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RESUMO 

 

 

ALVES, Luciana Lontro. O óleo de capivara livre e em nanoemulsão induz efeitos 

benéficos na morfofisiologia hepática em camundongos C57BL/6 obesos. 2022. 77 f. 

Dissertação (Mestrado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de Ciências 

Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022. 

 

A obesidade é uma doença crônica complexa caracterizada pelo excesso de gordura 

corporal (adiposidade) prejudicial à saúde e vem sendo caracterizada como maior problema de 

saúde a nível global. Pode estar associada a diversas doenças como a doenças hepáticas 

gordurosas não alcoólicas (DHGNA). Os ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) são 

mediadores lipídicos que apresentam características anti-inflamatórias e podem ser encontrados 

em animais e vegetais, sendo o óleo de capivara uma fonte promissora. No entanto são 

facilmente oxidados quando em contado com o oxigênio, e forma de evitar essa oxidação e, 

consequentemente, aumentar a biodisponibilidade dos PUFAs é a nanotecnologia farmacêutica. 

Assim, o objetivo do estudo é avaliar os efeitos de duas apresentações farmacêuticas do óleo de 

capivara (livre e em nanoemulsão) sobre as alterações hepáticas estabelecidas pela obesidade 

em camundongos C57Bl/6. Foram utilizados 60 camundongos C57Bl/6 machos com 3 meses 

de idade que receberam dieta controle ou hiperlipídica durante 18 semanas. Da 15ª a 18ª 

semana, os animais receberam o tratamento - via gavagem orogástrica - com placebo, ou óleo 

de capivara livre (5000 mg/kg/dia) (OCL), ou nanoemulsão de óleo de capivara (100 mg/kg/dia) 

(OCN), ou menor concentração de óleo de capivara livre (100 mg/kg/dia) (OC100) ou 

nanoemulsão branca (NB). Foram analisados parâmetros inerentes à massa corporal, tolerância 

à glicose, pressão arterial, avaliação do perfil lipídico e de enzimas hepáticas, percentual de 

esteatose hepática, o processo de morte celular com a via apoptótica e ultraestrutura dos 

hepatócitos. A dieta hiperlipídica gerou danos bioquímicos dos camundongos e alterações na 

estrutura e ultraestrutura do fígado desses animais. As duas formulações farmacêuticas do óleo 

de capivara foram capazes de restaurar as alterações causadas pela obesidade. Assim 

concluímos que tanto OCL quanto OCN, possuem efeitos benéficos na bioquímica sérica, 

histopatologia do fígado de camundongos obesos, melhorando a esteatose hepática e 

diminuindo a ativação da via apoptótica, além de ser capaz de restaurar a ultraestrutura dos 

hepatócitos. Esses achados são relevantes para o desenvolvimento de novas terapias 

translacionais em humanos para o tratamento da obesidade de da DHGNA. 

 

Palavras-chave: Óleo de capivara. Nanoemulsão. Obesidade. Fígado. DHGNA. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

ALVES, Luciana Lontro. Free and nanoemulsion capybara oil induces beneficial effects 

on liver morphophysiology in obese C57BL/6 mice. 2022. 77 f. Dissertação (Mestrado em 

Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022. 

 

Obesity is a complex chronic disease characterized by excess body fat (adiposity) 

harmful to health; it has been characterized as a major global health problem. Can be associated 

with several diseases such as non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Polyunsaturated fatty 

acids (PUFAs) are lipid mediators that have anti-inflammatory characteristics and can be found 

in animals and vegetables, with capybara oil being a promising source. However, they are easily 

oxidized when in contact with oxygen, and the way to avoid this oxidation and, consequently, 

increase the bioavailability of PUFAs is pharmaceutical nanotechnology. Thus, the aim of the 

study is to evaluate the effects of two pharmaceutical presentations of capybara oil (free and in 

nanoemulsion) on the hepatic alterations established by obesity in C57Bl/6 mice. Sixty C57Bl/6 

male mice at 3 months of age were used and received a control or high-fat diet for 18 weeks. 

From the 15th to the 18th week, the animals received treatment - via orogastric gavage - with 

placebo, or free capybara oil (5000 mg/kg/day) (OCL), or capybara oil nanoemulsion (100 

mg/kg/day) (OCN), or lower concentration of free capybara oil (100 mg/kg/day) (OC100) or 

white nanoemulsion (NB). Parameters related to body mass, glucose tolerance, blood pressure, 

evaluation of the lipid profile and liver enzymes, percentage of hepatic steatosis, the process of 

cell death with the apoptotic pathway and ultrastructure of hepatocytes were analyzed. The 

high-fat diet generated biochemical damage in mice and changes in the structure and 

ultrastructure of the liver of these animals. The two pharmaceutical formulations of capybara 

oil were able to restore the changes caused by obesity. Thus, we conclude that both OCL and 

OCN have beneficial effects on serum biochemistry, histopathology of the liver of obese mice, 

improving hepatic steatosis and decreasing the activation of the apoptotic pathway, in addition 

to being able to restore the ultrastructure of hepatocytes. These findings are relevant for the 

development of new translational therapies in humans for the treatment of obesity and NAFLD. 

 

 Keywords: Capybara oil. Nanoemulsion. Obesity. Liver. NAFLD. 

 

 

 

 



LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1 – 

 

Figura 2 – 

Figura 3 – 

Figura 4 – 

Figura 5 – 

Figura 6 – 

Figura 7 – 

Figura 8 – 

 

Figura 9 – 

Figura 10 – 

Figura 11 – 

Gráficos do percentual de adultos maiores de 20 anos com excesso de 

peso ou obesidade de acordo com seu gênero......................................... 

Desenho ilustrativo do lóbulo hepático.................................................... 

Fotomicrografia de fígado normal........................................................... 

Fisiopatologia da DHGNA pela obesidade............................................. 

Esquema de aquisição, síntese e eliminação de lipídeos hepáticos......... 

Disfunção mitocondrial e estresse do RE na patogênese da NASH.......... 

Tipos de PUFAs e suas principais funções.............................................. 

Coloração pela técnica de Hematoxilina e Eosina de Harris para 

visualização do grau de esteatose............................................................ 

Imunomarcação por peroxidase para Bax e Bcl-2.................................. 

Imunomarcação por peroxidase para Citocromo c.................................. 

Eletromicrografias de corte transversal de fígado...................................  

 

17 

19 

20 

23 

25 

27 

30 

 

50 

51 

52 

53 



LISTA DE GRÁFICOS 

 

 

Gráfico 1 – 

Gráfico 2 – 

Gráfico 3 – 

Gráfico 4 – 

Evolução da massa corporal.................................................................... 

Evolução da pressão arterial sistólica...................................................... 

Concentração de glicose plasmática........................................................ 

Parâmetros bioquímicos no soro.............................................................. 

 

45 

46 

47 

48 



LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1 – 

Tabela 2 – 

Tabela 3 – 

Parâmetros físico-químicos do óleo de Capivara…………………….……. 

Composição química do óleo de capivara ………………………….……...  

Caracterização físico-química das nanoemulsão brancas (NB) e 

nanoemulsão contendo o óleo de capivara (OCN).......................................  

 

42 

43 

 

44 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 

AG 

ATF6 

CHOP 

DHA 

DHGNA 

EPA 

IBGE 

IMC 

IRE1 

JNK 

MUFAs 

OMS  

PERK 

PUFAs 

RE 

RI  

ROS 

SM 

TG 

Ácidos graxos 

Fator de transcrição ativador 6 

Proteína homóloga de C/EBP 

Ácido docosahexaenóico 

Doença hepática gordurosa não alcoólica  

Ácido eicosapentaenóico 

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

Índice de massa corpórea 

Enzima requerente de inositol 1 

c-jun-N-teminal quinase 

Ácidos graxos monoinsaturados 

Organização Mundial de Saúde 

Quinase de retículo endoplasmático 

Ácidos graxos poliinsaturados 

Retículo endoplasmático 

Resistência à insulina 

Espécies reativas de oxigênio 

Síndrome metabólica 

Triglicerídeos 

 

 

 

 



LISTA DE SÍMBOLOS 

 

 

μm 

nm 

% 

± 

kg 

m2 

α 

Micrômetro 

Nanômetro 

Porcentagem 

Mais ou menos 

Quilograma  

Metro quadrado 

Alfa 

 



SUMÁRIO 

 

 

 INTRODUÇÃO ................................................................................................... 16 

1 OBJETIVO .......................................................................................................... 34 

1.1 Objetivo geral ...................................................................................................... 34 

1.2 Objetivos específicos .......................................................................................... 34 

2 MATERIAL E MÉTODOS ................................................................................ 35 

2.1 Óleo de capivara e nanoemulsão ........................................................................ 35 

2.2 Animais e desenho experimental ........................................................................ 36 

2.3 Massa corporal e pressão arterial sistólica ....................................................... 37 

2.4 Teste de tolerância oral à glicose (TOTG) ......................................................... 37 

2.5 Eutanásia e obtenção do material ...................................................................... 38 

2.6 Análises bioquímicas ........................................................................................... 38 

2.7 Processamento histológico ................................................................................. 38 

2.8 Técnicas histológicas ........................................................................................... 39 

2.8.1 Esteatose hepática .................................................................................................. 39 

2.8.2 

2.9 

Imunohistoquímica por peroxidase ....................................................................... 

Morfometria ......................................................................................................... 

39 

40 

2.10 Microscopia eletrônica de transmissão ............................................................. 40 

2.11 Análises estatísticas ............................................................................................. 41 

3 RESULTADOS .................................................................................................... 42 

3.1 

3.1.1 

Análise físico-química das formulações do óleo de capivara ........................... 

Caracterização físico-química do óleo de capivara e da nanoemulsão ................. 

42 

42 

3.2 

 

3.2.1 

Avaliação das formulações farmacêuticas do óleo de capivara no modelo de 

obesidade .............................................................................................................. 

Massa corporal ...................................................................................................... 

 

44 

44 

3.2.2 Pressão arterial ....................................................................................................... 45 

3.2.3 Teste de tolerância oral à glicose ........................................................................... 46 



3.2.4 

3.3 

 

3.3.1 

3.3.2 

3.3.3 

Bioquímica plasmática .......................................................................................... 

Avaliação do tratamento de diferentes formulações do óleo de capivara no 

fígado de animais obesos .......................................................................................... 

Esteatose hepática ........................................................................................................... 

Dano celular .......................................................................................................... 

Microscopia eletrônica .......................................................................................... 

47 

 

49 

49 

50 

52 

4 DISCUSSÃO ........................................................................................................ 54 

 CONCLUSÃO ..................................................................................................... 62 

 REFERÊNCIAS .................................................................................................. 63 

 ANEXO A - Aprovação do Comitê de Ética......................................................... 

ANEXO B - Depósito de patente............................................................................ 

76 

77 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

INTRODUÇÃO  

 

Obesidade 

 

A obesidade é uma doença crônica complexa caracterizada pelo excesso de gordura 

corporal (adiposidade) prejudicial à saúde, aumentando o risco de complicações médicas a 

longo prazo e reduzindo a vida útil do paciente (MACMAHON et al., 2009). Esta enfermidade 

é uma porta de entrada para outros problemas de saúde e se tornou uma das principais causas 

de morte afetando adultos, adolescentes e crianças em todo o mundo (YUMUK et al., 2015). 

Um indivíduo obeso é aquele classificado com o índice de massa corpórea (IMC) superior a 30 

kg/m2 e ele pode ser subclassificado em obesidade classe 1 (IMC 30-34,9 kg/m2), classe 2 (IMC 

35-39,9 kg/m²) ou classe 3 (IMC ≥ 40 kg/m²) (WHARTON et al., 2020). 

Essa doença tem como principal causa interações complexa de múltiplos como fatores 

genéticos, metabólicos, comportamentais e ambientais, sendo os dois últimos citados fatores 

que são considerados a causa imediata do aumento significativo da prevalência de obesidade 

nos últimos tempos (GARVEY; MECHANICK, 2020; MECHANICK; HURLEY; GARVEY, 

2017). Vários mecanismos são capazes de levar à obesidade, mas tradicionalmente, acredita-se 

que a principal causa ocorre devido uma absorção energética significativamente maior do que 

o corpo consegue gastar (LIN; LI, 2021), não necessariamente estando ligada a maior ingestão 

alimentar e sim relacionado às fontes alimentares e a qualidade nutricional do que se é 

consumido na dieta (SACKS et al., 2009). 

Nas últimas três décadas a prevalência de obesidade aumentou em todo o mundo, 

atingindo proporções epidêmicas e sendo declarada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

como o maior problema de saúde em adultos a nível global (WANG et al., 2011). Em 2017, a 

obesidade, juntamente com o sobrepeso, foram a causa de mais de 4 milhões de mortes em todo 

o globo, e em 2020, cerca de 39 milhões de crianças menores de 5 anos apresentavam sobrepeso 

ou obesidade (dados da OMS, 2021). No Brasil, o percentual dessas doenças vem aumentando 

cada vez mais em adultos nos últimos 17 anos, dentre elas, a obesidade teve um aumento maior 

que 100% neste período (IBGE, 2020) (Figura 1). 

 Mesmo sendo uma doença de alta complexidade e que ocorre devido a comportamentos 

individuais e o ambiente de vida, a obesidade é um transtorno que apresenta prevenção e 

tratamento, não estando ligados apenas a perda de peso isoladamente, mas em múltiplas 

abordagens que devem ser realizadas em conjunto para reduzir riscos e gerar melhoria da saúde. 

Entre as abordagens existentes podemos citar: reeducação nutricional; desenvolvimento de um 
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estilo de vida não sedentário; geração de subsídios para alimentação mais saudável e criação de 

tributação para os junk food; acompanhamento constante dos pacientes; e em casos mais 

extremos podendo se recorrer até a cirurgia (ENDALIFER; DIRESS, 2020; YUMUK et al., 

2015). 

No entanto, mesmo tendo tratamento e prevenção, o aumento da prevalência da 

obesidade é preocupante, já que está associada ao desenvolvimento de inúmeras doenças 

secundárias, como a resistência à insulina (RI), diabetes mellitus tipo 2, além de poder servir 

como gatilho importante para uma variedade de outras doenças, como por exemplo, doenças 

hepáticas gordurosas não alcoólicas (DHGNA), doenças cardiovasculares e vários tipos de 

câncer (MACHADO; CORTEZ-PINTO, 2016; WANG et al., 2011) 

 

Figura 1: Gráficos do percentual de adultos maiores de 20 anos com excesso de peso ou 

obesidade de acordo com seu gênero. 

