
 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

Centro Biomédico 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes 

 

 

 

    Ellen Paula Santos da Conceição 

 

 

 

 

Efeito da superalimentação neonatal sobre a função adrenal e o 

desenvolvimento da microesteatose hepática em ratos adultos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro  

2012 



Ellen Paula Santos da Conceição 

 

 

 

Efeito da superalimentação neonatal sobre a função adrenal e o desenvolvimento da 

microesteatose hepática em ratos adultos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientadora: Profª. Drª Patricia Cristina Lisbôa da Silva  

Coorientadora: Profª Drª Elaine de Oliveira   

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2012 

Dissertação apresentada como requisito parcial 

para obtenção do título de Mestre, ao 

Programa de Pós-Graduação em Biociências, 

da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CATALOGAÇÃO NA FONTE 

UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Autorizo apenas para fins acadêmicos e científicos, a reprodução total ou parcial desta 

dissertação. 

 

 

 

_____________________________________________  _____________________ 

Assinatura                     Data  
 

 
C744         Conceição, Ellen Paula Santos da. 

 Efeito da superalimentação neonatal sobre a função adrenal e o 

desenvolvimento da microesteatose hepática em ratos adultos / Ellen Paula 

Santos da Conceição. – 2012.        

109 f. : il. 

 

Orientadora: Patrícia Cristina Lisbôa da Silva. 

Coorientadora: Elaine de Oliveira. 

 Dissertação (Mestrado) – Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Pós-graduação em Biociências. 

 

  1. Hiperfagia – Teses.  2. Fígado gorduroso.  3. Catecolaminas – Teses. 

                4. Corticosterona.  I. Silva, Patrícia Cristina Lisbôa da.  II. Oliveira, Elaine de.   

III. Universidade do Estado do Rio de Janeiro.  Instituto de Biologia Roberto 

Alcântara Gomes.  IV. Título. 

 

        

        CDU 591.5 



Ellen Paula Santos da Conceição 

 

Efeito da superalimentação neonatal sobre a função adrenal e o desenvolvimento da 

microesteatose hepática em ratos adultos 

 

 

 

 

 

 

 

Aprovada em: 27 de fevereiro de 2012. 

 

Orientadora: 

________________________________________________ 

Profª. Drª Patricia Cristina Lisbôa da Silva  

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes – UERJ 

 

Coorientadora: 

________________________________________________ 

Profª Drª Elaine de Oliveira   

  Instituto de Nutrição – UERJ  

 

 

Banca Examinadora: 

 
 

________________________________________________ 

Prof. Dr. Paulo Cezar de Freitas Mathias  

Universidade Estadual de Maringá 

 

________________________________________________ 

Prof. Drª. Erica Patricia Garcia de Souza  

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ 

 

________________________________________________ 

Prof. Dr. Egberto Gaspar de Moura  

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2012 

 

Dissertação apresentada como requisito parcial 

para obtenção do título de Mestre, ao Programa 

de Pós-Graduação em Biociências, da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro.  

 



DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho a meus familiares, amigos e companheiros de bancada. 

 



 

AGRADECIMENTOS 

 

À minha orientadora Professora Patricia Cristina Lisboa por permitir que eu 

desenvolvesse minha tese no LFE e por toda paciência e atenção.  

À minha co-orientadora Elaine de Oliveira pela paciência, compreensão e dedicação 

em me ajudar no desenvolvimento dessa tese e nos trabalhos de bancada. Ao professor 

Egberto Gaspar de Moura por terem me orientado em grande parte de minha iniciação no 

laboratório. 

Aos ICs e também aos pós-graduandos Nayara Peixoto Silva, Cintia Pinheiro e 

Viviane Younes-Rapozo. 

Aos meus PAIS, Suzanete e Francisco, e aos meus queridos IRMÃOS, Isa, Ana e 

Gilson, pela paciência em tolerar a minha ausência, pelo incentivo e pelo amor que nunca me 

foi negado. 

E por fim, a DEUS pela oportunidade e pelo privilégio em compartilhar tamanha 

experiência. 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMO 

 

CONCEIÇÃO, Ellen Paula Santos da. Efeito da superalimentação neonatal sobre a função 

adrenal e o desenvolvimento da microesteatose hepática em ratos adultos. 2012. 109 f. 

Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012. 

 

O estado nutricional e hormonal em fases iniciais de desenvolvimento (gestação e lactação) está  

relacionado a alterações epigenéticas, que podem levar ao desenvolvimento de doenças. A obesidade 

infantil está relacionada com a ocorrência da obesidade na idade adulta, resistência à insulina e maior 

risco cardiometabólico. Em estudos experimentais, a superalimentação neonatal causa obesidade e 

aumenta o risco de doenças cardiovasculares. Estes animais apresentam obesidade visceral, 

hiperfagia, hiperleptinemia e hipertensão na idade adulta. Previamente, demonstramos que a 

hiperleptinemia neonatal causa hiperfunção da medula adrenal e microesteatose na idade adulta. No 

presente estudo avaliamos a função adrenal de ratos adultos obesos no modelo de superalimentação 

neonatal por redução do tamanho da ninhada e a sensibilidade as catecolaminas no tecido adiposo 

visceral (TAV) e no fígado. Ao nascimento todas as ninhadas tiveram seu número de filhotes 

ajustados para 10. Para induzir a superalimentação neonatal, o tamanho da ninhada foi reduzido de 

dez para três filhotes machos no terceiro dia de lactação até o desmame (SA), enquanto que o grupo 

controle permaneceu com 10 filhotes durante toda a lactação. Após o desmame, os ratos tiveram livre 

acesso à dieta padrão e água até 180 dias (1 animal de cada ninhada, n = 7). O TAV e as glândulas 

adrenais foram pesadas. As contrações hormonais séricas, o conteúdo hepático de glicogênio e 

triglicerídeos foram avaliados por kits comerciais. O conteúdo e a secreção de catecolaminas adrenais 

foram avaliados utilizando o método do trihidroxindol. O conteúdo dos hormônios eixo hipotálamo-

hipófise-córtex adrenal, das enzimas da via de síntese das catecolaminas na glândula adrenal, ADRB2 

no fígado e ADRB3 no TAV foram determinados por Western blotting ou imunohistoquímica. As 

diferenças foram consideradas significativas quando p <0,05. Aos 180 dias de vida, o grupo SA 

apresentou maior massa corporal (+15%), maior consumo alimentar (+15%) e maior adiposidade 

visceral (+79%). Os hormônios do eixo hipotálamo-hipófise-córtex-adrenal não foram alterados. O 

grupo SA apresentou maior expressão de tirosina hidroxilase e de DOPA descarboxilase (+31% e 

90%, respectivamente); conteúdo de catecolaminas adrenais (absoluta: 35% e relativa: 40%), e 

secreção de catecolaminas, tanto basal quanto estimulada por cafeína (+35% e 43%, respectivamente). 

O conteúdo ADRB3 no TAV não foi alterado nos grupo SA, entretanto o ADRB2 no fígado 

apresentou-se menor (-45%). O grupo SA apresentou maior conteúdo de glicogênio e triglicerídeos no 

fígado (+79% e +49%, respectivamente), além de microesteatose. A superalimentação neonatal 

resulta em hiperativação adrenomedular e aparentemente está associada a preservação da 

sensibilidade às catecolaminas no VAT. Adicionalmente sugerimos que o maior conteúdo de 

glicogênio e triglicerídeos hepático seja devido a menor sensibilidade as catecolaminas. Tal perfil 

pode contribuir para a disfunção metabólica hepática e hipertensão arterial que são características 

deste modelo de obesidade programada. 

 

 

Palavras-chave: Catecolaminas. Corticosterona. Receptor β-adrenérgico. Glicogênio. Rato. 



ABSTRACT 

 

Nutritional and hormonal status at early phases of development are related to epigenetic 

changes, promoting disease development. Childhood overweight is related with late obesity, 

insulin resistance and higher cardiometabolic risk. Rats overfed during lactation show higher 

visceral adiposity, hyperphagia, leptin resistance and hypertension in adulthood. Previously, 

we demonstrated that neonatal hyperleptinemia is associated with adrenal medullary 

hyperfunction and liver steatosis at adulthood. Here, we evaluated the adrenal function and 

liver tissue of adult obese rats that were overfed during lactation. To induce early overfeeding, 

the litter size was reduced from ten to three male pups at the third day of lactation until 

weaning (SL). Control group had ten rats per litter (NL). After weaning, rats had free access 

to standard diet and water until 180 days old (1 animal from each litter, n=7). Significant 

differences had p<0.05. The SL group presented higher adrenal catecholamine content 

(absolute: +35% and relative: +40%), tyrosine hydroxylase (+31%), DOPA decarboxylase 

(+90%) protein contents, basal and caffeine-induced catecholamine in vitro secretion (+35% 

and +43%, respectively). However, hormones of the hypothalamic-pituitary-adrenal cortex 

axis were unchanged. The β3-adrenergic receptor content in visceral adipose tissue was 

unchanged in SL rats, but the β2-adrenergic receptor in the liver was lower (-45%). SL group 

showed higher glycogen and triglycerides contents in liver (+79% and +49%, respectively), 

which showed microesteatosis. Although the neonatal overfeeding leads to higher 

adrenomedullary function, adult obese SL rats have a dysfunction in hepatic β2-adrenergic 

receptor, which can contribute for the hepatic dysfunction characteristic of liver obesity 

complications.   
 

 

 

Key words: Catecholamine. Corticosterone. Adrenergic receptor. Glycogen. Rat. 
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INTRODUÇÃO 

 

A obesidade é considerada uma pandemia, independente do nível de desenvolvimento 

do país (WHO, 2007; Choudhury & Friedman, 2011), assumindo grande importância por estar 

relacionada ao desenvolvimento de doenças altamente debilitantes, como diabetes tipo 2, 

doenças cardiovasculares e alguns tipos de cânceres. Segundo estimativa da International 

Association for the Study of Obesity & International Obesity TaskForce (2010) (IASO/IOTF), 

um bilhão de adultos apresentam sobrepeso e pelo menos 475 milhões são obesos. Igualmente 

preocupante é o elevado número de crianças em idade pré-escolar e adolescentes acima do 

peso, pois se sabe que crianças obesas tendem a se tornarem adultos obesos e manifestar 

precocemente as doenças relacionadas à obesidade (Beilin & Huang, 2008; Reilly & Kelly, 

2011). Estima-se que mais de 200 milhões de crianças apresentam sobrepeso e mais de 40 

milhões sejam obesas, dessas 43 milhões possuem menos de cinco anos de idade (Slyper, 

2004; de Assis, 2005; WHO, 2008a), demonstrando que a obesidade tende a ocorrer em 

idades cada vez mais precoces.  

Estudos clínicos e experimentais descrevem a obesidade como produto de um 

desequilíbrio energético caracterizado pelo elevado consumo de alimentos de alta densidade 

calórica, somado a inatividade física (Beilin & Huang, 2008). Em seres humanos, a obesidade 

pode ser diagnosticada através da medida da circunferência abdominal, que é um importante 

indicador de obesidade visceral, onde circunferência abdominal superior a 94-90 cm em 

homens e 80 cm em mulheres, de acordo com a etnia, representa um elevado risco 

cardiovascular (WHO, 2008b).  

A obesidade tem origem multifatorial, envolvendo fatores genéticos, ambientais, 

sócio-culturais e econômicas (Monteiro et al., 2000; Levy-Costa et al., 2005). Atualmente a 

maior parte dos estudos voltados para a compreensão do desenvolvimento da obesidade está 

centrada em desvendar como influencias ambientais e comportamentais interagem com 

fatores genéticos para o desenvolvimento da obesidade e dos distúrbios relacionados (Velloso, 

2006; de Moura et al., 2008).  
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1  PROGRAMAÇÃO METABÓLICA OU PLASTICIDADE ONTOGENÉTICA 

 

Estudos epidemiológicos, clínicos e experimentais apontam a relação entre a 

influência de fatores nutricionais (Ravelli, 1976; Stanner, 1997; Rodrigues et al., 2011; Troina 

et al., 2010; Figueiredo et al., 2009; Passos et al., 2002; Symonds et al., 2009), hormonais (de 

Oliveira Cravo et al., 2002; Yura et al., 2005; Vickers et al., 2008; Trevenzoli et al., 2010a, 

2010b; Bonomo et al., 2005; Toste et al., 2007) e ambientais (Young, 2000; Dutra et al., 

2007; Oliveira et al., 2010; Santos-Silva et al., 2010) na gestação e/ou lactação e a 

suscetibilidade ao desenvolvimento da obesidade na puberdade e idade adulta. A fase do 

desenvolvimento em que tais influências ocorrem é de extrema importância, pois são em 

janelas específicas que são definidos padrões epigenéticos de expressão gênica, que em sua 

maioria poderão permanecer por toda vida (Dietz, 1994; Gluckman & Hanson, 2004; 

Thompson, 2007; de Moura et al., 2008; Straussman et al., 2009; Plagemann et al., 2010).  A 

princípio, isto tornaria o indivíduo melhor adaptado a determinada condição desfavorável a 

que foi exposto no início da vida. No entanto, caso o indivíduo seja exposto a um ambiente 

com melhores condições, ele estará mais suscetível ao desenvolvimento de doenças (Barker, 

2004; de Moura et al., 2008). A este fenômeno foi atribuído o nome de programação 

metabólica (Lucas, 1991; Barker, 2005) ou mais recentemente plasticidade ontogenética 

(Gluckman & Hanson, 2007), por sua característica mais probabilística do que determinística.  

