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RESUMO 

 

 

BALTHAZAR, Daniela Signorelli. Efeitos de dois protocolos de jejum intermitente versus 

modificação dietética ou exercícios na microcirculação e na composição corporal de 

hamsters alimentados com ração hiperlipídica. 2020. 106 f. Tese (Doutorado em 

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

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020. 

  

O acúmulo anormal ou excessivo do tecido adiposo com potencial prejuízo à saúde é 

definido pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como obesidade. O tecido adiposo é 

reconhecido como um órgão endócrino ativo e, na obesidade, desencadeia um quadro de 

disfunção microvascular e aumenta a incidência de doenças cardiovasculares, com elevada 

morbidade e mortalidade. Estudos em roedores e humanos têm destacado a importância da 

frequência alimentar e os efeitos de períodos de jejum na redução da obesidade, e na 

prevenção e tratamento de diversas doenças, através da reprogramação de vias metabólicas. 

Nosso objetivo foi investigar os efeitos do jejum intermitente sobre a microcirculação e os 

parâmetros cardiometabólicos de hamsters com sobrepeso, comparando os resultados com a 

modificação dietética convencional (restrição calórica contínua) e treinamento por corrida em 

esteira (exercício físico aeróbio crônico). Hamsters (Mesocricetus auratus) machos foram 

alimentados por 12 semanas com ração padrão (comercial) ou hiperlipídica, iniciada 21 dias 

após o nascimento. Da semana 12 a 20, os animais foram  alocados em 7 grupos: 1) CT 

(controle alimentado com ração padrão); 2) CTEX (controle associado ao exercício físico 

aeróbico moderado 5 vezes por semana); 3) HL (ração hiperlipídica); 4) HLRC (modificação 

da ração hiperlipídica para ração padrão); 5) HLJP (ração hiperlipídica com jejum de 48 horas 

consecutivas por semana); 6) HLJA (ração hiperlipídica com jejum de 24 horas em 2 dias 

alternados por semana); 7) HLEX (ração hiperlipídica com exercício físico 5 vezes por 

semana). A composição corporal foi analisada por densitometria por dupla emissão de raios-X 

(DEXA); a permeabilidade macromolecular microvascular foi avaliada na preparação da 

bolsa da bochecha do hamster e a expressão das óxido nítrico sintases endotelial (eNOS) e 

induzível (iNOS), no músculo cardíaco ventricular esquerdo e na aorta torácica, foi avaliada 

por immunoblotting. Observamos que a alimentação hiperlipídica promoveu aumento da 

massa corporal total e do tecido adiposo, redução da massa magra e aumento da 

permeabilidade microvascular após isquemia-reperfusão. O jejum intermitente periódico 

(HLJP) resultou em redução da massa corporal e do tecido adiposo semelhante à dieta 

convencional de restrição calórica contínua (HLRC), enquanto o jejum intermitente em dias 

alternados (HLJA) e o exercício físico (HLEX) não apresentaram o mesmo efeito. Os 

protocolos de jejum intermitente não parecem alterar a massa magra dos animais alimentados 

com dieta hiperlipídica. Além disso, o jejum em dias alternados (HLJA) recuperou a função 

microvascular ao diminuir a permeabilidade macromolecular. Não foram encontradas 

diferenças significativas na expressão tecidual de iNOS ou eNOS. Portanto, nossos resultados 

sugerem que a frequência de jejum (em 2 dias alternados) parece restaurar a permeabilidade 

microcirculatória alterada pela sobrecarga de gordura, enquanto a duração do jejum (por 48 

horas consecutivas) parece melhorar a composição corporal em hamsters alimentados com 

ração hiperlipídica.  

 

Palavras-chave: Jejum intermitente. Dieta rica em gordura. Disfunção microcirculatória. 

Permeabilidade microvascular. Composição corporal. 



ABSTRACT 

 

 

BALTHAZAR, Daniela Signorelli. Effects of two intermittent fasting protocols versus 

dietary modification or exercise on microcirculation and body composition in hamsters 

fed with high-fat diet. 2020. 106 f.Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e 

Experimental) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2020. 

