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RESUMO 

 

AZEVEDO, Camilla Rangel. Efeitos da cronicidade da dieta hiperlipídica no 

remodelamento do tecido adiposo marrom. 2021. 80 f. Dissertação (Mestrado em 

Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 

 
O consumo excessivo de dieta rica em gordura saturada causa um 

desequilíbrio na homeostase energética, sendo uma das causas principais para o 
desenvolvimento da obesidade levando a disfunção dos adipócitos marrons e 
consequentemente diminuição da capacidade termogênica, com alterações 
morfofuncionais denominada “whitening”. O presente estudo teve como objetivo 
avaliar os efeitos da cronicidade da dieta hiperlipídica no remodelamento do tecido 
adiposo marrom, visando elucidar as vias envolvidas nesse processo. Sessenta 
camundongos C57BL/6 machos (três meses de idade) foram designados 
aleatoriamente para receber uma dieta de controle (C, 10% de energia como lipídios) 
ou uma dieta rica em gordura (HF, 50% de energia como lipídios) em tempos de 
administração de dieta diferentes (12, 16 e 20 semanas, denominados C12, HF12, 
C16, HF16, C20 e HF20). Os animais do grupo HF apresentaram sobrepeso, 
intolerância oral à glicose, acúmulo substancial de gordura intra-abdominal e 
subcutânea. Além disso, os animais dos grupos HF apresentaram disfunção dos 
adipócitos marrons com perda da capacidade termogênica, aumento da expressão de 
marcadores da rarefação vascular, apoptose e inflamação. Essas alterações 
funcionais foram acompanhadas por mudança morfológica dos adipócitos marrons 
que apresentaram aumento da gotícula lipídica caracterizando o whitening desse 
tecido. Em conclusão, a dieta HF causou disfunção dos adipócitos marrons (whitening) 
após 12, 16 e 20 semanas. O aumento do tamanho da gotícula lipídica fez com que o 
adipócito marrom assumisse um arranjo mais próximo ao adipócito branco 
(unilocular), com consequente redução da sua capacidade termogênica. A inflamação 
e o estresse do retículo endoplasmático parecem mediar as modificações estruturais 
e funcionais do tecido adiposo marrom na obesidade. 
 

Palavras-chave: Tecido adiposo marrom. Whitening. Obesidade. Termogênese.  

  



ABSTRACT 

 

AZEVEDO, Camilla Rangel. Effects of high-fat diet chronicity on the remodeling of 
brown adipose tissue. 2021. 80 f. Dissertação (Mestrado em Biologia Humana e 
Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 
 

Excessive intake of a diet rich in saturated fat causes an imbalance in energy 
homeostasis, being one of the main causes for obesity onset, leading to dysfunction 
of brown adipocytes and, consequently, a decrease in thermogenic capacity, with 
morphological and functional alterations called whitening. The present study aimed to 
evaluate the effects of the chronicity of the high-fat diet on brown adipose tissue 
remodeling, aiming to elucidate the pathways involved in this process. Sixty male 
C57BL/6 mice (three months old) were randomly assigned to receive a control diet (C, 
10% energy as lipids) or a high-fat diet (HF, 50% energy as lipids) for 12, 16 or 20 
weeks (C12, HF12, C16, HF16, C20 and HF20). The animals in the HF groups had 
overweight, oral glucose intolerance, and substantial accumulation of intra-abdominal 
and subcutaneous fat pads. Furthermore, the animals in the HF groups showed brown 
adipocyte dysfunction with loss of thermogenic capacity, increased expression of 
vascular rarefaction, inflammation, and apoptotic markers. These functional changes 
were accompanied by morphological alterations in brown adipocytes that showed an 
increase in the lipid droplet size, characterizing the whitening of this tissue. In 
conclusion, the HF diet caused brown adipocyte dysfunction (whitening) after 12, 16 
and 20 weeks. The increase in the size of the lipid droplet caused the brown adipocyte 
to assume a closer arrangement to the white (unilocular) adipocyte, with a consequent 
reduction in its thermogenic capacity. Inflammation and endoplasmic reticulum stress 
appear to mediate structural and functional changes in brown adipose tissue in obesity. 
 

Keywords: Brown adipose tissue. Whitening. Obesity. Thermogenesis. 

 

 

 

  



LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 - Eutrofia x Obesidade (transição nutricional) ............................................. 19 

Figura 2 - A obesidade e suas comorbidades  .......................................................... 20 

Figura 3 - Comorbidades associadas ao diagnóstico da síndrome metabólica.........21 

Figura 4 - Dieta normolipídica x dieta hiperlipídica  ................................................... 26 

Figura 5 - Representação esquemática dos adipócitos ............................................  29 

Figura 6 - Desenho experimental ............................................................................ ..41 

Figura 7 - Ganho ponderal e Ingestão energética  .................................................... 50 

Figura 8 - Teste oral de tolerância à glicose, área sob a curva e insulina ................. 51 

Figura 9 - Distribuição de gordura  e Leptina  ................................................. ……...52 

Figura 10 - Microscopia de Luz .................................................................................53                              

Figura 11 - Densidade numérica de núcleo por área  ............................................... 54 

Figura 12 - Quociente respiratório e gasto energético  ............................................. 55 

Figura 13 - Imunofluorescência e termografia ........................................................... 56 

Figura 14 - Expressão Gênica: Marcadores termogênicos ....................................... 58 

Figura 15 - Expressão Gênica: batocinas  ................................................................ 59 

Figura 16 - Genes marcadores da inflamação e apoptose ........................................ 60 

Figura 17 - Expressão Gênica: Marcadores do estresse do RE................................ 61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

file:///H:/Orientados/Mestrandos/Carolline%20qualificação/Dissertação%20e%20artigo/Dissertação%20mestrado%20oficial.docx%23_Toc28598198
file:///H:/Orientados/Mestrandos/Carolline%20qualificação/Dissertação%20e%20artigo/Dissertação%20mestrado%20oficial.docx%23_Toc28598199
file:///H:/Orientados/Mestrandos/Carolline%20qualificação/Dissertação%20e%20artigo/Dissertação%20mestrado%20oficial.docx%23_Toc28598200
file:///H:/Orientados/Mestrandos/Carolline%20qualificação/Dissertação%20e%20artigo/Dissertação%20mestrado%20oficial.docx%23_Toc28598200
file:///H:/Orientados/Mestrandos/Carolline%20qualificação/Dissertação%20e%20artigo/Dissertação%20mestrado%20oficial.docx%23_Toc28598201
file:///H:/Orientados/Mestrandos/Carolline%20qualificação/Dissertação%20e%20artigo/Dissertação%20mestrado%20oficial.docx%23_Toc28598202
file:///H:/Orientados/Mestrandos/Carolline%20qualificação/Dissertação%20e%20artigo/Dissertação%20mestrado%20oficial.docx%23_Toc28598207
file:///H:/Orientados/Mestrandos/Carolline%20qualificação/Dissertação%20e%20artigo/Dissertação%20mestrado%20oficial.docx%23_Toc28598208
file:///H:/Orientados/Mestrandos/Carolline%20qualificação/Dissertação%20e%20artigo/Dissertação%20mestrado%20oficial.docx%23_Toc28598209


LISTA DE TABELAS  

 

 

Tabela 1- Diferença entre os adipócitos brancos, marrons e beges ..............29 

Tabela 2 - Composição nutricional das dietas experimentais ........................42 

Tabela 3 - Detalhamento dos primers utilizados ............................................48 

Tabela 4 - Massa corporal inicial, final, FIRI e temperatura ...........................50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIAÇÕES E SIGLAS 

 

 

AG  Ácidos graxos  

AGL  Ácidos graxos livres 

ASC  Área sob a curva do TOTG 

ATP  Adenosina trifosfato 

Bmp8   Bone morphogenetic protein 

C  Grupo alimentado com dieta controle 

cDNA   DNA complementar 

COVID-19    Coronavirus disease 2019 

DCNT  Doenças crônicas não transmissíveis 

DCV  Doenças cardiovasculares 

DHGNA Doença hepática gordurosa não alcoólica 

DIO  Obesidade induzida por dieta 

DM2  Diabetes mellitus tipo 2 

ECA2   Enzima conversora de angiotensina 2 

ERE  Estresse do Retículo endoplasmático  

FIRI  Índice de resistência à insulina em jejum 

GE  Gasto energético 

HAS   Hipertensão arterial sistêmica 

HF  Grupo alimentado com dieta hiperlipídica (High-fat) 

IMC  Índice de massa corporal 

MC  Massa corporal 

Nlpr3  Domínio pirina da família NLR contendo 3 

OMS  Organização Mundial de Saúde 

PLIN1  Perilipina 1 

PPARα Receptores ativado por proliferadores de peroxissoma alfa  

QA  Densidade numérica de núcleos por área 

q-PCR PCR quantitativo em tempo real 

QR   Quociente respiratório 

RE   Retículo Endoplasmático 

RI  Resistência à insulina 

RNAm  RNA mensageiro 



SM  Síndrome metabólica 

SNA  Sistema nervoso autônomo 

SNP  Sistema nervoso parassimpático 

SNS  Sistema nervoso simpático 

TA  Tecido adiposo   

TAB  Tecido adiposo branco   

TABs  Tecido adiposo branco subcutâneo  

TAG  Triacilgliceróis 

TAMi             Tecido adiposo interescapular  

TOTG  Teste oral de tolerância a glicose 

UCP1  Proteína desacopladora 1 

VCO2  Volume de gás carbônico produzido 

VEGF  Fator de crescimento endotelial 

VO2  Volume de oxigênio consumido  

 

 

 

 

  



SUMÁRIO 

 

         INTRODUÇÃO……………………………...…..……………………………….……16 

1. REVISÃO DE LITERATURA………………….…………..…………….……….….18 

1.1. Obesidade …………………………………………….….……………………. …..18 

1.2. Dieta hiperlipídica ……………………………………….…….………………..…23 

1.3. Tecido adiposo ………………………………………….…………….….…….….26 

1.4. Tecido adiposo marrom ……………………………….…….............................30 

1.5. Termogênes e batocinas …………………………….…………….……….…....32 

1.6. Whitening …………………………………………………………….….……...…..36 

2. OBJETIVOS …………………………………………………………………….….….39 

2.1. Objetivo Geral ……………………………………………………….……….……..39 

2.2. Objetivos Específicos ……………….…………………………………………….39 

3. MATERIAL E MÉTODOS ……………………………………………………………40 

3.1.Animais e Dieta …………………………………………………………………….…40 

3.2.Ingestão alimentar, ingestão energética e massa corporal ………………….42 

3.3.Teste oral de tolerância à glicose …………………………………………..........43 

3.4. Calorimetria indireta …………………………………………………..……………43 

3.5. Termografia …………………………….……………………………………….……44 

3.6.  Eutanásia …………………………………………………..………………………...44 

3.7.  Análise plasmática ………………………………………….…………………......45 

3.8.  Microscopia de luz e estereologia …………………………………….………...45 

3.9.  Microscopia confocal ……………………………………………………….….….46 

3.10. PCR quantitativo em tempo real …………………………………………….….47 

3.11. Análise estatística …………………………………………………………………48 

4. RESULTADOS ………………………………………………………………………..49 

4.1. Ganho ponderal e ingestão energética ………………………………….………49 

4.2. Metabolismo de carboidratos …………………………………………..………..50 

4.3. Distribuição de gordura e leptina plasmática ……………….........................52 

4.4. Microscopia de luz e densidade numérica de núcleos por área ……….....53 

4.5. Quociente respiratório e gasto energético …...............................................54 

4.6. Imunofluorescência e termografia ……………………………………………...55 

4.7.  PCR quantitativo em tempo real ....................................................................57 

4.7.1. Expressão Gênica: Marcadores termogênicos................................................57        



4.7.2. Expressão Gênica: Batocinas..........................................................................58 

4.7.3. Expressão Gênica: Marcadores inflamatórios ................................................60 

4.7.4. Expressão Gênica: Marcadores do estresse do RE........................................61 

5.   DISCUSSÃO …………………………………………………………..……...............62 

      CONCLUSÃO...……………………………………………………..………...............67 

      REFERÊNCIAS.…………………………………………………..…………..............68 

      ANEXO A- Comitê de ética .................................................................................79 

        ANEXO B – Artigo publicado ..............................................................................80 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 

INTRODUÇÃO 

 

 

A obesidade é considerada uma doença de caráter epidêmico no mundo, podendo-

se observar sua prevalência crescente nos países desenvolvidos e em 

desenvolvimento (Bhurosy e Jeewon, 2014). Mudanças alimentares fizeram com que 

o consumo de açúcares refinados em alimentos e bebidas aumentasse de forma 

preocupante nas últimas décadas, colaborando para a atual epidemia de obesidade e 

doenças cardiometabólicas (Bray e Popkin, 2014). A ingestão de gordura na dieta 

também está associada com o aumento da adiposidade, induzindo a obesidade (Hariri 

e Thibault, 2010).  

A presença da obesidade aumenta o risco de comorbidades por doenças crônicas 

como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doenças cardiovasculares (DCV), esteatose 

hepática e alguns tipos de câncer (Niswender, 2010; Hruby e Hu, 2015). Nota-se que 

alguns fatores etiológicos associados, como mudança do comportamento alimentar, 

estilo de vida, consumo de alimentos processados e sedentarismo, levam ao 

desenvolvimento do quadro de obesidade (Swinburn et al., 2011; Seidell e 

Halberstadt, 2015). O acúmulo excessivo de gordura corporal na obesidade, 

especialmente o intra-abdominal, está relacionado à resistência à insulina (RI) e ao 

desenvolvimento da síndrome metabólica (SM) em humanos (Fall e Ingelsson, 2014). 

