos diferenciados. Embora 

o tecido adiposo possa sintetizar os novos ácidos graxos livres, os ácidos graxos livres para o 

armazenamento de lipídios são preferencialmente fornecidos pela hidrólise mediada por LPL de 

lipoproteínas plasmáticas ricas em TAG. LPL é, portanto, considerada uma enzima chave por  

desempenhar um papel importante na iniciação e/ou desenvolvimento da obesidade (WANG & 

ECKEL, 2009). 

Nossos resultados demonstraram que não houve diferença significativa na expressão 

gênica da LPL nos depósitos adiposos epididimal e mesentérico havendo uma diminuição na 

expressão de LPL no depósito adiposo peri-renal (Figura 18). 

 

*

*



 70

 

Figura 18: Expressão gênica da enzima LPL em tecido adiposo das regiões epididimal, mesentérica e 

peri-renal, isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas. Os ratos 

controle ingeriram ração padrão para laboratório contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, 

Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte composição: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de 

colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria em Nutrição Experimental, Brasil). *p<0,05 peri-

renal dieta vs peri-renal controle - teste t Student. n = 6. 

 

Numerosos estudos têm revelado que dietas ricas em gordura promovem a hiperglicemia 

e a resistência à insulina (RI). É geralmente aceito que dietas ricas em gordura podem ser usados 

para gerar um modelo de roedores válido para a síndrome metabólica com RI (BUETTNER et al., 

2006). O tratamento dos animais com dieta contendo alto teor de gordura (mais de 50% das 

calorias) por aproximadamente cinco semanas é suficiente para iniciar a obesidade moderada e 

muitas vezes resultam em RI (MOLLER & KAUFMAN, 2005; FAM et al., 2006).  

Em EU, et al., 2010, foi proposto  estudar os efeitos do ácido Glicirrízico (AG) em ratos 

alimentados com uma dieta rica em gorduras com 60% de calorias provenientes de gordura 

vegetal por quatro semanas. Para tal foram estabelecidos três grupos sendo: controle, alimentados 

com dieta sem tratamento com AG e alimentados com dieta tratados com AG. Os animais que 

ingeriram dieta e não receberam o tratamento com AG apresentaram, em relação ao controle, 

*
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subexpressão da LPL em tecido cardíaco, muscular esquelético, adiposo visceral e subcutâneo, 

porém, o oposto foi verificado no hepático. Foi constatado também hiperinsulinemia, 

hipertrigliceridemia e hiperglicemia nos animais dieta com tendência a um aumento, porém, sem 

diferença significativa, na concentração de colesterol plasmático. Aplicando o índice HOMA-IR 

verificou-se resistência a insulina. Por fim verificaram um aumento na deposição de gordura nos 

tecidos estudados com aumento significativo no tecido hepático. 

No estado resistente à insulina, a diminuição da supressão da lipólise mediada pela 

insulina em adipócitos promove a liberação de ácidos graxos, que inibe a atividade da LPL 

(FRANSSEN et al., 2008). Quando a oferta de ácidos graxos excede a demanda do tecido, ácidos 

graxos provavelmente se ligam a LPL e deslocando-a de seus sítios de ligação, assim, tornando-

as não-funcionais (PULNILKUNNIL & RODRIGUES, 2006).  

A down regulation da LPL no tecido adiposo, músculos e rim neste estudo, segundo o 

autor, pode ser devido a mediadores inflamatórios, tais como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-

") que são encontrados por estarem elevados nos estados de  obesidade e resistência à insulina. A 

inibição da transcrição gênica da LPL é sugerida por ser mediada, em parte, através do bloqueio 

de interações do fator nuclear-Y/CCAAT com o promotor da LPL (PREISS-LANDI et al., 2002; 

ROSEN & SPIEGELMAN, 2006). No entanto, o aumento do nível de TNF-" leva a um efeito 

oposto no fígado. De acordo com Wang e Eckel, 2009, a LPL não é normalmente expressa no 

fígado adulto de animais, mas pode ser expresso sob condições específicas fisiológicas e 

patológicas. Uma única dose de TNF-" pode causar um aumento significativo nos níveis de 

mRNA de LPL no fígado. 