Fonte: Adaptado de Pesquisa Nacional de Saúde 2019. 

 

Fígado 

 

 O fígado é o segundo maior órgão do corpo humano, localizado na cavidade abdominal 

abaixo do diafragma. Nele, os nutrientes absorvidos pelo sistema digestório são processados e 

armazenados para serem utilizados por outros órgãos, se tornando uma interface entre sistema 
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digestório e sangue (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). É um centro crítico para vários 

processos fisiológicos, devido a sua posição no sistema circulatório, facilitando a captação, 

transformação e acumulação de metabólitos, e a neutralização e eliminação de substâncias 

tóxicas. Este órgão regula o metabolismo de macronutrientes, o volume sanguíneo, suporte do 

sistema imunológico, controle endócrino das vias de sinalização do crescimento, homeostase 

de lipídios e colesterol e a quebra de compostos xenobióticos, incluindo muitos medicamentos 

atuais (TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). 

 Anatomicamente, o fígado é dividido em quatro grandes porções: os lóbulos esquerdo 

e direito, que são lóbulos maiores; e os lóbulos quadrado e caudado, que são menores 

(PAWLINA, 2021). Quando observamos à microscopia, este órgão é composto por diferentes 

tipos celulares, entre eles hepatócitos, células epiteliais biliares (colangiócitos), células 

estreladas, células de Kupffer e células endoteliais sinusoidais hepáticas, tendo cada uma delas 

funções únicas que regulam cooperativamente a função hepática (TREFTS; GANNON; 

WASSERMAN, 2017). Os hepatócitos são o componente estrutural básico do fígado, essas 

células epiteliais estão agrupadas em placas interconectadas formando o cordão de hepatócitos 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). 

 Em cortes histológicos, podemos observar unidades estruturais denominadas lóbulos 

hepáticos. Esse lóbulo é formado por uma massa poligonal de tecido intercalada por um sistema 

anastomosado de vasos sinusóides, que serão responsáveis por perfundir as células hepáticas 

com uma mistura de sangue porta e arterial. Na periferia podem ser observadas regiões com 

tecido conjuntivo contendo ductos biliares, vasos linfáticos, nervos e vasos sanguíneos, sendo 

identificado como espaço porta. No centro do lóbulo hepático há a veia central ou centrolobular, 

que ao deixar o lóbulo vai se fundir a veia sublobular (Figura 2) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 

2017; PAWLINA, 2021).  

 O suprimento sanguíneo do lóbulo hepático ocorre da periferia para o centro. O sangue 

rico em oxigênio (vindo da artéria hepática) mistura-se com o sangue rico em nutrientes 

(proveniente da circulação portal) nos sinusóides e irão fluir sobre as células do lóbulo e drenam 

para a veia central. À medida em que o sangue progride no lóbulo, as células vão se utilizar do 

oxigênio e processar os nutrientes, gerando metabólitos e produtores residuais, conferindo 

características diferentes do sangue que entra no lóbulo. Isso vai criar um gradiente de oxigênio, 

nutrientes e resíduos apresentados às células do fígado com base em sua localização lobular, 

criando uma partição de funções dos hepatócitos, com base em sua localização no lóbulo 

(TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017). Essa direção do fluxo sanguíneo é responsável 

pela diferença no comportamento das células mais periféricas em relação às mais centrais, 
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sendo essa dualidade comportamental dos hepatócitos particularmente evidente em 

determinadas patologias (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). 

 

Figura 2: Desenho ilustrativo do lóbulo hepático. 

 

Legenda: Desenho esquemático ilustrado do lóbulo hepático do fígado. Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017 

 

 Os hepatócitos são células poliédricas, com seis ou mais superfícies localizadas a 

distâncias variáveis dos espaços porta. Quando coradas com hematoxilina e eosina, os cortes 

apresentam citoplasma eosinofílico, devido a grande quantidade de mitocôndria e alguns 

retículos endoplasmáticos (RE). Apresentam núcleos grandes e esféricos, que ocupam o centro 

da célula, sendo muito comum no fígado adulto a presença de células binucleadas (Figura 3) 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; PAWLINA, 2021).  

 O tecido hepático apresenta capacidade regenerativa extraordinária. A perda do tecido 

por algum tipo de lesão dispara um mecanismo que vai ser responsável pela multiplicação dos 

hepatócitos, que será mantido até que se restaure a massa original do tecido, tendo os humanos 

essa capacidade considerada restrita. Quando regenerado, o fígado, geralmente se encontra bem 

organizado, com o arranjo lobular típico e função normalizada, entretanto, quando os 

hepatócitos são repetidamente danificados, sua multiplicação é seguida de um aumento 

significativo de tecido conjuntivo, ocasionando uma fibrose (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 

2017). 
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Figura 3: Fotomicrografia de fígado normal. 

 

Legenda: Fotomicrografia de fígado normal corado com Hematoxilina e Eosina (HE). Nela é possível a 

visualização das principais estruturas do fígado. Abreviação: VC, veia central. Fonte: Adaptação de JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2017. 

 

 O fígado é de extrema importância na absorção, captação, síntese, empacotamento e 

secreção de lipídios e lipoproteínas. O sistema de síntese e secreção biliar do fígado permite a 

absorção eficiente de lipídios da digestão. Os AGs são transportados para os hepatócitos por 

meio de várias proteínas de transporte, onde o fígado é capaz de utilizar essa fonte tanto como 

meio de energia interna - por vias oxidativas - quanto para fornecer energia a outros órgãos - 

pelos produtos da cetogênese (TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017). No entanto, 

quando há acúmulo de lipídios tóxicos nesse órgão, seguidos de lesão, disfunção e morte das 

células, está associado com patologias como a DHGNA (LIANGPUNSAKUL, CHALASANI; 

2019). A progressão de diversas doenças hepáticas vai resultar em um remodelamento 

patológico do tecido, incluindo alterações microanatômicas ou do receptor alvo que podem 

afetar o funcionamento do fígado (WITZIGMANN et al.; 2020). 

 

Doença Hepática Gordurosa Não Alcoólica 

 

Com o aumento da prevalência de obesidade e de doenças metabólicas relacionadas com 

o peso, como a síndrome metabólica (SM), a DHGNA tornou-se uma das principais causas de 
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doença hepática crônica (YOUNOSSI et al., 2016). O aumento dos casos dessa doença é 

preocupante porque ela normalmente está associada com diversas complicações, dentre elas o 

desenvolvimento de cirrose hepática, carcinoma hepatocelular e mortalidade geral.  DHGNA é 

um termo genérico que, tipicamente, é usado para descrever condições hepáticas que variam da 

esteatose, como a esteatose hepática não alcoólica e a esteatose hepática seguida de fibrose ou 

cirrose (MUNDI et al., 2020).  

O fígado é um órgão de extrema importância para diversos processos fisiológicos, 

incluindo o metabolismo de macronutrientes, regulação do volume sanguíneo, controle 

endócrino de vias de sinalização de crescimento, homeostase de lipídios e colesterol e a quebra 

de compostos xenobióticos, como medicamentos (TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 

2017). Este órgão produz e secreta proteínas plasmáticas, tendo papel importante na captação, 

armazenamento e distribuição de diversos nutrientes e vitaminas, além de também manter os 

níveis glicêmicos e regular os níveis de lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDLs) 

circulantes. Mesmo sendo capaz de degradar ou conjugar compostos tóxicos e medicamentos, 

o fígado pode sofrer danos causados por essas substâncias (ROSS, 2016).  É um órgão que tem 

a capacidade de oxidar lipídios, mas que também é capaz de secretar e armazenar o excesso 

lipídico em outros tecidos (TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017), além de apresentar 

funções exócrinas (com a secreção biliar) e desempenhar funções do tipo endócrina (ROSS, 

2016). Logo, qualquer dano gerado nele é preocupante e precisa ser estudado. 

 Pessoas com sobrepeso e obesidade apresentam um aumento dos níveis de lipídios no 

fígado (que não tem a função de armazenar gordura) e desenvolvem esteatose hepática, uma 

condição ligada a DHGNA (FRAULOB, et al., 2012; KAWANO E COHEN, 2013). Muito 

ainda precisa ser elucidado sobre a etiologia e a evolução dessa doença, no entanto, o 

desequilíbrio do metabolismo de lipídios parece ser um consenso (ERICKSON, 2009).  A 

DHGNA apresenta taxa de progressão distinta, e as manifestações clínicas dependem de cada 

indivíduo. Além disso, a DHGNA tem sua fisiopatologia e progressão induzidas por múltiplos 

fatores em um modelo “multiple parallel-hit”, no qual fatores genéticos e ambientais (“hits”) 

interagem com base na individualidade do paciente (BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 

2016; FRIEDMAN et al., 2018). A variabilidade natural dessa doença está relacionada com 

fatores diversos, porém convergentes, relacionados aos impactos do meio ambiente, do 

microbioma, do metabolismo, das comorbidades e dos fatores de risco genéticos (FRIEDMAN, 

et al., 2018). 

Alguns estudos já apontam que funções similares a adipócitos podem ser atribuídas a 

hepatócitos, isso ocorre devido a uma diminuição da capacidade de armazenamento energético 
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do tecido adiposo, como podemos observar na obesidade (POLYZOS; MANTZOROS, 2015). 

Nessa situação, ficaria como função do hepatócito, o armazenamento de lipídios que o tecido 

adiposo não foi capaz de acolher, esses lipídios geralmente se encontram na forma de 

triglicerídeos (TG) e podem levar a esteatose hepática. Na obesidade, o excesso de ácidos 

graxos (AG) livres circulantes, decorrentes da lipólise acelerada e da baixa captação desses AG 

no tecido adiposo subcutâneo, gera um acúmulo ectópico de gordura (principalmente no fígado 

e músculo esquelético) e RI em múltiplos órgãos. Sendo assim, a principal forma de se obter 

esses AG livres intra-hepáticos é pela dieta, pela lipólise do tecido adiposo ou pela lipogênese 

de novo dentro do hepatócito (DONNELLY et al., 2005; MAGKOS; MANTZOROS, 2011). 

A obesidade parece desempenhar um papel muito importante no processo de indução 

da DHGNA (POLYZOS; KOUNTOURAS; MANTZOROS, 2017). A fisiopatologia envolvida 

nesse processo está relacionada com a expansão do tecido adiposo – gerado pela obesidade –

diminui a capacidade desse tecido de armazenar o excesso de energia. A disfunção adipocitária 

e o aumento da RI levam a uma lipólise que, consequentemente, aumenta os níveis de AG livres 

e leptina circulantes e diminui os de adiponectina, gerando um acúmulo de gordura intra-

hepática, que será agravado pelo alto teor de gordura e carboidratos da dieta, sendo este último 

o responsável por aumentar a lipogênese de novo. O tecido adiposo também pode ser infiltrado 

por células imunes produtoras de citocinas e quimiocinas, que em uma obesidade não 

controlada, poderão ser capazes de infiltrar o fígado, contribuindo fortemente com o processo 

inflamatório intra-hepático de baixo grau, porém crônico. A lipotoxicidade e a glicotoxicidade 

também desempenham um papel chave nessa cascata, por participarem do processo de acúmulo 

lipídico no fígado, consequentemente progredindo para uma esteatose hepática não alcoólica, 

estando estes intimamente relacionados com defeitos mitocondriais, estresse do retículo 

endoplasmático (RE) e estresse oxidativo. Se a inflamação for prolongada, as células estreladas 

hepáticas serão as principais responsáveis por iniciar um processo fibrinogênico e esse processo 

pode acarretar em uma cirrose que causa um dano na capacidade regenerativa do tecido 

hepático, no qual a reposição dos hepatócitos, submetidos à morte celular ou apoptose, é mal 

sucedida (Figura 4) (POLYZOS; KOUNTOURAS; MANTZOROS, 2019). 

Como se sabe, alterações no metabolismo lipídico são importantes no processo de 

desenvolvimento da DHGNA e sua progressão, e eles podem afetar diretamente as espécies 

reativas de oxigênio (ROS), a mitocôndria, o RE e a nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

(NADPH) oxidase (CHEN et al., 2020). Mesmo ainda apresentando poucos dados em relação 

ao desenvolvimento da DHGNA, muito progresso foi realizado nos últimos anos voltados 

principalmente para o aumento da geração de ROS que vai desencadear diversas mudanças no 
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organismo, entre elas a RI e a ativação de enzimas-chave do metabolismo lipídico (RIVES et 

al., 2020). 

 

Figura 4: Fisiopatologia da DHGNA pela obesidade. 

Abreviações: RI, resistência à insulina; AG, ácidos graxos; RE, retículo endoplasmático. Fonte: Adaptado de 

Polyzos; Kountouras; Mantzoros, 2019. 

 

Ainda não existem terapias farmacológicas eficazes no tratamento dessa doença, sendo 

a mudança no estilo de vida do paciente, como modificações na dieta e a prática de exercícios 

físicos, a estratégia de manejo de maior eficácia para controlar sua progressão. Outras duas 

terapias clássicas são o tratamento da DHGNA com vitamina E e o agente antidiabético 

Pioglitazona, porém, ambos apresentam a indução de efeitos adversos (MACIEJEWSKA et al., 

2019). Logo, o desenvolvimento de uma nova estratégia terapêutica para essa patologia é de 

extrema importância para evitar sua evolução e, consequentemente, que ela possa acarretar na 

progressão de uma esteatose hepática. 
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Esteatose hepática 

 

A esteatose hepática é definida pelo excesso de lipídio (principalmente TGs) acumulado 

nos hepatócitos e está associada geralmente a duas condições: a DHGNA e a doença hepática 

gordurosa alcoólica. Grande parte dos indivíduos que apresentam sobrepeso e obesidade 

desenvolvem essa característica (ANGULO, 2007; FRAULOB, et al., 2012). 

O curso natural da esteatose hepática varia de acordo com a sua etiologia e geralmente 

é acompanhada de condições como inflamação e fibrose, tendo potencial de progredir para uma 

cirrose e até insuficiência hepática (IDILMAN; OZDENIZ; KARCAALTINCABA, 2016). 