O consumo excessivo de gordura saturada promove uma desordem na 

homeostase energética e se associa com o aumento da massa corporal (MC) (Kapoor 

e Anand, 2002; Raatz et al., 2017), promovendo uma disfuncionalidade do tecido 

adiposo (Magdalon e Festuccia, 2017). O ganho de MC gera hiperplasia e/ou 

hipertrofia dos adipócitos, secreção de adipocinas alteradas, reduzindo a sensibilidade 

à insulina e modificando o perfil de células imunes residentes do tecido adiposo (TA), 

resultando em inflamação crônica de baixo grau (Mathis, 2013). A descoberta que uma 

fração de humanos adultos apresenta tecido adiposo marrom (TAM) ativo fez com que 

estudos experimentais, que ambicionam desvendar o papel de agentes indutores da 

termogênese adaptativa para o controle da obesidade, ganhassem relevância 

científica (Nedergaard et al., 2007). 

O TAM, composto ultraestruturalmente por muitas mitocôndrias que conferem a 

coloração amarronzada do tecido, tem a proteína desacopladora-1 (UCP1 ou 

termogenina) como um dos principais marcadores para a sua identificação e atividade 
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termogênica (Langin 2010). Em comparação com o tecido adiposo branco (TAB), os 

adipócitos marrons são menores e possuem várias gotículas lipídicas citoplasmáticas 

de diferentes tamanhos (multilocular), seu citoplasma é relativamente abundante, seu 

núcleo esférico é levemente excêntrico e a grande quantidade de mitocôndrias produz 

energia através da oxidação de ácidos (Nedergaard et al., 2007).  

A ingestão crônica de dieta hiperlipídica (High-fat, HF) por roedores é capaz de 

gerar um remodelamento adverso do TAM conhecido como “whitening” 

(branqueamento), caracterizado pelo predomínio de inclusões lipídicas grandes no 

TAM, causado por uma rarefação vascular e disfunção mitocondrial. 

Consequentemente, há prejuízo da atividade termogênica, além do favorecimento da 

inflamação e da RI (Shimizu e Walsh, 2015).  

A presença de aproximadamente 63g de TAM termogenicamente ativo na região 

cervical de humanos adultos é capaz de evitar o acúmulo de quatro quilos de gordura 

ao final de um ano (Virtanen et al., 2009). Logo, a disfunção do TAM (whitening) pode 

exercer um papel crucial na gênese da obesidade. Essa constatação estimula estudos 

para elucidar as vias envolvidas no “whitening” do TAM, bem como os efeitos da 

cronicidade da dieta HF nas modificações estruturais e moleculares desse tecido no 

sentido de propor estratégias mais eficazes para aumento da termogênese e controle 

da obesidade e de comorbidades como o DM2, a doença hepática gordurosa não 

alcoólica (DHGNA) e DCV (Poher et al., 2015).  

A hipótese do presente estudo é que a dieta HF reduza a capacidade termogênica 

do TAM e produza “whitening” desse tecido, com perda da multilocularidade 

característica e rarefação da vascularização, de maneira tempo dependente.  
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1. Obesidade 

 

 

A obesidade sendo vista como um problema de saúde púbica é algo 

consideravelmente recente. Em um determinado período da história, foi observada a 

escassez de alimentos por longos períodos, e este fato teve como consequência a 

concepção de que os indivíduos considerados saudáveis seriam aqueles que 

apresentavam um aumento da MC (Eknoyan, 2006).  

Os avanços tecnológicos ao longo da história promoveram mudanças na 

composição, no custo financeiro e no acesso especialmente a alimentos à base de 

cereais. A ingestão de alimentos com alto teor de energia e pobre em nutrientes teve 

um crescimento drástico, sendo esses alguns dos fatores que contribuíram para o 

aumento dramático da obesidade nos últimos 30-40 anos (Morris et al., 2015). Nota-

se, nas últimas décadas, uma mudança no padrão dietético que levou à chamada 

transição nutricional (Figura 1), onde mudanças quantitativas e qualitativas da dieta 

desencadearam no aumento de doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) (Kapoor 

e Anand, 2002; Hruby e Hu, 2015) atrelado a uma crescente prevalência mundial de 

obesidade (Swinburn et al., 2011) devido ao consumo excessivo de gordura saturada 

e de açúcares associado ao sedentarismo (Astrup e Brand-Miller, 2012). 
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Figura 1 - Eutrofia X Obesidade (transição nutricional) 

                          

 

 

 

 

 

 

Legenda: Esquema representativo de fatores que podem atenuar a obesidade como uma alimentação 
adequada, atividade física e sono adequado. À direita, demonstramos fatores que podem 
promover a obesidade como alimentação baseada em bebidas açucaradas e fast-food, 
sedentarismo, estresse e fatores genéticos.  

Fonte: A autora, 2021. 

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a obesidade é 

considerada uma condição de caráter multifatorial onde temos um quadro em que a 

ingestão energética é maior que o gasto energético (GE) por um longo período de 

tempo, resultando em um balanço energético positivo que gera um acúmulo excessivo 

de gordura corporal associado a riscos para a saúde com complicações metabólicas 

(2000). Alguns fatores relacionados a obesidade são: genéticos, econômicos, sociais, 

ambientais, entre outros (2000) (Figura 2). O aumento da MC total por um período 

crônico pode favorecer o desenvolvimento do sobrepeso e, posteriormente, obesidade 

(Dunham-Snary e Ballinger, 2013).   

 

 

 

 

 

x 
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Figura 2- A obesidade e suas comorbidades 

 

Legenda: Esquema representativo de fatores que contribuem para o desenvolvimento da obesidade. 
Fonte: A autora, 2021. 

 

Dados atuais mostram que um total de 1,9 bilhão e 609 milhões de adultos 

apresentaram sobrepeso e obesidade, respectivamente, representando 

aproximadamente 39% da população mundial maior de 18 anos. A prevalência de 

excesso de peso aumentou de 25,5% em 1980 para 39,0% em 2015, representando 

um aumento de quase 50% nos últimos 35 anos (Chooi et al., 2019). Além disso, a 

obesidade também está associada com o maior risco de desenvolvimento de 

dislipidemias, DCV  e DM2 (Alberti et al., 2005). Os números crescentes de indivíduos 

com sobrepeso e obesidade passaram a onerar o sistema de saúde pública devido ao 

aumento de doenças associadas a esse quadro, gerando redução na expectativa de 

vida em até oito anos (Swinburn et al., 2011). Essas comorbidades atingem uma 

parcela cada vez mais significativa da população e incluem maior propensão ao 

desenvolvimento de mais de dez tipos de câncer, de acordo com o Instituto Nacional 

de Câncer (INCA) (Martins, 2018). 

No Brasil, o aumento de sobrepeso e obesidade são igualmente alarmantes. 

Dados do Vigitel Brasil (Vigilância de fatores de risco e proteção para doenças 

crônicas por inquérito telefônico) em 2020 mostram que 55,4%, dos adultos 

apresentam excesso de peso, sendo ligeiramente maior entre homens (57,1%) do que 

entre mulheres (53,9%). Com relação à obesidade, 20,3% da população adulta 

apresenta obesidade, sendo semelhante entre homens e mulheres (BRASIL, 2020).  



21 
 

A obesidade promove um desequilíbrio na homeostase corporal, 

desencadeando hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos brancos (Magliano et al., 2013; 

Rachid et al., 2015). Na obesidade, as massas de gordura subcutânea e intra-

abdominal encontram-se maiores devido ao aumento do percentual de gordura 

corporal total. Contudo, a hiperplasia ocorre principalmente no tecido adiposo 

subcutâneo (TABs), enquanto a hipertrofia das células adiposas ocorre tanto no 

compartimento intra-abdominal quanto no subcutâneo (Engin, 2017). 

Enquanto doença inflamatória crônica, a obesidade está associada ao potencial 

de secreção de citocinas pelo TA, desencadeando infiltração de macrófagos que 

apresentam um fenótipo pró-inflamatório (M1) (Tilg e Moschen, 2006) ).  A primeira 

molécula relacionada à obesidade e inflamação foi o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-alfa), citocina essa que foi encontrada com uma elevada expressão no TA de 

roedores em um modelo experimental de obesidade (Hotamisligil et al., 1993). 

Diversas outras citocinas pró-inflamatórias, como interleucina (IL)-6, são 

significativamente expressas na obesidade (Lafontan e Girard, 2008).  

A secreção dessas citocinas desencadeia um estado inflamatório de baixo 

grau, induzindo comorbidades a ela associadas, tais como: RI, dislipidemia, 

hipertensão arterial sistêmica (HAS), aterosclerose, DCV, DM2 e DHGNA. A 

associação dessas desordens à um indivíduo configura o quadro de SM (Figura 3) 

que tem como principal fator desencadeante a obesidade (Eckel et al., 2005). 

 

Figura 3 – Comorbidades associadas ao diagnóstico da síndrome metabólica  

 

Fonte: A autora, 2021. 
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A leptina é uma adipocina que se encontra elevada na presença da obesidade 

devido ao aumento da massa adiposa, caracterizando a hiperleptinemia. Tal fato 

promove uma desregulação do eixo adipoinsular, gerando uma perda da capacidade 

supressora da leptina sobre a secreção de insulina pela célula beta pancreática, 

levando ao quadro de hiperinsulinemia e RI (Vickers et al., 2001). 

Para avaliar o grau de obesidade, utiliza-se com maior frequência o método de 

diagnóstico do Índice de Massa Corporal (IMC) (IMC= peso em kg / altura em m²), 

tendo como vantagem a possibilidade de interpretação em correlação com dados de 

referência nacionais dos níveis de adiposidade, morbidade e mortalidade em adultos 

(Lo et al., 2016). A utilização de indicadores adicionais para avaliar a adiposidade 

central em pessoas com sobrepeso e obesidade são indicados devido ao fato de que 

o IMC não fornece informações sobre a composição corporal e quantidade de massa 

livre de gordura ou massa gorda em relação ao peso corporal (Wells e Fewtrell, 2006).  

A pandemia da doença causada pelo coronavírus 2019, COVID-19 (sigla em 

inglês para coronavirus disease 2019), teve seu reconhecimento pela OMS no dia 11 

de março de 2020 (Malta et al., 2020). Embora seja uma doença de caráter 

respiratório, ela pode afetar também órgãos como rins, fígado, coração entre outros 

(Dinakaran et al., 2020). A atual pandemia desafia os sistemas de saúde em todo 

mundo e encontra-se relatos que apontam que a obesidade é uma das condições que 

aumentam exponencialmente o risco de mortalidade quando associada ao 

coronavírus (Petrakis et al., 2020). 

Atualmente, com base nas informações disponíveis a respeito do coronavírus, 

observa-se a obesidade severa (ou seja, IMC≥40kg/m2) correlacionada a um pior 

prognóstico, estando associada a alta mortalidade em pacientes com coronavírus. 

Entretanto, qualquer outo grau de obesidade também está correlacionado a 

prognósticos ruins em pacientes portadores da doença mencionada anteriormente 

(Petrakis et al., 2020). 

A hipótese mais disseminada é de que a síndrome respiratória aguda pelo 

coronavírus 2 (SARS-CoV-2) é causada devido a capacidade do vírus de penetrar nas 

células humanas por meio de ligação direta com receptores da enzima conversora de 

angiotensina 2 (ECA2) na superfície celular. Com isso, pacientes com certo grau de 

obesidade apresentam RI e hiperatividade do sistema renina-angiotensina 

aldosterona (SRAA), gerando resultados piores na infecção por COVID-19. A 

expressão de ECA2 no TA encontra-se elevada quando comparada ao pulmão que é 
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um dos principais órgãos-alvo afetados pela COVID-19, sugerindo uma maior 

vulnerabilidade do TA à infecção pelo vírus (Sanchis-Gomar et al., 2020). 

Nesse contexto, estratégias de combate à obesidade e transtornos 

relacionados classificam-se em: mudança de estilo de vida, terapia farmacológica e 

cirurgia bariátrica (Haslam, 2016). Mudanças no estilo de vida estão relacionadas a 

mudanças comportamentais, dieta e atividade física (Wadden et al., 2003). Dessa 

forma, a perda ponderal é o principal fator para o tratamento da obesidade, reduzindo 

o risco de diversas comorbidades associadas a esta doença. A redução da MC se dá 

devido ao controle da ingestão energética, levando a uma diminuição do aporte 

lipídico e a menor metabolização de nutrientes associada à atividade física regular 

(McNeel e Mersmann, 2005). O processo de emagrecimento está diretamente 

relacionado a um balanço energético negativo, sendo caracterizado pela redução da 

ingestão alimentar em relação ao GE (Lowell e Spiegelman, 2000). 

 

 

1.2. Dieta hiperlipídica 

 

 

Uma das principais causas para o desenvolvimento da obesidade é o consumo 

excessivo de gordura saturada, que por sua vez, é capaz de promover desequilíbrio 

da homeostase energética (Silva-Veiga et al., 2018). A necessidade de 

processamento e armazenamento de lipídios implica no funcionamento dos 

adipócitos, incluindo hipertrofia, secreção alterada de adipocinas com predomínio de 

um perfil pró-inflamatório, RI, maior produção de espécies reativas de oxigênio, 

inflamação de baixo grau e estresse do reticulo endoplasmático (Hummasti e 

Hotamisligil, 2010). 

O consumo excessivo de gordura saturada leva a um aumento no nível de 

ácidos graxos (AG), facilitando a lipogênese e maiores taxas de lipólise no TA, 

gerando um acúmulo ectópico de gordura. Tal fato amplia os efeitos deletérios da 

obesidade como a esteatose hepática, dislipidemias, hiperglicemia, dentre outros (De 

Minicis et al., 2013). Além disso, há um declínio da função das células beta 

pancreáticas, sendo um prenunciador do DM2 (Eckel et al., 2005; Souza-Mello et al., 

2011). 
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A glicose obtida através da alimentação estimula a secreção pancreática de 

insulina, que atua como regulador fundamental dos processos celulares anabólicos 

durante o estado de alimentação, gerando um equilíbrio nos níveis de glicose no 

sangue para manter o estado de energia sistêmica. A ingestão de alimentos ricos em 

gorduras de forma crônica é capaz de gerar uma meta-inflamação, levando a 

alterações como redução da sensibilidade à insulina e secreção de insulina estimulada 

por glicose (Nagy e Einwallner, 2018). 