No entanto, o mecanismo detalhado de tal indução não é bem compreendido. O aumento 

na atividade da LPL hepática e sua concomitante diminuição nos tecidos não-hepáticos poderia 

ter resultado em uma maior divisão do TAG plasmático para o fígado e captação hepática 
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aumentada de AGL. Isso levaria a um aumento na secreção de VLDL-TAG e apolipoproteína 

B100 (apoB100) a partir do fígado (ADIELS et al., 2008) e, portanto, pode contar para a 

hipertrigliceridemia observada no grupo dieta quando comparado ao grupo controle. 

A obesidade induzida por RI resulta em desregulação profunda na homeostase da glicose, 

e produz elevações nos níveis de glicemia de jejum e pós-prandial (SALTIEL & KAHN, 2001). 

Ainda em EU, et al., 2010, a concentração de glicose no sangue foi significativamente aumentada 

no grupo dieta quando comparado ao grupo controle. Com o desenvolvimento da obesidade 

visceral, a alta circulação AGL leva a RI que promove um duplo efeito para aumentar a 

hiperglicemia por (i) down regulation do transportador de glicose insulino-dependente 4 

(GLUT4), através do ciclo de Randle e portanto, promove um acúmulo de glicose na circulação e 

(ii) estimulo da gliconeogênese hepática, antagonizando a ação da insulina no fígado (RI 

hepática) (LANN & LEROITH, 2007).  

Sendo assim estes dados vem de encontro com nossos resultados que demonstraram uma 

diminuição na expressão de LPL no tecido adiposo e um aumento da mesma no tecido hepático 

sugerindo então que o tratamento com dieta hiperlipídica altera o metabolismo lipídico e 

glicídico. 

4.2.2.3 PDK 4 e PDP2 no tecido adiposo

Nossos resultados não apresentaram alterações significativas na expressão gênica de 

PDK4 nos depósitos adiposos epididimal e mesentérico, porém no peri-renal foi observado 

aumento significativo na expressão da mesma (Figura 19).  Já em relação a expressão da PDP2 

não houve alterações significativas em nenhum dos depósitos em questão (Figura 19). 

Como já apresentado anteriormente, a PDK 4 é uma das isoformas da porção quinase do 

complexo piruvato desidrogenase mitocondrial (CPD) que catalisa a descarboxilação irreversível 
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do piruvato a acetil-CoA e CO2. Este complexo regula o equilíbrio entre a oxidação de glicose e 

lipídios, dependendo do estado nutricional e, portanto, desempenha  papel de chave metabólica 

para seleção de combustível (SUGDEN et al., 2001). A atividade deste complexo é rígidamente 

controlada a curto prazo por um ciclo de fosforilação/ desfosforilação contínuo. A fosforilação da 

subunidade E1 do CPD é catalisada pelas quinases (PDKs), que inativam CPD, enquanto que as 

fosfatases (PDPs) ativam CPD através da desfosforilação. Quatro isoformas da PDK (PDK1-4) e 

duas isoformas da PDP (PDP1 e -2) têm sido descritas em mamíferos e são expressas em 

quantidades variadas de forma tecido-específicos (BOWKER-KINLEY et al., 1998; SUGDEN & 

HOLNESS, 2003). 