 

Abnormal or excessive accumulation of adipose tissue with potential damage to health 

is defined by the World Health Organization (WHO) as obesity. Adipose tissue is recognized 

as an active endocrine organ and, in obesity, elicits microvascular dysfunction and increases 

the incidence of cardiovascular diseases, with high morbidity and mortality. Studies in rodents 

and humans have highlighted the importance of feeding frequency and the effects of fasting 

periods in reducing obesity, and in the prevention and treatment of diseases, through  

reprogrammation of metabolic pathways. Our aim was to investigate the effects of 

intermittent fasting on microcirculation and cardiometabolic variables in hamsters with 

overweight, comparing the results with conventional dietary modification (continuous caloric 

restriction) and treadmill training (chronic aerobic exercise). Male hamsters (Mesocricetus 

auratus) were fed for 12 weeks with standard (commercial chow) or high fat diet, delivered 

21 days after birth. From week 12 to 20, the animals were distributed into 7 groups: 1) CT 

(control fed with standard chow); 2) CTEX (control associated with moderate chronic aerobic 

exercise 5 times a week); 3) HL (high fat diet); 4) HLRC (modification from high fat diet to 

standard chow); 5) HLJP (high fat diet with fasting for 48 consecutive hours per week); 6) 

HLJA (high fat diet with fasting for 24 hours on 2 alternate days per week); 7) HLEX (high 

fat diet with moderate chronic aerobic exercise 5 times a week). Body composition was 

analyzed by dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA); the microvascular macromolecular 

permeability was assessed in the hamster's cheek pouch preparation and the expression of 

endothelial (eNOS) and inducible (iNOS) nitric oxide synthases, in the left ventricular cardiac 

muscle and in the thoracic aorta, was assessed by immunoblotting. We observed that high fat 

feeding promoted an increase in total body mass and adipose tissue, a reduction in lean mass 

and an increase in microvascular permeability after ischemia-reperfusion. Periodic 

intermittent fasting (HLJP) resulted in a reduction in body mass and adipose tissue similar to 

the conventional diet of continuous caloric restriction (HLRC), while alternate day 

intermittent fasting (HLJA) and physical exercise (HLEX) did not exhibit the same effect. 

The intermittent fasting protocols do not seem to alter the lean mass of the animals fed with 

high fat diet. In addition, alternate day fasting (HLJA) recovered  the microvascular function 

by decreasing macromolecular permeability. No significant differences were found in the 

tissue expression of iNOS or eNOS. Therefore, our findings  suggest that the frequency of 

fasting (on 2 alternate days) seems to restore microcirculatory permeability altered by fat 

overload, while the duration of fasting (for 48 consecutive hours) seems to improve body 

composition in hamsters fed with  high fat diet. 

 

Keywords: Intermittent fasting. High fat diet. Microcirculatory dysfunction. Microvascular 

permeability. Body composition. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

O tecido adiposo é reconhecido como um órgão endócrino ativo que produz uma 

variedade de citocinas, conhecidas como adipocinas (1). O acúmulo anormal ou excessivo do 

tecido adiposo com potencial prejuízo à saúde é definido pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) como obesidade (2). Com o acúmulo da massa gorda, a produção de adipocinas 

inflamatórias aumenta, resultando em um quadro de inflamação local e sistêmica (3,4).   

A obesidade se tornou uma pandemia dos tempos modernos, com previsão de que sua 

incidência aumente a cada ano. Segundo dados do Ministério da Saúde, a obesidade já 

acomete 18,9% dos brasileiros, e o sobrepeso atinge mais da metade da população (54%) (5). 

A alta incidência de obesidade tem relação direta com mudanças nos ambientes 

econômico e social que levaram a alterações nos padrões de atividade física e dietética da 

população, com o aumento do sedentarismo e da oferta de alimentos altamente calóricos, com 

baixo valor nutricional e baixo custo (5–9). Junto com esta epidemia, e em decorrência do 

excesso de gordura corporal, ocorre um aumento na incidência de diversas doenças associadas 

à obesidade, tais como diabetes, câncer, Alzheimer, doenças cardiovasculares e 

cerebrovasculares, que também apresentam alta prevalência na sociedade em geral (10–12).  