Vários estudos já mostraram que existe uma correlação entre obesidade e esteatose hepática 

(POLYZOS; KOUNTOURAS; MANTZOROS, 2019) e essa correlação é extremamente 

preocupante, visto que, a esteatose está associada a doença mais avançada e taxas de 

mortalidade mais elevadas (POLYZOS et al., 2012).  

O nível lipídico dos hepatócitos é regulado por atividade de enzimas celulares que 

catalisam a absorção, síntese, oxidação e exportação lipídica, logo, sempre que houver um 

aumento da entrada, absorção ou síntese de AGs, e esse aumento se exceder a capacidade 

oxidativa ou de exportação, ocorrerá a esteatose hepática (AGUILA et al., 2003). Assim, 

qualquer fator que gere um desbalanço entre a aquisição de lipídios – captação de AGs livres e 

lipogênese de novo - e a eliminação - β-oxidação e exportação de VLDL – estes serão 

responsáveis por contribuir para o desenvolvimento de uma esteatose hepática (HURR et al., 

2019).  

A gravidade do dano hepático geralmente está correlacionada com o grau de estresse 

metabólico hepático, mas há variabilidades individuais significativas com relação ao seu 

resultado; o dano hepático parece permanecer estável na maioria dos indivíduos, mas é capaz 

de regredir em alguns e progredir em outros (HARRISON; TORGERSON; HAYASHI, 2003). 

Além disso, disfunções metabólicas como RI, dislipidemia e doenças cardiovasculares estão 

intimamente associados com a esteatose hepática, e aparentam estar mais relacionados com o 

acúmulo de gordura hepática e DHGNA do que apenas só com a obesidade (HØJLAND IPSEN; 

TVEDEN-NYBORG; LYKKESFELDT, 2016; IPSEN; TVEDEN-NYBORG; 

LYKKESFELDT, 2016). 

Como já estabelecido anteriormente, o fígado é um órgão de extrema importância e uma 

das razões é seu envolvimento no metabolismo lipídico. Ele é o regulador da homeostase 

lipídica é responsável por realizar a síntese de AGs, sua exportação e sua distribuição para os 

demais tecidos, além de conseguir usar esses ácidos como fonte energética (Figura 5). Esse 
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processo é regulado por diversos fatores e a interrupção de uma ou mais das vias ligadas a 

regulação da função hepática pode gerar a retenção de gordura intra-hepática causando 

esteatose e consequentemente DHGNA (BECHMANN et al., 2012; NGUYEN et al., 2008). 

 

Figura 5: Esquema de aquisição, síntese e eliminação de lipídeos hepáticos. 

Abreviação: AGs, ácidos graxos; VLDL, lipoproteínas de densidade muito baixa. Fonte: Adaptado de IPSEN; 

LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG, 2018. 

 

 As quatro vias principais envolvidas nesse processo são: captação de lipídios 

circulantes, lipogênese de novo, oxidação de AGs e exportação de VLDL. De forma geral, o 

fígado apresenta transportadores específicos de AGs localizados em sua membrana, esses 

transportadores vão facilitar o transporte de AGs para diferentes compartimentos celulares 

dentro do citoplasma. Juntamente a isso, a lipogênese de novo converte acetilcoenzima A (aceti-

CoA) – resultante do excesso de carboidrato – em novos AGs que podem ser esterificados e 

armazenados como TGs. Um outro processo que ocorre é a oxidação de AGs, que será 

responsável por reduzir os níveis intra-hepáticos de gordura, utilizando-as como fonte de 

energia. Esse processo ocorre principalmente na mitocôndria, no entanto, a sobrecarga lipídica 

e/ou uma disfunção mitocondrial presente levam a um maior grau de oxidação de AGs nos 

peroxissomos e citocromos, gerando ROS (IPSEN; LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG, 

2018).  

 A RI é considerada o fator chave para o desenvolvimento de DHGNA e esteatose 

hepática não-alcoólica, assim que começa o acúmulo de AGs, colesterol e outros metabólitos 

lipídicos no fígado, há o aumento do risco de efeitos tóxicos neste órgão, processo conhecido 

convencionalmente como lipotoxicidade. Esse processo pode gerar uma cicatrização de feridas 

de longa duração que levarão a alterações hepatocelulares, inflamação, ativação de células 
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estreladas hepáticas, além de síntese e deposição de matriz extracelular no tecido hepático 

(MARRA; SVEGLIATI-BARONI, 2018; PIERANTONELLI; SVEGLIATI-BARONI, 2019). 

 A lipotoxicidade ocorre quando há um acúmulo de lipídios nocivos que gera a disfunção 

de organelas, lesão celular e morte. Esse processo está intimamente associado com a esteatose 

hepática, nele, os lipídios tóxicos causam danos celulares por meio de diferentes mecanismos 

entre eles modificando a função das organelas intracelulares, como o RE e mitocôndrias; assim 

como vão ativar de forma direta as vias de sinalização do receptor de morte 

(PIERANTONELLI; SVEGLIATI-BARONI, 2019).  

O excesso de AGs livres vai induzir a síntese de acetil-CoA pela via do metabolismo 

oxidativo, essa via tem a capacidade de desacoplar a função do ciclo hepático do ácido 

tricarboxílico da respiração mitocondrial, gerando um aumento da produção de ROS. A β-

oxidação incompleta dos AGs livres vai promover um acúmulo de espécies tóxicas, como ácido 

palmítico e outros AGs saturados, além de intermediários de oxidação e outras espécies. O 

acúmulo de colesterol na mitocôndria também desempenha um papel importante na 

lipotoxicidade, levando a uma depleção de GSH e ao estresse oxidativo. Os AGs saturados vão 

promover o estresse do RE pela ativação das vias intramoleculares PERK, ATF6 e IRE1. A 

PERK tem como principal substrato o fator de iniciação da tradução eucariótica 2, que quando 

fosforilado ativa a molécula pró-apoptótica CHOP. CHOP também é substrato do ATF6. As 

vias apoptóticas de IRE1 são mediadas pela ativação de JNK que se regula positivamente 

através da expressão de proteínas pró-apoptóticas BH3 (SVEGLIATI-BARONI et al., 2019) 

(Figura 6).  

Todas essas características são extremamente danosas ao organismo, e uma vez que a 

esteatose hepática esteja estabelecida a longo prazo no fígado, esse órgão se torna altamente 

suscetível a progressão de um DHGNA, ao estresse oxidativo, e poderá até acarretar a esteato-hepatite 

(MEHTA et al., 2002). 
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Figura 6. Disfunção mitocondrial e estresse do RE na patogênese da NASH. 

Abreviação: AGL, ácidos graxos livres; TCA, ácido tricarboxílico; ROS, espécies reativas de oxigênio; GSH, 

glutationa; SFAs, ácidos graxos saturados; PERK, fator de iniciação eucariótica 2α quinase; ATF6, fator de 

transcrição ativador 6; IRE1, enzima-1 que requer inositol; eIF2a, fator de iniciação da tradução eucariótica 2; 

CHOP, proteína homóloga de C/EBP; JNK, c-Jun N-terminal quinase; ptn; proteína. Fonte: Adaptado de 

SVEGLIATI-BARONI et al., 2019. 

 

Modelo Experimental 

 

Com o avanço da obesidade e das suas doenças associadas, começaram a ser criados 

modelos experimentais animais para compreender melhor o papel de cada elemento envolvido 

tanto na sua fisiopatologia quanto nas suas comorbidades associadas. Esses modelos são de 

extrema importância porque além de entender a patologia, criam a possibilidade de novas 

proposições terapêuticas para o seu tratamento. Cada vez mais, têm sido utilizados modelos 

com a indução de dieta hiperlipídica, já que esse modelo mimetiza de forma muito similar as 

alterações metabólicas encontradas na obesidade (WEST; YORK, 1998; WINZELL; AHRÉN, 

2004). 

As linhagens mais utilizadas para esses modelos são as linhagens isogênicas ou inbred 

de camundongos, sendo elas C57BL/6, C57BL/6J, AKR/J ou A/J (WHITE et al., 2013). Já foi 

visto que linhagens de camundongos C57Bl/6 machos, quando administrada a dieta 

hiperlipídica, foram capazes de desenvolver obesidade, RI, diabetes mellitus, esteatose hepática 

e pancreática (MASI et al., 2012). 



28 

Quando o assunto é o estudo da DHGNA, existem diversos modelos para se avaliar os 

efeitos que os lipídios geram nesta patologia, entre eles se encontram modelos de animais como 

camundongos C57Bl/6 ou ratos Wistar e Sprague Dawley, já que eles desenvolvem muito bem 

tanto a obesidade e a diabete mellitus tipo 2, quanto a DHGNA (WHITE et al., 2013). Os 

modelos geralmente envolvem alterações genéticas (como no caso da deficiência de leptina – 

modelo OB/OB), alterações químicas (no qual a doença é causada com administração de 

drogas), ou alterações dietéticas (com dietas hiperlipídicas, dietas ricas em frutose ou dietas 

deficiente em metionina e colina) (JUMP et al., 2016; LAU; ZHANG; YU, 2017; 

TAKAHASHI; SOEJIMA; FUKUSATO, 2012; VAN HERCK; VONGHIA; FRANCQUE, 

2017; WHITE et al., 2013). 

Cada um dos modelos possui características próprias e objetivos distintos, logo, para se 

escolher o melhor modelo experimental, é necessário avaliar o propósito do estudo (AYDOS et 

al., 2019).  No presente estudo buscamos avaliar as alterações fisiopatológicas, estruturais e 

ultraestruturais causadas no fígado durante a obesidade, assim, optamos por administrar uma 

dieta rica em gorduras em linhagem de camundongos C57Bl/6, que é a mais utilizada para o 

modelo experimental de DHGNA (VAN HERCK; VONGHIA; FRANCQUE, 2017). A escolha 

da dieta hiperlipídica se deu devido a estudos que já observam que esse tipo de dieta é capaz de 

desenvolver diversas consequências nos animais, entre elas:  obesidade, hiperinsulinemia, 

hiperglicemia, hipertensão e danos no fígado, todas características semelhantes ao fenótipo 

observado em humanos com DHGNA (ROCCHINI; MARKER; CERVENKA, 1997; WHITE 

et al., 2013). 

Atualmente, a forma mais eficaz para o tratamento tanto da obesidade, quanto das 

alterações hepáticas que ela possa acarretar, envolvem modificações no estilo de vida e na dieta 

de pacientes com essas comorbidades. A prática de atividades físicas e a melhora na ingesta 

alimentar geram benefícios significativos na esteatose hepática e podem ajudar a melhorar a RI. 

Entretanto, só uma pequena porcentagem desses pacientes consegue implementar essas 

medidas de forma a se tornarem eficazes (FRAULOB; SOUZA-MELLO, et al., 2012). Assim, 

a busca de novas opções terapêuticas, entre elas opções farmacológicas vêm crescendo cada 

vez mais, tendo a utilização de AGs poli-insaturados (PUFAs) como tratamento desperta 

bastante interesse (MATRAVADIA et al., 2014). 
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Ácido Graxos Poli-insaturados (PUFAs) 

 

Os AGs são compostos por hidrocarbonetos em cadeia, que apresentam um grupo 

carboxila em uma de suas extremidades e um grupo metila na outra. Suas espécies existentes 

são classificadas de acordo com seu grau de saturação, sendo as três principais os AGs 

saturados, os AGs monoinsaturados (MUFAs) e os PUFAs (ALBRACHT-SCHULTE et al., 

2018). Essas variações na estrutura química são as responsáveis por levar atividades fisiológicas 

diferentes, enquanto os AGs saturados tem sido associados com desenvolvimento de disfunção 

metabólica, os MUFAs e PUFAs têm demonstrados atividades úteis ao metabolismo 

(JEROMSON et al., 2015). 

Os PUFAs podem ser classificados adicionalmente nos grupos ômega-3 e ômega-6, 

baseando-se na primeira ligação dupla da extremidade metil desses AGs e no tamanho de sua 

cadeia de hidrocarbonetos. E assim como nos grandes grupos de AGs, as diferenças estruturais 

desses compostos também darão origem a diferenças funcionais em relação a suas ações na 

inflamação e no metabolismo (SIRIWARDHANA et al., 2013). 

Ômega-3 e o ômega-6 são reconhecidos como AGs essenciais, ambos não podem ser 

produzidos dentro do corpo sendo necessária a suplementação pela dieta (KAPOOR et al., 

2021). O ômega-3 atua como precursor de mediadores lipídicos, como resolvinas e lipoxinas, 

e possuem como principal característica ações anti-inflamatórias, como por exemplo, a inibição 

da produção de citocinas pró-inflamatórias, da ativação de fatores de transcrição e do 

recrutamento celular, assim como, é responsável por induzir a fagocitose em macrófagos 

(MOLFINO et al., 2017); também são capazes de modular a liberação de espécies reativas de 

oxigênio e óxido nítrico (BORSONELO; GALDURÓZ, 2008). Além disso, estarão envolvidos 

no controle da ingestão alimentar, na detecção de energia e nos distúrbios relacionados à 

alimentação; reprodução; resposta ao estresse; e câncer, entre outras coisas (CHIANESE et al., 

2017; LAEZZA et al., 2020; PAGOTTO et al., 2006).  

Esses PUFAs são derivados de AGs vitais: os ácidos α-linolênico (ômega-3) e ácido 

linoleico (ômega-6) (CALDER, 2017). As fontes existentes estão presentes tanto em animais 

como em vegetais (PANAHI et al., 2016), o ômega-3, por exemplo, é encontrado em sementes 

da planta – como chia, linhaça e nozes – e no óleo de peixe marinho; produtos à base de cereais 

também são considerados fonte primordiais desse ômega. Já o ômega-6 é obtido a partir de 

óleos vegetais como soja e girassol, esses óleos também possuem AGs ômega-3, porém em 

menor quantidade. Os ácidos eicosapentaenóico (EPA) e docosahexaenóico (DHA) são 
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importantes ômega-3, enquanto os ácidos linoleicos e o araquidônico são importantes ômega-6 

(KAPOOR et al., 2021) (Figura 7).  