O retículo endoplasmático (RE) é uma organela essencial para o dobramento 

e montagem de proteínas secretoras e de membrana. Sugere-se que a dieta rica em 

gordura saturada pode promover maior estresse do RE (ERE), que ocorre quando a 

demanda celular para o enovelamento de proteínas ultrapassa a capacidade do RE 

de maturar essas proteínas, levando a um acúmulo de proteínas não dobradas, 

desencadeando inflamação e esteatose hepática de forma mais proeminente que o 

excesso de ácido graxo poliinsaturado (Fernandes-da-Silva et al., 2021). Há 

evidencias crescentes de inflamação de baixo grau cronicamente ativada na 

obesidade induzida por dieta (DIO), sendo um fenômeno recente denominado de 

inflamação desencadeada metabolicamente (meta-inflamação) (Zhao et al., 2013). 

Estudos com animais demonstram que a ingestão contínua de uma dieta rica 

em gordura saturada promove danos metabólicos semelhantes em humanos quando 

desenvolvem excesso de peso. Animais submetidos a dieta rica em gordura 

apresentam aumento progressivo do ERE, produzindo um aumento da disfunção 

mitocondrial, dano ao DNA mitocondrial e estresse oxidativo, levando ao um quadro 

de degradação de proteínas e autofagia (Fernandes-da-Silva et al., 2021). 

O consumo excessivo de alimentos ricos em gordura gera um quadro de 

obesidade abdominal, hipertensão, homeostase irregular de glicose, RI, DM2 e 

dislipidemia com graus elevados de triacilgliceróis (TAGs) e lipoproteínas de baixa 

densidade (LDL), levando ao quadro de síndrome metabólica causada pela dieta, 

ocasionando efeitos negativos na modulação do gasto energético (Raatz et al., 2017). 

Estudos mostram que a substituição da gordura saturada por gordura 

poliinsaturada é capaz de evitar eventos coronários em humanos. Terapias dietéticas 

atuam como uma ferramenta importante para a redução de DCV. Quando as gorduras 

saturadas ou trans-insaturadas são substituídas por gorduras monoinsaturadas ou 

poliinsaturadas ocorre a diminuição da LDL. Entretanto, dietas que usam carboidratos 

como substituição de gorduras saturadas, numa dieta de baixo teor de gordura, a LDL 
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e a lipoproteína de alta densidade (HDL) diminuem igualmente; enquanto os TAGs 

aumentam com o aumento de carboidratos (Hooper et al., 2020). Os ácidos graxos 

são a forma energética circulante mais comumente encontrada, enquanto os TAG são 

a forma mais comumente encontradas de armazenamento de AG (Nguyen et al., 

2008). 

A composição de AG da dieta é capaz de estimular a termogênese do TAM 

durante a hiperfagia voluntária com dietas HF. Uma dieta rica em AG poliinsaturados 

resulta na estimulação preferencial da atividade termogênica no TAM (Mercer e 

Trayhurn, 1987). Os altos níveis de gordura saturada na dieta estão associados a 

concentrações sanguíneas de LDL elevadas, um fator de risco estabelecido para DCV 

(Khaw et al., 2018).  A ingestão dietética de gordura saturada também apresenta 

associação com disfunção tireoidiana significativa e morfologia anormal em modelos 

experimentais (Shao et al., 2014). Alterações na microbiota intestinal também são 

observadas no consumo de dieta rica em gordura saturada, promovendo disbiose e 

aumento da permeabilidade intestinal (Volynets et al., 2017). 

O modelo de camundongo C57BL/6 obeso induzido por dieta (Figura 4) é 

amplamente utilizado, pois replica vários aspectos do fenótipo diabético (Hull et al., 

2017). Animais que fazem ingestão ininterrupta de dieta HF apresenta danos 

metabólicos (Catta-Preta et al., 2012) tipicamente visto em humanos obesos (Hull et 

al., 2017). Esta cepa é propensa ao aumento do peso corporal, acúmulo de gordura e 

interrupções no metabolismo da glicose quando alimentada com uma dieta HF 

(Airaksinen et al., 2018).  
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Figura 4 - Dieta normolipídica x dieta hiperlipídica 

                     

Legenda: Esquema representativo de camundongos da linhagem C57BL/6 alimentados com diferentes 
tipos de dieta. À esquerda, camundongo C57BL/6 alimentado com dieta normolipídica, que 
permanece magro e fisicamente normal. À direita, camundongo C57BL/6 alimentado com 
dieta hiperlipídica, apresentando obesidade induzida por dieta.  

Fonte: A autora, 2021. 
 

 

1.3. Tecido adiposo   

 

 

Uma das funções do TA é a manutenção do equilíbrio energético, o que implica 

na gênese da obesidade. O TA tem células especializadas no desempenho de 

funções reguladoras na homeostase denominadas adipócitos (Gesta et al., 2007). 

Dois tipos de tecido adiposo são tradicionalmente descritos em mamíferos devido as 

suas posições anatômicas específicas, estruturas morfológicas e funções que são: 

TAB e TAM (Gesta et al., 2007; Park et al., 2014) 

Tanto em roedores quanto em humanos existem ambos os tecidos. Os 

adipócitos do TAB apresentam uma característica unilocular (reserva de uma única e 

macro gotícula de gordura), encontrando-se distribuído pelo corpo em maior 

quantidade. O TAM, por sua vez, encontra-se em menor quantidade e em locais 
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específicos, apresentando como característica adipócitos multiloculares e reserva de 

gordura em micro gotículas (Kolditz e Langin, 2010). 

Os adipócitos são as únicas células especializadas em armazenar lipídios, sem 

comprometer a sua integridade funcional, possuindo uma maquinaria enzimática 

necessária para a síntese de AG e estoque de TAG (Ahima e Flier, 2000). As lipases 

irão exercer o papel de hidrólise dos TAG, gerando liberação de glicerol e AGs na 

corrente sanguínea para serem utilizados, em um processo conhecido como lipólise. 

(Koppen e Kalkhoven, 2010). 

Os adipócitos brancos têm como características metabólicas principais a 

síntese e reserva de energia na forma de TAG através da lipogênese, possibilitando 

a mobilização dessa reserva em momentos de necessidade. O balanço energético é 

o principal regulador dessa mobilização (Kolditz e Langin, 2010). A distinção da origem 

do tecido adiposo (por exemplo, gonodal ou subcutâneo) gera diferenças na sua 

capacidade lipolítica ou lipogênica (Fonseca-Alaniz et al., 2007). O TAB se desenvolve 

em locais anatômicos distintos, sendo dividido em depósitos viscerais (ao redor dos 

órgãos - mesentérico, retroperitoneal, perigonadal e omental) e depósitos 

subcutâneos (sob a pele e inguinal). Por outro lado, o TAM é encontrado em menores 

quantidades e em sítios específicos, como a região interescapular de roedores 

(Lanthier e Leclercq, 2014; Bargut et al., 2017).  

Nos humanos, o TAM é visualizado na região interescapular (TAMi), podendo 

ainda ser encontrado em sítios cervicais, paravertebrais e perirrenais em menor 

quantidade e tem como função a liberação de energia sob a forma de calor conhecida 

como termogênese adaptativa, ou seja, produção de calor a partir de energia química 

(Foster e Frydman, 1978; Langin, 2010). 

O sistema nervoso autônomo (SNA) tem atuação direta no TAB, onde o sistema 

nervoso simpático (SNS) promove ações catabólicas (lipólise) através da estimulação 

adrenérgica, ativando a enzima lipase hormônio-sensível (Pénicaud et al., 2000). Em 

contrapartida, o sistema nervoso parassimpático (SNP) promove ações anabólicas 

através do estímulo de secreção de insulina, elevando a captação de glicose e ácidos 

graxos que podem ser estocados sob a forma de TAG (Kreier et al., 2002). 

Estima-se que os adipócitos brancos maduros correspondam entre um e dois 

terços do total de células do tecido adiposo branco, onde sua única e macro gotícula 

ocupa a maior parte do volume celular, com baixa densidade mitocondrial e núcleos 

perifericamente localizados, levando a um achatamento dos mesmos. Outros 
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componentes celulares desse tecido compõem a fração vascular estromal: 

fibroblastos, células endoteliais, macrófagos, células mesenquimais e pré-adipócitos 

(Lanthier e Leclercq, 2014; Bargut et al., 2017). 

A descoberta da leptina fez com que o TAB fosse reconhecido como um órgão 

metabolicamente ativo e endócrino (Zhang et al., 1994). Os adipócitos, além de 

responsáveis pelo metabolismo e acúmulo de gordura, também possuem funções 

secretoras de caráter autócrino, parácrino e endócrino, sendo responsável pela 

secreção de uma grande variedade de hormônios, citocinas, fatores de crescimento e 

fatores vasoativos que conjuntamente são denominadas adipocinas (Rodríguez et al., 

2015). 

O ganho de peso exacerbado promove hiperplasia e/ou hipertrofia dos 

adipócitos, levando a alteração na secreção de adipocinas (perfil pró-inflamatório), 

queda da sensibilidade à insulina e mudança no perfil das células imunes residentes 

no TA, levando a uma inflamação crônica de baixo grau (Mathis, 2013). 

O aumento da massa adiposa na obesidade ocorre pelo aumento do tamanho 

do adipócito (hipertrofia) e/ou pelo aumento do seu número (hiperplasia). O maior 

depósito de gordura e o local de preferência de armazenamento de excesso de lipídios 

é o compartimento subcutâneo. O aumento do número de adipócitos está relacionado 

com a capacidade de diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos, processo esse 

denominado adipogênese. Entretanto, a capacidade de expansão dos adipócitos é 

limitada e quando seu crescimento atinge um grau máximo, o acúmulo além do 

suportado pela célula desencadeia lipólise, podendo resultar em aumento dos ácidos 

graxos saturados no plasma e acúmulo ectópico em outros órgãos, processo 

identificado como lipotoxicidade (DeFronzo, 2004; Gustafson et al., 2015).  

O adipócito bege vem sendo descrito como um novo tipo celular presente no 

TABs, que possui características fenotípicas e padrão de expressão gênica 

termogênica semelhante ao TAM. Contudo, suas células estão localizadas em sítios 

originalmente de tecido adiposo branco, surgindo a partir de diversos estímulos, como 

por exemplo, tratamentos com agonistas do receptor ativado por proliferadores de 

peroxissoma alfa (PPAR)-alfa (Petrovic et al., 2010). A tabela 1 resume as principais 

diferenças entre os três tipos de adipócitos descritos. 
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Tabela 1- Diferenças entre os adipócitos brancos, marrons e beges 

 

A denominação bege advém do processo conhecido como amarronzamento 

(browning) que o TABs passa para exibir esse fenótipo intermediário entre um 

adipócito branco e um marrom. Portanto, os adipócitos beges são células que 

apresentam um tecido especializado no gasto energético na presença de estímulos, 

sendo originados frente a estímulo adrenérgico, a partir da transdiferenciação de 

adipócitos brancos maduros ou da diferenciação a partir de pré-adipocitos beges, não 

tendo como precursor comum adipócitos marrons (Wu et al., 2013; Gustafson e Smith, 

2015). A Figura 5 ilustra os três tipos de adipócitos. 

 

Figura 5 - Representação esquemática dos adipócitos 

  

                     

Legenda: Esquema representativo dos três tipos de adipócitos e suas configurações estruturais. 
Fonte: A autora, 2021. 
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1.4 Tecido adiposo marrom 

 

 

O TAM tornou-se alvo de interesse após estudos identificarem ativação da 

UCP1 nas últimas décadas em humanos adultos, sendo possível observar atividade 

termogênica (produção de calor) nesse tecido (Collins et al., 2004). O TAM é 

encontrado principalmente em mamíferos pequenos, é ativado pela exposição a 

baixas temperaturas (por exemplo, 20°C) e sua atividade é estimulada por meios de 

centros no cérebro, ativando os nervos simpáticos responsáveis pela inervação do 

tecido. 

 Através desses nervos ocorre a liberação de norepinefrina que ativa a lipólise 

nos adipócitos marrons e, sugere-se que através dessa quebra também ocorra a 

produção de calor via ativação da UCP1. Até 2007 acreditava-se que a presença de 

TAM ativo em humanos era limitada aos neonatos e que se atrofiava e desaparecia já 

no final da infância. Entretanto, atualmente já há relatos de gordura marrom em 

humanos adultos, porém em condições fisiológicas específicas (Nedergaard et al., 

2007; Cannon et al., 2020). 

A localização clássica do TAM em humanos é na região interescapular, 

podendo ser encontrado em sítios cervicais, paravertebrais e perirrenais em menor 

quantidade. Sua origem é a partir das células progenitoras de miócitos (células 

musculares), chamadas de mioblastos, que expressam o fator miogênico 5 positivo 

(Myf5+), sendo intensamente vascularizado e inervado pelo SNS (Wu et al., 2012; Wu 

et al., 2013; Bargut et al., 2017).  

 Os adipócitos marrons encontram-se compactados com mitocôndrias que 

contêm UCP1, que ao serem ativadas provocam um gradiente eletroquímico, 

estimulando a atividade da cadeia respiratória. A UCP1 é um canal alternativo para o 

retorno dos elétrons para a matriz mitocondrial, a qual não resulta em produção de 

ATP. Os elétrons que retornam pela UCP1 geram energia sob a forma de calor, 

desacoplando esse movimento do armazenamento de energia (ATP). O calor, 

proveniente da combustão de substratos disponíveis que são distribuídos para o resto 

do corpo por meio da circulação, é liberado e contribui para um balanço energético 

negativo (Harms e Seale, 2013).  