Nosso grupo tem se dedicado a investigar os desdobramentos de diferentes eventos 

adversos ocorridos na lactação e suas repercussões na idade adulta. Com relação a influencia 

do estado nutricional materno, já identificamos que o modelo experimental de restrição 

protéica durante a lactação (dieta com 8% de proteína) resulta em menor peso e adiposidade 

corporal, hipoinsulinemia, hiperfunção tireoidiana e maiores concentrações séricas de 

corticosterona e de catecolaminas adrenais na prole na idade adulta (Fagundes et al., 2007; 

Lisboa et al., 2008), bem como resistência central ao efeito anorexigênico da leptina (Passos 

et al., 2004). Identificamos também que a restrição calórica materna (dieta com 60% do 

consumo dos animais controles) durante a lactação promove, apesar de menor volume de 

leite, uma maior concentração de lipídios e proteínas na segunda metade do período de 

lactação (Passos et al., 2000) bem como maior concentração de triiodotironina (T3) no leite 

ao final da lactação (Passos et al., 2001). A prole lactente apresenta hiperleptinemia, que 

somada à maior transferência de T3 pelo leite pode justificar a programação para o 

hipertireoidismo, uma vez que a hiperleptinemia é um potente estimulador da função 
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tireoidiana (Lisboa et al., 2003). Na idade adulta (180 dias), esta prole apresenta maior peso 

corporal, possivelmente devido às alterações nutricionais e hormonais do leite materno 

(Passos et al., 2000). O modelo de desmame precoce em ratos Wistar, pode ser obtido 

farmacologicamente, bloqueando-se a prolactina (Bonomo et al., 2005) ou pelo impedimento 

físico do acesso da prole ao leite materno nos três últimos dias da lactação está associado a 

uma significativa perda de peso, sendo também considerado um modelo de desnutrição 

neonatal leve (Lima et al., 2011). Na idade adulta esta prole desenvolve obesidade central, 

dislipidemia, resistência periférica à insulina, hiperleptinemia e resistência hipotalâmica a 

leptina, justificando sua hiperfagia (Bonomo et al., 2007; Moura et al., 2009; Lima et al., 

2011). Assim, em diferentes modelos de programação metabólica, demonstrou-se que fatores 

como a hiperleptinemia, o aumento de hormônios tireoideanos e a escassez de nutrientes 

podem atuar como fatores determinantes para alterações funcionais futuras, que devem 

envolver modificações no padrão de expressão gênica de fatores reguladores do metabolismo 

energético.  

 

 

1.1  Obesidade e programação por superalimentação neonatal 

 

Não só a desnutrição neonatal, mas também a superalimentação é capaz de 

desencadear modificações fisiológicas que serão prejudiciais ao indivíduo em longo prazo. 

Diversos estudos experimentais utilizam a superalimentação neonatal como modelo 

experimental de obesidade (Plagemann et al., 1999a; Boullu-ciocca et al., 2005; Martins et 

al., 2008; Rodrigues et al., 2011; Plagemann et al., 2011; Conceição et al., 2011; Soares et 

al., 2012). A superalimentação neonatal induzida pela redução do tamanho da ninhada no 

terceiro dia da lactação (grupo superalimentado, SA) resulta em obesidade da prole lactente 

devido à menor concorrência entre os filhotes pelo leite materno e elevação do conteúdo de 

triglicerídeo no leite (Velkoska et al., 2005; Moreira et al., 2009; Cunha et al., 2009). 

A obesidade neonatal causada pela SA resulta em hiperfagia, hiperleptinemia, 

hiperinsulinemia, hiperglicemia, resistência hipotalâmica a insulina e a leptina, e maior 

adiposidade visceral já ao desmame (Plagemann et al., 1999; Rodrigues et al., 2011; 

Conceição et al., 2011). Durante a lactação, estruturas hipotalâmicas que possuem 

importantes funções na modulação do consumo alimentar e gasto energético encontram-se em 

formação e são altamente vulneráveis à ação de hormônios neurotróficos, que podem conduzir 
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a persistente desorganização estrutural e consequente disfunção (Plagemann et al., 1999a e 

1999b; Bouret & Draper, 2004; Pinto et al., 2004; Bouret & Simerly, 2007; Bouret et al., 

2010). 

O modelo de obesidade por redução do tamanho da ninhada em ratos resulta em 

persistente malformação e disfunção dos núcleos hipotalâmicos que regulam peso corporal e 

consumo alimentar, caracterizada pela redução do efeito inibitório da leptina sobre neurônios 

relacionados à regulação do apetite no núcleo hipotalâmico arqueado dos ratos adultos jovens 

(aos 50 dias) (Davidowa & Plagemann, 2000 e 2001). Adicionalmente os neurônios do núcleo 

ventromedial apresentam resposta alterada aos peptídeos orexígenos NPY (neuropeptídeo Y) e 

AgRP (agouti-related protein) e aos anorexígenos α-MSH (α-melanocyte-stimulating 

hormone) e o CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript peptide) (Heidel et al., 

1999; Davidowa et al., 2002, 2003; Li et al., 2002), além de uma inesperada redução do 

conteúdo hipotalâmico de RNAm de NPY aos 133 dias (Ferretti et al., 2011) e no conteúdo de 

proteína aos 180 dias (Rodrigues et al., 2011).  

Além da resistência hipotalâmica a insulina, os animais submetidos à SA neonatal 

apresentam menor sensibilidade a insulina no tecido adiposo epididimal aos 90 dias 

(Rodrigues et al., 2007) e no coração aos 140 dias (Martins et al., 2008). Adicionalmente, 

apresentam hipermetilação da região promotora do gene do receptor de insulina no 

hipotálamo, refletindo em menor expressão e consequente resistência insulínica aos 21 dias 

(Plagemann et al., 2010). Apesar da menor sensibilidade em alguns tecidos, a SA neonatal 

resulta em hiperinsulinemia e aumento da sensibilidade a insulina no coração ao desmame 

(Pereira et al., 2006) e nas células-β pancreáticas aos 360 dias (Cunha et al., 2009), ajudando 

a explicar a própria hiperinsulinemia.  

 No modelo SA também é descrita a menor sensibilidade central a leptina, aos 180 

dias, caracterizado pela redução do conteúdo hipotalâmico de JAK2 (janus kinase 2) e STAT3 

(signal transducer and activator of transcription 3) fosforilada, que são proteínas da via 

principal de sinalização da leptina e aumento do conteúdo de SOCS3 (suppressor of cytokine 

signaling 3), que é uma proteína estimulada pela leptina, mas que inibe a sinalização deste 

hormônio, através da desfosforilação do ObR (receptor de leptina) e da JAK2 (Rodrigues et 

al., 2011). Este hormônio tem como principais funções inibir a ingestão alimentar 

(Cummings, 2004) e aumentar o gasto energético (Villanueva, 2008). A leptina é uma 

adipocina que promove inibição dos neurônios orexígenos produtores de NPY/AgRP e 

ativação dos neurônios anorexígenos produtores de α-MSH/CART do núcleo hipotalâmico 
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arqueado, consequentemente causando a ativação dos neurônios do núcleo paraventricular 

produtores de CRH (corticotropin-releasing hormone) e TRH (thyrotropin-releasing 

hormone) (Pekary, 2010).  

 Roedores submetidos ao modelo SA apresentam obesidade associada a hipertensão 

arterial aos 112 dias (Morris et al., 2005). Este grupo atribui a causa da hipertensão arterial ao 

aumento da leptinemia, uma vez que é descrito que somente a administração 

intracerebroventricular de leptina é capaz de elevar tanto a liberação de catecolaminas 

adrenais quanto o tônus vasomotor (Marsh et al., 2003). A própria redução de NPY 

apresentada por animais SA aos 180 dias (Rodrigues et al., 2011) também está associada ao 

aumento da atividade simpática (Egawa et al., 1991). Entretanto, foi demonstrada por Young 

(2002) em roedores SA aos 65 dias de vida, a menor geração de noradrenalina estimulada por 

sacarose no tecido adiposo marrom, coração e rins, refletindo menor atividade simpática 

periférica, sugerindo uma dissociação na atividade do sistema nervoso autonômo.   
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2  EIXO HIPOTÁLAMO-HIPÓFISE-CÓRTEX ADRENAL (HHA) 

 

O eixo HHA exerce importantes funções na regulação da resposta a situações 

adversas, modulando o metabolismo de proteínas, carboidratos e lipídios, promovendo a 

excitabilidade do córtex cerebral, perda de potássio e consequente retenção de sódio e água, 

além de atuar como antiinflamatório e antialérgico (Oakley & Cidlowski, 2011). 

As diferentes ações mediadas pelo eixo HHA ocorrem em resposta aos hormônios 

esteróides secretados pelo córtex da glândula adrenal. A secreção destes hormônios obedece 

ao ritmo circadiano, com pico matutino associado ao início das atividades em mamíferos 

diurnos (Son et al., 2011). Estímulos estressantes, como o jejum, exercem influencia positiva 

sobre a ativação do eixo HHA, causando liberação de CRH pelo hipotálamo, este, por sua vez, 

estimula a síntese e secreção de adrenocorticotrofina (ACTH) pela adeno-hipófise. Uma vez 

na corrente sanguínea, o ACTH atua no córtex adrenal promovendo a síntese e liberação de 

hormônios esteróides, como por exemplo, os glicocorticóides (GC) pela zona fasciculata 

(Charmandari, 2005; Plotsky, 1989). O hipotálamo e a hipófise possuem receptores para GC, 

que ao serem ativados, inibem a síntese e secreção de CRH e ACTH, caracterizando uma 

retroalimentação negativa sobre o eixo (Charmandari, 2005).  

Além da ligação ao seu receptor, a ação dos glicocorticóides também depende da 

atividade de enzimas presentes em seus tecidos alvos (Boullu-ciocca et al., 2005; Hou et al., 

2011; Jessop et al., 2001). A enzima 11β-hidroxiesteróide desidrogenase tipo 1 (11βHSD1) 

catalisa a conversão de cortisol em seu metabólito inativo cortisona utilizando NAD 

(nicotinamide adenine dinucleotide) como cofator. A 11βHSD1, também atua como uma 

redutase, ativando a cortisona a cortisol em humanos e a 11 desidrocorticosterona a 

corticosterona em roedores, utilizando desta vez NADP (nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate) como cofator, contribuindo assim para o aumento da disponibilidade tecidual de 

GC (Oakley & Cidlowski, 2011). Esta enzima é encontrada no sistema nervoso central (SNC), 

fígado, tecido adiposo, pulmões, tecido muscular, células β pancreáticas e tecido vascular 

(Monder & White, 1993; Stewart & Krozowski, 1999). Sua maior expressão e/ou atividade 

está associada à obesidade tanto em seres humanos (Westerbacka et al., 2003) quanto 

modelos transgênicos em roedores (Masuzaki et al., 2003). Adiante neste trabalho, 

abordaremos maiores detalhes sobre esta enzima. Já o catabolismo dos GC é realizado pelas 

enzimas 5α redutase tipo 1 e 5β redutase. Sabe-se que a hiper-expressão e/ou hiperatividade 

hepática da enzima 5α redutase tipo 1 é observada em mulheres obesas com resistência 
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hepática a insulina, provavelmente como um mecanismo compensatório para redução da 

biodisponibilidade de GC (Tomlinson et al., 2008). Livingstone e colaboradores (2000) 

identificaram o aumento da atividade 5α redutase tipo 1 no fígado de ratos obesos Zucker, que 

está associada a redução da geração local de GC. Estes dados reforçam a existência de 

mecanismos hepato-protetores dos desdobramentos da obesidade tal como é descrito em seres 

humanos.   

A influência do eixo HHA sobre o balanço energético se dá tanto por meio da ação 

direta do GC sobre os tecidos alvos, quanto pela sua interferência no metabolismo de outros 

hormônios (Walker, 2007). Suas ações genômicas, ao longo de horas e dias, preparam o 

organismo para a mobilização dos estoques de ácidos graxos e glicose, advindos do fígado, 

músculo esquelético e do tecido adiposo, ao promover glicogenogênese, gliconeogênese, 

catabolismo muscular e turnover de ácidos graxos (Bollen et al., 1998; Peckett et al., 2011). 

Os GC também modulam a liberação e ação de hormônios, como por exemplo, inibindo a 

secreção de insulina, promovendo a síntese e secreção das catecolaminas (Krizanova  et al., 

2001; Hodel, 2001; Park et al., 2008), reduzindo a resposta a insulina e aumentando a 

sensibilidade tecidual às catecolaminas (Hadcock & Malbon, 1988). Essas ações possibilitam 

a oferta energética para os tecidos periféricos em situações de luta e fuga, jejum prolongado e 

redução da temperatura ambiental.  

 

 

2.1 Obesidade & eixo HHA 

 

A obesidade em seres humanos e em modelos experimentais está relacionada com o 

aumento da atividade do eixo HHA, bem como aumento da produção e da depuração de GC 

(Andrew et al., 1998; Seckl et al., 2004; Peckett et al., 2011). A fisiopatologia da obesidade 

central está relacionada com os efeitos GC principalmente sobre o tecido adiposo e fígado 

(Livingstone et al., 2000; Plagemann, 2004; Boullu-ciocca et al., 2005; Peckett et al., 2011; 

Gathercole et al., 2011; Baudrand et al., 2011). O excesso de GC contribui para o aumento da 

adiposidade visceral ao estimular a ingestão alimentar (pelo aumento da expressão de NPY) 

(George et al., 2010; Peckett et al., 2011); aumentar a atividade da lipoproteína lipase no 

tecido adiposo omental, elevando a disponibilidade de ácidos graxos livres para captação pelo 

tecido subjacente e para circulação (Björntorp & Rosmond, 2000); induzir a maturação de 

pré-adipócitos e sua posterior hiperplasia (Bujalska et al., 1999). Entretanto, estudos recentes 
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revelam que indivíduos muito obesos podem não apresentar proporcional elevação do nível 

sérico de GC (Basu et al., 2009; Stimson et al., 2009). 