Diversos trabalhos têm estudado a eficácia das fontes de PUFAs para o tratamento da 

obesidade e de doenças associadas a ela, como a DHGNA e suas consequências. Já foi 

determinado que as lipoxinas, mediadores lipídicos muito presente nos PUFAs, são capazes de 

melhorar as alterações histopatológicas de fígados de ratos, reduzindo as áreas de necrose 

hepática com infiltrado de células inflamatórias e gerando uma diminuição do acúmulo de 

lipídios hepáticos (CHIU et al., 2018; AL-OKBI et al., 2018).  EPA e DHA também mostraram 

diversos efeitos benéficos como diminuição do risco de síndromes cardiovasculares e 

prevenção do progresso da RI e da obesidade (FLACHS et al., 2009). 

 

Figura 7: Tipos de PUFAs e suas principais funções. 

Abreviações: DHA, ácido docosahexaenóico; EPA, ácido eicosapentaenóico; ALA, ácido α-linolênico; LA, ácido 

linoleico. Fonte: Adaptado de KAPOOR et al., 2021 

 

Um estudo recente mostrou que o tratamento com o óleo de krill (crustáceo) – contém 

alto teor de EPA e DHA – é capaz de atenua os processos inflamatórios em camundongos com 

dieta hipelipídica, além de ser capaz melhora a composição de AGs na circulação, no tecido 

adiposo e no fígado, durante o desenvolvimento a obesidade (GART et al., 2021). Quando 

avaliado as alterações que o óleo de peixe é capaz de induzir (YAMAZAKI; LI; IKAGA, 2021), 

foi visto que esse óleo pode ser promissor na prevenção de sobrepeso e obesidade; em animais 

alimentados com dieta HL foi capaz de prevenir a deficiência na oxidação de AGs, assim como 

restaura os prejuízos causados no transporte da glicose no músculo (TISHINSKY, et al., 2012); 

e proteger contra a RI induzida por dieta (LANZA, et al. 2013). 
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Atualmente, a suplementação de PUFAs mais conhecida e utilizada é a de óleo de peixe 

(SHERRATT; LERO; MASON, 2020). Entretanto, tanto essa quanto as outras fontes mais 

comuns de extração (vegetal e animal) tem um processo complexo para sua obtenção e geram 

uma quantidade pequena de produto final (PANAHI et al., 2016). Logo, fontes alternativas de 

obtenção desses AGs seriam de extrema importância no cenário atual. 

 

Óleo de Capivara 

 

Trabalhos relacionados a aspectos medicinais e aproveitamento de recursos vêm sendo 

cada vez mais comuns. Inicialmente os estudos eram voltados para plantas com aspectos 

medicinais, entretanto, pesquisadores de diferentes sociedades já vêm utilizando a fauna para 

esses aspectos (DE ALMEIDA; DE ALBUQUERQUE, 2002). 

A capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) é um roedor silvestre de grande interesse 

econômico. Está amplamente distribuído na América do Sul e o consumo de sua carne é um 

costume cultural em países como Venezuela e Brasil. Sua produção tem crescido cada vez mais 

como alternativas em áreas marginalizadas e propriedades rurais e apresenta grande potencial 

econômico devido ao seu couro, carne e óleo (FEDERICO; CANZIANI, 2005; GIRARDI et 

al., 2005). O Brasil possui alguns lugares licenciados pelo IBAMA, para criação de capivaras. 

Um deles está situado no Estado de Goiás, a Fazenda Santa Luzia, que é um criadouro destinado 

a carnes de caça, apesar de haver o aproveitamento de várias partes do animal, a gordura é 

geralmente desprezada. 

Pouco ainda se conhece sobre o óleo de capivara. Esse óleo é extraído a partir da gordura 

subcutânea da capivara e contém 17,9% de AGs α-linolênico e 19,6% de AGs linoleico 

(FUKUSHIMA et al., 1997), que correspondem aos ômegas 3 e 6 respectivamente, além 35,6 

a 39,8% de PUFAs oleico e 20,7 a 24,3% de PUFAs palmítico (PINHEIRO; SILVA; 

RODRIGUES, 2001). É um dos componentes presentes no Capivarol, um tônico fortificante 

para crianças, e também é relacionado a ele atividades no auxílio de doenças respiratórias como 

bronquite e asma, além de reumatismo (PINHEIRO, 2008). 

Poucos estudos na literatura utilizam esse óleo, porém, os dados demonstram que o 

mesmo é capaz de acelerar o processo de cicatrização em feridas cutâneas de ratos (MARINHO; 

NETO-FERREIRA; JOSÉ DE CARVALHO, 2013) e melhorar a esteatose, inflamação e a 

atividade mitocondrial hepática (MARINHO et al., 2018). Sendo assim, o óleo de capivara se 

apresenta como uma fonte alternativa de PUFAs promissora para estudos relacionados ao 

desenvlvimento de terapias. 
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Nanotecnologia Farmacêutica 

 

Mesmo apresentando grandes benefícios à saúde, os PUFAs são facilmente oxidados 

quando em contado com o oxigênio, comprometendo a suplementação requerida pelo indivíduo 

(SHUKLA; PERKINS, 1991). Uma forma para evitar que isso ocorra e consequentemente 

aumentar a biodisponibilidade desses AGs é a nanotecnologia farmacêutica, que surgiu nas 

últimas décadas (COUVREUR; VAUTHIER, 2006). 

Nos últimos 30 anos, a nanotecnologia farmacêutica teve um crescimento exponencial, 

trazendo inovações desafiadoras para o ramo da farmacologia, e revolucionou o processo de 

entrega dos compostos biologicamente ativos, trazendo abordagens interessantes em diversas 

áreas da saúde. Esta tecnologia pode ser definida como o estudo e o controle de materiais com 

dimensões menores do que 1000 nm. É crescente sua inclusão no desenvolvimento de novas 

formulações farmacêuticas e apresenta um grande potencial na criação e liberação controlada 

de novos fármacos (COUVREUR; VAUTHIER, 2006; HOET; BRÜSKE-HOHLFELD; 

SALATA, 2004). 

Uma das primeiras descrições de uma nanotecnologia de liberação de drogas aconteceu 

na década de 1960 e ficou conhecida como lipossomas (BANGHAM; STANDISH; 

WATKINS, 1965), posteriormente, uma variedade de outros biomateriais para liberação de 

drogas foram desenvolvidos, tanto de origem orgânicos quanto de origem inorgânicos 

(FAROKHZAD; LANGER, 2009). O desenvolvimento desses produtos de nanotecnologia tem 

um potencial alto para desempenhar um papel importante no acréscimo de um novo conjunto 

de técnicas terapêuticas ao pipeline das empresas farmacêuticas. Com o uso dessa tecnologia 

pode ser possível alcançar (1) melhor biodisponibilidade de medicamentos pouco solúveis em 

água; (2) entrega direcionada do princípio ativo para células ou tecidos; (3) transcitose de 

fármacos através de barreiras epiteliais e endoteliais apertadas; (4) entrega de macromoléculas 

a sítios de ação intracelulares; (5) co-entrega de dois ou mais medicamentos ou modalidade 

terapêutica para terapia combinada; (6) visualização de locais de entrega do princípio ativo 

combinando agentes terapêuticos com modalidades de imagem; e (7) leitura em tempo real 

sobre a eficácia in vivo de um agente terapêutico (FERRARI, 2005; LIONG et al., 2008). 

Mais de duas dúzias de produtos de nanotecnologia terapêutica já foram aprovados para 

o uso clínico (WAGNER et al., 2006), sendo a maioria capaz de melhorar a eficácia do fármaco 

ou da dosagem do medicamento clinicamente aprovado, podendo até estender o ciclo de vida 

dos medicamentos após a expiração da patente (FAROKHZAD; LANGER, 2009). A redução 

do tamanho de partículas e a produção de novos sistemas de escala nanométrica confere 
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propriedades importantes e diferenciadas a estes nanossistemas quando comparados aos 

sistemas convencionais conhecidos. O emprego da nanotecnologia promove uma liberação 

controlada e busca vetorização a alvos específicos no organismo, possibilitando uma redução 

na dosagem requerida e consequentemente a diminuição dos efeitos adversos que poderiam ser 

causados; sendo ainda capaz de reduzir a toxicidade e possibilitar maior adesão do paciente à 

terapêutica (FAROKHZAD; LANGER, 2009). Estes aspectos são de extrema importância, 

principalmente quando abordamos os casos de doenças crônicas que apresentam tratamentos 

prolongados. Além disso, a nanotecnologia pode auxiliar na veiculação de compostos 

lipofílicos, proteção da degradação, aumento da estabilidade e biodisponibilidade de fármacos 

(COUVREUR et al., 2002). 

Apesar de ser relativamente recente, existem diversos estudos que mostram as vantagens 

de utilização de compostos nanoencapsulados ou nanoparticulados, como redução da dose do 

medicamento e melhor absorção do fármaco (D’ALMEIDA et al., 2017). Um artigo de revisão 

publicado em 2020 mostrou que a encapsulação de drogas antifúngicas, com transportadores 

tanto nano quanto micrométricos, permitiu um aprimoramento no tratamento de micoses, 

atuando na atividade terapêutica e obtendo efeito prolongado do medicamento; eles observaram 

que houve uma liberação desencadeada por estímulos químicos e/ou fisiopatológicos 

específicos. Além disso, concluíram que a utilização desses sistemas permite a manutenção do 

efeito terapêutico localizado e proporciona o aumento do acúmulo do fármaco na pele, 

aumentando a eficiência de entrega do fármaco (LENGERT et al., 2020). 

A estrutura e a composição das nanopartículas apresentam propriedades físico-químicas 

específicas e diferentes possibilidades de aplicações. Dentre as diversas classes conhecidas de 

materiais empregados com a finalidade e entrega de fármacos, as nanoemulsões vem atraindo 

bastante atenção por terem uma maior razão entre a área e o volume de superfície, maior 

estabilidade em relação à agregação e ao índice de polidispersão (CHEN; INBARAJ, 2019). 

Sendo assim, a produção de nanoemulsões representa uma das mais promissoras oportunidades 

para o tratamento de diversas doenças. Logo, a utilização de nanoemulsões contendo o óleo de 

capivara, que é um PUFAs que tem apresentando resultados positivos principalmente 

relacionados ao fígado na literatura, pode ser uma abordagem alternativa e promissora para o 

tratamento de DHGNA (e sua evolução) causados pela obesidade. 
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1 OBJETIVO  

 

1.1 Objetivo geral  

 

Avaliar os efeitos de duas apresentações farmacêuticas do óleo de capivara (livre e em 

nanoemulsão) sobre as alterações hepáticas causadas pela obesidade em camundongos 

C57Bl/6. 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

Desenvolvimento e caracterização das formulações farmacêuticas do óleo de capivara: 

 

a) Extração do óleo de capivara; 

b) Desenvolvimento da forma farmacêutica do óleo de capivara nanoemulsionado; 

c) Caracterização das propriedades físico-químicas do óleo de capivara em sua 

forma livre e em nanoemulsão. 

 

Indução da obesidade e avaliação do efeito das formulações farmacêuticas do óleo de 

capivara em modelo in vivo: 

 

a) Induzir obesidade nos camundongos C57Bl/6 por administração de dieta 

hiperlipídica; 

b) Avaliar os efeitos da administração do óleo de capivara livre e nanoemulsionado 

em camundongos obesos no (a): 

-  Massa corporal, pressão arterial e níveis de glicose no sangue; 

- Bioquímica plasmática, com avaliação do colesterol total, HDL, LDL, 

triglicerídeos e enzimas que indiquem o comprometimento da função hepática 

(ALT e AST); 

-  Morfologia estrutural e ultraestrutural do tecido hepático; 

-  Remodelamento tecidual e processo de morte celular. 
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 2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Óleo de capivara e nanoemulsão 

 

 O óleo de capivara foi adquirido do Criadouro de Animais Silvestres e Exóticos Fazenda 

Santa Luzia, Itaberaí – GO, proveniente de animais criados em cativeiro autorizado pelo 

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA). A 

extração do óleo foi realizada através do processamento hidrotérmico da gordura em banho-

maria, obtendo-se o óleo em sua forma líquida (MARINHO, et al., 2013) para posterior 

administração oral nos animais. 

 Uma amostra do óleo foi aliquotada e enviada para a Universidade Federal do Mato 

Grosso (UFMT) para a realização das análises físico-químicas e produção das nanoemulsões 

em colaboração com a professora Dra. Stela Regina Ferrarini do Laboratório de Nanotecnologia 

Farmacêutica. 

 Para o desenvolvimento das suspensões de nanoemulsão contendo o óleo de capivara 

foram utilizadas formulações preparadas por emulsificação espontânea. O monoestearato de 

sorbitano e o óleo de capivara (componentes da fase orgânica) foram dissolvidos sob agitação 

magnética a 40ºC em acetona e injetados na fase aquosa (polissorbato 80 e água), sob agitação 

e permanecendo nesta condição por 10 min. Logo em sequência, a formulação foi concentrada 

a um volume final de 10 mL em evaporador rotatório para eliminação do solvente orgânico e 

de parte da água. A nanoemulsão branca foi preparada sem a adição do óleo de capivara, sendo 

este substituído por um óleo inerte, triglicerídeos de cadeia média. 

 Na caracterização físico-química das formulações em cada lote de nanoemulsão foi 

determinado o tamanho das partículas e o índice de polidispersão através do espalhamento de 

luz dinâmico (Zetasizer® ZS, Reino Unido). A confirmação dos parâmetros e o monitoramento 

do movimento browniano das suspensões foram realizados através do equipamento 

NanoSight® (Amesbury, Reino Unido). O potencial zeta foi determinado pelo princípio de 

mobilidade eletroforética de sistemas coloidais utilizando-se o Zetasizer®. O pH foi 

determinado em potenciômetro. Para a determinação da concentração do óleo de capivara 

emulsionado foi realizada através de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). E na 

determinação do tempo máximo que as suspensões poderão ser utilizadas para os experimentos 

biológicos sem apresentar nenhum fenômeno de instabilidade física, foi utilizada metodologia 

de espalhamento múltiplo de luz através do Turbiscan LAB® (Formulaction Co., França). 
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2.2 Animais e desenho experimental 

 

 O protocolo de experimentação e manuseio foram realizados de acordo com as guias 

convencionais de experimentação animal, sendo o protocolo experimental aprovado pela 

Comissão de Ética para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais (n.º CEUA/031/2018) do 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro (UERJ). 