Apresentando menor tamanho quando comparados com adipócitos do TAB, os 

adipócitos marrons são multiloculares (várias gotículas lipídicas), com citoplasma 
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relativamente abundante, núcleo esférico e ligeiramente excêntrico, com numerosas 

mitocôndrias que são responsáveis pela produção de energia através da oxidação de 

ácidos (Nedergaard et al., 2007). 

O TAM desempenha papéis autócrinos, parácrinos e endócrinos. Em seu papel 

autócrino, ocorre a secreção de proteínas de membrana basal, como colágeno IV e 

fibronectina (Haraida et al., 1996; Lee et al., 2013). Além do mais, pode sintetizar e 

secretar adpsina (também conhecida como fator de complemento D), fator de 

crescimento de fibroblasto básico, fator de crescimento semelhante a insulina I, 

prostaglandinas e adenosina (White et al., 1992; Yamashita et al., 1994). 

Em sua função parácrina, o tecido adiposo marrom pode secretar o fator de 

crescimento nervoso, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o óxido 

nítrico e o angiotensinogênio (Villarroya et al., 2013; Gómez-Hernández et al., 2016). 

Como órgão endócrino, apenas em circunstâncias especiais, atua na produção de 

leptina, adiponectina e resistina (Puerta et al., 2002). 

Tem sido demonstrado que a UCP1 é a principal marcadora para a identificação 

do TAM (Langin, 2010). A UCP1 se encontra na membrana mitocondrial interna, 

atuando como um canal de próton que descarrega o potencial gerado pelo acúmulo 

de prótons no espaço intermembranoso durante o ciclo de Krebs, desviando-os do 

complexo F1F0 (ATP sintase), impedindo a síntese de ATP e permitindo que a energia 

se dissipe sob a forma de calor (Nedergaard et al., 2007).  

Dessa forma, a termogênese consome energia lipídica e libera calor, causando 

desacoplamento de energia e aumentando o GE (Crowley e Vidal-Puig, 2001). Os 

adipócitos termogênicos conduzem a produção de calor através da coordenação 

próxima do suprimento de substrato com o maquinário oxidativo mitocondrial eficiente, 

que controlam a taxa de oxidação do substrato, fazendo com que em conjunto esse 

aparelho seja capaz de fornecer a esses adipócitos uma grande capacidade 

termogênica (Chouchani et al., 2019). 

A cascata de reações para efetuar a termogênese se dá a partir de estímulos a 

receptores adrenérgicos constantes (especialmente dos receptores beta-3 e beta-1), 

levando a um aumento de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), ativação da 

proteína cinase A dependente de AMPc (PKA) e indução da lipólise. Uma série de 

marcadores são ativados pelos ácidos graxos livres (AGL), levando à ativação da 

proteína efetora da termogênese, a UCP-1 (Ricquier e Bouillaud, 2000; Li et al., 2005; 

Spiegelman, 2013; Bargut et al., 2017)  
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Estudos experimentais que visam revelar o papel de agentes indutores da 

termogênese adaptativa no controle da obesidade, ganharam grande importância a 

partir da descoberta de que há TAM em uma parte da população adulta (Nedergaard 

et al., 2007) 

Embora a massa total de TAM em mamíferos seja pequena, estudos anteriores 

demonstram que a estimulação poderia aumentar o GE em até quatro vezes quando 

se observa no animal um aumento na perfusão tecidual (Smith e Hock, 1963; Smith, 

1964; Nedergaard et al., 2010). Além da gordura armazenada em gotículas lipídicas 

para gerar calor, os AGL e a glicose da circulação sistêmica aumentam 

exponencialmente a capacidade termogênica desse tecido (Nedergaard et al., 2010). 

Como forma de sustentação de sua atividade metabólica oxidativa, o TAM utiliza uma 

grande quantidade de nutrientes intracelulares e circulantes, com efeitos benéficos 

sobre a obesidade (Bartelt et al., 2011), RI (Stanford et al., 2013) e aterosclerose 

(Berbée et al., 2015; Bartelt et al., 2017)  

Devido à exposição ao frio, de forma adaptativa, o TAM sofre expansão, 

aumentando o tamanho do tecido, levando a uma elevação da capacidade metabólica 

total. Tanto a diferenciação de novos adipócitos quanto o aumento da atividade 

metabólica dos adipócitos existentes estão envolvidos nesse processo (Cannon e 

Nedergaard, 2004; Harms e Seale, 2013; Gnad et al., 2014). 

 

 

1.5. Termogênese e Batocinas  

 

 

A estratégia de gastar calorias armazenadas para geração de calor também 

tem efeitos substanciais nos resultados das doenças metabólicas. Estudos que visam 

elucidar mecanismos envolvidos na termogênese adaptativa (associada ou não ao 

tremor) foram estimulados pelo enorme interesse de seus efeitos possivelmente 

benéficos a respeito de doenças metabólicas humanas ligadas à obesidade, incluindo 

DM2 e acúmulo de gordura ectópica no fígado (Chouchani et al., 2019), além de sua 

capacidade de aumentar o GE e reduzir os efeitos obesogênicos (Whittle et al., 2012). 

O GE está correlacionado com três elementos: taxa metabólica basal (energia 

necessária para manter o funcionamento normal do organismo), a atividade física 

(gasto energético necessário para a realização de atividade extra laboral) e a 
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termogênese adaptativa (causada por tremor ou não tremor) (Lowell e Spiegelman, 

2000). 

A exposição ao frio, quando detectada pelo cérebro, leva a uma ativação das 

vias eferentes que são responsáveis pelo controle de dissipação de energia, tendo 

como principal componente efetor da resposta ao controle de temperatura o SNS. Este 

é responsável pela inervação de alvos termogênicos como o TAM e músculo 

esquelético (Kopelman, 2000) 

A principal função da termogênese é a manutenção da temperatura corporal 

adequada (em torno dos 37 ºC em humanos) em ambientes com baixas temperaturas. 

A termogênese adaptativa consiste na capacidade de geração de calor frente a alguns 

estímulos, como por exemplo o frio, que é capaz de desencadear processos de 

regulação da temperatura corporal e, em casos mais extremos, induzir o tremor e 

favorecer a liberação de calor (Bargut et al., 2017). A dieta, por sua vez, também atua 

como um regulador da termogênese adaptativa, onde a fome pode gerar a redução 

da taxa metabólica de repouso em até 40%. Dessa forma, a restrição alimentar está 

associada a um menor GE (Kopelman, 2000). Cabe ressaltar que a dieta 

hiperenergética pode estimular o TAM no objetivo da manutenção da temperatura 

corporal (Wu et al., 2013)  

A termogênese não associada ao tremor, “non-shivering”, foi descrita 

primeiramente como uma característica exclusiva do TAM, devido a sua capacidade 

de dissipar o excesso de consumo energético sob a forma de calor. Porém, relatos 

recentes demonstram que a expressão da UCP1, juntamente com expressão gênica 

semelhante aos adipócitos marrons, induz também o TAB a adquirir características de 

TAM, sendo os adipócitos beges também capaz de realizaram a termogênese “non-

shivering” (Spiegelman, 2013; Wu et al., 2013). 

A termogênese adaptativa do TAM está relacionada a duas funções distintas: 

manutenção da temperatura corporal e queima do excesso de energia ingerida. A 

termogênese termorregulatória (induzida pelo frio) está relacionada com a 

manutenção da temperatura corporal num estado de homeostase. A exposição aguda 

ao frio é capaz de promover termogênese através da contração involuntária da 

musculatura esquelética (termogênese shivering). Num processo de cronicidade, a 

dissipação de energia sem tremor se instala no TAM (termogênese non-shivering), a 

qual é um tipo de termogênese reguladora do metabolismo (induzida por dieta, sempre 

do tipo non-shivering), cada dia sendo mais estudada (Cannon e Nedergaard, 2004). 
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O responsável pela regulação central da termogênese non-shivering é o SNS, 

através da norepinefrina via receptores adrenérgicos localizados na membrana 

plasmática dos adipócitos marrons. Os subtipos mais comuns são o receptor β3-

adrenérgico (mais relevante na ativação aguda da termogênese em roedores) e o 

receptor β1-adrenérgico (mais comum em humanos). A estimulação simpática 

induzida pelo frio nos adipócitos marrons desencadeia a lipólise e, posteriormente, a 

produção de calor (Ježek et al., 2018)  

A UCP1, proteína localizada na membrana interna mitocondrial é regulada 

através de sinalizações mediadas por estímulos simpáticos adrenérgicos, 

desencadeando um desacoplamento da cadeia respiratória entre o consumo de 

oxigênio e síntese de ATP, gerando uma dissipação de energia sob a forma de calor 

(Langin, 2010).  A UCP-1 tem capacidade de acelerar o retorno de prótons para a 

matriz mitocondrial, fazendo com que a maior parte da energia proveniente do ciclo 

de Krebs e, por conseguinte, da oxidação dos substratos energéticos, seja perdida na 

forma de calor. Logo, a UCP1 é considerada a principal efetora da termogênese 

(Bianco, 2000).  

Estudos experimentais associam a atividade termogênica realizada pelo TAM 

como uma importante ferramenta contra a obesidade e doenças metabólicas como 

DM2 e dislipidemia, onde a presença do TAM em humanos pode ter sua atividade 

prejudicada com a instalação dessa condição. Entretanto, o TAM também exerce um 

papel secretor podendo contribuir para as consequências sistêmicas oriundas da 

obesidade onde a atividade termogênica é alterada (Villarroya et al., 2017).  

Em adultos humanos encontra-se 50-80 g TAM ativo. A exposição aguda ao 

frio (18°C por 3h) é capaz de aumentar o GE de seres humanos devido ao aumento 

da captação de glicose e AG por esse tecido (Ouellet et al., 2012). A exposição a 

temperaturas baixas de forma crônica também possui relação com o recrutamento de 

novas mitocôndrias em humanos e, consequentemente, elevação nas taxas 

termogênicas (van der Lans et al., 2013). 

As batocinas são adipocinas secretadas pelo TAM com efeitos autócrinos e 

parácrinos, podendo ser positivo ou negativo frente a estímulos na função 

termogênica dos adipócitos marrons. Moléculas de sinalização são liberadas pelos 

adipócitos e têm como sítios alvo as terminações nervosas simpáticas, células 

vasculares e células imunológicas para promover o remodelamento tecidual 

associado ao recrutamento adaptativo do tecido em resposta a estímulos 
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termogênicos. Além disso, é comprovado que o TAM desempenha uma função 

endócrina devido a liberação de batocinas que agem em outros órgãos distantes, 

como por exemplo reconhecimento do fator de crescimento de fibloblasto 21 e a 

miostatina, secretados pelo TAM, que têm como alvo o coração e o músculo 

esquelético (Villarroya et al., 2019).  

Diversas moléculas derivadas do TAM agem de maneira parácrina ou 

autócrina, influenciando a hipertrofia e hiperplasia do TAM, vascularização, inervação 

e fluxo sanguíneo. O fator de crescimento de fibroblastos 21, a IL-6 e a neuregulina4 

(NRG4) estão entre os primeiros fatores endócrinos derivados do TAM que foram 

identificados (Villarroya et al., 2017). 

Em 2012, a BMP (bone morphogenetic protein) 8b, um membro da família de 

proteínas BMP, foi identificada como uma batocina secretada por adipócitos marrons 

em resposta ao estímulo termogênico mediado por noradrenalina. A literatura confirma 

que o Bmp8b está entre os genes mais intensamente regulados positivamente em 

adipócitos expostos a estímulos termogênicos (Villarroya et al., 2019). O Bmp8 atua 

de forma central aumentando a produção simpática para o sítio termogênico e de 

forma localizada para ampliar a resposta termogênica frente ao estímulo adrenérgico 

(Miranda et al., 2020). Sua atuação também está presente na indução da produção 

endógena de NRG4, outra batocina conhecida, além de aumentar a vascularização 

do depósito de gordura marrom pela indução de fatores angiogênicos (Villarroya et al., 

2019). 

A NRG4 também é uma batocina secretada predominantemente no TAM 

termogenicamente estimulado, que auxilia na regulação do metabolismo de glicose e 

lipídios (Wang et al., 2019). Estudos comprovam que camundongos com deficiência 

de NRG4 apresentam aumento da RI e esteatose hepática após alimentação rica em 

gordura. Em contrapartida, camundongos com uma super expressão de NRG4, ao 

serem expostos a dieta HF, são capazes de desenvolver um estado metabólico 

melhorado. Com um menor ganho ponderal, melhoram o quadro de dislipidemia e a 

sensibilidade à insulina. Nota-se que a NRG4 é uma batocina de suma importância 

devido a sua capacidade de melhorar efeitos deletérios oriundos da obesidade como 

o DM2 e a DHGNA em pacientes obesos (Chen et al., 2017). A NRG4 secretada por 

gordura marrom está diminuída na doença renal crônica humana e murina (Kralisch 

et al., 2019). 
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O VEGFA é um fator chave pra angiogênese tecidual, entretanto há evidencias 

que ele atua como um fator de crescimento no controle do metabolismo energético e 

na função do TA, auxiliando no controle da homeostase energética. O VEGFA super 

expresso é capaz de proteger contra a DIO e RI, devido ao aumento da termogênese. 

Além disso, o VEGFA apresenta propriedades pró-inflamatórias, porém há atividade 

quimiotática específica por macrófagos anti-inflamatórios M2 (Villarroya et al., 2019). 

O aumento da expressão de VEGFA resulta em aumento do número e tamanho 

dos vasos sanguíneos tanto no TAM como no TAB, protegendo contra a hipóxia 

induzida por dieta HF e pela obesidade. Estratégias associadas a superexpressão do 

VEGFA no TA é uma abordagem terapêutica potencialmente favorável para a 

prevenção da obesidade e da RI (Elias et al., 2012).  