A literatura aponta além da concentração sérica de GC, os níveis teciduais de enzimas 

que regulam seu metabolismo local podem estar envolvidos na maior sensibilidade encontrada 

em modelos de obesidade (Boullu-ciocca et al., 2005; Hou et al., 2011; Jessop et al., 2001). 

Camundongos transgênicos que super-expressam 11βHSD1 no tecido adiposo visceral 

apresentam obesidade central, resistência a insulina e dislipidemia, ao promover o aumento da 

disponibilidade tecidual de GC (Masuzaki et al., 2003). Enquanto camundongos que tiveram 

o gene para 11βHSD1 suprimido apresentam resistência ao desenvolvimento de obesidade e 

das desordens associadas mesmo sendo alimentados com dieta hipercalórica (Paterson et al., 

2004).  

Torrecilla e colaboradores (2011) demonstraram que pacientes obesos mórbidos com 

síndrome metabólica apresentam superexpressão hepática dos genes envolvidos na produção 

de glicocorticóides (11β-HSD1 e H6PDH) e na sua ação (receptor de GC). O gene para 

enzima gliconeogênica, PEPCK (estimulada por GC) também está superexpresso neste grupo 

de indivíduos obesos. Esses achados reforçam o conceito de que a superexpressão de 11β-

HSD1 no fígado é crucial para o desenvolvimento de síndrome metabólica. Assim a 

superexpressão da enzima 11β-HSD1 no fígado está relacionada com o aumento da 

sensibilidade tecidual aos GC e consequente estímulo da lipogênese (Walker, 2007). O 

excesso de triglicerídeos no hepatócito é prejudicial às suas funções celulares, resultando em 

um fenômeno chamado de lipotoxicidade, que induz o estresse oxidativo, o prejuízo da 

sinalização da insulina, a apoptose e a ativação de resposta inflamatória no fígado, além de 

estar relacionada, em longo prazo, com o desenvolvimento de fibrose e cirrose (Trauner et al., 

2010). O prejuízo da sinalização da insulina ocorre através da ativação da PKC (protein 

kinase C), JNK (c-Jun N-terminal kinases) e IKK2 (inhibitor of nuclear factor kappa-B 

kinase-2) que fosforilam o IRS-1 e IRS-2 (insulin receptor substrate 1 e 2, respectivamente) 

no resíduo de serina ao invés de tirosina, interferindo na sua capacidade de ativar PI3 quinase 

(Samuel et al., 2004). Clinicamente, este fenômeno resulta em esteatose hepática não-

alcoólica. Sua prevalência é até 30% nos países desenvolvidos e cerca de 10% nas nações em 

desenvolvimento. Indivíduos com esteatose hepática não-alcoólica  têm uma taxa de 

mortalidade maior do que a população em geral e apresentam elevado risco de desenvolver 

doenças cardiovasculares e diabetes no futuro (Smith & Adams, 2011).  

 



18 

 

 

 

2.2  Eixo HHA & superalimentação neonatal 

 

A superalimentação neonatal também é capaz de influenciar o amadurecimento de 

mecanismos centrais e periféricos envolvidos no metabolismo de GC. Boullu-Ciocca et al., 

(2005) descreveram no modelo de superalimentação neonatal um amadurecimento precoce do 

eixo HHA e maior sensibilidade periférica na idade adulta. Esses animais apresentam maior 

peso da glândula adrenal e maior conteúdo de corticosterona ao desmame e aos 120 dias de 

idade, acompanhado de maior concentração sérica e urinária de corticosterona. Ao desmame, 

o mecanismo de retroalimentação negativa exercido pelos GC foi capaz de reduzir os níveis 

de RNAm de CRH no núcleo hipotalâmico paraventricular. Além disso, foi demonstrado que 

ratos SA possuem maior conteúdo de receptores de GC aos 8 dias de vida, período em que a 

superalimentação ainda não afeta o peso corporal e os níveis séricos de ACTH e 

corticosterona. Já aos 120 dias, a expressão de CRH não difere do grupo controle, refletindo a 

falência da capacidade da corticosterona sérica em reduzir a estimulação central do eixo, 

possivelmente devido a menor concentração de receptores de GC no hipotálamo.  

Aos 21 dias, os animais SA apresentam maior conteúdo de receptores de GC no tecido 

adiposo, sem aumento do conteúdo de 11β-HSD1, contribuindo para a hiperplasia e 

hipertrofia do tecido adiposo visceral em um período importante de determinação da 

morfologia deste tecido (Boullu-ciocca et al., 2005). Aos 120 dias, esses animais apresentam 

elevado conteúdo de receptor de GC e de 11β-HSD1 no tecido adiposo visceral (Boullu-

ciocca et al., 2005). Hou e colaboradores (2011), demonstraram, adicionalmente, maior 

atividade da enzima 11β-HSD1 no tecido adiposo retroperitoneal aos 35 e 112 dias de idade 

em ratos Sprague-Dawley no mesmo modelo experimental, favorecendo a maturação dos pré-

adipócitos e a lipogênese e inibindo a lipólise. Tais resultados somados a 

hipercorticosteronemia comprovam a maior atuação dos GC sobre o tecido adiposo visceral, 

sugerindo sua participação na obesidade central apresentada pela prole SA.  

Considerando a resposta adreno-cortical ao estresse mediante ambiente hiper-nutritivo, 

Boullu-ciocca e colaboradores (2005), no modelo SA, identificaram que a corticosteronemia é 

maior aos 120 dias de vida após um discreto estímulo estressante. Rödel e colaboradores 

(2010), em ninhadas de ratos naturalmente reduzidas e não manipuladas, (ou seja, em que a 

gestação já acontece com menos embriões) aos 33 dias, associaram a maior corticosteronemia 

pós-estimulo à menor estimulação tátil entre os irmãos e pelo menor número de filhotes em 

cada ninhada durante a lactação. Spencer & Tilbrook, (2009) e Boullu-ciocca et al., (2005) 
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atribuem a hiperatividade do córtex adrenal a influencia do ambiente hiper-nutritivo durante o 

desenvolvimento morfo-funcional do eixo HHA. Outra variável apontada como responsável 

pelo amadurecimento precoce do eixo HHA é a hiperleptinemia neonatal. Em um 

experimento conduzido por Proulx e colaboradores (2001), foi demonstrado que a 

hiperleptinemia neonatal é capaz de aumentar o conteúdo hipotalâmico de receptores de GC, 

amplificando a eficiência da retroalimentação negativa exercida pelos GC, conforme ocorre 

no modelo SA (Boullu-ciocca et al., 2005).  

Hou e colaboradores (2011) demonstram que ratos SA possuem elevado conteúdo 

hepático de 11β-HSD1 associada à hipercorticosteronemia. Sabe-se que em modelos 

transgênicos de super-expressão hepática dessa enzima estão associados à resistência hepática 

a insulina, dislipidemia, hipertensão e esteatose hepática (Paterson et al., 2004). 

Recentemente, confirmamos a resistência insulínica hepática neste modelo aos 180 dias de 

vida, que apresentou alteração na sinalização de insulina no fígado (Conceição & Franco et 

al.,, artigo submetido) caracterizada pela redução dos conteúdos do isoforma β do receptor de 

insulina, do IRS1 e fosfo-IRS1, da PI3K (phosphoinositide 3-kinase) e da Akt aos 180 dias. 

Velkoska e colaboradores (2005) demonstraram a hipertensão arterial aos 90 dias de vida em 

ratos SA. Em conjunto, esses resultados refletem um aumento da sensibilidade periférica a 

corticosterona como resultado da superalimentação neonatal que favorecem a deposição da 

gordura corporal e uma maior resposta a situações de estresse  e a hipertensão arterial na 

idade adulta. 
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3  SISTEMA NERVOSO SIMPATOADRENAL: 

 

Ameaças a homeostase e integridade corporal, como a reação de "luta ou fuga", 

hipoglicemia grave, hemorragia, frio ou infarto agudo do miocárdio são captados pelo sistema 

nervoso central (SNC) e induzem a ativação de seus sistemas autônomos de resposta, o 

sistema nervoso parassimpático (SNP) e simpático (SNS). A ativação do ramo simpático 

resulta na liberação das catecolaminas, noradrenalina pelas terminações nervosas e 

principalmente a adrenalina pela medula adrenal (Bannister, 1982).  

 As células cromafins que compõem a porção medular da glândula adrenal constituem 

um gânglio simpático modificado por terem a mesma origem embrionária que o SNC, estando 

envolvidas nas respostas do organismo a situações de estresse. Tais situações desencadeiam a 

liberação de catecolaminas pela medula adrenal para a corrente sanguínea (de Diego, 2008), 

preparando o corpo para resposta de “luta ou fuga”. O aumento de catecolaminas para 

circulação aumenta a frequência e contração cardíaca e a pressão arterial, aumentando o fluxo 

de sangue para os músculos, preparando-o para a atividade intensa; além de aumentar o 

metabolismo celular e a dilatação das pupilas e bronquíolos (Hoffman & Taylor, 2001). Para 

suprir as demandas energéticas, a adrenalina estimula a glicogenólise e a gliconeogênese 

hepática, a glicogenólise muscular e a lipólise, aumenta a secreção de glucagon e inibe a 

secreção de insulina (Young, 2006; Teff, 2008; Jocken & Blaak, 2008).  

A regulação da liberação de catecolaminas pela medula adrenal envolve a percepção 

do estímulo agressor pelo SNC (hipotálamo lateral e ventromedial), que inicia o disparo de 

potencial de ação. Esse estímulo elétrico percorre a fibra esplênica até a terminação nervosa 

liberando nas fendas sinápticas acetilcolina, que é captada pelos receptores colinérgicos 

nicotínicos das células cromafins (Feldberg et al., 1934; de Diego, 2008). A ativação do 

receptor causa a despolarização da membrana da célula cromafim e consequente abertura dos 

canais de cálcio dependentes de voltagem, resultando no aumento da concentração citosólica 

de Ca
+2

 e consequente exocitose das vesículas de catecolaminas (Douglas & Poisner 1961, 

1962).  

As catecolaminas são derivadas do aminoácido tirosina, que é gerado a partir da 

fenilalanina por ação da fenilalaniana hidroxilase, ou obtido diretamente da dieta. Elas são 

constituídas por um grupo catecol (dihidroxibenzeno em posição orto) e um grupo amina. Sua 

síntese tem início com a hidroxilação da tirosina pela enzima tirosina hidroxilase (TH), que 

forma a 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA). Esta é uma etapa limitante na biossíntese das 
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catecolaminas, pois a TH é inibida por retroalimentação pelos compostos catecóis formados 

(Kuhar, 1999). A regulação da atividade da enzima TH dá-se pela fosforilação de quatro 

resíduos de serina em sua porção N-terminal - Ser8, Ser19, Ser31, e Ser40 (Bobrovskaya et 

al., 1998, 2001; Corbitt et al,. 1998; Kumer and Vrana, 1996). Posteriormente, a L-DOPA é 

descarboxilada pela enzima DOPA-descarboxilase (DOPA-d), ainda na porção citosólica, 

formando a dopamina. A dopamina é transportada ativamente para o interior de vesículas 

contendo a enzima dopamina β-hidroxilase (DβH), uma oxidase que catalisa a formação de 

noradrenalina ou norepinefrina (Kuhar, 1999). Na população de células cromafins produtoras 

de adrenalina, a enzima feniletanolamina N-metiltransferase (FNMT) catalisa a metilação da 

noradrenalina, formando adrenalina ou epinefrina (Kuhar, 1999). Os produtos dopamina, 

noradrenalina e adrenalina acumulam-se nas células cromafins até que seja deflagrado o 

estímulo a sua secreção (Figura 1).  

 

 

 

Figura 1: Biossíntese de catecolaminas em células cromafins da adrenal. Adaptado de Kuhar, 

1999. 

 

 

Circulação 
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Após sua liberação na corrente sanguínea as catecolaminas possuem uma meia vida 

curta, pois são rapidamente metabolizadas por duas vias enzimáticas que envolvem a COMT 

(catecol orto metil transferase) e a MAO (monoaminooxidase). Em seres humanos a meia 

vida da adrenalina varia em torno de 20 minutos e da noradrenalina, 2 horas (Grouzmann et 

al., 2001) e em roedores é de apenas 2 minutos (Rang et al., 2004). Essas duas enzimas são 

intracelulares, logo degradam as catecolaminas antes de sua secreção ou depois de sua 

captação pelas células que possuem receptores adrenérgicos. Os produtos finais da 

degradação das catecolaminas, encontrados na urina são a metanefrina e ácido vanilmandélico 

(Hoffman & Taylor, 2001). 