 No presente trabalho foram utilizados 60 camundongos C57Bl/6 machos, com 3 meses 

de idade, que foram mantidos no biotério do Departamento de Histologia e Embriologia (DHE) 

na UERJ sob condições controladas (temperatura 21±2 ºC, umidade 60 ± 10%, ciclo de luz 

invertido de 12 h – claro/ escuro e ciclo de reposição de ar 15 min/h). Os animais foram 

submetidos a uma dieta controle - de acordo com a recomendação do Instituto Americano de 

Nutrição (AIN-93M) - ou hiperlipídica (26% de carboidratos, 14% de proteínas e 60% de 

gordura) de acordo com os grupos experimentais e água ad libitum. O conteúdo mineral e 

vitamínico de ambas as dietas foi baseado na AIN-93M (Reeves et al., 1993). 

 O desenho experimental teve duração de dezoito semanas. Da semana zero até a décima 

quarta semana, os animais passaram pelo processo de indução da obesidade, no qual houve a 

divisão em dois grandes grupos, o que recebeu dieta controle e o que recebeu dieta hiperlipídica. 

Da 15ª a 18ª semana os animais foram subdivididos e começaram a receber diariamente o 

tratamento com placebo (água potável), óleo de capivara livre (OCL) (5000 mg/kg ou 100 

mg/kg), óleo de capivara nanoemulsionado (OCN) (100 mg/kg), ou nanoemulsão brancas (NB), 

via gavagem orogástrica, segundo os grupos experimentais a seguir (n=6/grupo): 

a) Controle (C): Camundongos receberam dieta controle e água como placebo; 

b) Controle + OCL (C + OCL): Camundongos receberam dieta controle e óleo de 

capivara livre na dose de 5000 mg/Kg/dia; 

c) Controle + OCN (C + OCN): Camundongos receberam dieta controle e 

nanoemulsão contendo óleo de capivara na dose de 100 mg/Kg/dia; 

d) Controle + OC 100 (C + OC 100): Camundongos receberam dieta controle e 

óleo de capivara livre na dose de 100 mg/Kg/dia; 

e) Controle + NB (C + NB): Camundongos receberam dieta e nanoemulsão 

brancas; 

f) Hiperlipídico (HL): Camundongos receberam dieta hiperlipídica e água como 

placebo; 
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g) Hiperlipídico + OCL (HL + OCL): Camundongos receberam dieta hiperlipídica 

e óleo de capivara livre na dose de 5000 mg/Kg/dia; 

h) Hiperlipídico + OCN (HL + OCN): Camundongos receberam dieta hiperlipídica 

e nanoemulsão contendo óleo de capivara na dose de 100 mg/Kg/dia; 

i) Hiperlipídico + OC 100 (HL + OC 100): Camundongos receberam dieta 

hiperlipídica e óleo de capivara livre na dose de 100 mg/Kg/dia; 

j) Hiperlipídico + NB (HL + NB): Camundongos receberam dieta hiperlipídica e 

nanoemulsão brancas. 

 

2.3 Massa corporal e pressão arterial sistólica 

 

Para a avaliação da massa corporal (MC) dos animais, os camundongos foram 

semanalmente pesados, durante todo o experimento, em balança de precisão digital, tendo sua 

evolução calculada e traçada no decorrer das semanas. 

 Já para a avaliação da pressão arterial sistólica (PAS), durante as primeiras 14 semanas 

(período do pré-tratamento), a PAS dos camundongos foi aferida mensalmente pelo método 

não invasivo de pletismografia da artéria caudal (Kent Scientific; USA) em todos os grupos 

experimentais com os animais conscientes a partir da semana zero. Durante o período de 

tratamento (15ª a 18ª semanas), a PAS passou a ser aferida quinzenalmente, para avaliação do 

efeito do óleo de capivara na evolução da pressão arterial. Foram utilizadas as médias de três 

aferições de cada animal. Anteriormente ao período experimental, a PAS dos camundongos foi 

aferida com o objetivo de aclimatar os animais e assim atenuar possíveis mudanças na pressão 

geradas pelo estresse. 

 

2.4 Teste de tolerância oral à glicose (TOTG) 

 

Com o intuito de avaliar a tolerância oral à glicose, o teste de tolerância à glicose 

(TOTG) foi realizado antes da inserção da dieta hiperlipídica (para verificar a normalidade da 

amostra). Assim como na PAS, o TOTG foi realizado mensalmente no período pré-tratamento 

e quinzenalmente no período pós tratamento. Para esse procedimento, os animais 

permaneceram em jejum de oito horas. O sangue foi coletado através de uma incisão pequena 

na ponta da cauda do camundongo para a verificação da glicose em jejum (Bayer, Brasil). Em 

seguida foi administrada, por gavagem, solução de glicose a 25% (2g/Kg camundongo) e a 
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concentração de glicose plasmática foi medida nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos após a 

administração da solução de glicose 

 

2.5 Eutanásia e obtenção do material 

 

 No dia da eutanásia, após as 18 semanas de experimentação, os animais foram 

profundamente anestesiados com pentobarbital (40 mg/Kg) na região intraperitoneal. Foi 

realizada uma incisão na linha alba, expondo assim o abdômen e tórax. Amostras de sangue 

foram extraídas por punção cardíaca e colocadas em tubos previamente heparinizados (0,1 ml). 

As amostras sanguíneas foram centrifugadas (1200g, 15 min) e o plasma foi retirado e 

armazenado em outro tubo que foi refrigerado a -80ºC para posteriores análises bioquímicas. 

 Em seguida, o fígado foi coletado sendo fixado em paraformaldeído 4%, para a 

realização de técnicas histológicas; ou acrescido com glutaraldeído 2,5%, para realização do 

processamento para microscopia eletrônica de transmissão (MET); ou congelados em 

refrigeração a -80ºC, para a análise do estresse oxidativo. 

 

2.6 Análises bioquímicas 

 

  A partir do plasma coletado foram realizadas análises bioquímicas para avaliação do 

perfil lipídico e para enzimas que indicam o comprometimento da função hepática. Foram 

dosados os níveis colesterol total, HDL, LDL, triglicerídeos, alanina aminotransferase (AST) e 

aspartato aminotransferase (ALT), por espectrofotometria realizado de acordo com as 

especificações do fabricante (Bioclin System II, Brasil). Os cálculos para as concentrações em 

g/dL foram realizados de acordo com o datasheet do kit. 

 

2.7 Processamento histológico 

 

Amostras do fígado foram seccionadas e fixadas em paraformaldeído 4% durante 48h, 

após isso, foram inseridas em cassetes histológicos e lavados durante 3 h em água corrente. 

Após a lavagem, as amostras foram desidratadas em concentrações crescentes de álcool, 70% 

(overnight), 90% e duas vezes em álcool 100%, sendo 40 minutos em cada banho. 

Posteriormente, o material foi clarificado em dois banhos de xilol de 25 minutos cada. Por fim, 

os cassetes passaram por dois banhos de parafina a 60°C por 1h em cada etapa e incluiu-se os 

pedaços de fígado em blocos de parafina (Proquímios, Brasil). Todos os blocos foram 
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seccionados em aproximadamente 3 µm de espessura em micrótomo (American Optical, 

modelo Spencer, Estados Unidos) e os cortes foram acomodados em lâminas histológicas 

revestidas com silano (SIGMA) para os procedimentos histoquímicos e imunohistoquímicos. 

As secções foram colocadas na estufa a 60°C overnight para permitir a firme adesão dos cortes 

às lâminas histológicas, foram então desparafinizados em 3 banhos de xilol e hidratados com 

banhos decrescentes de álcool 100%, 90%, 70% e por último um banho de água destilada, sendo 

2 minutos em cada banho. 

As lâminas histológicas contendo o corte com fígado foram corados com Hematoxilina 

e Eosina ou incubadas com anticorpo primário para detecção de: Bax, Bcl-2 e Citocromo C, e 

a imunomarcação foi revelada através do método da avidina-biotina peroxidase. Em seguida, 

as lâminas foram observadas no microscópio de luz acoplado a câmera CCD (Olympus BX 53 

com câmera Olympus DP72, Japan) e processadas em um sistema computadorizado de captura 

de imagens Image Pro-Plus 7.0 (Media Cybernetics, Silver Springs, EUA).  

 

2.8 Técnicas histológicas 

 

2.8.1 Esteatose hepática 

 

 Para a análise da esteatose hepática foi utilizada a coloração de Hematoxilina e Eosina. 

Após hidratação, as lâminas foram coradas por dois minutos em solução de Hematoxilina de 

Harris, lavadas em água destilada para retirar o excesso, e, em seguida, coradas com Eosina por 

um minuto. As lâminas foram novamente lavadas com água destilada, desidratadas em série 

alcoólica crescente, diafanizadas e montadas. Com essa coloração pôde-se analisar a morfologia 

do tecido hepático e posteriormente a porcentagem de esteatose por área.  

 

2.8.2 Imunohistoquímica por peroxidase 

 

 Para a imunohistoquímica, foram utilizados os seguintes anticorpos primários (Santa 

Cruz Biotechnology, Estados Unidos): anti-Bax, Bcl-2 e Citocromo C. Cortes de 3 µm de 

fragmentos de fígado incluídos em parafina foram desparafinizados, hidratados e incubados 

com peróxido de hidrogênio a 3%, durante 15 min, para o bloqueio da peroxidase endógena. 

Posteriormente os cortes foram rinsados com água destilada e lavados com tampão fosfato 

salino (PBS) 3 vezes, por 5 min por vez. Foi realizada a recuperação antigênica com o tampão 

citrato em pH 6,0 por 20 min à 60ºC. Em seguida, deixou-se os cortes esfriarem a temperatura 
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ambiente que em seguida foram lavados novamente com PBS. Posteriormente, os cortes foram 

incubados com PBS/BSA (soro albumina bovina) 3%, por 20 min, em temperatura ambiente, 

para não ocorrer marcações inespecíficas dos anticorpos. Os cortes foram então incubados com 

os anticorpos primários diluídos em PBS na proporção de 1:100 (Bcl-2, Citocromo C) ou 1:200 

(Bax) em câmara úmida overnight a 4ºC. No dia seguinte, os cortes foram lavados com PBS e 

incubados com anticorpo secundário biotinilado, durante 1 h e posteriormente com 

estreptavidina (Dako, EUA), por 30 min, em temperatura ambiente. Após isto, os cortes foram 

lavados novamente com PBS, revelados com diaminobenzidina (DAB) (Dako, EUA) e 

contracorados com Hematoxilina de Harris. As lâminas foram então desidratadas e diafanizadas 

em concentrações crescentes de álcool, 70%, 90%, 100% e xilol e montadas com Entellan 

(Merck, Alemanha) e lamínulas para posterior observação ao microscópio óptico. 

 

2.9 Morfometria 

 

 A morfometria foi realizada no programa Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, 

EUA). De cada fragmento de fígado foram fotografados cinco campos aleatórios, em um 

aumento de 400x, no microscópio óptico. Para a quantificação da esteatose foi utilizada uma 

máscara na qual eram selecionadas três áreas aleatórias, de cada campo fotografado, e era 

calculado a porcentagem do espaço em branco neles presente. Foi realizada a média dessas 

porcentagens das fotomicrografias para a representação de cada animal. 

  Para as imunomarcações foi realizado um processo semelhante. Foram utilizados cinco 

campos aleatórios de cada fragmento de fígado, fotografados no aumento de 400x.  Foi 

selecionado manualmente as áreas marcadas com o DAB, que se encontravam mais 

amarronzadas, obtendo-se os resultados em pixel/µm² e realizado a média de cada 

fotomicrografias para a representação de cada animal.  

Os dados obtidos da porcentagem de esteatose e da quantificação da imunomarcação 

foram coletados e armazenados para posteriormente ser analisado num programa estatístico. 

 

2.10 Microscopia eletrônica de transmissão 

 

 Para avaliação dos aspectos ultraestruturais, o fígado foi fixado em solução de 

glutaraldeído 2,5%, a 4ºC por 24h. O material foi clivado e lavado 3 vezes por 10 min em 

tampão cacodilato de sódio a 0,1 M e pós-fixados com tetróxido de ósmio 1% e ferricianeto de 

potássio a 0,8% por 1 h. Após as lavagens, as amostras foram desidratadas em concentrações 
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crescentes de acetona, 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, por 30 min em cada. Em seguida, o 

material foi infiltrado com acetona e resina epon (TedPella, Estados Unidos) [25mL de Epon 

812, 17 mL de anidrido metil nádico (MNA), 8 mL de anidrido dodecenil succínico (DDSA), 

32 gotas de 2,4, tridimetilaminametilfenol (DMP) nas proporções de 2:1 por 2 h, 1:1 por 2 h e 

1:2 por 2 h e overnight em resina epon pura]. No dia seguinte, as amostras foram inseridas em 

resina Epon-812 nova pura, em tubos abertos por 4 h, e posteriormente incluídas em nova resina 

epon pura na qual foi polimerizada em estufa, a 60ºC, por 3 dias. Cortes ultrafinos (60-70 nm) 

de áreas selecionadas foram realizados com ultramicrótomo (Leica Ultracut-UCT, Leica 

Aktiengesellschaft, Áustria) e foram contrastados com acetato de uranila a 5% e citrato de 

chumbo para observação no microscópio eletrônico de transmissão JEM1200EX do 

Laboratório de microscopia eletrônica do Instituto de biologia da Universidade Federal 

Fluminense (JEOL, Brasil) a 80 kV. 

 

2.11 Análise Estatística 

 

Os dados foram inseridos em planilhas do Excel e analisados com o programa estatístico 

GraphPad Prism v. 8.0.1 (GraphPad Software, USA). Os dados foram apresentados como média 

± desvio padrão. As análises estatísticas foram realizadas pela comparação entre os grupos, e 

as diferenças entre eles foram testadas. A comparação dos dados no período pré-tratamento foi 

realizada através do teste t-Student e no período pós-tratamento pelo teste one-way ANOVA 

ou two-way ANOVA seguindo-se do pós-teste de Holm Sidak. O nível de significância 

utilizado foi de 5%. 
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3 RESULTADOS  

 

3.1 Análise físico-química das formulações do óleo de capivara 

 

3.1.1 Caracterização físico-química do óleo de capivara e da nanoemulsão 

 

A análise organoléptica do óleo de capivara mostrou que, a 25ºC, ele se apresentava em 

estado líquido, límpido com cor amarelo citrino, indicando uma grande quantidade de gordura 

poli-insaturada. A análise físico-química (Tabela 1) demonstrou que ele possui uma acidez em 

torno de 0,378 ± 1,68, o que corrobora com a quantidade de ácido oléico encontrado na análise 

da composição do óleo de capivara (3,76%) descrito na tabela 2 e se encontra dentro dos valores 

de referência estabelecidos pela Instrução Normativa Nº 49, de 22 de dezembro de 2006 do 

Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA). 