O declínio da atividade do VEGFA nos adipócitos resulta na diminuição da 

vascularização do TA, levando à diminuição da capacidade termogênica, além de 

reduzir a capacidade oxidativa da mitocôndria em adipócitos marrons, gerando a 

diminuição da termogênese devido a falhas na atividade mitocondrial. O VEGFA serve 

para administrar a capacidade termogênica de adipócitos marrons por meio da função 

mitocondrial em conjunto com o recrutamento de vasos sanguíneos (Mahdaviani et 

al., 2016). 

 

 

1.6  Whitening 

 

 

 O TAM é especializado na dissipação de energia por meio da produção de 

calor, os adipócitos marrons contêm TAGs armazenados em numerosas inclusões 

lipídicas de tamanho pequeno e têm como organela mais característica as 

mitocôndrias (Saely et al., 2012). 

A obesidade promove alterações associadas a fatores de risco intermediários, 

como hipertensão, dislipidemia e intolerância oral à glicose, promovendo alterações 

estruturais e funcionais do TAM, as quais envolvem disfunção mitocondrial pela 

função oxidativa alterada, anormalidades ultraestruturais e aumento do estresse 

oxidativo, esse processo é conhecido como “clareamento” do tecido adiposo marrom 

ou “whitening”  (Gao et al., 2020). Dessa forma, os adipócitos marrons são 
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transformados em adipócitos fenotipicamente brancos e, consequentemente, com 

reduzida atividade termogênica (Miranda et al., 2020). 

 O “whitening” pode ser induzido por vários fatores, incluindo alta temperatura 

ambiente, deficiência de receptor de leptina, deficiência de sinalização β-adrenérgica, 

deficiência de lipase, obesidade, entre outros, onde cada um desses fatores é capaz 

de induzir a infiltração de macrófagos no TAM, causando morte celular. A exposição 

crônica a um ambiente obesogênico pode induzir o clareamento dos adipócitos 

marrons, favorecendo o processo de morte celular pois contribui para o 

desenvolvimento do quadro de inflamação, ERE, disfunção mitocondrial e aumento 

de espécies reativas de oxigênio no TAM. Todos esses fatores estão envolvidos na 

morte dos adipócitos induzida pela disfunção desse tecido (Kotzbeck et al., 2018). 

A mudança na conformação da gotícula lipídica do adipócito marrom, através 

de um processo de aumento do tamanho das gotículas (coalescência), pode ser 

observada no “whitening”, deixando-o semelhante ao adipócito branco. A obesidade 

e o envelhecimento promovem distúrbios metabólicos onde o desequilíbrio da 

homeostase acarreta um quadro de disfunção mitocondrial durante o “whitening”, 

provocando o aumento do estresse oxidativo (Deng et al., 2020). No clareamento do 

TAM observa-se a rarefação vascular como um fator causal significativo para esse 

efeito. A insuficiência vascular leva à disfunção mitocondrial e perda de estrutura do 

TAM, contribuindo para a RI (Shimizu e Walsh, 2015). 

A rarefação vascular está intimamente relacionada ao processo de “whitening” 

no TAM, onde estudos mostram que a deleção direcionada de VEGFA é um fator 

predisponente para esse processo de clareamento. Em contrapartida, o aumento da 

expressão de VEGFA no TAM de camundongos obesos é capaz de restaurar a 

vascularização, melhorando a disfunção dos adipócitos e, consequentemente, 

melhorando a sensibilidade à insulina. A rarefação capilar no TAM, provocada pela 

obesidade ou ablação de VEGFA, diminui a sinalização β-adrenérgica, aumentando a 

disfunção mitocondrial, e promove a mitofagia, indicando que a supernutrição leva ao 

desenvolvimento de um estado de hipóxia no TAM, causando seu clareamento por 

disfunção e perda mitocondrial (Shimizu et al., 2014). 

Em camundongos alimentados com uma dieta padrão e mantidos em 

temperatura ambiente, os adipócitos estão localizados em vários compartimentos 

subcutâneos e viscerais (Vitali et al., 2012). Contudo, no órgão adiposo de animais e 

humanos obesos, os adipócitos marrons são dificilmente encontrados devido à 



38 
 

hipótese de que o “whitening” faz com que o TAM adote características de TAB. 

Consequentemente, ocorre dificuldade na identificação do TAM e redução dos efeitos 

da atividade termogênica. Estudos visam elucidar as vias envolvidas no processo de 

mudanças fenotípicas realizadas pelo TAM quando há instalação de obesidade de 

forma crônica (Sbarbati et al., 1991; Cinti et al., 1997). 

O “whitening” pode ser desencadeado por alguns mecanismos como: baixa 

atividade do SNS (Cannon e Nedergaard, 2004; Frontini e Cinti, 2010), onde a 

manutenção fenotípica do TAM se dá através da sinalização adrenérgica, essencial 

para o controle da atividade termogênica (Bartness e Wade, 1984; Dulloo e Miller, 

1984). A atividade enzimática da lipase de triacilglicerol do adipócito (ATGL) também 

é fundamental para a morfologia e função normais do TAM (Haemmerle et al., 2006; 

Ahmadian et al., 2011), bem como a temperatura ambiente exerce influência na 

conformação do adipócito marrom (Cannon e Nedergaard, 2004; Frontini e Cinti, 

2010).  
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

 

Examinar os efeitos da dieta hiperlipídica sobre o gasto energético, mediadores 

termogênicos e inflamatórios envolvidos no “whitening” no tecido adiposo marrom 

(TAM) em camundongos alimentados com dieta hiperlipídica em três tempos 

diferentes de administração (12, 16 e 20 semanas). 

 

 

2.2. Objetivos Específicos  

 

 

Avaliar os efeitos da dieta hiperlipídica em três tempos diferentes (12, 16 e 20 

semanas) sobre: 

 

a) A massa corporal, ingestão alimentar, temperatura corporal e tolerância oral à 

glicose nos diferentes grupos experimentais; 

b) A morfologia do TAM; 

c) Expressão de UCP1 por imunofluorescência no TAM nos animais dos 

diferentes grupos experimentais; 

d) Expressão gênica de fatores termogênicos e ligados ao “whitening”, batocinas 

e marcadores do estresse do retículo endoplasmático no TAM dos animais 

estudados. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

3.1. Animais e Dieta  

 

 

Os procedimentos apresentados no presente estudo foram realizados de 

acordo com os guias convencionais para experimentação em animais (publicação Nº. 

85-23 do NIH, revisada em 1996). Além disso, as normas impostas internacional e 

nacionalmente foram seguidas e aprovadas pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro sob o protocolo CEUA 041/2018. 

Sessenta camundongos da linhagem C57BL/6 machos, provenientes do 

biotério central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), foram alocados no 

biotério do Laboratório de Morfometria, Metabolismo e Doenças Cardiovasculares 

(LMMC) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) e mantidos em 

condições controladas de temperatura (21±2ºC), umidade (60±10%) e luminosidade 

(ciclos de 12/12h de claro-escuro), com livre acesso à água e dieta, em caixas 

pathogen-free durante todo o experimento (sistema Nexgen, Allentown Inc., PA, EUA).  

Com três meses de idade os animais foram aleatoriamente divididos para início do 

protocolo de indução da obesidade para avaliar os efeitos da ingestão de dieta HF em 

diferentes períodos de administração da dieta, perfazendo os seis grupos 

experimentais (Figura 6):  

 

a) C12 (n=10, dieta controle por 12 semanas); 

b) HF12 (n=10, dieta hiperlipídica por 12 semanas); 

c) C16 (n=10, dieta controle por 16 semanas); 

d) HF16 (n=10, dieta hiperlipídica por 16 semanas); 

e) C20 (n=10, dieta controle por 20 semanas); 

f) HF20 (n=10, dieta hiperlipídica por 20 semanas). 
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Figura 6 - Desenho experimental  

 

Legenda: Esquema representativo dos grupos experimentais. Abreviações: Controle 12 semanas 
(C12), high-fat 12 semanas (HF12), controle 16 semanas (C16), high-fat 16 semanas (HF16), 
controle 20 semanas (C20), high-fat 20 semanas (HF20).  

Fonte: A autora, 2021. 
 

Todos os grupos alimentados com dieta controle (C12, C16 e C20) receberam 

dieta padrão para roedores (C, n=30, 10% da energia sob a forma de lipídios, 14% 

sob a forma de proteínas e 76% sob a forma de carboidratos, 15 kJ/g de dieta), 

enquanto os grupos high-fat (HF12, HF16, HF20) receberam dieta rica em lipídios (HF, 

n=30, 50% da energia sob a forma de lipídios, 14% sob a forma de proteínas e 36% 

sob a forma de carboidratos, 21 kJ/g de dieta). As dietas foram produzidas pela 

empresa Prag soluções (Jaú-SP, Brasil) de acordo com as recomendações da AIN-

93M para roedores, incluindo o aporte de vitaminas e minerais (Reeves, Nielsen et al. 

1993). As dietas experimentais encontram-se detalhadas na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Composição nutricional das dietas experimentais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A escolha dos tempos de avaliação da cronicidade da dieta HF sobre os 

desfechos propostos se basearam em estudo prévio do grupo, no qual a partir da 12ª 

semana de administração da dieta HF foi verificado whitening no TAM (Miranda et al., 

2020) e num relato anterior da literatura de que o TAB, após 16 semanas de dieta HF, 

sofre remodelamento com renovação dos adipócitos (Strissel et al., 2007).  

 

3.2. Ingestão alimentar, ingestão energética e massa corporal 

 

 

Avaliou-se a ingestão alimentar diariamente (cada grupo em seu respectivo 

tempo de dieta) através da subtração entre as quantidades de ração ofertada e ração 

não consumida após 24 horas (em gramas). O cálculo da ingestão energética foi 

realizado pela multiplicação da ingestão alimentar em gramatura pela energia ofertada 

por grama da respectiva dieta. Posteriormente, o valor obtido em quilocalorias foi 

Nutrientes 
Dietas 

Controle 
 

HF 

Caseína 140,0 
 

175,0 

Amido de milho 620,7 
 

347,7 

Sacarose  100,0 
 

100,0 

Banha de porco --- 
 

238,0 

Frutose --- 
 

--- 

Óleo de soja 40,0 
 

40,0 

Fibra  50,0 
 

50,0 

Mix de vitaminas  10,0 
 

10,0 

Mix de minerais 35,0 
 

35,0 

Cistina 1,8 
 

1,8 

Colina 2,5 
 

2,5 

Antioxidante  0,008 
 

0,008 

Total (g) 1000 
 

1000 

Energia (Kcal) 3802,8 
 

5000 

Carbohidrato (%, energia)  76 
 

36 

Proteína (%, energia) 14 
 

14 

Lipídios (%, energia) 10 
 

50 



43 
 

convertido em quilojoules, medida universal de energia. A MC foi aferida 

semanalmente (durante todo o período de indução de obesidade por dieta HF, ou seja, 

12 semanas, 16 semanas e 20 semanas, cada grupo em seu respectivo tempo) em 

balança digital (precisão 0,01g). O ganho ponderal foi calculado a partir da subtração 

da MC final pela MC inicial. 

 

 

3.3. Teste oral de tolerância à glicose 

 

 

A realização do teste oral de tolerância à glicose (TOTG) ocorreu na semana 

antecedente à eutanásia (em seu respectivo tempo de dieta), onde os animais foram 

submetidos ao jejum durante o período de seis horas e, logo após, foi administrada 

uma solução glicosada (25% em salina estéril-0,9 NaCl), via gavagem orogástrica, na 

dose de 2g de glicose por kg de MC de cada animal. 

A coleta sanguínea foi obtida através do método de ordenha da veia caudal (em 

animais escolhidos aleatoriamente) e foram medidas as glicemias no tempo 0 (jejum), 

15, 30, 60 e 120 minutos, através de glicosímetro manual (Accu-Chek, Roche, São 

Paulo, SP, Brasil). O tempo zero (0) foi utilizado como glicose em jejum. A área sob a 

curva (ASC) foi calculada usando a ferramenta trapezoide do programa GraphPad 

Prism versão 8.3 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).  

 

 

3.4. Calorimetria indireta 

 

 

Na penúltima semana de dieta (de seu respectivo tempo), os animais de todos 

os grupos (selecionados de forma aleatória) foram alocados em gaiolas metabólicas 

(com livre acesso à água e à dieta) durante o período de 48 horas e as gaiolas estavam 

conectadas a um sistema de módulos de calorimetria (Oxylet System, Panlab Havard 

Apparatus). 
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O presente sistema é programado para monitorar simultânea e continuamente 

o volume de oxigênio consumido (VO2), volume de gás carbônico produzido (VCO2) 

e a taxa de troca respiratória. Os dados foram coletados a cada três minutos durante 

48 horas, com as primeiras 24 horas consideradas um período de climatização 

(Penna-de-Carvalho, Graus-Nunes et al. 2014).  

O VO2 foi calculado por grama de peso corporal metabólico (PC)0,75. O GE 

(Kcal/dia/animal) foi relativizado pela MC de cada animal e apresentado como Kcal/g 

de MC.  

 

 

3.5. Termografia 

 

 

Através de imagens obtidas com uma câmera termográfica FLIR C2 com 

sistema infravermelho (FLIR Systems, Wilsonville, Oregon, EUA), foi possível aferir a 

temperatura corporal dos animais (de todos os grupos), onde as imagens foram 

captadas em temperatura ambiente, com os animais conscientes (sem utilização de 

sedativos). Tais imagens foram obtidas na semana antecedente à eutanásia.  

 

 

3.6. Eutanásia 

   

 

Ao final do respectivo tempo (em semanas) do protocolo experimental, os 

animais foram mantidos em jejum por seis horas e, após a administração de heparina, 

foram prontamente anestesiados com cetamina (240 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg). Foi 

realizada a abertura torácica através de incisão mediana ventral e o sangue foi 

coletado por punção cardíaca para a realização de dosagens bioquímicas. 