As catecolaminas exercem seus efeitos sobre os tecidos mediante sua ligação a 

receptores ligados à proteína G. Existem dois tipos de receptores adrenérgicos: α-adrenérgicos 

(subtipos α1 e α2) e β-adrenérgicos (subtipos β1, β2, e β3) (Tabela 1) (Barbe et al., 1996; 

Dóda, 1996). Os receptores α2-adrenérgicos quando ativados se ligam a proteína G inibitória 

que inativa a adenilato ciclase, diminuindo a concentração de AMPc e reduzindo a ativação da 

proteína quinase A (PKA). A ligação das catecolaminas ao receptor β-adrenérgico (β2 e β3) 

resulta no acoplamento do receptor à proteína G estimulatória, que estimula a adenilato 

ciclase a produzir AMPc, que ativa a PKA. Esta fosforila a lipase hormônio sensível com 

(LHS) e a perilipina (Granneman et al., 2007). A fosforilação da perilipina (Ser492) favorece 

a associação da LHS fosforilada (Ser 659 e Ser660) à gotícula de gordura do adipócito 

(Langin & Lafontan, 2004; Brasaemle et al., 2009). A LHS hidrolisa moléculas de 

triacilglicerol à diacilglicerol liberando ácido graxo (Egan et al., 1992; Jenkins-Kruchten et 

al., 2003). Essa hidrólise constitui a etapa limitante da lipólise mediada por hormônios.   
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Tabela 1: Característica dos receptores adrenérgicos 

 

Tecidos e efeitos α1 α2 β1 β2 β3 

Músculo liso:           

  

Vasos sanguíneos  Constrição Constrição / 

dilatação 

 Dilatação 

  

  Brônquios Constrição   Dilatação   

  Trato GI Relaxamento Relaxamento  Relaxamento   

  Esfincter GI Contração      

  Útero Contração   Relaxamento   

  Destrusor da bexiga    Relaxamento   

  Esfincter da bexiga Contração      

  Vias seminais  Contração   Relaxamento   

  Íris Contração      

  Músculo ciliar       Relaxamento   

Coração:           

  Frequência   Aumento    

  Força de contração   Aumento Aumento   

Musculatura esquelética: 

  

 Tremor; 

↑massa 

muscular e 

velocidade de 

contração; 

Glicogenólise 

Termogênese 

Fígado: Glicogenólise   Glicogenólise   

Tecido adiposo:    ↓lipólise  Lipólise  Lipólise Lipólise 

       Termogênese 

Ilhotas pancreáticas 

  

↓secreção de 

insulina       

Terminações nervosas:           

  Adrenérgicas  ↓ liberação  ↑ liberação   

  Colinérgicas  ↓ liberação     

Glândulas salivares: Liberação de 

K
+
 

  

Secreção 

de amilase     

Tronco encefálico: 

  

Inibe fluxo 

simpático       

Fonte: Rang et al., 2004, p. 185; Tentolouris et al., 2008. 

 

 

A síntese e secreção de catecolaminas podem ser moduladas por hormônios como os 

GC e a leptina. A ativação do SNS pelo estresse é suprimida pelo bloqueio da liberação de 

CRH por dexametasona, demonstrando uma relação positiva entre GC e o sistema 

simpatoadrenal (Habib, 2000). Sabe-se que o córtex e a medula adrenal estão interligados por 
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capilares com orientação centrípeta e as células cromafins possuem receptores para os GC. 

Assim GC são capazes de exercer ações genômicas, como a promoção da maturação das 

células cromafins e da produção das catecolaminas, principalmente de adrenalina, ao 

estimular a transcrição de FNMT (Hodel, 2001). Da mesma forma ações não-genômicas, 

como a inibição da secreção de catecolaminas, quando sob estímulo crônico de GC (Park, 

2008). Os GC também exercem influência permissiva sobre a sensibilidade tecidual as 

catecolaminas, elevando a expressão de RNAm do receptor β-adrenérgico tanto in vivo quanto 

in vitro (Ma, 2011), além de promover o aumento da eficiência de ligação entre o receptor 

adrenérgico e a proteína G estimulatória (Hadcock & Malbon, 1988). 

 

 

3.1  Sistema simpatoadrenal & disturbios cardiometabólicos 

 

O SNS está relacionado com a regulação do gasto energético e mobilização de 

gordura, ao estimular a termogênese, a glicogenólise e a lipólise (Spraul, 1993), assumindo 

desta forma, grande importância na fisiopatologia da obesidade. De fato, há décadas têm-se 

demonstrado a contribuição do SNA para o desenvolvimento da obesidade (Bray et al., 1981; 

Scheurink et al.,1996), que se caracteriza pela redução da atividade simpática e aumento da 

atividade parassimpática (Young & Mcdonald, 1992). No modelo de obesidade hipotalâmica 

induzida pela administração neonatal de glutamato monosódico em camundongos, que causa 

lesões no núcleo arqueado e na eminência mediana (Olney, 1969), foi demonstrado redução 

da expressão de TH e DβH, e menor conteúdo e secreção estimulada por potássio de 

catecolaminas adrenais aos 90 dias (Martins et al., 2004). Tais resultados refletem uma 

disfunção adrenomedular na idade adulta que contribui para a preservação dos estoques 

energéticos sob forma de gordura.   

O aumento da atividade simpática está associada ao desenvolvimento de distúrbios 

cardiovasculares (Hall et al., 2001; Morris, 2008), que são normalizados pela redução do peso 

corporal (Poirier et al., 2006; Batsis et al., 2007). Sendo assim, diferentes estudos consideram 

a participação de parâmetros alterados pela obesidade na gênese de doenças cardiovasculares, 

como por exemplo: a hiperatividade do sistema simpatoadrenal e do sistema renina-

angiotensina, a ausência de resposta a agentes vasodilatadores, a hipersensibilidade a 

vasoconstrictores, o estado pró-inflamatório sistêmico, a hiperinsulinemia e a hiperleptinemia 

(Hall et al., 2001; Poirier et al., 2006). 
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O SNS pode ser modulado de acordo com a oferta energética, na qual o estado 

alimentado promove a sua ativação, enquanto a restrição alimentar inibe sua atividade 

(Rumantir  et al., 1999; Gentile et al., 2007). Isso ocorre, possivelmente, pelo estímulo ao 

aumento da concentração sérica de leptina e insulina pelo estado alimentado (Satoh et al., 

1999; Greenfield et al., 2009). Este mecanismo de alguma forma preserva a massa de tecido 

adiposo, pois no excesso alimentar ativa o processo de gasto energético, enquanto que na 

restrição reduz a ativação simpática. Entretanto, nos estados de jejum prolongado ocorre uma 

maior  ativação simpática, em especial da medula adrenal.  

Estudos que investigam a relação entre a leptinemia e distúrbios cardiovasculares 

indicam que a hiperleptinemia está associada com a ocorrência de infarto do miocárdio e 

acidente vascular encefálico em seres humanos, independentemente da presença de outros 

fatores de risco para doenças cardiovasculares (Rayner & Trayhurn, 2001; Zhang et al., 2011; 

Sierra-Johnson et al., 2007). A atividade simpática é inibida, a nível hipotalâmico, em escala 

proporcional a expressão de NPY no núcleo do trato solitário (Morris et al., 1997).  Assim, 

uma possível explicação  para a associação de hiperleptinemia e maior risco cardiovascular é 

sua capacidade de suprimir a expressão de NPY e consequentemente aumentar a atividade 

simpática (Baltatzi et al., 2008). Desta forma a hiperatividade do sistema simpatoadrenal 

resulta na elevação da pressão arterial, da frequência cardíaca, da concentração sérica de 

glicose e de ácidos graxos livres e glicerol, todos fatores que contribuem para maior risco 

cardiovascular.  

A leptina também é capaz de estimular a expressão de α-MSH, derivado de POMC 

(pro-opiomelanocortin), que por sua vez, estimula a atividade simpática ao se ligar aos 

receptores MC4R (melanocortin 4 receptor), aumentando a pressão arterial (Ni et al., 2006). 

Tal efeito ocorre independentemente da resistência ao efeito anorexigênico da leptina, 

sugerindo uma sensibilidade seletiva a leptina nos núcleos hipotalâmicos (Kalil & Haynes, 

2012).  

A hiperinsulinemia associada à obesidade é capaz de estimular a atividade do SNS 

(Greenfield et al., 2009; Grassi, 2010). Muntzel et al., (1994) ao administrar insulina no 

terceiro ventrículo de ratos Wistar constatou a elevação da atividade simpática muscular, 

porém este tratamento não foi capaz de estimular a atividade simpatoadrenal, as 

concentrações plasmáticas de glicose e insulina, a pressão sanguínea e frequência cardíaca, 

evidenciando uma independência entre a ativação do SNS e do sistema simpatoadrenal.  
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Em relação à atividade simpatoadrenal sobre o metabolismo energético, estudos 

apontam uma interação entre hormônios que se apresentam geralmente alterados na obesidade 

e atividade do sistema simpatoadrenal (Aiston et al., 1999; O’Doherty et al., 2009). Estudos 

in vivo sugerem que a hiperleptinemia em obesos atua como supressor da glicogenólise 

hepática pela redução da sensibilidade a glicogenólise mediada pela adrenalina (Nemecz et 

al., 1999). Desta forma, a leptina age como um hipoglicemiante ao impedir a degradação do 

estoque hepático de glicogênio. Entretanto, a administração intracerebroventricular de leptina 

resulta na diminuição do conteúdo hepático de glicogênio (Takahashi et al., 1997). 

Possivelmente isto decorre da ação da leptina sobre o núcleo hipotalâmico ventromedial, que 

resulta na estimulação da atividade simpática no fígado. Nosso grupo demonstrou que a 

hiperleptinemia neonatal é capaz de causar hiperleptinemia e resistência hipotalâmica a 

leptina aos 180 dias, essa prole apresenta maior glicogênio hepático, confirmando os achados 

de Nemecz et al., (1999) em indivíduos obesos (Trevenzoli et al., 2010b). Em conjunto tais 

resultados reforçam a independência entre a ativação do SNS e do sistema simpatoadrenal, 

bem como sua importância para a homeostase glicêmica e a interação entre hormônios 

sensores do estado nutricional. 

 

 

3.2  Sistema simpatoadrenal & superalimentação neonatal 

 

Crianças obesas apresentam redução a sensibilidade lipolítica mediada pelas 

catecolaminas (Bougneres et al., 1997; Enoksson et al., 2000) e o emagrecimento não é capaz 

de melhorar a sensibilidade as catecolaminas no tecido adiposo (Blaak et al., 1994). Esses 

dados sugerem que a resistência a lipólise possa ser uma das alterações iniciais para o 

estabelecimento da obesidade. Mediante a esse fato, estudos utilizam modelos de obesidade 

neonatal para uma melhor compreensão dos desdobramentos da obesidade precoce sobre a 

função simpatoadrenal, e assim identificar os mecanismos fisiopatológicos envolvidos, além 

de desenvolver medidas terapêuticas para as alterações simpatoadrenais relacionadas com a 

obesidade (Young, 2002; Martins et al., 2004).  

Heggeness e colaboradores (1970) identificaram maior conteúdo tecidual de 

noradrenalina no coração em ratos SA aos 15 dias de vida, porém não ao desmame. Como os 

sistemas neuroendócrinos ainda se encontram em formação durante os primeiros 15 dias de 

vida em roedores, possivelmente o excesso de nutrientes atue como fator estimulatório do 
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SNS. Outro estudo, mostrou maior conteúdo de adrenalina no tecido adiposo marrom de ratos 

SA ao desmame (Young, 2002). É interessante ressaltar que a maior atividade do SNS 

verificada nessa idade coexiste com a obesidade corporal (Heggeness et al., 1970; Young, 

2002).  

Posteriormente, para avaliar o efeito da superalimentação pela redução do tamanho da 

ninhada na atividade simpática de ratos aos 65 dias de idade, foi quantificada a noradrenalina 

formada em ratos alimentados com ração controle acompanhada ou não de oferta de sacarose 

a 10% - um potente estimulador da formação de noradrenalina (Young et al., 1982). Os ratos 

SA apresentaram redução da formação de noradrenalina no coração, nos rins e no tecido 

adiposo marrom intra-escapular, bem como menor formação de noradrenalina em resposta a 

sacarose (Young et al., 2002). Este mesmo perfil foi identificado no modelo de obesidade por 

lesão hipotalâmica ventromedial pela administração de ouro tioglucose (Young & Landsberg, 

1980). Assim, ao contrário do que ocorre no início da vida, os animais submetidos à 

superalimentação neonatal apresentam redução da atividade basal e estimulada do SNS, 

contribuindo para manutenção da obesidade dos ratos SA.   

Em relação a função simpatoadrenal de ratos SA, Lau e colaboradores (1988) 

identificaram aumento da atividade das enzimas TH e FNMT somente na lactação, à exemplo 

do conteúdo de noradrenalina no coração evidenciado por Heggeness e colaboradores (1970). 

Esse aumento pode ser atribuído a maior concentração de GC apresentada pelos animais SA 

no mesmo período, uma vez que estes são capazes de promover a síntese de catecolaminas ao 

estimular a expressão de FNMT (Hodel, 2001). No mesmo trabalho identificou-se uma sutil 

elevação no início da lactação da atividade da colina acetiltransferase, um marcador de 

atividade das terminações colinérgica que inervam as células cromafins (Lau et al., 1988). A 

transitoriedade desse efeito da superalimentação sobre o nervo esplênico ainda pode ser 

encarada como resultado de mecanismos protetores de nervos periféricos que possuem seus 

corpos celulares no SNC. Desta forma resultando em um rápido retorno a homeostase.  

Além das deficiências simpatoadrenais relacionadas à produção e secreção das 

catecolaminas, os tecidos alvos podem ainda apresentar reduzida sensibilidade a estes 

hormônios (Wang et al., 2001; Haemmerle et al., 2004). Estudos in vivo demonstram que 

indivíduos obesos apresentam redução da sensibilidade ao efeito lipolítico das catecolaminas 

no adiposo subcutâneo abdominal (Schiffelers et al., 2003; Jocken et al., 2008) possivelmente 

associada à ineficiência dos mecanismos lipolíticos intracelulares acionados pelas 

catecolaminas (Jocken & Blaak, 2008). 
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4  JUSTIFICATIVA DO PRESENTE ESTUDO 

 

 

 São muitos os fatores envolvidos na gênese da obesidade. Conforme já mencionado, 

alterações nutricionais, hormonais e ambientais no início do desenvolvimento são capazes de 

promover alterações na homeostase contribuindo assim para o desenvolvimento de futuros 

distúrbios cardiometabólicos (Gluckman & Hanson, 2007).  