O risco de doença cardiovascular na obesidade, com elevada morbidade e mortalidade, 

está associado ao quadro de disfunção microvascular, que ocorre em adultos e crianças 

obesos. De acordo com a literatura, alterações na microcirculação, cujos vasos  têm diâmetro 

menor que 100μm (arteríolas, capilares, vênulas e microlinfáticos), são preditoras de 

complicações e lesões em órgãos-alvo (13–16).  

É na microcirculação que ocorrem as principais funções do sistema vascular: troca de 

nutrientes com os tecidos, a remoção de excretas celulares em resposta às variações de 

demanda e o equilíbrio hidrostático, evitando grandes flutuações de pressão nos capilares 

(17). 

O objetivo deste projeto é investigar os efeitos do jejum intermitente sobre marcadores 

da saúde cardiometabólica, tais como: função microvascular, glicemia, perfil lipídico e 

composição corporal, em animais submetidos à alimentação hiperlipídica, em comparação às 

abordagens tradicionais de modificação dietética (dieta convencional ou de restrição calórica 

contínua) e exercício físico aeróbico crônico. 

A restrição calórica está associada à melhora da saúde, aumento da longevidade e 

redução da morbidade e mortalidade. Além disso, desencadeia uma série complexa de eventos 
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intricados, incluindo a ativação de elementos de resposta ao estresse celular e alteração no 

equilíbrio hormonal, conferindo diversos benefícios a indivíduos obesos. Dentre eles estão  

manutenção da função cardiovascular normal, redução do tecido adiposo, melhora da 

sensibilidade à insulina, controle do diabetes, preservação da função cognitiva e prevenção do 

desenvolvimento de câncer associado à obesidade (18–20). 

Apesar dos benefícios apresentados, dietas com restrição calórica crônica são difíceis 

de serem postas em prática e de serem mantidas à longo prazo.  Nesse contexto, o jejum 

intermitente vem ganhando popularidade e a atenção de especialistas em saúde em todo o 

mundo como uma prática alternativa, que tem demonstrado ser tão eficaz quanto a tradicional 

restrição calórica contínua para a perda de peso, sensibilidade à insulina e biomarcadores 

cardiometabólicos (21–28). 

Portanto, para permitir uma maior compreensão sobre o tema investigado, serão 

descritos a seguir os mais recentes estudos e dados da literatura que discutem os principais 

temas mencionados anteriormente. Abordaremos os efeitos destas diferentes intervenções 

sobre os indicadores em questão, além de delinear os objetivos e as respectivas hipóteses da 

presente tese. 
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1 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

 

 

1.1 Obesidade e sobrepeso 

 

 

1.1.1 Epidemiologia 

 

 

Estima-se que 1,1 bilhão de pessoas em todo o mundo sejam obesas (29). A obesidade 

é uma doença multifatorial complexa, que envolve aspectos biológicos, históricos, ecológicos, 

políticos, socioeconômicos, psicossociais e culturais, sendo caracterizada pelo acúmulo 

excessivo de gordura corporal (tecido adiposo branco) em um nível que compromete a saúde 

do indivíduo (30).  

Em estudos epidemiológicos para o diagnóstico da obesidade em adultos o parâmetro 

mais utilizado é o índice de massa corporal (IMC), que é calculado dividindo-se o peso do 

paciente, medido em quilogramas, pela sua altura elevada ao quadrado, medida em metros 

(kg/m2). Este padrão, utilizado pela Organização Mundial da Saúde (OMS), considera o peso 

normal quando o resultado do cálculo do IMC está entre 18,5 e 24,9, o sobrepeso quando o 

IMC alcança valor igual ou superior a 25, e obesidade quando o IMC for igual ou superior a 

30 (2). 