A avaliação do índice de peróxido mostrou uma baixa rancidez, 5,08 ± 0,712 em uma 

escala de 0 a 20, onde 20 é considerado alto teor de rancidez, estabelecendo-se no limite 

superior determinado pela IN 49/2006. Este dado é corroborado pela ausência de umidade na 

amostra, visto que a umidade pode levar a reação de hidrólise e oxidação dos ácidos graxos 

poli-insaturados e aumentar a rancidez do óleo. Por último, a avaliação de cinzas totais no óleo 

mostrou um teor de 6,84% de impurezas (Tabela 1).  

Tabela 1: Parâmetros físico-químicos do óleo de Capivara. O desvio calculado é o desvio 

padrão relativo. 

 

A análise da composição química do óleo de capivara foi realizada por cromatografia de 

alta eficiência (Tabela 2) e mostrou a presença de diversos ácidos graxos, dentre eles podemos 

destacar o ácido palmítico (56,06%), o ácido esteárico (16,22%), o ácido linoleico (10,93%), o 

ácido miristico (9,48%) e o ácido oleico (3,76%) como os principais componentes do óleo de 

capivara. Como valores referenciais da composição de óleo rico em PUFAs utilizamos o óleo 

de peixe, encontrado no mercado e muito utilizado como suplemento alimentar. Observamos a 



43 

mostra de referência de óleo de peixe apresentou valores reduzidos de ácido palmítico 

(52,73%), ácido esteárico (11,55%), ácido linoleico (2,63%) e ácido oléico (2,62%) e valor 

elevado de ácido miristico (21,48%) em sua composição quando comparado com o óleo de 

capivara. 

Tabela 2: Composição química do óleo de capivara. 

 

A escolha da formulação em nanoemulsão deu-se devido ao aumento de estabilidade 

deste preparo em relação às nanopartículas. Com os produtos em mãos, avaliamos as 

características organolépticas do óleo de capivara e as nanoemulsões contendo o óleo de 

capivara e óleo inerte (Nanoemulsão Branca), utilizada neste projeto como controle negativo. 

As nanoemulsões do óleo de capivara e branca apresentavam-se também em estado líquido, 

com cor branca leitosa sem deposição de precipitado. 

Utilizando duas metodologias de avaliação das propriedades físico-químicas das 

nanoemulsões, análise por difração à laser e a espectroscopia de correlação de fótons, avaliamos 

os diâmetros das partículas nas nanoemulsões e observamos que as nanoemulsões com óleo 

inerte (NB) apresentaram um diâmetro entre 0,186±0,012 μm e 175,0±0,007 nm, 

respectivamente. A análise das nanoemulsões com óleo de capivara (OCN) por esses métodos 

mostraram uma variação de diâmetro maior entre as partículas (0,337±0,041 μm e 

183,9±2,37nm, respectivamente). Utilizando as mesmas metodologias acima, também 

avaliamos a homogeneidade e amplitude de distribuição das partículas nas formulações, e para 

isso utilizamos como parâmetros a distribuição dos tamanhos da partícula (Span) e o índice de 

polidispersão (PDI). Nossas análises mostraram que NB apresenta uma distribuição de 

partículas de 1,725±0,025 Span, e PDI de 0,089±0,021. Já a OCN apresenta uma distribuição 
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de tamanho de partículas de 0,651±0,039 Span e um PDI em torno de 0,109±0,022. Além do 

mais, foi observado pH ácido (NB:5,44±0,27 e OCN:5,57) e os valores negativos, próximos de 

zero, do potencial Zeta (NB: -6,72±0,13 e OCN: -9,43±0,68) (Tabela 3). 

Tabela 3: Caracterização físico-química das nanoemulsão brancas (NB) e nanoemulsão 

contendo o óleo de capivara (OCN). 

 

3.2 Avaliação das formulações farmacêuticas do óleo de capivara no modelo de obesidade 

 

3.2.1 Massa corporal 

 

A massa corporal (MC) dos animais, medida semanalmente, mostrou que o grupo HL 

(AUC: 132,6±1,967), que ingeriu uma dieta hiperlipídica, apresentou um aumento significativo 

da massa corporal, a partir da quarta semana, comparado ao grupo controle (AUC: 

113,4±1,267). Além disso, vê-se que apenas os animais do grupo HL+OCN (AUC: 

107,7±1,085) -tratados com nanoemulsão de óleo de capivara- apresentaram uma diminuição 

significativa da massa corporal quando comparado ao grupo HL (AUC: 119,2±1,447) (Gráfico 

1). No presente trabalho o óleo de capivara livre não foi capaz de reduzir significativamente a 

MC, mas o óleo em nanoemulsão foi, isso pode estar relacionado ao efeito que a nanotecnologia 

farmacêutica pode causar no composto. 
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Gráfico 1: Evolução da massa corporal. 

Legenda: Análise da massa corporal dos camundongos submetidos à dieta controle e hiperlipídica nos períodos 

pré e pós tratamento. (A) Análise da massa corporal do pré-tratamento. (B) Análise da massa corporal do pós-

tratamento. a: diferente do grupo controle; b: diferente do grupo C+OCL; c: diferente do grupo C+ONC; d: 

diferente do grupo C+OC 100; e: diferente do grupo C+NB; f: HL+OCN diferente do grupo HL. Análise estatística: 

t-Student até 14ª semana (pré-tratamento) ou two-way ANOVA da 15ª a 18ª semana (pós-tratamento) com pós-

teste de Holm Sidak. p ≥ 0,05. N=6 para todos os grupos experimentais.  

 

3.2.2 Pressão arterial sistólica 

 

A pressão arterial sistólica (PAS) dos animais foi aferida pelo método de pletismografia 

caudal mensalmente durante o período pré-tratamento e quinzenalmente no pós tratamento. No 

pré-tratamento, pode-se observar que os animais do grupo HL (T60: 156,20 ± 11,21; T90: 

182,67± 1,99) apresentaram uma elevação significativa dos níveis de PAS comparados aos 

animais do grupo controle (T60: 130,50 ± 2,53; T90: 127,78 ± 1,37). Já no pós tratamento, pode-

se destacar que tanto o grupo HL tratado com OCL (T120: 156,47 ± 4,46) quanto com OCN 

(T120: 152,61 ± 3,46) foram capazes de diminuir significativamente a PAS quando comparado 

ao grupo HL (T120: 177,40 ± 0,90) (Gráfico 2). 
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Gráfico 2: Evolução da pressão arterial sistólica.  

Legenda: Análise da pressão arterial sistólica nos camundongos com dieta controle e hiperlipídica no período pré 

e pós tratamento. a: diferente do grupo C; b: diferente do grupo C+OCL; c: diferente do grupo C+ONC; d: diferente 

do grupo C+OC 100; e: diferente do grupo C+NB; f: diferente do grupo HL. Análise estatística: t-Student até 14ª 

semana (pré-tratamento) ou two-way ANOVA da 15ª a 18ª semana (pós-tratamento) com pós-teste de Holm Sidak. 

p ≥ 0,05. N=6 para todos os grupos experimentais. 

 

3.2.3 Teste de tolerância oral à glicose (TOTG) 

 

Para avaliar a tolerância oral à glicose, foi medida, mensalmente, a concentração de 

glicose plasmática dos animais, utilizando um glicosímetro. O grupo HL apresentou aumento 

significativo dos níveis de glicose no sangue no período pré-tratamento comparado aos animais 

do grupo C, sugerindo que esses animais desenvolveram uma possível resistência à insulina. 

No entanto, no período pós tratamento, os animais do grupo HL+OCN apresentaram 

diminuição significativa desses níveis quando comparado ao grupo HL, indicando que o 

tratamento com nanoemulsão de óleo de capivara foi capaz de aumentar a tolerância à glicose 

(Gráfico 3). 
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Gráfico 3: Concentração de glicose plasmática. 

Legenda: Análise do teste de tolerância oral à glicose nos camundongos com dieta controle e hiperlipídica no 

período pré e pós tratamento. a: diferente do grupo C; b: diferente do grupo C+OCL; c: diferente do grupo C+ONC; 

d: diferente do grupo C+OC 100; e: diferente do grupo C+NB; f: diferente do grupo HL. Análise estatística: t-

Student até 14ª semana (pré-tratamento) ou two-way ANOVA da 15ª a 18ª semana (pós-tratamento) com pós-teste 

de Holm Sidak. p ≥ 0,05. N=6 para todos os grupos experimentais. 

 

3.2.4 Bioquímica plasmática 

 

 O plasma foi utilizado para análise dos níveis colesterol total, HDL, LDL, VLDL, TGs, 

AST e ALT, por espectrofotometria. AST e ALT são enzimas marcadoras da função hepática, 

no nosso trabalho observamos que os níveis de AST aumentaram significativamente no grupo 

HL comparado ao grupo C e que tanto o tratamento OCL, quanto o tratamento OCN, 

diminuíram significativamente os níveis dessa enzima no HL, já os níveis de ALT não 

apresentaram diferença entre os grupos.  

Avaliando os outros parâmetros bioquímicos, observamos que os níveis de colesterol 

total, TGs, LDL e VLDL, aumentaram significativamente no grupo HL comparado ao grupo C. 

Nos grupos HL, o tratamento com OCL foi capaz de diminuir esses níveis em todos os 

parâmetros, exceto nos níveis de triglicerídeos, enquanto OCN conseguiu diminuir em todos. 

Interessantemente, os níveis de HDL, tido como bom colesterol, aumentaram 

significativamente tanto nos grupos C, quanto nos grupos HL tratados com OCL e OCN 

(Gráfico 4). 
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Gráfico 4: Parâmetros bioquímicos no soro. 

Legenda: Análise da bioquímica plasmática nos camundongos com dieta controle e hiperlipídica. (A) Análise da 

alanina aminotransferase (ALT). (B) Análise da aspartato aminotransferase (AST). (C) Análise do colesterol total. 

(D)  Análise de triglicerídeos. (E) Análise de lipoproteína de alta densidade (HDL). (F) Análise de lipoproteína de 

baixa densidade (LDL). (G) Análise de lipoproteína de densidade muito baixa (VLDL). a: diferente do grupo C; 

b: diferente do grupo C+OCL; c: diferente do grupo C+ONC; d: diferente do grupo C+OC 100; e: diferente do 

grupo C+NB; f: diferente do grupo HL. Análise estatística: two-way ANOVA com pós-teste de Holm Sidak. p ≥ 

0,05. N=6 para todos os grupos experimentais. 
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3.3 Avaliação do tratamento de diferentes formulações do óleo de capivara no fígado de 

animais obesos 

 

3.3.1 Esteatose hepática 

 

A coloração de HE foi utilizada para a avaliação da esteatose hepática. O grupo HL 

apresentou esteatose macro e micro vesicular intensa comparada ao grupo C, e tanto o 

tratamento OCL quanto OCN foram capazes de reduzir significativamente a esteatose dos 

animais obesos. Pudemos observar também que o grupo obeso que recebeu o tratamento com 

NB teve a esteatose significativamente maior que outros três grupos, mas o que mais chama 

atenção é a diferença quando comparado ao grupo HL+OCN. No entanto, nossos dados também 

mostraram que no grupo C, o tratamento com OCL causou aumento significativo dos níveis de 

esteatose (Figura 6). 
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Figura 8: Coloração pela técnica de Hematoxilina e Eosina de Harris para visualização do grau 

de esteatose. 

 

Legenda: Fotomicrografias de corte transversal do fígado de camundongos controle e obesos com e sem tratamento 

coradas com Hematoxilina e Eosina. (A) Coloração de Hematoxilina e Eosina para a observação da esteatose. 

Objetiva de 40x. Barra de calibração de 50μm. (B) Gráfico com quantificação da esteatose hepática. Resultados 

expressos como média ± desvio padrão da média. a: diferente do grupo C; b: diferente do grupo C+OCL; c: 

diferente do grupo C+ONC; d: diferente do grupo C+OC 100; e: diferente do grupo C+NB; f: diferente do grupo 

HL; g: diferente do grupo HL+OCN. Análise estatística: one-way ANOVA com pós-teste de Holm Sidak. p ≥ 0,05 

N=6 para todos os grupos experimentais. 

 

3.3.2 Dano celular 

 

Para a avaliação do dano celular foram realizadas as imunohistoquímica para detecção de 

Bax, Bcl-2 e Citocromo c, que são proteínas que participam do processo apoptótico celular. 

Avaliamos que no grupo HL houve aumento significativo da expressão de Bax, uma proteína 

pró-apoptótica, comparada ao grupo C. Apenas o tratamento com a nanoemulsão foi capaz de 

diminuir significativamente a expressão de Bax no grupo hiperlipídico, mas pudemos observar 

uma tendência de diminuição com o tratamento OCL nesse mesmo grupo. Quando avaliada a 

expressão de Bcl-2, uma proteína anti-apoptótica, observamos o inverso, o grupo HL foi 

significativamente menor comparado ao grupo C. No entanto, nessa marcação, apenas o 

tratamento com a maior concentração de óleo livre foi capaz de aumentar a expressão de Bcl-
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2, mesmo podendo observar uma tendência de aumento no grupo OCN. Quando avaliado a 

razão Bax/Bcl-2, notamos um aumento significativo no grupo HL comparado ao grupo C e que 

tanto o tratamento OCL quanto OCN foram capazes de diminuir essa razão. Em todas essas no 

grupo C o tratamento com OCL surtiu o efeito inverso ao esperado, aumentou 

significativamente a expressão de Bax e a razão Bax/Bcl-2, e diminuiu a expressão de Bcl-2 

(Figura 7). 

 

Figura 9:Imunomarcação para Bax e Bcl-2. 