Em diferentes modelos experimentais de programação observa-se obesidade e 

hiperfagia, decorrentes de importantes alterações endócrino-metabólicas em períodos de alta 

susceptibilidade morfo-funcional. Sabe-se ainda, que um dos possíveis fatores coadjuvantes 

para o desenvolvimento de obesidade nesses modelos, é a disfunção do eixo simpatoadrenal e 

do eixo HHA na vida adulta. Tanto em seres humanos (Basu et al., 2009) quanto em roedores 

(Masuzaki et al., 2001), os hormônios do estresse (glicocorticoides e catecolaminas) têm sido 

amplamente citados como importantes contribuidores para o excesso de adiposidade, que 

podem estar estimulando a ingestão alimentar ou promovendo o armazenamento de ácidos 

graxos e glicose, seja pela modulação da secreção e/ou ação de outros hormônios, ou por sua 

ação direta (Peckett et al., 2011). Distúrbios na sensibilidade a esses hormônios também 

podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento da obesidade (Nakayama et 

al., 2011). 

A superalimentação neonatal causada pela redução do tamanho da ninhada leva ao 

desenvolvimento de hiperfagia e obesidade (Plagemann et al., 1992; Cunha et al., 2009; 

Rodrigues et al., 2011; Hou et al., 2011). Torna-se, portanto, interessante investigar a possível 

contribuição de modificações no metabolismo dos GC e das catecolaminas no acúmulo de 

tecido adiposo. Bem como a compreensão das surpreendentemente inalteradas glicemia e 

insulinemia neste modelo de obesidade (Rodrigues et al., 2011), tendo como alvo de estudo da 

sensibilidade hepática as catecolaminas, principalmente pelo fato do fígado ser o órgão mais 

importante na controle da glicemia (Lin & Accili et al., 2011).  

Desta forma, buscamos ampliar o conhecimento sobre os prováveis distúrbios 

endócrinos que podem contribuir para o desenvolvimento da síndrome metabólica em um 

modelo experimental que mimetiza um importante subgrupo de obesos, a obesidade neonatal, 

uma vez que se torna cada vez maior a incidência de obesidade infantil.    
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5  OBJETIVOS 

 

 

5.1  Objetivo Geral 

 

Avaliar o efeito da obesidade programada pela superalimentação neonatal sobre a 

função adrenal e hepática em ratos adultos. 

 

 

5.2  Objetivos Específicos 

 

Nas proles aos 180 dias de idade nos modelos experimentais de obesidade pela 

superalimentação causada pela redução do tamanho da ninhada, estudar: 

 

 Massa corporal e ingestão alimentar 

 Massa de gordura visceral 

 Conteúdo de CRH hipotalâmico  

 Conteúdo de ACTH hipofisário 

 As concentrações séricas de ACTH e corticosterona 

 O conteúdo de catecolaminas adrenais totais 

 A secreção in vitro de catecolamina 

 Expressão das enzimas de síntese das catecolaminas na medula adrenal  

 Conteúdo de receptores teciduais de catecolaminas (ADRB3 e ADRB2) em TAV e fígado  

 O conteúdo de glicogênio hepático  

 O conteúdo de triglicerídeos hepático  

 A morfologia hepática 
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6   MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

6.1  Modelo experimental 

 

Nosso desenho experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética para o Cuidado e Uso 

de Animais Experimentais do Instituto de Biologia da UERJ (CEUA/184/2007; 

CEUA/006/2009), estando de acordo com a Lei n
o
. 11.794 sancionada em 2008 (Marques et 

al., 2009). 

Para o desenvolvimento do nosso modelo experimental de obesidade, utilizamos ratas 

Wistar (3 meses), nulíparas, mantidas em biotério com temperatura (25±1°C) e ciclo claro-

escuro (7:00-19:00 h) controlados que foram acasaladas (2 fêmeas:1 macho) e receberam 

água e ração ad libitum. As fêmeas grávidas foram então colocadas em gaiolas individuais. 

Após o nascimento, os neonatos foram distribuídos na proporção de 10 recém nascidos por 

fêmea lactante. Para induzir a superalimentação, no terceiro dia de lactação, o tamanho da 

ninhada foi reduzido para 3 filhotes machos por mãe (grupo SA). O grupo controle (C) 

permaneceu com 10 filhotes por fêmea lactante até o desmame (Figura 1). Para a realização 

de todos os experimentos foram utilizadas 7 ninhadas para ambos os grupos. 

Aos 180 dias de idade, os animais de ambos os grupos foram sacrificados por 

decapitação. O sangue foi coletado e centrifugado (133 xg / 25 min / 4°C) para obtenção do 

soro, que foi armazenado a -20ºC para posterior dosagem de corticosterona e ACTH.  

Amostras do tecido adiposo retroperitoneal (visceral), fígado, hipotálamo e hipófise 

foram armazenados à -20°C para quantificar o conteúdo de proteínas e análises histológicas. 

As glândulas adrenais direitas foram pesadas e utilizadas para o experimento de secreção, em 

seguida foi quantificado seu conteúdo protéico. As glândulas adrenais esquerdas foram 

pesadas, armazenadas em ácido acético (10%) à -20ºC para quantificação do conteúdo de 

catecolaminas. 

 

 

 

 

 

 



31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema do modelo experimental de redução da ninhada.  

 

 

6.2  Avaliação do estado nutricional 

 

Massa corporal: durante os 21 dias da lactação, a massa corporal dos filhotes foi avaliada 

diariamente, e após o desmame, foi monitorada de 4 em 4 dias até os 180 dias de idade.  

Ingestão de ração: após o desmame, a ingestão alimentar foi acompanhada de 4 em 4 dias até 

180 dias de idade. A quantidade de ração ingerida foi estimada pela diferença entre o peso da 

ração que restou na gaiola (Rf) e a quantidade total colocada 4 dias antes (Ri), de acordo com 

a fórmula: 

 

 

 

 

onde, “n” corresponde ao número de animais em cada gaiola, e  “4” é o número de dias. 

 

Massa de Gordura Visceral (MGV): Para avaliar adiposidade central, dissecamos e 

pesamos a MGV, que consiste na soma dos depósitos de gordura do retroperitônio, mesentério 

e epidídimo (Figueiredo et al., 2011). Após a pesagem, esta foi fotografada.  

Ingestão de ração (g)  =      Ri – Rf    / 4 

                                                  n 

 

N=10 

N=10 
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6.3 Determinação das concentrações séricas hormonais 

 

Amostras de soro das proles foram utilizadas para as dosagens de corticosterona e 

ACTH. Cada hormônio foi analisado em ensaio único, dispensando a avaliação do coeficiente 

de variação interensaio. 

A corticosteronemia total foi avaliada utilizando o kit específico para murinos 

(ImmuChemTM 
125

I, duplo anticorpo, ICN Biomedicals, Inc Cleveland, OH, EUA). O 

coeficiente de variação intra-ensaio foi 7%, sendo o limite mínimo de detecção de 50ng/mL.  

A concentração sérica de ACTH foi quantificada utilizando o kit de imunoensaio 

enzimático específico para ratos de acordo com as instruções do fabricante (Phoenix 

Pharmaceuticals, Inc., Burlingame, CA, EUA) com limite de detecção entre 0,04-25 ng/ml e 

variação intra-ensaio de 2,05%.  

 

 

6.4 Imunohistoquímica 

 

Perfusão e processamento histológico: Ratos de P180 foram anestesiados com Avertin® 

(0,3mg/kg i.p.) e perfundidos via intracardíaca com solução salina 0,9% e paraformaldeído 

4%; seguido de paraformaldeído e sacarose (10%). Os cérebros e hipófises foram retirados e 

armazenados em solução de sacarose (20%). Após crioproteção, foi realizada a inclusão em 

OCT para a criotomia. Os cortes, com espessura de 20µm, em plano coronal, foram obtidos 

em criótomo e montados em lâminas cobertas com gelatina-alúmen de cromo 2%. As regiões 

de interesse hipotalâmicas foram coletadas segundo as coordenadas obtidas do Atlas 

estereotáxico (Paxinos e Watson, 1998). As lâminas foram mantidas a -20ºC até o 

processamento imunohistoquímico. 

Imunohistoquímica: Os anticorpos utilizados foram: anti-CRH (1:100, produzido em coelho, 

Abcam, MA, EUA) e anti-ACTH (1:100, produzido em camundongo, Santa Cruz, CA, EUA), 

revelados com o anticorpo secundários IgG anti-coelho, produzido em burro conjugado com 

ALEXA FLUOR 488 (Molecullar Probes, Invitrogen, Grand Island, NY, EUA).  As lâminas 

foram lavadas 6 vezes em PBS + Triton 0,3% (salina tamponada com fosfato: KCl 2,7mM; 

KH2PO4 1,47mM; NaCl 136mM e Na2HPO4 8mM; pH 7,4). Após as lavagens, as lâminas 

foram incubadas com albumina sérica bovina (BSA) diluída em PBS (5%) por 1 h a 25°C. Em 

seguida, as lâminas foram incubadas com os anticorpos primários diluídos em PBS-BSA (1%) 
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por 2 h a 25°C, e overnight a 4ºC. As lâminas foram então lavadas com PBS e incubadas com 

anticorpos secundários apropriados por 2 h a 25°C e mantidas no escuro.  Após lavagens, as 

lâminas foram contra-coradas com o marcador de núcleo DAPI (Sigma, St. Louis, MO, EUA, 

diluição 1:5.000 em água destilada) por 2 min. Seguido de lavagens com PBS e após, com 

água destilada. As lâminas foram montadas com Pro-long Gold Antifade (Molecular Probes, 

Invitrogen Grand Island, NY, EUA) e guardadas a -20ºC protegidas da luz.  

Análise e aquisição de imagens: As análises foram feitas a partir de imagens obtidas por 

microscópio confocal LSM 510 META ZEISS (Carl Zeiss Inc., Jena, Germany). As imagens 

utilizadas para a quantificação foram capturadas no microscópio de epifluorescência 

(Olympus BX51, Tokyo, Japan), acoplado à câmera digital (Olympus DP72). 

Quantificação: O anticorpo anti-CRH marca especialmente as fibras neuronais. Para as 

análises de quantificação nós utilizamos a ferramenta de segmentação do Programa Image-Pro 

Plus (versão 4.5; Media Cybernetic, Inc, Silver Spring, MD, EUA), o qual extrai somente o 

que é marcação e representa em uma nova máscara (outra imagem) em escala de preto e 

branco, excluindo dessa forma toda a marcação de fundo (background). Após, o programa 

fornece dados em histograma com a quantidade total de pixels presentes na imagem (unidade 

relativa). Este procedimento é repetido três vezes para cada imagem, e a média das três 

repetições foram usadas como referência. Para a quantificação de ACTH nas hipófises, foram 

analisados 4 cortes de cada animal, e em cada corte foram capturadas 2 imagens, totalizando 8 

imagens de cada animal. Para as análises de quantificação, foram contadas as células positivas 

para cada marcador, em cortes contra-corados com DAPI.    

 

 

6.5 Análise da expressão de proteínas por Western Blotting:  

 

Glândulas adrenais direitas foram homogeneizadas em 1 mL de tampão fosfato (pH 

7.4), contentdo 1 μl de coquetel  inibidor de proteases (Complete™ Protease Inhibitor 

Cocktail Tablet, EDTA-free, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e 

centrifugados (1.920 xg, 4°C por 5 min).  

O tecido adipos retroperitoneal (100 mg) foram homogeneizados em 700 µL de tampão 

de lise (20 mM Tris-HCl, 10 mM NaF, 150 mM, 5 mM and 0,1% SDS, pH 7.4) com 1 μl de 

coquetel de inibidores de proteases e centrifulgados  (3.596 xg, 4°C por 25 min).  
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Hipotálamo e hipófise foram homogeneizados com 200 µL de tampão de lise (50 mM 

HEPES, 1 mM MgCl2, 10 mM EDTA, Triton X-100 1%, pH 6.4) com 1 μl de coquetel  

inibidor de proteases e centrifugados  (3.596 xg, 4°C for 25 min).  

A concentração protéica foi determinada usando ensaio colorimétrico kit BCA Protein 

Assay (Thermo Scientific Inc., Barrington, IL, EUA) seguindo as recomendações do 

fabricante e a leitura foi realizada a 540 nm. As amostras foram desnaturadas em tampão de 

amostras (50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 1% SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10% glicerol e 0.001% 

bromofenol azul) e aquecidas a 95 °C por 5 min. As amostras foram analisadas pelo método 

SDS-PAGE. Foram pipetados 10 µg de proteína dos homogenatos em poços no gel de 10% de 

poliacrilamida para eletro-separação de acordo com o tamanho e carga da proteína. Em 

seguida, as proteínas foram transferidas por eletroforese para membranas de nitrocelulose 

(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA).  

Para inibir ligações inespecíficas do anticorpo, as membranas foram incubadas (1½ h) 

em T-TBS acrescido de albumina a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 90 min. 