O TAMi foi cuidadosamente dissecado, pesado com o auxílio de balança de 

precisão 0,01 g (BL-3200H) e fixado em formalina de Millonig para processamento de 

microscopia de luz e microscopia confocal, além de congelados (-80 °C) para análises 

de RT-qPCR. Também foi realizada a dissecção e pesagem dos compartimentos que 

correspondem à gordura intra-abdominal:  retroperitoneal (ligada à parede posterior 
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do abdômen e aos rins e ureteres) e epididimária (ligada ao epidídimo, na porção 

inferior do abdômen). 

 

 

3.7. Análise plasmática 

 

 

Amostras de sangue foram obtidas por punção cardíaca, o plasma foi separado 

por centrifugação (712 xg) e estocado em -80 ºC até a realização das análises. As 

concentrações plasmáticas de insulina e leptina foram mensuradas através do método 

de ELISA (Rat/Mouse Insulin ELISA kit Cat. #EZRMI-13K e Rat/Mouse Leptin ELISA 

kit Cat. #EZML-82K, Millipore, Missouri, EUA) usando o equipamento Fluostar Omega 

(BMG LABTECH GmbH, Alemanha). 

Os resultados de glicemia e insulinemia de jejum foram utilizados para calcular 

o FIRI (Índice de resistência à insulina em jejum), utilizando a fórmula insulina de jejum 

(µU/L) x glicemia de jejum (mmol/L) / 25 (Duncan MH. 1995). 

 

 

3.8. Microscopia de luz e estereologia 

 

 

Com o intuito de preservar as amostras o mais próximo possível do seu estado 

natural, o TAMi seguiu para a fixação, permanecendo submerso durante 48 horas em 

formalina de Millonig (formaldeído a 4% p/v, tampão fosfato 0,1 M, pH 7,2). Após esse 

período, foi realizada a desidratação dos tecidos (utilizou-se uma escala crescente de 

álcoois, até chegar em sua forma absoluta com o intuito de homogeneizar a 

desidratação tecidual sem danificar a estrutura), a diafanização (clareamento), que foi 

realizada com uso de substâncias intermediárias (xilol), que sendo miscíveis em álcool 

e meio de inclusão, conseguem evaporar o álcool, tornando a estrutura pronta para a 

inclusão. Os tecidos foram incluídos em Paraplast plus® (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, 

MO, USA) e foram seccionados em cortes de 5μm com o auxílio de um micrótomo, 

dotado de uma navalha de aço que é capaz de nos conceder secções muito finas de 

tecido. Posteriormente, o tecido foi corado com hematoxilina-eosina, todas as etapas 
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relatadas anteriormente seguiram um protocolo previamente estabelecidos para o 

tecido em questão.  

O tamanho das vesículas de gordura no padrão multilocular do TAMi foi 

observado através de tomadas de imagens digitais em campos microscópios 

aleatórios e não consecutivos com o microscópio Olympus BX51 e câmera acoplada 

(Infinity 15c, Lumenera Co., Ottawa, ON, Canada), através do software Image-Pro 

Plus (versão 7.0 - Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).  

  A fim de estimar indiretamente a densidade numérica de adipócito marrom por 

área, foi realizado a densidade numérica de núcleos por área (QA), uma vez que o 

adipócito marrom é uma célula mononucleada. O QA foi obtido pela divisão do número 

total de núcleos contados na área teste, à exceção dos que tocam a linha proibida, 

pela área teste (em µm2), obtida a partir do software STEPanizer 

(www.stepanizer.com), versão beta offline 0.28. 

 

 

3.9. Microscopia confocal 

 

 

Para imunofluorescência, foi realizada a remoção de parafina e secções 

desparafinizadas e hidratadas de tecido (5 µm de espessura) foram tratadas com 

tampão citrato (pH 6.0, a 60 ºC por 20 min) para recuperação antigênica e, então, com 

glicina 2% e tampão de bloqueio (PBS/5%BSA). As secções foram incubadas 

overnight a 4 ºC com o anticorpo anti-UCP-1 (Cusabio, PA025554ESR2HU, Houston, 

TX, EUA) na diluição 1:100 em PBS/1%BSA. No dia seguinte, as lâminas foram 

incubadas por 1h, em temperatura ambiente, com o anticorpo secundário anti-rabbit 

conjugado com fluorocromo Alexa 488, na diluição 1:50 em PBS/1%BSA. As lâminas, 

então, foram lavadas com PBS e montadas com SlowFade Antifade para manter a 

fluorescência (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA). 

Imagens digitais imunofluorescentes para a marcação de UCP1 foram obtidas 

utilizando-se microscopia confocal (Nikon Confocal Laser Scanning Microscopy – 

Model C2; Nikon Instruments, Inc., New York, EUA). 
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3.10. PCR quantitativo em tempo real 

 

 

Foi realizada a reação em cadeia de polimerase e transcriptase reversa em 

tempo real (RT-qPCR) para avaliar a expressão de RNA mensageiro (RNAm) dos 

genes relacionados ao ERE, termogênese, inflamação e batocinas de camundongos. 

Os TAMi coletados foram transferidos para microtubos autoclavados contendo 

solução de lise - Trizol (Invitrogen, CA, EUA) para que o RNAm fosse transferido e 

isolado. Este foi quantificado utilizando contador espectrofotômetro (equipamento 

Nanovue - GE Life Sciences) usando 1 ug de RNA e DNAse I (Invitrogen).  

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando oligonucleotídeos Oligo 

(dT) para RNAm e transcriptase-reversa Superscript III (Invitrogen, CA, EUA). O PCR 

em tempo real foi realizado utilizando o termociclador Biorad CFX96 e a mistura SYBR 

Green (Invitrogen, CA, EUA). Os iniciadores foram projetados usando o software on-

line Primer 3web versão 4.0. O gene beta-actina foi utilizado como um controle 

endógeno para corrigir a expressão dos genes alvo. 

A eficiência da corrida dos genes alvo e do gene endógeno foi 

aproximadamente igual, sendo calculada por diluições em série do cDNA. As reações 

de PCR foram realizadas seguindo um programa de desnaturação e ativação da 

polimerase (4min a 95° C), com 44 ciclos, cada um consistindo em 95°C por 10s e 

60°C por 15s, seguido de uma curva de fusão (60 a 95°C, com aquecimento taxa de 

0,1°C / s). 

A razão de expressão relativa (QR) do mRNA foi calculada pela equação 2-ΔΔCt, 

onde ΔCT expressou a diferença entre o número de ciclos (TC) dos genes alvo e o 

controle endógeno. As sequências de primers sensíveis e anti-sentido utilizadas para 

amplificação estão descritas na Tabela 3. 

Ao longo do texto, os genes serão descritos com a primeira letra maiúscula e 

em itálico e as proteínas com siglas em letras maiúsculas, conforme padronizado 

internacionalmente (Davisson 1994).  
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Tabela 3 - Detalhamento dos primers utilizados  

Primers Forward Reverse 

Atf4 CCGAGATGAGCTTCCTGAAC ACCCATGAGGTTTCAAGTGC 

Beta-actin TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

Bmp8b CTATGCAGGCCCTGGTACAT AGGCCTGGACTACCATGTTG 

Chop CTGCCTTTCACCTTGGAGAC CGTTTCCTGGGGATGAGATA 

Cidea CTCGGCTGTCTCAATGTCAA GGAACTGTCCCGTCATCTGT 

Gadd45 GCGAGAACGACATCAACATC GTTCGTCACCAGCACACAGT 

Nlpr3 ATGCTGCTTCGACATCTCCT  GTTTCTGGAGGTTGCAGAGC 

Nrg-4 GCCCATTCTGTAGGTGCATT TTACTTTCGCTTGGGATGCT 

Plin1 ACGACCAGACAGACACAGAG GGCTGTAACCTCTCTGAGCA 

Ppar-a TCGGACTCGGTCTTCTTGAT TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA 

Tlr4 GCCGGAAGGTTATTGTGGTA  GAAACTGCCATGTTTGAGCA 

Ucp1 TCTCAGCCGGCTTAATGACT  TGCATTCTGACCTTCACGAC 

Vegfa ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT TATGTGCTGGCTTTGGTGAG 

 

3.11. Análise estatística 

 

 

Os dados foram expressos como média e desvio padrão e as análises foram 

realizadas por ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett t3 

(em todos os grupos), pois não se assumiu a homocedasticidade entre os grupos. Em 

todos os casos utilizando-se o índice de significância com P<0,05 (GraphPadPrism, 

versão 8.3, CA, EUA). 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1. Ganho ponderal e ingestão energética 

 

 

Os grupos C e HF iniciaram o experimento (semana 0) com massas corporais 

similares (tabela 4). Ao final do experimento observou-se que o ganho ponderal foi 

maior nos grupos HF em relação aos grupos C, independente do tempo de 

administração de dieta. Esse ganho pode ser observado a partir da décima segunda 

semana, onde há um aumento expressivo na MC dos animais de todos os grupos HF 

quando comparados com suas contrapartes (+186% HF12 vs. C12, +407% HF16 vs. 

C16, +293% HF20 vs. C20, Figura 7A).  

Os achados correlacionados à densidade energética corroboram com os 

resultados do ganho ponderal, devido à maior densidade energética da dieta HF (21 

kJ/g de dieta) em comparação com a dieta C (15 kJ/g de dieta). Os animais 

alimentados com dieta hiperlipídica apresentaram consumo energético maior do que 

a necessidade para a manutenção do seu metabolismo basal. Dessa forma, apesar 

de não haver diferença estatística significativa em relação à ingestão alimentar das 

diferentes dietas, houve aumento do consumo energético nos grupos HF 

independentemente da idade (+40% HF12 vs. C12, +41% HF16 vs. C16, +41% HF20 

vs. C20, Figura 7B). 
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Figura 7 - Ganho ponderal (A) e Ingestão energética (B) 

Legenda: Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média (n=5) e foram 
testados pelo ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett 
T3. Diferenças significativas entre os grupos (P<0,05) estão indicadas:*P<0,05,**P<0,01 e 
***P<0,001. Abreviações: Controle 12 semanas (C12), high-fat 12 semanas (HF12), controle 
16 semanas (C16), high-fat 16 semanas (HF16), controle 20 semanas (C20), high-fat 20 
semanas (HF20). 

 

Tabela 4 – Massa corporal inicial, Massa corporal final, FIRI e Temperatura corporal 

Parâmetro C12 HF12 C16 HF16 C20 HF20 

Massa 
corporal 
inicial (g) 

25,29±0,6
2 

27,03±2,99 
26,36±1,4

0 
26,08±1,91 

26,39±1,6
6 

25,86±1,79 

Massa 
corporal 
final (g) 

26,87±1,0
5 

29,22±0,65
a 

26,27±1,2
1 

31,81±2,63
c 

25,85±1,6
5 

32,88±1,99
e 

 
FIRI 

 
0,27±0,05 0,41±0,07a 0,16±0,03 0,46±0,17c 0,21±0,07 0,19±0,06 

Temperatur
a corporal 

(°C) 
31,44±0,90 28,52±0,82a 35,45±0,44 35,50±0,54 34,30±0,35 33,37±0,23e 

Legenda: Valores representados como média ± DP, n=5 por grupo. Diferenças significativas entre os 
grupos estão indicadas com os símbolos (P<0,05): a ≠ C12; c ≠ C16; e ≠ C20 conforme 
determinado pelo ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett 
T3. Abreviações: Controle 12 semanas (C12), high-fat 12 semanas (HF12), controle 16 semanas 
(C16), high-fat 16 semanas (HF16), controle 20 semanas (C20), high-fat 20 semanas (HF20). 

 

 

4.2 Metabolismo de carboidratos 

 

 

Após a análise da área sob a curva (ASC) do TOTG, observa-se que a dieta 

HF promoveu intolerância oral à glicose nos animais de todos os grupos HF 

(independentemente do tempo de ingestão de dieta HF), por um aumento significativo 
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na ASC quando comparado ao grupo C (+45% HF12 vs. C12, +41% HF16 vs. C16, 

+24% HF20 vs. C20, Figura 8A). 

Concordando com os dados do TOTG, observou-se hiperinsulinemia em todos 

os grupos HF quando comparados aos grupos C (+81% HF12 vs. C12, +111% HF16 

vs. C16, +35% HF20 vs. C20, Figura 8B). Observou-se também uma redução 

progressiva da concentração plasmática de insulina com a cronicidade da dieta HF, 

com o grupo HF16 apresentando uma redução de 40% em relação ao HF12 e o grupo 

HF20 apresentando uma redução de 26% em relação ao HF16 (Figura 8C). 

A análise do FIRI (Tabela 4) revelou RI no grupo HF12 quando comparado ao 

C12 (+54%) e no grupo HF16 quando comparado ao C16 (+186%). Contudo, o grupo 

HF20 não apresentou RI em comparação ao C20, concordando com a hipótese de 

senescência e exaustão das ilhotas pancreáticas nesse grupo. 

 

Figura 8 - Teste oral de tolerância à glicose (A), Área sob a curva (B) e Insulina (C) 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Valores representados como média ± DP, n=5 por grupo. Diferenças significativas entre os 
grupos estão indicadas com os símbolos (P<0,05): a ≠ C12; c ≠ C16; e ≠ C20 conforme 
determinado pelo ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste 
Dunnett T3. Abreviações: Controle 12 semanas (C12), high-fat 12 semanas (HF12), controle 
16 semanas (C16), high-fat 16 semanas (HF16), controle 20 semanas (C20), high-fat 20 
semanas (HF20). 
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4.3 Distribuição de gordura e leptina plasmática 

 

 

  Com relação ao acúmulo de gordura visceral (epididimária), na semana 12 não 

houve diferença significativa entre os grupos HF12 e C12 (figura 9A). Entretanto, nas 

demais semanas avaliadas (16 e 20), houve incremento do depósito de gordura nesse 

compartimento nos grupos que consumiram dieta HF em comparação ao grupo 

controle de mesma idade (+67% HF16 vs. C16, +93% HF20 vs. C20, Figura 9A). 