Sabe-se que a resistência à insulina está associada a alterações no equilíbrio entre as vias 

oxidativas da glicose e dos ácidos graxos. Isto leva a hiperglicemia crônica por causa de  

produção excessiva de glicose hepática (gliconeogênese) (BODEN et al., 2001) associada a uma 

diminuição na disponibilidade de glicose induzida pela insulina no interior do tecidos periféricos, 

tal como o músculo esquelético (KELLEY et al., 1992). Além disso, a resistência à insulina está 

associada com uma concentração plasmática excessiva de ácidos graxos não esterificados 

(AGNE), que é em parte devido à redução do efeito antilipolítico da insulina sobre tecido adiposo 

branco (TAB) em situação pós-prandial e uma diminuição da reesterificação de ácidos graxos 

durante lipólise no jejum (GELDING et al., 1995; ERIKSSON et al., 1999). Inúmeras linhas de 

evidências apóiam a noção de que esse aumento de AGNE no plasma desempenha papel 

fundamental no aparecimento precoce de resistência à insulina (PAOLISSO et al., 1995; 

CHARLES et al., 1997; BERGMAN & ADER, 2000). 

Para evitar hiperglicemia em estados insulino-resistentes, inibidores da PDK têm sido 

desenvolvidos para ativar CPD, diminuindo assim a gliconeogênese no fígado e aumento das 

capacidades de glicólise oxidativa no músculo esquelético (MORRELL et al., 2003; MAYERS et 
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al., 2003). No entanto, o papel do CPD e de sua regulamentação pela relação PDK/PDP em 

outros tecidos sensíveis à insulina, como tecido adiposo, não tem sido extensivamente estudada. 

Em TAB, vias lipolíticas e de reesterificação estão ativas e ambas participam do controle 

da liberação de AGNE (VAUGHAN, 1962). O processo de reesterificação em triglicérides de 

uma parte importante do AGNE decorrentes da lipólise requer a síntese de glicerol-3-fosfato 

(G3P), que resulta principalmente de substratos não carboidratos, como lactato ou piruvato 

através de uma via chamada gliceroneogênese (RESHEF et al., 1967; RESHEFet al., 1970). A 

enzima chave desta via metabólica é a isoforma citosólica da PEPCK-C (BALLARD et al., 

1967). 

O piruvato pode ser carboxilado a oxaloacetato pela piruvato carboxilase e usado para 

gliceroneogênese ou descarboxilado a acetil-CoA pelo CPD para o ciclo do ácido tricarboxílico. 

Por isso, hipotetizamos que o fluxo do piruvato através da gliceroneogênese foi negativamente 

relacionado com a atividade CPD. Como sequenciaconsequencia, a relação PDK/ PDP iria 

participar na via de reesterificação de ácidos graxos nos adipócitos. 

Estudos anteriores mostraram que PEPCK-C nos adipócitos e toda via gliceroneogênica 

são alvos específicos para os agonistas de receptor ativado por proliferadores de peroxissoma 

(PPAR) gama, como as tiazolidinedionas (rosiglitazona), em roedores e humanos (TORDJMAN 

et al., 2003; LEROYER et al., 2006; CADOUDAL et al., 2007). A Rosiglitazona (RSG), 

desenvolvido para o tratamento de diabetes mellitus tipo 2, é conhecida por ter efeitos poderosos 

sobre o metabolismo de carboidratos e lipídios levando à melhoria da sensibilidade à insulina nos 

tecidos-alvo (LE BOUTER et al., 2010). Pck1, que codifica PEPCK-C, é o gene mais 

precocemente e fortemente ativado por rosiglitazona nos adipócitos, sugerindo um papel 

essencial da PEPCK-C na resposta do TAB para tiazolidinedionas. Tal aumento no PEPCK-C 

precede a ativação da gliceroneogênese, que participa do sequestro de lipídios no tecido adiposo 



 75

observado com estes compostos e, assim, explicam, pelo menos em parte, as propriedades 

hipolipemiantes desta classe de drogas (YE et al., 2004).  