Posteriormente, as membranas foram lavadas com T-TBS e incubadas com o anticorpo 

primário específico para cada proteína (overnight, a 5ºC): anti-CRH  (1:100) para homogenato 

de hipotálamo; anti-ACTH (1:100) para o homogenato de hipófise; anti-TH, anti-DOPA-d, 

anti-DβH, anti-FNMT (both at 1:1.000) para o homogenato de glândula adrenal; anti-ADRB3 

(1:1.000) para o homogenato de tecido adiposo retroperitoneal; anti-ADRB2 (1:1.000) para o 

homogenato de  fígado; e anti-β actina (1:100) para os homogenatos de todos os tecidos (com 

anticorpos da Santa Cruz Biotechnology Inc.; CA, EUA). Após este período, as membranas 

foram lavadas e incubadas com 2º anticorpo conjugado à biotina (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA) por 1 h (25ºC) sob agitação constante. Após mais uma sequência de lavagens, as 

membranas foram incubadas com estreptavidina conjugada à peroxidase (Zymed, South San 

Francisco, CA, EUA), na mesma concentração do anticorpo secundário utilizado (1 h, 25ºC). 

As membranas foram lavadas novamente com T-TBS e tratadas com kit de 

quimioluminescência (ECL-plus; Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA) e 

exposto a filme de raio-X.  

As imagens das bandas foram analisadas e quantificadas com auxílio do programa 

Image J 1.34s (Wayne Rasband National Institute of Health, Bethesda, MA, EUA). 

Utilizamos a actina como controle interno. 
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6.6 Determinação de catecolaminas totais (adrenalina e noradrenalina) na adrenal 

 

Dosamos o conteúdo de catecolaminas totais na adrenal pelo método fluorimétrico do 

trihidroxiindol, descrito anteriormente (Trevenzoli et al., 2007). As glândulas adrenais 

esquerdas foram cuidadosamente dissecadas, pesadas em balança de precisão, mantidas em 

ácido acético 10% e armazenadas a -20ºC até o processamento do tecido. Para extrair as 

catecolaminas, as adrenais foram homogeneizadas manualmente em 500 μl de ácido acético 

10% e centrifugadas (10.000 xg /1 min), para utilização do sobrenadante. No ensaio 

fluorimétrico, utilizamos padrões de adrenalina (Adren®, Hipolabor, BH, Brasil) diluída em 

ácido acético 10%. Em 50 µL de cada padrão ou amostra, adicionamos 250 µL de tampão 

fosfato 0,5 M, pH 7,0 e 25 µL de ferricianeto de potássio 0,5%. A solução foi homogeneizada, 

incubada por 20 minutos e paralisada com 500 µl de ácido ascórbico (60mg/mL)/NaOH 10M, 

na proporção 1:19. Adicionamos 2 mL de água destilada, sendo a solução novamente 

homogeneizada e submetida à leitura em espectrofluorímetro (Hidex, Turku, Finland). Os 

comprimentos de onda para a leitura foram 420 nm de excitação e 510 nm de emissão. As 

dosagens foram feitas em duplicata, com os tubos de ensaio sob refrigeração durante todo o 

procedimento. A concentração de proteína foi determinada pelo método de Bradford 

(Bradford, 1976).  

 

 

6.7 Secreção in vitro de catecolaminas  

 

A secreção de catecolaminas basal e estimulada por cafeína foi avaliada em medulas 

adrenais direitas isoladas, sendo estas dissecadas, com auxílio de pinças, tesoura e lupa. 

Posteriormente, mantivemos as medulas em solução salina Krebs-Hepes com 0,5% de 

albumina, composta por (em mM): Cl
- 
154,26; Na

+
 143,4; Ca

2+
 2,5; Mg

2+
 1,18; SO4

2-
 1,2; K

+
 

5,9 e Hepes 25. A glicose foi acrescentada na concentração de 85 mg/dL, de acordo com as 

médias glicêmicas dos grupos experimentais de onde as medulas foram originadas. O pH da 

solução salina foi 7,2. As medulas foram incubadas por 5 min em 200 μl de solução Krebs 

para avaliar a secreção basal. Depois, as medulas foram estimuladas com 25 μM de cafeína 

por 5 min. Ao final da estimulação, as soluções de incubação foram acrescidas de 20 μl de 

ácido acético absoluto para conservação das catecolaminas e armazenadas (-20ºC) para 

posterior dosagem pelo método fluorimétrico do trihidroxiindol.  
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6.8 Normalização do peso do fígado 

 

A hipertrofia hepática foi estimada através da normalização da massa do fígado pelo 

comprimento da tíbia. Resumidamente, a massa do fígado foi obtida por pesagem hidrostática (em 

NaCl 0,09%) e o comprimento da tíbia esquerda foi obtido com um paquímetro, como descrito 

por Xu et al., (2009). 

 

 

6.9 Glicogênio hepático 

 

A glicose produzida pela hidrólise do glicogênio hepático foi avaliada com kit 

comercial (Doles, Goiânia, GO, BR) em método previamente descrito por Trevenzoli e 

colaboradores (2010b). As amostras de fígado foram pesadas e homogeneizadas com 4 mL de 

TCA (10%). Após a centrifugação (1.000xg, 10 min, 4ºC) foram adicionados a 5 mL de 

etanol absoluto (Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR) a 2 mL do sobrenadante. Após 12 horas de 

incubação à -20°C a mistura foi centrifugada (1.000xg, 10 min, 4ºC) e o sobrenadante 

descartado. O glicogênio foi hidrolisado pela incubação do pellet com 1 M HCl (Vetec, 

Duque de Caxias, RJ, BR) por 30 minutos. Adicionou-se 1 mL de 1 M NaOH (Vetec, Duque 

de Caxias, RJ, BR) para neutralizar a mistura. A glicose foi quantificada em 200 L do 

sobrenadante a 510 nm em espectrofluorímetro (Hidex, Turku, Finland).  

 

 

6.10  Triglicerídeo hepático 

 

O conteúdo total de triglicerídeo hepático avaliado por adaptação de metodologia 

previamente descrita por Folch e colaboradores (1957). Resumidamente, 50 mg de fígado 

foram homogeneizados em 1 mL de  isopropanol (Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR) e 

centrifugados  (740 xg, 10 min,  4°C). O conteúdo de triglicerídeo em 20 µL do sobrenadante 

foi quantificado com kit colorimétrico de acordo com as especificações do fabricante (Bioclin, 

BH, MG, Brasil). A leitura foi realizada a 490–540 nm em espectrofluorímetro (Hidex, Turku, 

Finland). 
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6.11 Histologia do fígado 

 

Amostras do fígado de 5 ratos foram impregnadas em OCT (Tissue-Tek, Sakura 

Finetek, Torrance, CA, EUA) e seccionadas com criostato a 10 µm para a coloração por Oil 

Red O para avaliação histológica do volume da esteatose hepática (Vv[esteatose,fígado]) 

(Catta-Preta et al., 2011). Amostras de fígado dos mesmos ratos foram fixadas em formalina 

(1.27 mol/L formaldeído 0.1 M tampão fosfato-salina, pH 7.2)  e embebidos em parafina para 

realização de cortes não seriados de  5 µm. Os cortes foram alocados em lâminas histológicas 

para a coloração com hepatoxilina/eosina a fim de identificar a arquitetura do fígado 

(Bancroft e Stevens, 1990). Foram tiradas 10 fotografias aleatórias  por animal para avaliar a 

esteatose e a arquitetura do fígado. Todas as imagens foram escolhidas ao acaso (formato 

TIFF, cor 36-bit, 1360x1024 pixels) com câmera Olympus DP71 e com Olympus BX40 

microscópio de fluorescência (Olympus, Tokyo, Japão). As análises foram realizadas com o 

programa Image-Pro Plus versão 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).  

 

 

6.12 Análise Estatística 

 

Os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média (EPM). O programa 

GraphPad Prism 5 (GraphPad softwares, Inc., San Diego, CA, EUA) foi utilizado para as 

análises estatísticas e para obtenção dos gráficos. Os conteúdos protéicos e as concentrações 

hormonais foram analisados utilizando teste T não-paramétrico não pareado, seguido de 

Mann-Whitney U como posteste. Os demais dados foram analisados através de teste T 

Student não-pareado. Os dados experimentais foram considerados significativos quando p 

<0,05.  
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7  RESULTADOS  

 

 

7.1  Avaliação da massa corporal e ingestão alimentar 

 

Os animais do grupo superalimentado apresentaram maior massa corporal desde o 7° 

dia, atingindo um aumento de 41% no período do desmame (Figura 3A). Os animais 

continuaram apresentando sobrepeso até os 180 dias de vida (+15% aos 180 dias, Figura 3B). 

O grupo SA apresentou maior ingestão alimentar do desmame até o sacrifício, (+15% aos 180 

dias de vida, Figura 3C). 
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Figura 3: Efeito da superalimentação pós-natal sobre a massa corporal das proles dos grupos 

C (□) e SA (●) (A), massa corporal (B) e consumo alimentar das proles C e SA na idade 

adulta aos 30, 80, 120 e 180 dias de idade. Os valores são representados como média ± EPM. 

* P <0,05 (N=7 por grupo). Análise realizada pelo teste t de Student não pareado. 
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7.2  Massa de Gordura Visceral  

 

Aos 180 dias, os animais do grupo SA apresentaram aumento da adiposidade central 

(+79%, Figura 4A), decorrente do aumento no compartimento de tecido adiposo epididimal 

(+77%, Figura 4B), retroperitoneal de (+92%, Figura 4C) e mesentérico (+93%, Figura 4D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Efeito da superalimentação pós-natal sobre massa de gordura visceral total (A), 

epididimal (B), retroperitoneal (C) e mesentérica (D), fotografia representando a adiposidade 

central (E) nos grupos C e SA aos 180 dias de idade. Os valores são representados como 

média ± EPM. * P <0,05 (N=7 por grupo). Análise realizada pelo teste t de Student não 

pareado. 
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7.3  Avaliação de CRH e ACTH 

 

Como demonstrado na figura 3, aos 180 dias de idade, o grupo SA não apresentou 

diferença no conteúdo de CRH hipotalâmico e na imunoreatividade para CRH na região 

parvocelular do núcleo paraventricular do hipotálamo. Também não foi observada diferença 

entre os grupos na avaliação do conteúdo hipofisário de ACTH ou no número de células 

ACTH-positivas na hipófise.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Efeito da superalimentação pós-natal sobre o conteúdo hipotalâmico de CRH (A) e 

imunorreatividade neuronal para CRH (B), conteúdo de ACTH hipofisário (C) e número de 

células ACTH-positivas (D) nos grupos C e SA aos 180 dias de idade. As bandas representam 

o conteúdo de cada proteína analisada. Os conteúdos de CRH e ACTH foram avaliados pela 

densidade de pixel das bandas [unidades arbitrárias (UA)]; conteúdo de actina foi utilizado 

como controle. Os gráficos representam um pool de duas corridas independentes de Western 

blot. Os valores são representados como média ± EPM. * P <0,05 (N = 7 por grupo). Análise 

realizada pelo teste de Mann-Whitney. 
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7.4  Avaliação das concentrações séricas hormonais 

 

Os níveis séricos de ACTH e corticosterona do grupo SA não diferiram do grupo C 

aos 180 dias de idade (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Efeito da superalimentação pós-natal sobre a concentração sérica de ACTH (A) e 

corticosterona (B) nos grupos C e SA aos 180 dias de idade. Os valores são representados 

como média ± EPM (N = 7 por grupo). Análise realizada pelo teste de U Mann-Whitney. 
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7.5  Determinação de catecolaminas totais 

 

Não observamos alteração da massa da glândula adrenal (Figura 7A) no grupo SA. 

Entretanto a superalimentação pós-natal resultou em maior conteúdo absoluto de 

catecolaminas adrenais (+35%, Figura 7B) assim como maior conteúdo relativo (+40%, 

Figura 7C) aos 180 dias de idade.  
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Figura 7: Efeito da superalimentação pós-natal sobre o peso da glândula adrenal (A), 

conteúdo absoluto (B) e relativo (C) de catecolaminas adrenais os grupos C e SA aos 180 dias 

de idade. Os valores são representados como média ± EPM. * P <0,05 (N = 7 por grupo). 

Análise realizada pelo teste t de Student não pareado. 
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7.6  Secreção in vitro de catecolaminas  

 

Como demonstrado na figura 8, o grupo SA apresentou maior secreção in vitro basal 

(+53%) e estimulada por cafeína (+43%) de catecolaminas adrenais aos 180 dias de vida. 
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Figura 8: Efeito da superalimentação pós-natal sobre a secreção de catecolaminas pela medula 

adrenal. Secreção in vitro basal e estimulada por cafeína de catecolaminas nos grupos C e SA aos 180 

dias de idade. Os valores são representados como média ± EPM. * P <0,05 (N = 7 por grupo). Análise 

realizada pelo teste t de Student não pareado.  

 

 

7.7  Avaliação da via de síntese das catecolaminas   

 

Aos 180 dias de vida, os ratos SA apresentaram maior conteúdo adrenal de tirosina 

hidroxilase (+31%, Figura 9A) e de DOPA descarboxilase (+90%, Figura 9B), entretanto não 

houve alteração no conteúdo das enzimas dopamina β hidroxilase (Figura 9C) e 

feniletanolamina N metiltransferase (Figura 9D).  
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Figura 9: Efeito da superalimentação pós-natal sobre o conteúdo de TH (A), de DOPA-d (B), 

de dopamina β-hidroxilase (C) e de feniletanolamina N metiltransferase (D) em homogenatos 

de medulas adrenais de ratos dos grupos C e SA aos 180 dias de idade. As bandas 

representam o conteúdo de cada proteína analisada (E). O conteúdo das enzimas foi avaliado 

pela densidade de pixel das bandas [unidades arbitrárias (UA)]; conteúdo de actina foi 

utilizado como controle. Os gráficos representam um pool de duas corridas independentes de 

Western blot. Os valores são representados como média ± EPM. * P <0,05 (N = 7 por grupo). 