 Houve hiperleptinemia nos grupos HF nos três tempos de administração da 

dieta HF (+126% HF12 vs. C12, +124% HF16 vs. C16, +437% HF20 vs. C20, Figura 

9B), confirmando uma disfunção dos adipócitos brancos compatível com o quadro de 

metainflamação característico da obesidade nos diferentes tempos de administração 

da dieta. 

 

Figura 9 - Distribuição de gordura (A) e Leptina (B)  

 

Legenda: Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média a (n=5) e foram 
testados pelo ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett 
T33. Diferenças significativas entre os grupos (P<0,05) estão indicadas: *P<0,05 **P<0,01 e 
*** P<0,001. Abreviações: Controle 12 semanas (C12), high-fat 12 semanas (HF12), controle 
16 semanas (C16), high-fat 16 semanas (HF16), controle 20 semanas (C20), high-fat 20 
semanas (HF20).  

 

  



53 
 

4.4 Microscopia de luz e densidade numérica de núcleos por área 

 

 

As fotomicrografias (Figura 10) permitem verificar as características padrões de 

célula multilocular no TAM dos grupos C12, C16 e C20. Contudo, devido à cronicidade 

da ingestão lipídica nos grupos HF, observa-se um aumento pronunciado do acúmulo 

de gotículas de gordura nos grupos HF12, HF16 e HF20 quando comparados com o 

grupo C (independente do tempo), dificultando a visualização da delimitação dos 

adipócitos marrons multiloculares que, frequentemente, passaram a lembrar um 

padrão de armazenamento lipídico de um adipócito branco. Esse fenômeno é 

denominado de “whitening” e esse evento foi maximizado de maneira tempo-

dependente no presente estudo (Figura 10). 

 

Figura 10 – Microscopia de Luz 

Legenda: Fotomicrografias do TAM coradas com hematoxilina e eosina com grupo Controle na parte 
superior e grupo HF na parte inferior, barra de calibração=30µm. 

 

Os resultados referentes ao QA de núcleo sugerem que, devido ao fenômeno 

de “whitening”, há um aumento do tamanho das gotículas de gordura no grupo HF 

quando comparado com o grupo C (independente do tempo). Tal aumento promove 

um maior distanciamento entre os núcleos de adipócitos marrons vizinhos. Desta 
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forma, há uma redução do QA de núcleos nos grupos HF (independente do tempo) em 

comparação aos grupos C (-29% HF12 vs. C12, -34% HF16 vs. C16, -44% HF20 vs. 

C20, Figura 11). As imagens histológicas corroboram com os resultados obtidos no 

QA de núcleo (Figura 10).  

 

 

Figura 11 - Densidade numérica de núcleo por área 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média (n=5) e foram 
testados pelo ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett 
T3. Diferenças significativas entre os grupos (P<0,05) estão indicadas: *P<0,05, ** P<0,01 e 
***P<0,001. Abreviações: Controle 12 semanas (C12), high-fat 12 semanas (HF12), controle 
16 semanas (C16), high-fat 16 semanas (HF16), controle 20 semanas (C20), high-fat 20 
semanas (HF20). 

 
 

4.5 Quociente respiratório e gasto energético 
 
 

Foi utilizado o ensaio da calorimetria indireta para o cálculo do quociente 

respiratório (QR, Figura 12A), estimado pela razão VCO2/VO2 e que pode ser um 

indicador do principal combustível para a manutenção do metabolismo basal desses 

animais. O grupo C (independente do tempo) atingiu um maior QR em comparação 

aos grupos HF, apresentando um QR próximo a 1,0, onde pode-se inferir que o grupo 

C utilizou preferencialmente carboidratos como principal fonte energética sem 

apresentar diferença estatística significativa entre si. 

Os grupos HF12 (-12% vs. C12) e HF20 (-21% vs. C20) apresentaram um QR 

próximo ao valor 0,7, o que se pode inferir que esses grupos possivelmente 
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consumiram lipídios como fonte energética preferencial (Figura 12A), entretanto o 

HF16 apresentou um consumo preferencial por carboidratos (Figura 12A).  

Com relação ao GE por grama de massa corporal, houve redução significativa 

nos grupos HF (-16% HF12 vs. C12, -35% HF16 vs. C16, -33% HF20 vs. C20, Figura 

12B), enquanto o grupo C apresentou GE elevado, sugerindo adipócitos com atividade 

termogênica preservada (Figura 12B). Esses achados corroboram o “whitening “dos 

adipócitos marrons nos grupos HF, onde temos disfunção dos TAM e dificuldade em 

realizar termogênese.  

 

Figura 12 - Quociente respiratório (A) e gasto energético (B)   

 

Legenda: Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média (n=5) e foram 
testados pelo ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett 
T3. Diferenças significativas entre os grupos (P<0,05) estão indicadas: *P<0,05, **P<0,01 e 
*** P<0,001. Abreviações: Controle 12 semanas (C12), high-fat 12 semanas (HF12), 
controle 16 semanas (C16), high-fat 16 semanas (HF16), controle 20 semanas (C20), high-
fat 20 semanas (HF20). 

 

4.6 Imunofluorescência e termografia 

 

 

A imunofluorescência para UCP1 (Figura 13) confirma os achados histológicos 

(Figura 10), onde os animais alimentados com a dieta HF apresentaram adipócitos 

marrons com arranjo similar a um adipócito unilocular (whitening). Observa-se uma 

menor área de marcação de UCP1 (a proteína que está intimamente relacionada à 

atividade termogênica, situada na mitocôndria), com grande área de adipócitos 

uniloculares (as gotículas lipídicas aparecem em preto na Figura 13). Em 

contrapartida, observou-se uma imunomarcação positiva para UCP1 mais expressiva 

nos grupos controle (Figura 13), independente do tempo de dieta.  
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Corroborando com os resultados da imunofluorescência, a temperatura 

corporal dos animais do grupo controle, independente do tempo, encontravam-se mais 

elevadas quando comparadas com o grupo HF12 e HF20. Entretanto, o grupo HF16 

apresentou uma diferença significativa com relação ao outros grupos (Figura 13 e 

Tabela 4) e tais achados serão discutidos posteriormente com os dados do RT-qPCR.  

 

Figura 13 - Termografia e Imunofluorescência 

Legenda: Vista dorsal das imagens termográficas seguindo a seguinte ordem: C12, C16 E C20/HF12, 
HF16 e HF20. Microscopia confocal do tecido adiposo marrom marcado com dapi (azul, 
núcleo) e anticorpo anti-UCP1 (verde). Mesmo aumento para todas as fotomicrografias, barra 
de calibração = 50μm. 
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4.7 PCR quantitativo em tempo real 

 

 

4.7.1. Expressão gênica: Marcadores termogênicos 

 

 

A expressão relativa do RNAm de Ppar-a, um fator de transcrição que tem 

marcadores termogênicos como genes-alvo, foi menor no grupo HF que no grupo C 

independente do tempo de administração da dieta HF (-58% HF12 vs. C12, -81% 

HF16 vs. C16, -52% HF20 vs. C20, Figura 14A) 

A Ucp-1, responsável pela dissipação de calor na cadeia respiratória 

mitocondrial, corrobora com os resultados relacionados ao Ppar-a, que tem como um 

de seus genes alvos a Ucp1. A expressão da Ucp-1 foi menor nos grupos HF quando 

comparada aos grupos C independente do tempo (-55% HF12 vs. C12, -58% HF16 

vs. C16, -63% HF20 vs. C20, Figura 14B). 

Os resultados relacionados ao Plin1 (Perilipina 1), que é um marcador 

relacionado à lipólise e instabilidade das gotas lipídicas, mostraram um aumento 

significativo nos grupos HF12 e HF16 em relação aos grupos controles de mesma 

idade (+346% HF12 vs. C12, +338% HF16 vs. C16, Figura 14C), entretanto no grupo 

HF20 não houve diferença estatística significativa quando comparado com o C20, 

onde sugere-se um quadro de exaustão e disfunção celular.  
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Figura 14 - Genes marcadores termogênicos   

 

Legenda: Expressão gênica de Ppar-a (A), Ucp1 (B), Plin1 (C). Os valores estão representados como 
média ± desvio padrão da média (n=5) e foram testados pelo ANOVA de uma via com teste 
de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett T3. Diferenças significativas entre os grupos 
(P<0,05) estão indicadas: *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001. Abreviações: 
Controle 12 semanas (C12), Controle 16 semanas (C16), Controle 20 semanas (C20), dieta 
rica em gordura 12 semanas (HF12), dieta rica em gordura 16 semanas (HF16), dieta rica em 
gordura 20 semanas (HF20).  

 

4.7.2. Expressão gênica: Batocinas 

 

 

O Bmp8, que é um gene relacionado ao estímulo adrenérgico e atua na 

resposta termogênica positivamente, apresentou expressão aumentada no grupo 

HF12 quando comparado ao grupo C12 (+206%, Figura 15A). Já na semana 16, não 

observamos diferença estatística significativa entre os grupos C e HF, corroborando 

com as imagens termográficas, onde é possível observar um comportamento similar 

em relação a temperatura corporal tanto no grupo HF16 quanto no grupo C16. Por 

outro lado, o grupo C20 apresentou um aumento expressivo do Bmp8 devido ao seu 

potencial termogênico preservado quando comparado com o grupo HF20 (+148% C12 

vs. HF12 Figura 15A). 

 A expressão do gene Nrg4 está intimamente relacionado à presença de 

obesidade, levando a efeitos deletérios em sítios distintos. Nos grupos HF12 e HF16 

  

 



59 
 

observou-se um aumento significativo da expressão gênica do Nrg4 quando 

comparados com os grupos controle do mesmo tempo (+1.230% HF12 vs. C12, 

+251% HF16 vs. C16, Figura 15B), entretanto não houve diferença significativa entre 

os grupos HF20 e C20, contribuindo com a hipótese de disfunção celular.  

 O Vegfa é um gene relacionado à vascularização e suprimento celular, onde 

sua expressão nos grupos HF independente do tempo encontrou-se reduzida quando 

comparada com os grupos C (-52% HF12 vs. C12, -37% HF16 vs. C16, -50% HF20 

vs. C20, Figura 15C). Tais resultados corroboram com os achados do QA de núcleo, 

onde há presença reduzida de núcleos por área nos grupos alimentados com dieta HF 

devido ao aumento do tamanho das gotículas de lipídios.  

 

Figura 15 - Batocinas 

 

Legenda: Expressão gênica de Bmp8b (A), Nrg4 (B), Vegfa (C). Os valores estão representados como 
média ± desvio padrão da média (n=5) e foram testados pelo ANOVA de uma via com teste 
de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett T3. Diferenças significativas entre os grupos 
(P<0,05) estão indicadas: *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001. Abreviações: Controle 12 
semanas (C12), Controle 16 semanas (C16), Controle 20 semanas (C20), dieta rica em 
gordura 12 semanas (HF12), dieta rica em gordura 16 semanas (HF16), dieta rica em 
gordura 20 semanas (HF20).  
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4.7.3. Expressão Gênica: Marcadores inflamatórios 

 
 

O Tlr4 é um receptor pró-inflamatório que apresentou expressão elevada nos 

tempos HF12 e HF16 quando comparados com os grupos C12 e C16 (+201% HF12 

vs. C12, +672% HF16 vs. C16, Figura 16A). Contudo, não houve diferença estatística 

significativa entre os grupos HF20 e C20.  

Da mesma forma, com relação à expressão de Nlrp3, um inflamassoma 

associado ao processamento e secreção de citocinas pró inflamatórias, embora não 

houve diferença estatística significativa entre os grupos HF12 e C12 para sinais pró-

inflamatórios, nos grupos H16 e HF20 houve um aumento expressivo quando 

comparados aos seus controles (+706% HF16 vs. C16, +227% HF20 vs. C20, Figura 

16B). O Cidea, que é um marcador de apoptose, teve sua expressão mais 

pronunciada nos grupos HF quando comparado com os grupos C (+984% HF12 vs. 

C12, +535% HF16 vs. C16, +75% HF20 vs. C20, Figura 16C). 

 
Figura 16 - Genes marcadores da inflamação e apoptose  

 

Legenda: Expressão gênica de Tlr4 (A), Nlrp3 (B), Cidea (C). Os valores estão representados como 
média ± desvio padrão da média (n=5) e foram testados pelo ANOVA de uma via com teste 
de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett T3. Diferenças significativas entre os grupos 
(P<0,05) estão indicadas: *P<0,05. Abreviações: Controle 12 semanas (C12), Controle 16 
semanas (C16), Controle 20 semanas (C20), dieta rica em gordura 12 semanas (HF12), dieta 
rica em gordura 16 semanas (HF16), dieta rica em gordura 20 semanas (HF20).  
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4.7.4. Expressão Gênica: Marcadores do estresse do retículo endoplasmático 

 

A Expressão do Atf4, um fator de transcrição que regula vários genes 

envolvidos na resposta às proteínas desdobradas (UPR) como resultado ao ERE, não 

apresentou diferença estatística significativa entre os grupos C e HF na semana 12. 

Contudo, houve um aumento da expressão gênica do Atf4 nos grupos HF16 e HF20 

(+257% HF16 vs. C16, +630% HF20 vs. C20, Figura 17A). 

O Chop, que atua como um fator de transcrição envolvido na mediação do 

apoptose, embora não tenha apresentado diferença significativa entre os grupos C12 

e HF12, nas semanas subsequentes houve um aumento da expressão desse 

marcador apoptótico nos grupos HF16 e HF20 (+377% HF16 vs. C16, +219% HF20 

vs. C20, Figura 17B). O Gadd45, gene relacionado à parada do ciclo celular, 

apresentou-se mais expresso nos grupos HF12 e HF16 quando comparados com os 

grupos C12 e C16 (+2.024% HF12 vs. C12, +238% HF16 vs. C16 Figura 17C). 