 

Legenda: Fotomicrografias de corte transversal do fígado de camundongos controle e obesos com e sem tratamento 

imunomarcados para Bax e Bcl-2. (A) Imunohistoquímica por peroxidase para Bax e Bcl-2. Objetiva de 40x. Barra 

de calibração de 50μm. (B) Gráfico com quantificação dos níveis de Bax. (C) Gráfico com quantificação dos níveis 

de Bcl-2. (D) Gráfico com a razão Bax/Bcl2. Resultados expressos como média ± desvio padrão da média. a: 

diferente do grupo C; b: diferente do grupo C+OCL; c: diferente do grupo C+ONC; d: diferente do grupo C+OC 

100; e: diferente do grupo C+NB; f: diferente do grupo HL. (seta) indica imunomarcações nos hepatócitos. Análise 

estatística: one-way ANOVA com pós-teste de Holm Sidak. p ≥ 0,05 N=6 para todos os grupos experimentais. 
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 Na avaliação da expressão de Citocromo c, mesmo não observando um resultado 

significativo, pudemos notar um aumento da expressão no grupo HL comparado ao grupo C. 

Nessa imunomarcação, vimos um aumento inesperado da expressão de Citocromo c nos grupos 

HL tratados com OCL, OCN, OC100 e NB comparados aos grupos C (Figura 8). 

 

Figura 10: Imunomarcação para Citocromo c. 

 

Legenda: Fotomicrografias de corte transversal do fígado de camundongos controle e obesos com e sem tratamento 

imunomarcados para Citocromo c. (A) Imunohistoquímica por peroxidase para Citocromo c. Objetiva 40x. Barra 

de calibração de 50μm. (B) Gráfico com quantificação dos níveis de Bax. Resultados expressos como média ± 

desvio padrão da média. a: diferente do grupo C; b: diferente do grupo C+OCL; c: diferente do grupo C+ONC; d: 

diferente do grupo C+OC 100; e: diferente do grupo C+NB; f: diferente do grupo HL. Análise estatística: one-way 

ANOVA com pós-teste de Holm Sidak. p ≥ 0,05 N=6 para todos os grupos experimentais. 

 

3.3.3 Microscopia eletrônica 

 

Na MET pudemos observar que a organização ultraestrutural dos hepatócitos dos grupos 

C, C+OCN, C+OC100 e C+NB apresentam a citoarquitetura em um arranjo bem organizado, 

evidenciando mitocôndrias e RE preservados com a membrana mitocondrial intacta. O grupo 

C+OCL mesmo apresentando mitocôndrias preservadas e com a membrana intacta, apresentou 
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o RE com suas cisternas um pouco mais dilatadas e a presença de gotículas lipídicas. Quando 

observamos o grupo HL pudemos ver uma perda da integridade da membrana mitocondrial, RE 

com cisternas bem dilatadas e maior desorganização na citoarquitetura, além de pequenos poros 

na membrana plasmática do núcleo desses animais. Após o tratamento, pudemos observar nos 

animais com dieta hiperlipídica que tanto OCL, quanto OCN e OC100, puderam reverter essas 

características, recuperando a integridade da membrana mitocondrial e do RE, levando à 

ausência dos poros visíveis no núcleo dos animais HL e a melhora na citoarquitetura desses 

hepatócitos (Figura 9). 

 

Figura 11: Eletromicrografias de corte transversal de fígado. 

 

Legenda: Eletronmicrografias de corte transversal de fígado de camundongos controle e obesos com e sem 

tratamento. Abreviações: M, mitocôndria; N, núcleo; RE, retículo endoplasmático; GL, gotícula lipídica. 

Aumento: 20.000x. Barra calibração 1µm. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 Já é estabelecido na literatura a administração de dieta hiperlipídica em camundongos 

C57Bl/6 para a indução da obesidade (MASI et al., 2012; WHITE et al., 2013). No presente 

trabalho, os camundongos HL apresentaram aumento na MC, na PAS, e nos níveis de tolerância 

oral à glicose indicando uma possível resistência à insulina. Pôde também ser observado 

alterações plasmáticas com aumento dos níveis de colesterol total, HDL, LDL, VLDL, TGs e 

AST, além de alterações hepáticas com o aumento da esteatose e da ativação da via apoptótica, 

alterações ultraestruturais, e o desequilíbrio das enzimas antioxidantes. 

Muitos trabalhos vêm estudando a correlação da obesidade com a DHGNA e suas 

consequências, como a esteatose hepática (FRAULOB, et al., 2012; KAWANO E COHEN, 

2013). Quando a capacidade do tecido adiposo, para o armazenamento energético, está 

diminuída, o hepatócito acaba sendo responsável por funções similares aos adipócitos, ficando 

atribuído a estas células características como de armazenamento de lipídios aos quais o tecido 

adiposo não foi capaz de acolher. Na obesidade podemos observar um excesso de lipídios 

circulantes que vai ser responsável por causar um acúmulo de gordura, principalmente no fígado 

e músculo esquelético, e RI em múltiplos órgãos, tendo a dieta como principal forma de 

obtenção desses lipídios (DONNELLY et al., 2005; MAGKOS; MANTZOROS, 2011; 

POLYZOS; MANTZOROS, 2015). 

Em contrapartida, alguns estudos vêm mostrando a correlação benéfica suplementação 

de PUFAs para o tratamento da obesidade e de suas doenças associadas (CHIU et al., 2018; 

AL-OKBI et al., 2018). Trabalhos com óleo de krill (crustáceo) e óleo de peixe, ambos ricos 

em PUFAs, vêm mostrando dados positivos do tratamento com esses óleos em animais 

alimentados com dieta hipelipídica (GART et al., 2021; YAMAZAKI; LI; IKAGA, 2021). 

Atualmente, a fonte mais utilizada de PUFAs é óleo de peixe (SHERRATT; LERO; MASON, 

2020), entretanto a variação sazonal, a poluição marinha e o aumento da comercialização de 

ômega-3, criou uma demanda alta por esse óleo, tornando sua utilização algo pouco sustentável 

(GO, et al., 2016). Sendo assim, a busca por uma fonte alternativa desses AGs é essencial, e é 

nesse cenário que o óleo de capivara se apresenta. Dois estudos já vêm mostrando os benefícios 

que esse subproduto oriundo da capivara pode gerar, entre eles a aceleração do processo de 

cicatrização em feridas cutâneas de ratos e melhorar a esteatose, inflamação e a atividade 

mitocondrial hepática (MARINHO; NETO-FERREIRA; JOSÉ DE CARVALHO, 2013; 

MARINHO et al., 2018). 
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No entanto, mesmo apresentando grandes benefícios à saúde, os PUFAs, oxidam 

facilmente quando entram em contato com o oxigênio, comprometendo a suplementação do 

indivíduo (SHUKLA; PERKINS, 1991). É a partir daí que a vamos observar a implementação 

da nanotecnologia farmacêutica, que mesmo sendo uma tecnologia relativamente recente, 

existem estudos que atribuem vantagens na utilização de compostos nanoencapsulados ou 

nanoparticulados, como a redução da dose do medicamento e a melhor absorção do fármaco 

(D’ALMEIDA et al., 2017). Nesse sentido, o presente estudo visa comparar duas apresentações 

farmacêuticas do óleo de capivara, tanto o óleo livre como ele em nanoemulsão, para observar 

quais os benefícios que elas são capazes de apresentar nas alterações impostas pela obesidade. 

Nossas análises mostraram um alto teor de impureza (6,84%) e apesar desse valor, 

devemos considerar que o método de extração do óleo de capivara doado pelo criadouro não 

foi qualificado e o óleo não foi refinado, o que pode estar diretamente relacionado ao valor do 

teor de impurezas na amostra. Além disso, observamos que a composição do óleo de capivara 

continha 56,06% de ácido palmítico; 16,22% de ácido esteárico; 10,93% ácido linoleico; 9,48% 

ácido miristico; e 3,48% ácido oleico. A concentração desses AGs se apresenta elevada 

comparada a amostra de referência de óleo de peixe. Os ácidos oleico e linoleico, apresentam 

um papel controverso na obesidade, estes PUFAs são capazes de produzir derivados pró-

inflamatórios do ácido araquidônico, entretanto, o ácido alfa-linolênico (ômega-3) é 

responsável pela produção de EPA e DHA, precursores de resolvinas, protectinas, maresinas e 

lipoxinas, substâncias com um importante papel anti-inflamatório, sendo apontado por diversos 

autores como benéficos em doenças metabólicas como diabetes mellitus tipo 2 e doenças 

cardiovasculares (IZAOLA et al., 2015). Por apresentar concentrações mais elevadas desses 

PUFAs, o óleo de capivara se apresenta como fonte promissora de AGs e uma alternativa 

medicamentosa para a obesidade e as doenças relacionadas. 

Ao analisarmos as propriedades físico-químicas das nanoemulsões observamos que as 

nanoemulsões NB tinham um diâmetro entre 0,186±0,012 μm e 175,0±0,007 nm e as OCN 

0,337±0,041 μm e 183,9±2,37nm, apresentando uma variação de diâmetro maior, esta variação 

pode ser explicada pela diferenças intrínsecas de cada metodologia aplicada, no entanto, por 

apresentar mais de 50% de suas gotículas com cerca de 70 nm, a nanoemulsão OCN está dentro 

da classificação de nanomateriais estabelecido pela União Europeia em 2011 (POTOČNIK J., 

2011). A redução do tamanho das partículas nanométricas confere propriedades importantes e 

diferenciadas aos nanosistemas quando comparados aos sistemas convencionais conhecidos, 

possibilitando uma redução na dosagem requerida e consequentemente a diminuição dos efeitos 

adversos; podendo então reduzir a toxicidade e melhorar a adesão do paciente ao tratamento 
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(FAROKHZAD; LANGER, 2009). A homogeneidade e amplitude de distribuição das 

partículas das formulações foram avaliadas pelos parâmetros Span e PDI. NB apresentou uma 

distribuição de partículas de 1,725±0,025 Span, e PDI de 0,089±0,021, enquanto OCN tinha a 

distribuição de 0,651±0,039 Span e um PDI em torno de 0,109±0,022. Esses resultados apontam 

que as nanoemulsões possuem estreita distribuição de tamanho, já que quanto menor o valor de 

Span mais estreita é a distribuição das partículas, e que elas se encontram monodispersas, já 

que possuem valores próximos de 0,1, valor de referência para as formulações farmacêuticas 

estáveis. Outras duas características importantes observadas foram o pH e o potencial Zeta. 

Ambas as formulações apresentaram um pH constante, e tendo NB o potencial Zeta de -

6,72±0,13 e OCN de -9,43±0,68, valores negativos e próximos de zero, características que 

garantem a essas formulações, estabilidade durante a estocagem (TEERANACHAIDEEKUL 

et al., 2007). 

 No presente estudo, a MC dos camundongos alimentados com dieta hiperlipídica 

aumentou progressivamente em relação aos animais alimentados com dieta padrão. Dados que 

corroboram com a literatura, no qual encontramos diversos trabalhos que relacionam a 

administração de uma dieta hiperlipídica com o aumento da MC de camundongos (WINZELL; 

AHRÉN, 2004; MASI et al., 2012). Além disto, já foi visto esse tipo de dieta desenvolve 

consequências como obesidade, hiperinsulinemia, hiperglicemia, hipertensão e danos hepáticos 

(ROCCHINI; MARKER; CERVENKA, 1997; WHITE et al., 2013).  

A grande quantidade de gordura saturada na alimentação está intimamente relacionada 

ao desenvolvimento de RI e elevação da glicose plasmática (FORBES, et al., 2013), e 

independentemente de estar relacionada com a obesidade, a grande quantidade de AGs 

saturados têm sido relacionados com o desenvolvimento de disfunções metabólicas como 

intolerância a glicose e insensibilidade à insulina (RICCARDI, et al., 2004; JEROMSON et al., 

2015). Em nosso dado vimos que a administração de dieta hiperlipídica foi responsável por 

aumentar os níveis de glicose no sangue, sugerindo uma possível resistência à insulina. 

Ao avaliarmos os dados relativos a PA, no período pré-tratamento, observamos uma 

elevação significativa dos níveis de PAS nos animais que receberam a administração de dieta 

hiperlipídica quando comparados aos que receberam dieta padrão. Diversos estudos já 

mostraram uma associação entre o aumento da pressão arterial com o ganho de peso (YOUFA 

WANG PHD; QIONG JOANNA WANG MS, 2004), foi demonstrado que indivíduos obesos 

têm 3,5 vezes mais chances de ter hipertensão e que 60% da hipertensão é atribuível ao aumento 

das reservas adiposas (LANDSBERG et al., 2013). A fisiopatologia da PA ligada à obesidade 

depende de vários fatores (DEMARCO, et al., 2014), é um mecanismo complexo e, às vezes, 
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independente, e tem como papel principal, além de fatores genéticos e ambientais, a atuação do 

sistema nervoso simpático, à função renal e adrenal, o endotélio, às adipocinas e à RI 

(SERAVALLE; GRASSI, 2017). No entanto, na literatura, já foi visto uma correlação positiva 

da combinação de uma dieta rica em nutrientes, com um modesto nível de sódio e níveis 

elevados de PUFAs como tratamento da hipertensão (SIMOPOULOS, 2009; DEMARCO, et 

al., 2014). 

Ao contrário dos AGs saturados, os MUFAs e PUFAs têm demonstrado atividades úteis 

ao metabolismo (JEROMSON et al., 2015). Em nosso estudo, observamos um aumento da MC, 

dos níveis de glicose plasmática e da PAS dos animais do grupo HL quando comparados ao 

grupo C. O óleo de capivara em sua formulação livre (OCL) atenuou apenas os parâmetros 

relacionados a PA nos animais HL, enquanto a formulação nanoemulsionada (OCN) foi capaz 

de atenuar todos os parâmetros citados anteriormente, e isso pode estar relacionado ao efeito 

que a nanotecnologia farmacêutica pode causar no composto. 