Cadoudal et al. (2008) estudaram a regulação por tiazolidinedionas da expressão de PDK2 

e PDK4, as duas isoformas de PDK expressa nos tecidos adiposo tecido em ratos e mostraram 

que o tratamento com Rosiglitazona por 4 dias, aumentou a expressão de PDK4 em tecido 

adiposo subcutâneo, peri-epididimal e retroperitonial, mas não no fígado e no músculo. A 

transcrição de PDK2 e das fosfatase PDP1 e PDP2 não foi afetada. Esta seletividade por esta 

isoforma também foi encontrada em ex vivo tratados com explantes. Em adipócitos da linhagem 

celular 3T3-F442A, a expressão de Pdk4 foi fortemente e seletivamente induzida pela 

rosiglitazona. O uso de ácido dicloroacético ou leelamine, dois inibidores da PDK, ou uma 

siRNA PDK4 específico, demonstrou que PDK4 participou da gliceroneogênese, portanto 

alterando a liberação de ácidos graxos livres em condições basal e induzida por rosiglitazona.  
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Figura 19: Expressão gênica da enzima PDK4 em tecido adiposo das regiões epididimal, mesentérica e 

peri-renal, isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas.  Os ratos 

controle ingeriram ração padrão para laboratório contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, 

Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte composição: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de 

colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria em Nutrição Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste t 

Student. n = 6. 
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Figura 20: Expressão gênica da enzima PDP2 em tecido adiposo das regiões epididimal, mesentérica e 

peri-renal, isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas.  Os ratos 

controle ingeriram ração padrão para laboratório contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, 

Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte composição: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de 

colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria em Nutrição Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste 

t Student. n = 6. 
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4.2.2.4 Acaca no tecido adiposo

Na análise da Acaca (Figura 21) não houve alterações significativas em nenhum dos 

depósitos em questão, sugerindo que a expressão desta enzima nos adipócitos das diferentes 

regiões epididimais está preservada. 
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Figura 21: Expressão gênica da enzima Acaca em tecido adiposo das regiões epididimal, mesentérica e 

peri-renal, isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas.  Os ratos 

controle ingeriram ração padrão para laboratório contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, 

Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte composição: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de 

colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria em Nutrição Experimental, Brasil). n = 6.

 

O evento central no metabolismo lipídico é a geração de malonil-CoA via carboxilação do 

acetil-CoA pela acetil-CoA carboxilases alpha e beta (Acaca e Acacb). No fígado, malonil-CoA 

gerado pelo Acaca é utilizado para síntese e alongamento de ácidos graxos (AG), finalmente 

levando à formação de triglicérides. No coração e no músculo esquelético, com uma capacidade 

limitada para a síntese de AG, malonil-CoA formada na superfície mitocondrial por Acacb 

funciona basicamente como um regulador negativo da oxidação de AG através da inibição da 

carnitina palmitoiltransferase (CPT-I) (McGARRY & BROWN, 1997; RUDERMAN et al., 

1999; McGARRY, 2001; HARWOOD, 2005).  
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Em humanos e animais, Acaca e Acacb são codificadas por genes separados (WIDMER 

et al., 1996; KIM, 1997). A quota de enzimas humanas apresentam 75% de identidade na 

sequencia geral de aminoácidos, com exceção de uma extensão extra sequencia N-terminal da 

Acacb, o que não está presente em Acaca. A extensão N-terminal da Acacb é relatado por dirigir 

a proteína para a membrana mitocondrial (ABU-ELHEIGA, 2000; ABU-ELHEIGA, 2003; ABU-

ELHEIGA, 2003). Acaca, sem essa sequencia fica localizada na citosol (ABU-ELHEIGA, 2000). 

A atividade da ACC é regulada em resposta à dieta, alterações hormonais e outras mudanças 

fisiológicas. A regulação não procede apenas via mecanismos regulatórios a curto prazo como a 

ativação alostérica pelo citrato, a inibição por feedback pelos AGs de cadeia longa, fosforilação e 

inativação reversível, mas também através de modulação da produção de proteínas através da 

alteração da expressão do gene  (KIM, 1997; HARWOOD, 2005; BROWNSEY et al., 2006). 