Análise realizada pelo teste de Mann-Whitney. 
 

C SA

0.0

1.0

2.0

3.0

D
C

o
n

te
ú

d
o

 d
e
 F

N
M

T
 (

U
.A

.)

C SA

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

*

B

C
o

n
te

ú
d

o
 d

e
 D

O
P

A
-d

 (
U

.A
.)

C SA

0.0

10.0

20.0

30.0

*

A

C
o
n
te

ú
d
o
 d

e
 T

H
 (

U
.A

.)

C SA

0.0

1.0

2.0

3.0

C

C
o
n
te

ú
d
o
 d

e
 D

H
 (

U
.A

.)

E 

PM: 31 kDa 

PM: 72 kDa 

PM: 42 kDa 

PM: 54 kDa 

PM: 60 kDa TH 

DOPA-d 

DβH 

FNMT 

βactina  

  C    SA     C     SA 



45 

 

 

 

7.8  Receptor de adrenalina no TAV e fígado   

 

Como observado na figura 8, aos 180 dias, o grupo SA não apresentou alteração do 

conteúdo de ADRB3 no tecido adiposo retroperitoneal (figura 10A). Entretanto, apresentaram 

redução do conteúdo de ADRB2 no fígado (-45%, Figura 10A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Efeito da superalimentação pós-natal sobre o conteúdo do receptor β3-

adrenérgicos (ADRB3) no tecido adiposo retroperitoneal (A) e do receptor β2-adrenérgicos 

(ADRB2) no fígado (B) dos grupos C e SA aos 180 dias de idade. As bandas representam o 

conteúdo de cada proteína analisada. Os conteúdos de ADRB3 e ADRB2 foram avaliados 

pela densidade de pixel das bandas [unidades arbitrárias (UA)]; conteúdo de actina foi 

utilizado como controle Os gráficos representam um pool de duas corridas independentes de 

Western blot. Os valores são média ± EPM. * P <0,05 (N = 7 por grupo). Análise realizada 

pelo teste de Mann-Whitney. 
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7.9  Alterações bioquímicas hepáticas  

 

Os ratos adultos SA apresentaram, aos 180 dias de vida, maior peso tecidual, assim 

como maior conteúdo hepático de glicogênio e de triglicerídeo (+18%, +79%, +49%, Figuras 

11A, 11B e 11C, respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Efeito da superalimentação pós-natal sobre a razão peso do fígado pelo 

comprimento da tíbia (A), conteúdo de glicogênio (B) e triglicérides (C) no fígado de ratos 

dos grupos C e AS aos 180 dias de idade. Os valores são representados como média ± EPM. * 

P <0,05 (N = 5-7 por grupo). Análise realizada pelo teste t de Student não pareado. 
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7.10  Histologia do fígado 

 

Como verificado na figura 12, a análise histológica do fígado, tanto pelo método de 

Oil Red O quanto por hematoxilina/eosina, evidenciou maior densidade de gotículas de 

lipídios nos hepatócitos no grupo SA aos 180 dias de vida (+13 vezes, P<0,05), 

caracterizando um quadro de microesteatose hepática.   

 

 

Figura 12: Efeito da superalimentação pós-natal sobre características morfométricas 

hepáticas. Fotomicrografias de fígado observado em objetiva de 60x para coloração por H & 

E (A; B) e objetiva de 100x para coloração por Oil Red O (C; D) em cortes histológicos dos 

grupos C e SA aos 180 de idade. Gotículas lipídicas são indicadas por setas em ambas as 

fotografias do grupo SA. Análise da porcentagem de esteatose (E). Os valores são 

representados como média ± EPM. * P <0,05 (N = 5 por grupo). Análise realizada pelo teste t 

de Student não pareado. 
 

 C  SA 

C 

B A 

D 

C SA

0

1

2

3

4

5

6

*

%
 E

s
te

a
to

s
is

e



48 

 

 

 

 

Tabela 2: Resumo dos principais achados do modelo experimental de 

obesidade neonatal por redução do tamanho da ninhada 

Massa corporal adulto ↑ 15% 

Ingestão alimentar adulto ↑ 15% 

Massa de gordura visceral total ↑ 79% 

Massa de gordura epididimal ↑ 77% 

Massa de gordura retroperitoneal ↑ 92% 

Massa de gordura mesentérica ↑ 93% 

Conteúdo e quantificação de CRH  = - 

Conteúdo e quantificação de ACTH  = - 

ACTH e corticosterona no soro  = - 

Peso da glândula adrenal = - 

Conteúdo absoluto de catecolaminas totais ↑ 35% 

Conteúdo relativo de catecolaminas totais ↑ 40% 

Secreção basal in vitro de catecolaminas  ↑ 53% 

Secreção estimulada in vitro de catecolaminas  ↑ 43% 

Conteúdo de TH na medula adrenal ↑ 31% 

Conteúdo de DOPA-descarboxilase na medula adrenal ↑ 90% 

Conteúdo de DβH e FNMT na medula adrenal = - 

Conteúdo de ADRβ3 no TAV = - 

Conteúdo de ADRβ2 no fígado ↓ 45% 

Peso do fígado ↑ 18% 

Conteúdo de glicogênio hepático  ↑ 79% 

Conteúdo de triglicerídeo hepático  ↑ 49% 

Porcentagem de esteatose ↑ 13x 
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8  DISCUSSÃO  

 

 Os hormônios do estresse, GC e catecolaminas, são importantes reguladores do 

metabolismo do tecido adiposo. Além disto, são amplamente associados à obesidade, seja por 

estimular a ingestão alimentar ou por modular o armazenamento de ácidos graxos (Dallman et 

al., 2001; Epel et al., 2001; Tentolouris et al., 2006; Campbell et al., 2011; Peckett et al., 

2011), tornando-se importante a compreensão dos seus efeitos sobre a regulação do 

metabolismo energético.  

No presente estudo, a redução do tamanho da ninhada durante a lactação resultou, 

dentre outras alterações, em hiperfagia e obesidade da prole por toda vida, corroborando 

resultados anteriores realizados em nosso laboratório (Rodrigues et al., 2009; Rodrigues et al., 

2011; Conceição et al., 2011) e por outros grupos (Plagemann et al., 1992; Velkoska & Cole, 

2005; Moreira et al., 2009; Ferreti et al., 2011; Soares et al., 2012). Esse modelo de 

programação resulta também na redução da sensibilidade ao efeito anorexígeno tanto à leptina 

(Rodrigues et al., 2011; Zhang et al., 2011) quanto à insulina (Plagemann et al., 2010) e está 

associada a redução da termogênese no tecido adiposo marrom (Xiao et al., 2007). Estudos 

sugerem que esse perfil esteja associado aos elevados níveis séricos de insulina, leptina e 

glicose durante o período crítico da lactação, que podem alterar, por toda vida, os padrões de 

expressão gênica das cascatas de sinalização envolvidas no gerenciamento dos estoques 

energéticos (Plagemann et al., 1999a, 1999d e 2010).    

Alguns trabalhos sugerem que a obesidade visceral está associada a elevados níveis 

séricos de GC, semelhante ao que ocorre na síndrome de Cushing (Livingstone et al, 2000; 

Plagemann, 2004; Peckett et al., 2011; Gathercole et al., 2011; Baudrand et al., 2011; Shah e 

Lila, 2011). Entretanto, a obesidade sem alteração neste parâmetro também é descrita 

(Andrew et al., 1998; Jessop et al., 2001; Boullu-ciocca et al., 2005; Hou et al., 2011). Os 

ratos SA apresentam maturação precoce do eixo HHA, caracterizada por maior expressão de 

CRH no hipotálamo, maior peso da glândula adrenal, elevado ACTH sérico e corticosterona 

ao desmame (Boullu-ciocca et al., 2005). Entretanto, ao avaliarmos uma possível disfunção 

persistente do eixo HHA nos animais SA adultos, observamos que os níveis basais de CRH 

hipotalâmico, de ACTH hipofisário e sérico e a corticosteronemia não apresentaram alteração 

significativa, sugerindo uma normalização do eixo HHA, com o envelhecimento. Esta 

normalização do eixo HHA também foi observada em camundongos transgênicos 

(C57Bl6/DBA2) aos 190 dias, criados em ninhadas reduzidas (Ferretti et al., 2011).  
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Corroborando o estudo de Spencer & Tilbrook, (2009), verificamos 

normocorticosteronemia aos 180 dias, apesar da elevada massa de tecido adiposo visceral. A 

literatura aponta que além da hiperatividade do eixo HHA, a obesidade pode estar relacionada 

a alterações no conteúdo tecidual de GC, bem como da atividade de enzimas que regulam seu 

metabolismo local (aumento da enzima 11βHSD1, do receptor de glicocorticóide e redução de 

5α redutase tipo 1 e 5β redutase). Essas modificações teciduais podem levar a maior 

sensibilidade tecidual aos GC e consequente favorecimento ao aumento do estoque de 

substratos energéticos na forma de lipídios e glicogênio (Cooper & Stewart, 2009; Masuzaki 

et al., 2003; Paterson et al., 2004; Walker, 2007).  

A 11β-HSD1 é uma enzima que converte a forma inativa do GC, 11 

dehidrocorticosterona, a sua forma ativa corticosterona (em roedores), resultando em maior 

geração local de GC. Velkoska e Cole (2005), utilizando o modelo de programação pela 

superalimentação neonatal, atribuíram a maior adiposidade ao  aumento na produção tecidual 

de GC devido ao elevado conteúdo de 11β-HSD1 no tecido adiposo aos 120 dias, que também 

foi confirmado pela maior expressão e atividade desta enzima aos 112 dias (Hou et al., 2011). 

Assim, um maior conteúdo de GC no tecido adiposo resulta em aumento da adipogênese, 

mediada por maior expressão da lipase de triglicerídeos no tecido adiposo e maturação dos 

pré-adipócitos (Xu & Björntorp, 1990). Assim, supomos que nossos ratos SA apresentem 

maior conteúdo de 11β-HSD1 no tecido adiposo aos 180 dias, conferindo maior produção 

local de GC.  

Outro sistema neuro-hormonal que apresenta capacidade de interferir na modulação 

das reservas energéticas é o SNS e medula adrenal. A ativação desse sistema não ocorre de 

forma generalizada, mas sim de forma seletiva (Macdonald et al., 1995). Um exemplo que 

merece destaque são os indivíduos obesos e hipertensos, que algumas vezes apresentam maior 

atividade simpatoadrenal associada à menor sensibilidade tecidual a atividade catabólica das 

catecolaminas (Davy & Hall, 2004). Outra possibilidade é uma inibição mais abrangente do 

sistema simpatoadrenal. De fato, ratos obesos que foram tratados com MSG na lactação 

apresentam redução do tônus simpático e da secreção basal de catecolaminas pela medula 

adrenal (Andreazzi et al., 2011). 

Interferências nutricionais na janela crítica da lactação estão relacionadas às alterações 

no padrão de funcionamento do sistema simpatoadrenal em longo prazo (Young, 2002; 

Fagundes et al., 2007; Laborie et al., 2011). O modelo de indução de obesidade pela redução 

do tamanho da ninhada na lactação está associado à menor atividade das terminações 
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simpáticas do tecido adiposo marrom, rim e coração mediante estímulo por sacarose (Young, 

2002) e menor atividade lipolítica mediada pelas catecolaminas no tecido adiposo marrom na 

idade adulta (Xiao et al., 2007). Estes resultados refletem a redução da capacidade 

termogênica do tecido adiposo marrom favorecendo o desenvolvimento da obesidade.   

Apesar da menor sensibilidade demonstrada em estudos anteriores, o presente estudo 

apresenta, pela primeira vez, o elevado conteúdo tecidual de catecolaminas no grupo SA aos 

180 dias, provavelmente devido ao aumento do conteúdo das enzimas TH e DOPA 

descarboxilase na medula da glândula adrenal. Anteriormente, Lau e colaboradores (1988) 

identificaram um aumento transitório (da lactação ao início da puberdade) da atividade das 

enzimas TH e FNMT em ratos Sprague-Dawley submetidos ao mesmo modelo experimental. 

Além da maior síntese adrenal de catecolaminas, nossos animais também apresentaram maior 

secreção basal e estimulada por cafeína, sugerindo uma maior concentração sérica de 

catecolaminas. Tal fato poderia estar funcionando como um fator contribuinte para o 

desenvolvimento da hipertensão arterial apresentada por esses animais na idade adulta 

(Plagemann et al., 1992; Peng et al., 2006).  