O aumento do colesterol no sangue é uma comorbidade comum acarretada pela 

obesidade (Must et al., 1999). Sabe-se bem que a administração de uma dieta hiperlipídica é 

capaz de alterar o perfil lipídico sérico com maior concentração não só de colesterol total, mas 

também de TGs, LDL, VLDL e menor concentração de HDL (LI et al., 2020; FEINGOLD, 

2020). Nós avaliamos os níveis séricos dos camundongos para avaliação do perfil lipídico e 

observamos que os níveis de colesterol total, TGs, LDL e VLDL, aumentaram 

significativamente no grupo HL quando comparado ao grupo C. Feingold, 2020, relaciona o 

aumento de TGs no sangue ao aumento da produção de partículas de VLDL hepático e à 

diminuição da depuração de lipoproteínas ricas em TGs. Já os níveis de LDL estão 

frequentemente na faixa normal, mas na obesidade, há um aumento no LDL pequeno e denso, 

resultando no aumento dos números dessas partículas. As partículas pequenas e densas de LDL 

têm uma afinidade diminuída com seu receptor, o que resulta no período prolongado do tempo 

de sua circulação no sangue (BAYS et al., 2013; XIAO et al., 2016; FEINGOLD, 2020). 

Um outro parâmetro bioquímico avaliado, foram os níveis de ALT e AST, enzimas 

localizadas principalmente nas células hepáticas e que são responsáveis pela catalisação e 

transferência de aminoácidos entre aminoácidos e cetoácidos. Quando um hepatócito se lesiona, 

sua membrana plasmática vai ter sua permeabilidade aumentada, e ocorrerá a liberação de AST 

e ALT no sangue, tornando essas enzimas importantes marcadores bioquímicos para a avaliação 

da função hepática (CAO et al., 2015; XU et al., 2018). São cinco os principais preditores de 

DHGNA e lesão hepática, entre eles encontramos os níveis de ALT e AST, e um estudo 

classificou que dentre as duas enzimas, a AST apresentou as melhores propriedades preditivas 
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para essas comorbidades (ABDELMALEK, 2021). No nosso trabalho pudemos observar que 

os níveis de AST aumentaram significativamente no grupo HF comparado ao grupo C, no 

entanto os níveis de ALT não apresentaram diferença. 

Poucos estudos avaliam a correlação do óleo de capivara com uma dieta rica em 

colesterol (FUKUSHIMA, et al., 1997; MARINHO, et al., 2018), porém, até o momento, 

observou-se uma correlação positiva dos níveis de colesterol e suas frações com o tratamento, 

assim como os níveis de TGs (FUKUSHIMA, et al., 1997), dados que corroboram com o 

presente estudo, no qual vimos que nos grupos HF, o tratamento com o óleo livre foi capaz de 

diminuir esses níveis em todos os parâmetros, exceto nos níveis de TGs, enquanto a 

nanoemulsão conseguiu diminuir em todos. Em relação às enzimas hepáticas, tanto o tratamento 

OCL, quanto o tratamento OCN, diminuíram significativamente os níveis da AST nos animais 

HL. Estudos apontam que suplementação com óleo de peixe é capaz de diminuir tanto níveis 

de ALT quanto de AST em animais com DHGNA (KUO et al., 2012; ZHANG et al., 2017), e 

apenas um estudo observou a análise dessas enzimas com o óleo de capivara, no qual obteve-

se uma correlação positiva do tratamento com a redução da ALT, mas não apresentou resultados 

significativos em relação a AST (MARINHO, et al., 2018).  

Na análise histológica, o grupo HL mostrou uma esteatose macro e micro vesicular mais 

intensa que no grupo C. Dados que corroboram com a literatura, visto que diversos estudos já 

mostraram que existe uma correlação entre obesidade e esteatose hepática (POLYZOS; 

KOUNTOURAS; MANTZOROS, 2019). De forma geral, a esteatose hepática ocorre devido a 

um desequilíbrio da absorção, produção e exportação de AGs no fígado. Os AGs livres podem 

ser derivados da dieta, da lipogênese de novo no fígado e da lipólise do tecido adiposo (OOI et 

al., 2021) e a interrupção de uma ou mais das vias ligadas de regulação da função hepática pode 

gerar a retenção de gordura intra-hepática causando esteatose e consequentemente DHGNA 

(BECHMANN et al., 2012; NGUYEN et al., 2008). O fígado possui transportadores de AGs 

em sua membrana que serão responsáveis por facilitar o transporte desses ácidos para diferentes 

compartimentos celulares dentro do citoplasma; concomitantemente a lipogênese de novo vai 

converter aceti-CoA em novos AGs que podem ser esterificados e armazenados como TGs; 

outro processo que ocorre é a oxidação de AGs, responsável por reduzir os níveis intra-

hepáticos de gordura, processo que ocorre principalmente na mitocôndria. No entanto, qualquer 

sobrecarga lipídica e/ou uma disfunção mitocondrial vão resultar num acúmulo de uma ampla 

variedade de espécies lipídicas consequentemente afetarão as funções celulares (OOI et al., 

2021; IPSEN; LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG, 2018). 
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A apoptose é um processo natural que ocorre durante toda a vida do indivíduo, desde o 

nascimento até o envelhecimento, é um mecanismo homeostático responsável por manter as 

populações celulares nos tecidos. No entanto, ela também pode ocorrer como um mecanismo 

de defesa, como em reações imunes ou quando as células são danificadas por doenças ou 

agentes nocivos; estando geralmente ligada com diversas patologias, incluindo a obesidade, e 

sendo caracterizada pela fragmentação nuclear, formação de corpos apoptóticos e encolhimento 

celular (TANG et al., 2019; NORBURY; HICKSON, 2001). É mediada por uma cascata de 

sinalização intracelular que envolve uma variedade de moléculas incluindo caspases, proteínas 

adaptadoras, proteínas da família Bcl-2 e proteínas inibidoras de apoptose (MUÑOZ-PINEDO, 

2012). Até o momento, cerca de 25 genes foram identificados na família Bcl-2, entre eles a 

proteína anti-apoptótica Bcl-2 e a proteína pró-apoptótica Bax. Essas proteínas são essenciais 

por serem capazes de determinar se a célula se compromete com a apoptose ou aborta o 

processo (ELMORE, 2007). Existem duas vias envolvidas no processo apoptótico, (i) a via 

extrínseca - mediada por receptor - e (ii) a via intrínseca - também conhecida como via 

mitocondrial, que leva a liberação de Citocromo c - (DE MELLO et al., 2018).  Em nossos 

achados, comparados o grupo HL e o grupo C, podemos observar que na imunomarcação para 

Bax e Bcl-2 um aumento significativo dos níveis de Bax e da razão Bax/Bcl-2 no grupo HL e 

uma diminuição dos níveis de Bcl-2 nesse mesmo grupo, indicando uma possível ativação da 

via apoptótica desses animais. 

Acredita-se que o principal mecanismo de ação da família de proteínas Bcl-2 seja a 

regulação da liberação do Citocromo c das mitocôndrias através da permeabilidade da 

membrana mitocondrial (ELMORE, 2007). O Citocromo C é uma proteína capaz de exercer 

uma variedade de funções, dependendo de sua localização celular e das condições em que opera, 

permitindo identificá-lo como uma proteína “extrema multifuncional” (SANTUCCI et al., 

2019). É uma molécula de decisão de vida e morte celular, por ser capaz de regular o 

fornecimento de energia celular e a apoptose através de modificações pós-traducionais 

específicas do tecido.  A via intrínseca, do processo apoptótico, vai gerar uma permeabilidade 

da membrana mitocondrial externa consequentemente liberando diversas proteínas para o 

citoplasma - como o Citocromo c - assim podendo ativar as caspases que têm como uma de 

suas funções a clivagem de substratos cruciais para induzir o desmantelamento das células 

(SANTUCCI et al., 2019; KALPAGE et al., 2020). Diversos estudos apontam que dietas 

ocidentais, geralmente com alta ingestão calórica, são capazes de gerar uma disfunção 

mitocondrial e aumentar a susceptibilidade da célula à apoptose (HERNÁNDEZ-AGUILERA 

et al.; 2013; PINTUS; FLORIS; RUFINI, 2012). Em nosso estudo não observamos diferença 
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significativa dos níveis de Citocromo c entre o grupo C e o grupo HL, no entanto na MET 

podemos observar que as mitocôndrias do grupo HL estão com sua ultraestrutura 

comprometida. 

Alterações no metabolismo lipídico estão relacionadas com o processo de 

desenvolvimento da DHGNA e sua progressão, afetando organelas como a mitocôndria e o RE 

(CHEN et al., 2020). MARINHO et al., 2018, já mostrou que uma dieta hiperlipídica é capaz 

de gerar um comprometimento da ultraestrutura mitocondrial e uma desorganização na 

citoarquitetura. Dados que corroboram com nosso trabalho, no qual pudemos observar não só 

a perda da integridade da membrana mitocondrial e uma citoarquitetura mais desorganização, 

mas também o RE com cisternas bem dilatadas, indicando um comprometimento da função 

desses hepatócitos. 

No presente estudo, o óleo de capivara livre (5000 mg/Kg/dia) foi capaz de reverter o 

grau de esteatose, melhorar a ultraestrutura, aumentar os níveis de Bcl-2 e diminuir a razão 

Bax/Bcl-2 nos animais do grupo HL enquanto a nanoemulsão foi capaz além de reverter o grau 

esteatótico e melhorar a ultraestrutura, também diminuiu os níveis de Bax e da razão Bax/Bcl-

2. No entanto, ambos os tratamentos aumentaram significativamente a expressão de Citocromo 

c no grupo HL. 

Na literatura, o tratamento com PUFAs já é apontado como eficaz para melhorar as 

alterações histopatológicas em fígados de ratos, causando uma diminuição do acúmulo de 

lípidios hepáticos (CHIU et al., 2018; AL-OKBI et al., 2018), e um estudo publicado pelo nosso 

grupo já mostrou a eficácia do óleo de capivara na melhoria da esteatose (MARINHO et al., 

2018), dados que corroboram com os nossos achados. Outro achado de MARINHO et al., 2018, 

diz respeito à ultraestrutura dos animais com dieta hiperlipídica, no qual o estudo observou que 

o óleo de capivara recuperou a integridade mitocondrial e uma melhora na organização da 

citoarquitetura, corroborando com os nossos achados onde tanto o tratamento OCL quanto o 

tratamento OCN foram capazes de reverter as alterações causadas na ultraestrutura dos animais 

com dieta hiperlipídica. Em relação aos níveis Bax, KALOGEROU et al., 2022, mostrou uma 

diminuição da expressão de Bax em camundongos com atrofia óptica após o tratamento com 

ômega-3, sugerindo uma desativação da via de apoptose. Um outro estudo sugeriu que o 

tratamento com ômega-3 apresentou efeitos anti-apoptóticos na mucosa intestinal de ratos, com 

o aumento dos níveis de Bcl-2 mesmo sem alterações nos níveis de Bax (KOPPELMANN et. 

al., 2021). Dados que sugerem que a administração de tratamentos ricos em ômega-3 apresenta 

relação positiva com a diminuição da ativação da via apoptótica, diminuindo Bax e aumentando 

Bcl-2. Logo, a utilização do óleo de capivara (rico em ômega-3) poderia ser uma boa alternativa, 
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assim como ocorreu no nosso estudo com a administração do tratamento com OCL e OCN no 

grupo HL.  

Quando avaliada a expressão de Citocromo C, esperava-se que ela acompanhasse os 

resultados de Bax, no entanto, no grupo HL, notamos que a administração do tratamento causou 

um aumento da expressão dessa proteína. Não se sabe ao certo o motivo da elevação dos níveis 

de Citocromo c, porém, por ser uma proteína “extrema multifuncional” pode apresentar diversas 

funções completamente diferentes (VLADIMIROV; PROSKURNINA; ALEKSEEV, 2013). 

SANTUCCI et al., 2019, em seu trabalho diz que o Citocromo c pode participar como um 

agente antioxidante eficaz dentro das células, logo, sugiro que o tratamento com PUFAs pode 

estar conferindo propriedades antioxidantes a essa proteína. 

O tratamento com OCL apresentou resultados positivos e benéficos para os animais 

obesos, porém, no grupo controle, esse tratamento causou alterações histopatológicas similares 

às encontradas nos animais que ingeriram a dieta hiperlipídica. Alguns estudos já falam que 

diferentes proporções de ômega-6/ômega-3 podem gerar diferentes reações no organismo. 

GÓMEZ-LECHÓN et al., 2007, relacionou uma alta proporção de ácido palmítico com o 

aumento da probabilidade de um modelo celular de esteatose em que os AG livres saturados 

promovem um efeito nocivo agudo de superacumulação de gordura no fígado. No entanto, no 

grupo HL temos as mesmas proporções presentes na suplementação do grupo controle. Um 

artigo de revisão avaliou as evidências científicas para uma ingestão equilibrada de ômega-

6/ômega-3, focando nos aspectos evolutivos da dieta, nas funções biológicas e metabólicas e 

nas implicações para a saúde (SIMOPOULOS, 2002). Neste, diversas proporções desses 

ômegas apresentaram efeitos benéficos no tratamento de pacientes com diversas patologias, 

entretanto, um estudo com pacientes asmáticos, a proporção 10/1 (maior concentração de 

ômega-6) apresentou consequências adversas. SIMOPOULOS, conclui falando que a 

proporção ideal desses ômegas pode variar com a doença considerada, visto que, as doenças 

crônicas são multigênicas e multifatoriais, e que a dose terapêutica depende do grau de 

gravidade da doença resultante. Logo, a dosagem administrada no grupo C + OCL não seria a 

mais indicada, já que o animal controle não apresenta nenhuma patologia. 

Nossos dados apontam que as duas formulações contendo óleo de capivara apresentam 

resultados eficazes no tratamento da obesidade e DHGNA, podendo ser promissoras para o 

tratamento em humanos. 
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CONCLUSÃO 

 

 Com base nas informações apresentadas, a nanoemulsão foi mais eficaz no tratamento 

das alterações metabólicas causadas pela obesidade do que a formulação de óleo de capivara 

livre a 5000 mg/kg/dia, visto que OCL reverteu apenas a PA e a bioquímica plasmática, 

enquanto OCN apresentou efeito positivo em todos os parâmetros analisados. Nossos achados 

indicam que tanto o óleo livre (OCL), quanto a nanoemulsão (OCN), possuem efeitos na 

histopatologia do fígado, melhorando a esteatose hepática e diminuindo a ativação da via 

apoptótica, além de ser capaz de restaurar a ultraestrutura dos hepatócitos de animais obesos. 

 Esses achados são relevantes e sugerem que, as duas formulações farmacêuticas, tem 

um grande potencial para o desenvolvimento de novas terapias translacionais em humanos para 

o tratamento da obesidade e da DHGNA. 
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