Devido ao seu importante papel no metabolismo lipídico, Acaca e Acacb estão sendo 

atualmente discutidos como alvos atraentes para tratar a obesidade, diabetes e síndrome 

metabólica (HARWOOD, 2005; WAKIL & ABU-ELHEIGA, 2009). A desregulação dos níveis 

intracelulares de malonil-CoA e associação da detecção do combustível e redes de sinalização são 

sugeridas por estarem envolvidos na resistência à insulina e diabetes (PRENTI & CORKEY, 

1996; RUDERMAN et al., 1999; RUDERMAN & PRENTKI, 2004; SAGGERSON, 2008). 

Estudos correlacionando a diminuição da atividade da proteína quinase ativada por AMP 

(AMPK) e aumento  nas concentrações de malonil-CoA têm sido amplamente analisados 

(RUDERMAN & PRENTKI, 2004). No entanto, concentrações aumentadas de malonil-CoA 

também pode ser resultado de alterações primárias em na expressão de Acaca  e / ou Acacb. 

Kreuz et al., 2009, ao comparar os níveis de expressão da Acaca e Acacb em ratos Zucker 

magros de 8 e 15 semanas de idade (ZLC), observaram mudanças transcricionais que se 

manifestaram em redução da Acaca no tecido adiposo e no fígado e redução nas concentrações de 
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Acacb no fígado de animais mais velhos. Mudanças semelhantes também foram encontradas em 

ratos Zucker obesos (ZF) e Zucker diabéticos e obesos (ZDF). De acordo com este, Nogalska et 

al., 2005 demonstraram,  anteriormente para o tecido adiposo branco, que o envelhecimento está 

associado com uma redução significativa na expressão dos genes lipogênicos como SREBP-1c, 

ácidos graxos sintase e Acaca. 

Além dessas mudanças relacionadas à idade, também observaram diferenças entre ZF e 

ratos ZDF, em comparação com ratos controle pareados por idade ZLC, indicando efeitos 

relacionados com a obesidade ou diabetes sobre os níveis de transcrição da ACC. Em tecidos 

oxidativo de ratos ZDF, o mRNA de Acacb foi elevado e o mRNA de Acaca foi reduzido em 

comparação com os animais ZLC. Em linha com esta observação, a oxidação reduzida de AG no 

músculo sóleo de ZDF oito semanas de idade em comparação com animais magros foi publicado 

(IDE et al., 2000). 

Em animais ZF, os níveis de transcrição de Acacb foram elevados no músculo sóleo e 

coração, mas as mudanças foram menos pronunciadas do que em animais ZDF, o que poderia 

apontar para mudanças mais brandas na oxidação muscular de AG em animais ZF. Em tecidos 

lipogênicos, alterações nos níveis de transcrição da ACC foram diferentes entre fígado e depósito 

adiposo. Em ZDF e ratos ZF, os níveis de mRNA Acaca e Acacb foram aumentados no fígado 

em comparação com animais controle, embora a  significância só tenha sido alcançada em idades 

mais jovens. Essas mudanças poderiam, potencialmente, contribuir para a síntese de triglicerídeos 

aumentados e reduzidas taxas de oxidação de AG, um cenário que é apoiado por diversos estudos 

descrevendo aumento do teor de triglicerídeos no fígado de animais ZDF (IDE et al., 2000; 

LEONARD et al., 2005; SERKOVA et al., 2006). 

Em contraste com o fígado, ambos os depósitos de tecido adiposo (subcutâneo, visceral) 

revelaram quantidades muito reduzidas de mRNA Acaca em ratos ZDF, enquanto que em 
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animais ZF aumento nos níveis de Acaca foram medidos em gordura subcutânea. Isso indica uma 

redução na síntese e armazenamento de gordura no depósito adiposo de ratos ZDF e um aumento 

na síntese de gordura e de armazenamento nos animais ZF. 