A OMS descreve a obesidade como um dos problemas de saúde pública mais  

evidentes porém mais negligenciados, que ameaça sobrecarregar tanto os países mais 

desenvolvidos quanto os menos desenvolvidos. Os problemas de sobrepeso e obesidade só 

alcançaram reconhecimento global nas três últimas décadas, caracterizando-se como uma 

epidemia mundial crescente, em contraste com o baixo peso, desnutrição e doenças 

infecciosas que sempre dominaram as atenções (29,31). 

Em 2016, 39% da população mundial de mulheres e homens com 18 anos ou mais 

tinham excesso de peso (2). A prevalência de obesidade entre crianças e adolescentes em todo 

o mundo aumentou significativamente nas últimas décadas, e uma análise do Centro de 

Controle e Prevenção de Doenças (CDC) informou que 16,5% das crianças e adolescentes 

estão acima do peso, e 21,4% são obesos (Figuras 1 e 2) (32). 
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Figura 1 - Mapa da prevalência de indivíduos obesos acima de 18 anos no mundo em 2016 

entre mulheres (A) e homens (B). Fonte: Publicado pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS) em 2017 
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Figura 2 - Mapa da prevalência de indivíduos com sobrepeso acima de 18 anos no mundo em 

2016 entre mulheres (A) e homens (B) 

Fonte: Publicado pela Organização Mundial de Saúde (OMS) em 2017 
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No Brasil, o sobrepeso e a obesidade vêm aumentando em todas as faixas etárias e em 

ambos os sexos, em todos os níveis de renda, sendo a velocidade de crescimento mais 

expressiva na população com menor rendimento familiar (31). Segundo dados da Pesquisa de 

Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico 

(VIGITEL), a proporção de pessoas acima do peso avançou de 42,6%, em 2006, para 54%, 

em 2017, o que significa que cerca de 5 a cada 10 pessoas apresentavam sobrepeso. No 

mesmo período, o percentual de indivíduos considerados obesos subiu de 11,8% para 18,9%, 

totalizando cerca de 40 milhões de pessoas. Embora o ritmo de crescimento da ocorrência de 

obesidade no Brasil tenha se estabilizado desde 2015, ainda é um índice preocupante pois, 

somando o total de indivíduos acima do peso, o montante chega a mais de 100 milhões de 

indivíduos, mais que o dobro de há três décadas (Figura 3) (5). 

 

Figura 3 - Mapa da prevalência de indivíduos obesos no Brasil e no mundo em 1980 e em 

2015 (Azul); e mapa com a proporção do aumento da obesidade no Brasil e no 

mundo desde 1980 a 2015 (Laranja) 

Fonte: Institute for Health Metrics and Evaluation. Publicado por Audrey Carlsen no The New York Times em 

2017. 
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A epidemia mundial de obesidade reflete reduções progressivas da atividade física ao 

longo dos séculos e relacionadas à idade, juntamente com substanciais mudanças na dieta com 

o excesso do consumo de energia, apesar dos processos neurobiológicos que controlam a 

ingestão de alimentos (29). 

A obesidade tem relação direta com o sedentarismo e com o aumento da oferta de 

alimentos altamente calóricos, com baixo valor nutricional e de baixo custo (33). A redução 

da ingestão de alimentos preparados em casa, substituídos por alimentos industrializados e 

fast-foods, o aumento do consumo de refrigerantes, da grande proporção de calorias derivadas 

de gordura, somados à redução da atividade física, são fatores etiológicos responsáveis pelo 

crescimento da prevalência da obesidade e do sobrepeso nas populações urbanas do ocidente 

(34–36). 

No Brasil, os inquéritos nacionais das últimas décadas demonstram um declínio do 

consumo de alimentos regionais, ricos em nutrientes e fibras, e um aumento de até 400% no 

consumo de alimentos processados, ricos em açúcar e sódio (37), paralelamente ao 

incremento da obesidade (5).  

 

 

1.1.2 Tecido adiposo 

 

 

Estudos das últimas duas décadas estabeleceram o tecido adiposo como um órgão 

dinâmico que realiza vários processos fisiológicos importantes (38). Como em outros órgãos 

do corpo, a anatomia e a funcionalidade do tecido adiposo estão inter-relacionadas, e sua 

composição histológica depende de características individuais, tais como: idade, raça, sexo, 

genética, ambiente, balanço calórico, conteúdo alimentar ingerido e atividade física, além da 

origem ou localização do tecido adiposo em questão (3). 