 

Figura 17 - Genes marcadores da inflamação e estresse do reticulo endoplasmático 

 

Legenda: Expressão gênica de Atf4 (A), Chop (B), Gadd45 (C). Os valores estão representados como 
média ± desvio padrão da média (n=5) e foram testados pelo ANOVA de uma via com teste 
de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett T3. Diferenças significativas entre os grupos 
(P<0,05) estão indicadas: *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001. Abreviações: 
Controle 12 semanas (C12), Controle 16 semanas (C16), Controle 20 semanas (C20), dieta 
rica em gordura 12 semanas (HF12), dieta rica em gordura 16 semanas (HF16), dieta rica em 
gordura 20 semanas (HF20).  
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5. DISCUSSÃO 

 

 

Os dados do presente estudo mostraram que o excesso de gordura saturada 

na dieta promoveu whitening do TAM nos três tempos de administração da dieta. Essa 

disfunção dos adipócitos marrons resultou em redução da expressão de fatores 

termogênicos, da expressão de batocinas e do gasto energético, conduzindo ao 

sobrepeso e intolerância oral à glicose, ambos relacionados ao ERE.  

Nesse estudo, os camundongos que foram submetidos ao protocole de DIO 

apresentaram excesso de peso devido a maior densidade energética da dieta HF e RI 

secundária à hipertrofia dos adipócitos (Souza-Mello et al., 2010). A análise do FIRI 

revelou RI nos grupos HF12 e HF16 quando comparados com os grupos C de mesma 

idade, entretanto o grupo HF20 não apresentou RI quando comparado com o C20. 

Tais achados corroboram com relato na literatura de que o processo de hipertrofia e 

hipersecreção de insulina de animais obesos leva à exaustão das ilhotas pancreáticas, 

fenômeno que pode ser maximizado pelo envelhecimento dos animais no presente 

experimento, uma vez que a hipertrofia compensatória pode acelerar o processo de 

senescência das células beta pancreáticas (Sone e Kagawa, 2005). A hiperleptinemia 

ocorre devido ao aumento da massa adiposa decorrente da obesidade, levando a um 

quadro de resistência à leptina (Vickers et al., 2001). Ainda que não haja aumento 

significativo da massa de gordura visceral na semana 12, provavelmente já havia um 

quadro de hipertrofia desses adipócitos no grupo HF12 devido ao aumento da 

concentração de leptina plasmática, pois as concentrações plasmáticas de leptina 

refletem majoritariamente a secreção dos adipócitos brancos (Martinez-Sanchez, 

2020). 

Com relação ao TAM, os resultados apresentados nas fotomicrografias 

mostram que a dieta HF induziu o whitening após um protocolo de 12 semanas, onde 

observa-se um aumento pronunciado do tamanho da gotícula de gordura em todos os 

grupos HF em relação aos grupos C de mesma idade. Tal fenômeno provoca um maior 

distanciamento entre os núcleos de adipócitos marrons vizinhos, ocasionando uma 

redução do QA de núcleos nos grupos HF independente do tempo.  

O fator de transcrição PPARα regula o metabolismo lipídico, atuando na 

transcrição de genes relacionados à biogênese mitocondrial, oxidação, captação de 

AG e expressão de UCP1 (Barbera et al., 2001). No presente estudo, observou-se 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030372071830354X?via%3Dihub#bib33
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que os marcadores termogênicos relacionados ao PPARα foram significativamente 

menos expressos nos grupos HF quando comparados aos grupos C (independente 

do tempo). Um estudo anterior do grupo mostrou que a administração de um agonista 

PPARα restaurava a capacidade termogênica de adipócitos marrons em 

camundongos alimentados com dieta HF (Miranda et al., 2020). Dessa forma, a 

expressão reduzida de PPARα parece ser um fator chave na disfunção do adipócito 

marrom (whitening). 

A UCP1, transcrito do PPARα, é a efetora da termogênese e funciona como um 

canal de prótons alternativo, desacoplando a fosforilação oxidativa da síntese de ATP, 

aumentando o gasto de energia que é liberada sob a forma de calor (Ricquier, 2017). 

Nos grupos HF, que apresentaram menor expressão de PPARα, houve uma menor 

marcação positiva para UCP1 independente do tempo de administração da dieta. Os 

ensaios de imunofluorescência e de RT-qPCR confirmaram que o whitening foi capaz 

de reduzir a capacidade termogênica do TAM no presente estudo, resultando no 

menor GE aferido pela calorimetria indireta. 

O aumento da expressão de Plin1 nos grupos HF é um indicativo de aumento 

da lipólise por estímulo simpático (Clifford et al., 2000). Essa observação sugere que 

há um intenso remodelamento das gotículas lipídicas nos adipócitos marrons dos 

animais alimentados com excesso de gordura saturada. Considerando a reduzida 

capacidade termogênica nos grupos HF, os AG resultantes da lipólise provavelmente 

são desviados para depósitos ectópicos como o fígado, configurando a lipotoxicidade 

(Longo et al., 2019). 

Além das alterações estruturais que caracterizam o whitening, os animais dos 

grupos HF exibiram alterações na funcionalidade dos adipócitos marrons como 

alterações na expressão gênica das batocinas. Nesse contexto, o Bmp8b é secretado 

por adipócitos marrons e tem um potencial regulador dos processos neuro-vasculares 

que é essencial para acoplar a responsividade adrenérgica, remodelação do TA e 

termogênese eficiente. Com isso, sua expressão potencializa a atividade termogênica 

(Whittle et al., 2012; Pellegrinelli et al., 2018). Os achados no presente estudo 

demonstram uma tentativa de compensação termogênica do Bmp8b ao observarmos 

o grupo HF12, que teve expressão gênica significativamente maior quando 

comparado com o grupo C12. Tal resultado se correlaciona com a expressão de 

UCP1, que se encontra reduzida nesse grupo, revelando uma tentativa de 

compensação do Bmp8b para manter a atividade termogênica. Os grupos C16 e HF16 
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não apresentaram diferença significativa da atividade do Bmp8b, corroborando com 

os resultados das imagens termográficas, onde os animais dos grupos C16 e HF16 

não apresentam diferença significativa entre a temperatura corporal. Entretanto, no 

grupo HF20 visualizamos um declínio da atividade do Bmp8b quando comparados 

com o grupo C20 devido aos efeitos deletérios crônicos da dieta HF e da obesidade 

sobre a funcionalidade dos adipócitos marrons.  

A Nrg4 é uma batocina que está relacionada à Bmp8b porque também 

influencia o suprimento neuro-vascular no TAM (Tutunchi et al., 2020). Nos grupos 

HF12 e HF16, onde a expressão de BMP8 ainda indica um acoplamento do estímulo 

adrenérgico com a reduzida expressão de UCP1 numa tentativa de compensar o 

balanço energético positivo nesses grupos (Pellegrinelli et al., 2018), houve aumento 

da expressão de Nrg4. Com a cronicidade da obesidade, o grupo HF20 exibiu 

expressão reduzida da Nrg4, correlacionada com o menor aporte de oxigênio por uma 

reduzida vascularização e estímulo à apoptose no TAM. A obesidade leva a um déficit 

potencial da expressão de NRG4, onde citocinas pró-inflamatórias regulam 

negativamente sua expressão, aumentando possíveis complicações metabólicas 

como DM2 e DHGNA (Tutunchi et al., 2020). 

Uma proteína importante para o tecido adiposo marrom é a VEGFA, 

responsável por induzir a vascularização e o aumento do fluxo sanguíneo, onde sua 

superexpressão é capaz de aumentar a regulação de UCP1, consequentemente 

aumentando a capacidade termogênica do TAM (Villarroya et al., 2017). Em animais 

obesos, induzidos por dieta, ocorre uma hipóxia local devido à vascularização 

deficiente do TAM, configurando um microambiente adverso que, por sua vez, leva à 

disfunção da atividade mitocondrial (Zhao et al., 2018). Os resultados obtidos no 

presente estudo mostraram que houve uma queda significativa da expressão de Vegfa 

em todos os grupos alimentados com dieta HF independe do tempo. A redução do QA 

de núcleo corrobora com a sugestão de rarefação vascular a partir da expressão de 

Vegfa. O aumento do tamanho da gotícula de lipídio no TAM, aferido pela menor 

densidade de núcleos por área de tecido, deixa implícito uma rarefação vascular. 

Consequentemente, um citoplasma, ocupado em sua maior parte pela inclusão 

lipídica, apresenta uma diminuição do aporte sanguíneo com disfunção mitocondrial, 

caracterizando o whitening. 

Além da rarefação vascular e da RI, a inflamação é um importante indicador de 

whitening. Nesse contexto, a indução de Tlr4 gera um aumento de processos pró-
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inflamatórios, levando ao comprometimento da função mitocondrial e ativação de 

inflamassoma (Okla et al., 2015). Nos grupos HF12 e HF16 houve o aumento da 

expressão de Tlr4 devido aos efeitos deletérios e pró-inflamatórios gerados pelo 

whitening. Com relação aos grupos C20 e HF20, não houve diferença na expressão 

de Tlr4, supostamente devido ao processo de envelhecimento dos animais do grupo 

controle. Entretanto, o Tlr4, que não diferiu dos grupos HF16 e HF12, ativou o 

processo inflamatório crônico no grupo HF20, levando à hipótese de que houve a 

passagem do sinal de inflamação com exacerbação da atividade do inflamassoma 

Nlrp3 (Swanson et al., 2019; Wu et al., 2020). 

Estudos apontam que a atividade do inflamassoma NLRP3, um complexo de 

multiproteínas intracelulares que consistem em um receptor de reconhecimento de 

padrões, quando tem sua expressão elevada no TAM se correlaciona positivamente 

à obesidade e suas complicações metabólicas e prejudica a sensibilidade à insulina 

na DIO (Wu et al., 2020).  

O Cidea funciona molecularmente como um inibidor da termogênese e tem 

íntima relação com mecanismos de morte celular. Sua atividade pode ter implicações 

terapêuticas, onde tratamentos que levariam à diminuição da expressão da Cidea ou 

à inibição de sua atividade na gordura marrom poderiam ser considerados como 

potenciais ativadores do GE, neutralizando a obesidade (Fischer et al., 2017). No 

presente estudo, observamos que o Cidea teve expressão mais pronunciada em todos 

os grupos HF independente do tempo, sugerindo uma maior atividade apoptótica 

nesses grupos alimentados com dieta rica em gordura. 

O ERE está associado a condições induzidas por lipotoxicidade, onde os efeitos 

nocivos da dieta rica em gordura são capazes de gerar uma condição de estresse na 

função do RE no dobramento das proteínas, o que deflagra a UPR (reação a proteínas 

mal dobradas). Com o tempo, ocorre um desequilíbrio químico tóxico dos níveis de 

cálcio do retículo, inflamação, privação de glicose e influxo de lipídios. Animais 

submetidos à dieta HF mostram crescimento progressivo das cisternas do RE, 

caracterizando o ERE, produzindo aumento da disfunção mitocondrial, dano ao DNA 

mitocondrial e estresse oxidativo, terminando em autofagia e degradação de proteínas 

(Fernandes-da-Silva et al., 2021)  

A morte celular apoptótica ocorre por indução de vários genes pró-apoptóticos 

e por supressão da síntese de proteínas Bcl-2 anti-apoptóticas, mediadas por ATF4-

CHOP (Rozpedek et al., 2016). Os resultados mostram que houve uma maior 
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atividade do Atf4 nos grupos HF, uma das vias da UPR, numa tentativa de 

compensação dos efeitos deletérios do ERE. A ativação do fator de transcrição CHOP 

(Proteína homóloga C/EBP) induz apoptose para proteger as células dos efeitos 

nocivos de proteínas desdobradas (Fernandes-da-Silva et al., 2021). Logo, o aumento 

da expressão de Chop denota que há uma acentuação do whitening pela 

administração crônica da dieta HF. 

Os genes da família de interrupção do crescimento e dano ao DNA 45 (Gadd45) 

regulam o reparo do DNA, ciclo celular, sobrevivência celular, apoptose e senescência 

celular sob vários estímulos de estresse, como estresse oxidativo, radiação UV e 

estresse oncogênico (Zhang et al., 2014). A expressão de Gadd45a está 

positivamente correlacionada com metabolismo lipídico e obesidade (You et al., 2020), 

corroborando com os resultados obtidos no presente estudo onde os animais obesos 

apresentaram uma maior expressão de Gadd45a no TAM, sugerindo uma maior 

atividade apoptótica. 

Nosso estudo apresenta como limitação o fato de não ter sido realizada a 

imuno-histoquímica para caspase 3 clivada, o que nos ajudará a comprovar o aumento 

do apoptose com a cronicidade do whitening. As restrições impostas pela pandemia 

de COVID-19 nos impediram de terminar essa análise a tempo de ser incluída nessa 

versão do trabalho para a banca. 
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CONCLUSÃO 

 

 

A dieta HF causou sobrepeso, intolerância oral à glicose, hiperinsulinemia e 

hiperleptinemia, levando à disfunção dos adipócitos marrons (whitening) após 12, 16 

e 20 semanas de administração dietética. O aumento do tamanho da gotícula lipídica 

fez com que o adipócito marrom assumisse um arranjo mais próximo ao adipócito 

branco (unilocular), com consequente redução da sua capacidade termogênica e do 

gasto energético. A inflamação e o ERE parecem mediar as modificações estruturais 

e funcionais do TAM, o qual apresentou perfil alterado de expressão gênica de 

batocinas relacionado à rarefação vascular, reduzido acoplamento do estímulo 

simpático com a ativação da UCP1, ativação de inflamassoma e estímulos pró-

apoptóticos no tecido adiposo marrom dos animais obesos. Esses resultados podem 

ajudar a entender melhor o papel da disfunção adipocitária marrom nos efeitos 

metabólicos deletérios da obesidade e sugerir alvos potenciais para estudos futuros 

que ambicionem tratar a obesidade. 
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