Estudamos os diferentes panículos adiposos (epididmal, mesentérico e peri-renal) por 

estes apresentarem diferenças fisiológicas. Interessantemente observamos alterações mais 

significativas no panículo peri-renal que não apresentam na literatura muitos estudos 

metabólicos. Sendo assim, observamos no peri-renal aumento no panículo adiposo com 6 

semanas de tratamento com dieta hiperlipídica, e com 4 semanas verificamos aumento na 

expressão gênica das enzimas HSL e PDK4, com uma diminuiçãoo da expressão gênica de LPL e 

sem alterações significativas em Acaca e PDP2. Estes dados indicam aumento na atividade 

lipolítica e redução da atividade lipogênica mas o adipócito desta região não apresenta alteração 

nos dados morfométricos mostrando que não sofre alteração em seu tamanho em relação ao 

adipócito controle. O que estaria mantendo então o tamanho do adipócito?  

O que nos parece uma boa hipótese é que a glicose estaria entrando nesta célula, 

lembrando que esta apresenta uma menor sensibilidade a insulina, via GLUT2 e como nesta 

célula glicose não pode ser convertida a glicogênio seus possíveis destinos seriam: via glicolítica 

configurando-se como substrato energético, conversão a lactato ou síntese de TAG. Se a glicose 

estivesse sendo utilizada como substrato energético ou convertida a lactato o tamanho do 

adipócito não se manteria, o que nos leva a acreditar que no tecido adiposo a glicose captada 

estaria sendo armazenada sob a forma de TAG (Figura 22). 

No epididimal, se HSL e LPL não apresentam diferença significatica assim como PDK4 e 

Acaca o que estaria mantendo o tamanho do adipócito considerando que esta célula com 6 

semanas apresenta lipólise basal diminuída? 
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Adipócito Panículo Lipólise Basal 
Expressão 

Gênica 

Enzimática  

Resultado 

Peri-Renal

   

---

HSL 

LPL

PDK4

Acaca s/ 

 Glicose 
da dieta 

  TAG 

Epididimal HSL  

LPL              s/ 

PDK4

Acaca 

Quem 
mantém o 
tamanho 

do
adipócito?

Mesentérico --- ---

Dieta Hiperlípídica 4 semanas 

 

Figura 22: Esquema resumido das alterações apresentadas na expressão gênica das enzimas em tecido 

adiposo isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipídica ao longo de 4 semanas. Os ratos 

controle ingeriram ração padrão para laboratório contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, 

Brasil e a ração hiperlipídica a seguinte composição: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de 

colesterol e 0,5% de ácido cólico (HN&C Consultoria em Nutrição Experimental, Brasil). 
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5. CONCLUSÕES 

! Quatro semanas de administração de dieta hiperlipídica a ratos induz: 

o esteatose hepática, com aumento significativo na expressão de lipoproteína lipase, 

PDK4 e PFK1,  diminuição significativa na expressão da enzima G6PC e sem 

alterações expressão das enzimas ACACA, GyK e PDP2, indicando alterações 

predominantes no metabolismo lipídico sem portanto alterações relevantes no 

metabolismo glicídico; 

o Aumento na expressão da enzima lipase hormônio sensível no tecido adiposo das 

regiões mesentérica e peri-renal, aumento este que foi acompanhado de diminuição na 

expressão da enzima LPL no tecido adiposo peri-renal. Estas alterações não causaram 

mudanças significativas na morfometria (área ou diâmetro) dos adipócitos isolados 

destas regiões. Como a ausência de alteração na expressão de LPL não explica os 

motivos da ausência de diminuição dos adipócitos podemos inferir que a reposição 

dos estoques pode estar acontecendo devido ao aumento da entrada de glicose neste 

tecido, que pode ser fonte para a TAGs impedindo assim de causar dimuinição no 

tamanho do adipócito. 

! Estes resultados em conjunto indicam que a dieta administrada por 4 semanas pode ser útil 

para os estudos iniciais do quadro de dislipidemia que antecedem as disfunções metabólicas. 
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