 

 

1.1.2.1 Histologia, classificação e funções 

 

 

A estrutura do tecido adiposo compreende uma variedade de tipos celulares, incluindo: 

células mesenquimais, fibroblastos, pré-adipócitos, células precursoras endoteliais, células 
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musculares lisas, células sanguíneas, pericitos, macrófagos e outras células imunes. 

Entretanto, os adipócitos maduros são seus principais componentes celulares (3,38,39).  

Os adipócitos são circundados por tecido conjuntivo fibroso (estroma), que possui 

fibras colágenas e reticulares, formando estruturas de suporte e ligação, que fornecem 

sustentação mecânica ao próprio tecido adiposo e para outros órgãos. Além disso, o tecido 

adiposo é inervado pelo sistema nervoso simpático e altamente vascularizado por vasos 

sanguíneos e linfáticos (40).  

Existem três tipos de tecido adiposo descritos em mamíferos, com propriedades 

funcionais bem distintas: o unilocular branco, o multilocular marrom e o tecido adiposo bege. 

Todos estão envolvidos na regulação do balanço energético, porém, enquanto o tecido 

adiposo branco tem como principal função armazenar energia na forma de triglicerídeos, os 

tecidos adiposos marrom e bege são especializados na dissipação de energia através da 

produção de calor durante a termogênese induzida pelo frio (41). As principais diferenças 

morfológicas entre as classes de adipócitos podem ser facilmente observadas via microscopia 

óptica ou eletrônica (38). 

O tecido adiposo branco é responsável pela maioria dos depósitos de gordura presentes 

em humanos adultos, podendo apresentar localização subcutânea (formando o panículo 

adiposo na hipoderme), visceral, retroperitoneal, omental, pericárdica e retro-orbitária. É um 

órgão crítico para a homeostase energética, além de apresentar  importante ação autócrina, 

parácrina e endócrina, atuando em diversos processos fisiológicos, patológicos e 

desempenhando múltiplas funções, tais como: controle do metabolismo da glicose e apetite, 

respostas imunológicas e inflamatórias, angiogênese, regulação da pressão arterial, função 

reprodutiva, reparo tecidual, proteção (térmica e mecânica) e sustentação de órgãos, como os 

rins (39,42). Em adultos, os adipócitos contendo gordura correspondem à maior parte do 

volume do tecido adiposo branco (38,39,43). 

O tecido adiposo marrom é abundante em pequenos mamíferos, sendo conhecido 

como “glândula hibernante”, e é um importante reservatório de gordura em bebês recém-

nascidos (41). Em adultos, é encontrado principalmente nas regiões do pescoço, 

supraclavicular, para-aórtico, interescapular, paravertebral e suprarrenal (44).  

Os adipócitos marrons maduros são células metabolicamente muito ativas e têm essa 

cor devido a alta concentração de mitocôndrias e citocromo. Possuem gotículas lipídicas 

multiloculares que não se fundem e seu núcleo é esférico e bem centralizado dentro do 

citoplasma (38). Suas mitocôndrias expressam uma proteína especializada transportadora de 

prótons chamada termogenina (UCP1, do inglês uncoupling protein 1), que permite a 
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dissipação de energia sob a forma de calor através do “vazamento” de prótons através da 

membrana interna da mitocôndria. O tecido adiposo marrom possui função antiobesogênica e 

antidiabética, e protege a maioria dos mamíferos contra a hipotermia (45). 

O tecido adiposo bege, por sua vez, é composto por células adiposas que possuem a 

mesma origem embrionária que os adipócitos brancos mas que, sob estímulos específicos, 

expressam um fenótipo similar ao dos adipócitos marrons. Por isso, os adipócitos beges 

possuem uma classificação distinta dos adipócitos brancos e marrons clássicos (44,46). Dentre 

estes estímulos estão frio extremo, sinalização beta–adrenérgica, exercício físico e irisina, que 

geram alterações em vias metabólicas que levam ao browning (ou escurecimento) do tecido 

adiposo branco subcutâneo, dando origem às células adiposas beges. O aumento na 

quantidade destes adipócitos parece melhorar a homeostase metabólica dos animais (45–48). 