Modelos de programação metabólica que apresentam obesidade materna ou da prole 

durante a lactação apresentam também hiperleptinemia neonatal (Plagemann et al., 1999; 

Rodrigues et al., 2009; Oben et al., 2011). Esse fato assume grande relevância para a 

compreensão da hiperfunção adrenomedular apresentada por ratos na idade adulta tanto no 

modelo SA quanto no modelo de obesidade materna (Oben et al., 2011). Nosso grupo 

demonstrou que isoladamente a hiperleptinemia durante a lactação é capaz de promover a 

hiperfunção adrenomedular na idade adulta (Trevenzoli et al., 2007; Fraga-Marques et al., 

2009; Trevenzoli et al., 2010a). A ação estimulatória da leptina sobre a atividade simpática 

pode ocorrer tanto a nível central (Baltatzi et al., 2008), quanto diretamente sobre as células 

cromafins (Takekoshi et al., 1999).  No modelo de hiperleptinemia neonatal, ao que parece o 

estímulo para maior produção de catecolaminas pela medula da adrenal é central, através do 

estímulo que a leptina exerce no sistema nervoso simpático a nível central, pois a 

administração de leptina em medulas adrenais isoladas, resultou em menor secreção de 

catecolaminas no grupo programado pela hiperleptinemia neonatal. Ademais, a via de 

sinalização da leptina apresentou menor OBR e JAK2 nas medulas dos animais programados 

(Trevenzoli et al., 2010). Sugerindo que a hiperleptinemia neonatal produz alterações a nível 

central que elevam a atividade adrenomedular da prole na idade adulta, mas que a resposta da 

medula ao efeito estimulatório da leptina é menor nestes animais programados. 
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Em outro modelo de programação estudado em nosso laboratório (Pinheiro et al., 

2011), em que as mães são tratadas com nicotina durante os 15 primeiros dias de lactação, 

estes animais também desenvolvem hiperleptinemia ao final do tratamento, porém ao 

contrário do modelo SA, em que a leptinemia é normalizada na idade adulta, no modelo da 

programação por nicotina, os animais são hiperleptinemicos. Provavelmente, em função desta 

diferença, estes animais apresentam fenótipo diferente dos animais SA, quando adultos. No 

modelo de programação por nicotina, ocorre maior expressão de CRH no hipotálamo, maior 

marcação de ACTH na hipófise, maior corticosteronemia, e assim como no nosso modelo de 

SA, maior expressão de TH e conteúdo de catecolaminas, porém a secreção basal ou 

estimulada de catecolaminas in vitro não foi aumentada. Outra diferença importante, é que o 

ADRB3 no tecido adiposo visceral foi aumentado no modelo de programação por nicotina, 

enquanto apresentou alteração no modelo SA. Como estes animais apresentam em comum 

hiperleptinemia neonatal, as similaridades como o aumento do conteúdo de catecolaminas na 

medula, podem ser devido a este imprinting. Entretanto, as alterações no eixo HHA no grupo 

nicotina podem ser causada pela hiperleptinemia do animal adulto. Como a leptina estimula o 

CRH (Peckett et al., 2011), o aumento observado pode estar associado a hiperleptinemia.  

Desta forma, a ausência de alteração no eixo HHA do modelo SA, ressalta a importância da 

normoleptinemia na função normal deste eixo.  

Considerando que os animais SA apresentam obesidade visceral, seria esperada uma 

redução da sensibilidade à lipólise mediada pelas catecolaminas, conforme já descrito em 

outros modelos de obesidade (Collins et al., 1999; Dos Santos et al., 2012). Contudo, a 

superalimentação pós-natal não está associada à redução do conteúdo de ADRB3 no tecido 

adiposo retroperitoneal.  É pouco provável que haja alteração no subcutâneo, pois não há 

relatos desta associação na obesidade. Por outro lado, uma limitação deste estudo é não 

termos feito também o ADRB2 no tecido visceral.  Lembramos que no modelo de 

programação por administração materna de nicotina na lactação o ADRB3 visceral está 

aumentado, mas a secreção de catecolamina está diminuída, sugerindo um menor estímulo 

catecolaminérgico neste tecido e daí a desinibição da expressão deste receptor, explicando 

então a obesidade nos animais programados por nicotina neonatal (Pinheiro et al., 2011). 

Estudos anteriores demonstraram que os ratos SA apresentam aumento de ácidos graxos 

livres, triglicerídeo e colesterol aos 120 dias (Boullu-ciocca et al., 2005), porém não 

apresentam alteração nos níveis séricos de triglicerídeo e LDL-c aos180 dais, que apesar da 

redução do HDL-c sugere uma normalização do perfil lipídico nesta idade mais avançada 
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(Martins et al., 2008; Rodrigues et al., 2011). No presente trabalho não avaliamos a isoforma 

α2 de receptores adrenérgico no tecido adiposo. Sua contribuição para a manutenção da massa 

de tecido adiposo não pode ser menosprezada, uma vez que maior expressão deste receptor é 

descrita em modelos de obesidade, mediando o efeito antilipolítico exercido pelas 

catecolaminas (Jocken & Blaak, 2008). Em conjunto, tais resultados sugerem uma taxa 

lipolítica dentro de padrões de normalidade, sugerindo que a hipertrofia dos adipócitos dos 

ratos SA (Conceição et al., 2011) não esteja associada a redução da taxa lipolítica.   

O fígado é um órgão que desempenha importante papel no metabolismo energético. 

Entre outras funções, é responsável pelo armazenamento de substratos energéticos que são 

mobilizados em resposta a curtos períodos de jejum e estresse (Raddatz e Ramadori, 2007). O 

fígado é o principal reservatório de glicose para os outros tecidos. O armazenamento da 

glicose sob a forma de glicogênio é estimulado pela concentração sérica de nutrientes como 

glicose, frutose e aminoácidos gliconeogênicos, de hormônios como a insulina e GC, e pelo 

estímulo do sistema parassimpático (Bollen et al., 1998). Já a degradação do glicogênio à 

glicose é estimulada pelo glucagon, hormônio tireoidiano, sistema simpatoadrenérgico e 

prostaglandinas (Bollen et al., 1998). Considerando a importância das catecolaminas 

(principalmente da adrenalina) para a glicogenólise e β-oxidação de ácidos graxos no fígado, 

quantificamos o conteúdo hepático de ADRB2 para avaliar a sensibilidade hepática às 

catecolaminas em ratos SA aos 180 dias. Constatamos menor conteúdo de ADRB2 nestes 

animais, o que sugere que a menor sensibilidade às catecolaminas no fígado, provavelmente  

por inibição na síntese de receptores exercida pelo excesso de catecolaminas séricas, 

fenômeno conhecido como downregulation.   

Outra explicação para menor sensibilidade hepática às catecolaminas seria que a 

superalimentação neonatal e/ou a persistente hiperfagia induzisse o desenvolvimento de um 

mecanismo hepático de tamponamento dos níveis séricos de substratos energéticos, por um 

mecanismo de retenção de glicose sob a forma de glicogênio. Tal hipótese ajudaria a 

compreender a normoglicemia e normoinsulinemia de jejum observada por Rodrigues e 

colaboradores (2011) no mesmo modelo de redução de ninhada, aos 180 dias de vida.  

Além disto, recentemente evidenciamos que o fígado dos ratos SA também apresenta 

menor conteúdo de nitrito que está diretamente relacionado a um menor conteúdo de óxido 

nítrico (Conceição & Franco, artigo submetido), que tem sua produção proporcional a 

glicogenólise hepática mediada pela ativação do ADRB2 (Hodis et al., 2007), reforçando a 

hipótese de menor efeito catabólico das catecolaminas no fígado desses animais.  
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O maior conteúdo de glicogênio hepático nos animais SA contribui para a 

normoglicemia de jejum descrita previamente neste modelo (Rinaldi et al., 2008; Rodrigues et 

al., 2011). Além da menor sensibilidade aos efeitos catabólicos das catecolaminas, o modelo 

SA apresenta outras importantes alterações hormonais que favorecem o acumulo de 

glicogênio no fígado. Rodrigues et al., 2009 menor concentração sérica de hormônios 

tireoidianos nos ratos SA aos 180 dias de vida. Como o T3 estimula a glicogenólise pelo 

aumento da concentração intracelular de cálcio e consequente ativação da enzima glicogênio 

fosforilase quinase α (Daza et al., 1997), o hipotireoidismo observado neste modelo, pode 

estar contribuindo para a maior deposição hepática de glicogênio (Pickard et al., 2003). Outra 

possibilidade seria uma maior sensibilidade hepática a corticosterona (Paterson et al., 2004; 

Edgerton et al., 2010) nos animais SA, uma vez que os glicocorticóides promovem a 

inativação da enzima glicogênio fosforilase α e ativação da glicogênio sintase favorecendo a 

formação de glicogênio (Moore et al., 1998). De fato, já foi caracterizado maior expressão e 

atividade da 11βHSD1 e menor expressão de 5β redutase hepáticas no modelo de 

programação por redução de ninhada (Hou et al., 2011).  

Ainda considerando a importância do fígado para a modulação dos substratos 

energéticos evidenciamos pela primeira vez neste modelo, um quadro de esteatose hepática 

não alcoólica, que é considerada uma importante manifestação da síndrome metabólica e que 

está relacionada ao declínio de sua capacidade hepática de lidar com a glicemia e com o fluxo 

de ácidos graxos livres (Pietiläinen et al., 2005). Estudos demonstram a relação entre a 

programação fetal e neonatal e comprometimento do metabolismo de lipídios no fígado e 

consequente desenvolvimento de esteatose hepática não alcoólica (Hogg et al., 2011; 

Trevenzoli et al., 2010b). Souza-Mello et al., (2007) encontraram resultados semelhantes em 

ratos adultos programados pela restrição protéica durante a gestação associada a oferta de 

dieta hiperlipídica na lactação. Modelos experimentais de obesidade materna também estão 

relacionados ao desenvolvimento de esteatose hepática não alcoólica na prole. A oferta de 

uma dieta de cafeteria durante a gravidez e lactação resulta no desenvolvimento de esteatose 

hepática na prole aos 3 meses de idade, associado a maior lipogênese e à menor β-oxidação 

(Bouanane et al., 2010). Isoladamente a oferta de dieta materna hiperlipídica na lactação 

também é capaz de induzir alterações estruturais e metabólicas do fígado da prole (Oben et 

al., 2010). 

Frequentemente a obesidade está associada à elevada deposição de triglicerídeos no 

fígado (Jakobsen et al., 2007) e a resistência hepática a insulina (Pietiläinen et al., 2005). 
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Curiosamente os ratos superalimentados durante a lactação não apresentam 

hipertrigliceridemia, hipoadiponectinemia, hiperleptinemia ou hiperinsulinemia (Rodrigues et 

al., 2011) que são alterações consideradas necessárias para indução a esteatose hepática não 

alcoólica em outros modelos (Souza-Mello et al., 2007; Bouanane et al., 2010; Trevenzoli et 

al., 2010b). Entretanto, é importante ressaltar que os ratos SA apresentaram resistência à 

insulina (Conceição & Franco, artigo submetido), outro importante fator envolvido no 

acúmulo de substratos energéticos no fígado. Em um estudo realizado para avaliar o efeito de 

uma dieta hipercalórica sobre o acumulo de lipídios e a sensibilidade hepática à insulina, 

excluindo o efeito da resistência a insulina nos demais tecidos, ratos adultos foram 

alimentados com dieta hiperlipídica por apenas 3 dias. Como resultado, esses ratos 

apresentaram esteatose hepática e resistência à insulina caracterizada pela menor fosforilação 

de IRS1 e IRS2 por aumento da atividade de JNK1 e conteúdo de PKCγ no fígado (Samuel et 

al., 2004). Demonstramos recentemente que os ratos SA apresentam resistência insulínica 

hepática caracterizada pela redução dos conteúdos da isoforma β do receptor de insulina, do 

IRS1 e fosfo-IRS1, da PI3K e da Akt aos 180 dias (Conceição & Franco, artigo submetido). 

Além disso, os ratos SA apresentam aumento da atividade de enzimas lipogênicas hepáticas 

aos 140 dias, a ácido graxo sintase, ATP citrato liase, enzima málica e glicose-6-fosfato 

desidrogenase (Duff & Snell, 1982), que também contribuem para o acúmulo de triglicerídeos 

no fígado, encontrado no presente estudo. 

Nosso estudo demonstra que mesmo sem oferta de dieta rica em gorduras, a 

programação pela SA leva ao desenvolvimento de esteatose hepática não alcoólica na idade 

adulta. Isto provavelmente resulta da menor sensibilidade hepática às catecolaminas e a 

insulina e da maior sensibilidade aos GC.  

Em conjunto, nossos resultados indicam que o estado nutricional durante a lactação é 

de extrema importância para o desenvolvimento adequado dos sistemas metabólicos 

responsáveis pela manutenção dos estoques energéticos. Demonstramos que a função da 

medula adrenal é sensível à superalimentação pós-natal, resultando na sua hiperativação na 

idade adulta, embora associada à menor sensibilidade tecidual. Além disso, os ratos SA 

apresentam alterações metabólicas que favorecem o armazenamento de lipídios no fígado e no 

tecido adiposo. Portanto, nossos achados contribuem para um melhor entendimento a respeito 

de como alterações no eixo adrenal podem contribuir para o estabelecimento de esteatose 

hepática, hipertensão e outras doenças crônicas relacionadas a obesidade, e que essas 
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alterações podem ser estabelecidas por modificações no padrão nutricional e endócrino em 

estágios onde ocorrem maior plasticidade.  
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9  CONCLUSÃO 

 

 A superalimentação neonatal causada pela redução do tamanho da ninhada leva ao 

desenvolvimento de hiperfagia e obesidade. Nossos resultados indicam que a regulação 

central do eixo hipotálamo-hipófise-córtex adrenal aparentemente encontra-se normal. 

Entretanto, há uma hiper-ativação adrenomedular caracterizada pela maior síntese, conteúdo e 

secreção de catecolaminas. Aparentemente, a sensibilidade às catecolaminas do tecido 

adiposo visceral está preservada. Entretanto, sugerimos que o maior conteúdo de glicogênio e 

triglicerídeos do fígado seja devido a uma menor sensibilidade as catecolaminas, pois o 

receptor ADRB2 está menos expresso no fígado. Embora a superalimentação neonatal resulte 

em hiperfunção adrenomedular, sua sensibilidade periférica é tecido-específica. Desta forma a 

menor sensibilidade hepática a catecolaminas pode contribuir para a microesteatose hepática 

observada neste modelo e a maior secreção de catecolaminas pode induzir a hipertensão 

arterial relatada por outros autores neste modelo.  
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