 

 

1.1.2.2 Adiposidade, lipotoxicidade e doenças cardiometabólicas 

 

 

Hipócrates escreveu: “A corpulência não é apenas uma doença em si, mas o prenúncio 

de outras”, reconhecendo que a obesidade é um distúrbio médico que também resulta em 

muitas comorbidades (29). Em decorrência do excesso de tecido adiposo branco, ocorre um 

aumento da incidência de diversas doenças, tais como: diabetes mellitus do tipo 2, infarto 

agudo do miocárdio, acidente vascular encefálico, fenômenos trombóticos, câncer e doença de 

Alzheimer (12,49,50). 

A adiposopatia (do inglês, adiposopathy)  é definida como um conjunto de distúrbios 

anatômicos e funcionais do tecido adiposo patológico, ou seja, que sofreu um aumento 

exacerbado para armazenar um consumo excessivo de calorias, que ocorre em indivíduos 

geneticamente e ambientalmente suscetíveis, sendo eles classificados com sobrepeso ou 

obesidade (3). Tais distúrbios resultam em respostas endócrinas e imunológicas adversas, 

causando ou agravando doenças metabólicas, e podem promover direta ou indiretamente 

doenças cardiovasculares (Figura 4) (43). 
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Figura 4 – Adiposopatia: causas, respostas fisiológicas e consequências patogênicas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Craig Skaggs (3). 
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 No tecido adiposo branco, durante o balanço calórico positivo, ou seja, quando a 

ingestão de calorias excede o gasto de energia, a maior parte deste excesso é armazenada sob 

a forma de triglicerídeos nos adipócitos. As células do tecido adiposo apresentam uma 

variação natural no seu tamanho, refletindo principalmente a quantidade de triglicerídeos 

armazenados (51).  

A formação de células de gordura é um processo de desenvolvimento dinâmico, com o 

número de adipócitos dependendo do equilíbrio entre a formação de novos adipócitos 

(adipogênese) e a apoptose, sendo que aproximadamente 10% das células de gordura são 

renovadas anualmente em adultos de todas as idades, independentemente do índice de massa 

corporal (3,39,43,52). 

No início do balanço energético positivo, um aumento no número de células do tecido 

adiposo subcutâneo costuma predominar e este se desenvolve no chamado fenótipo 

hiperplásico, caracterizado por muitas células gordurosas pequenas. Por outro lado, conforme 

a ingesta energética excessiva se torna crônica, ocorre também um aumento no tamanho dos 

adipócitos e desenvolve-se um quadro de hipertrofia adiposa, caracterizado pela presença de 

grandes células de gordura (43,53,54). Logo, a obesidade leve ou inicial, que acomete 

principalmente o tecido subcutâneo, recebe o nome de obesidade hiperplásica, visto que 

reflete um estímulo da adipogêneses e a presença de muitas células adiposas novas. Por outro 

lado, a obesidade mais severa ou visceral, apresenta também um aumento no tamanho dos 

adipócitos, denominada obesidade hipertrófica (51). 

Sendo assim, a importância clínica da adiposidade não está baseada apenas na forma 

como a gordura é armazenada (isto é, proliferação vs. tamanho dos adipócitos), mas também 

onde essa gordura será armazenada no corpo do indivíduo, o que está diretamente relacionado 

às funções desempenhadas pelo tecido adiposo (3). 

A visão tradicional do tecido adiposo como reservatório passivo para armazenamento 

de energia não é mais válida (1,55). Embora sua principal função seja, de fato, controlar o 

equilíbrio energético por meio do armazenamento e mobilização do triacilglicerol, o tecido 

adiposo também atua mediando processos fisiológicos e patológicos através da síntese e 

secreção de uma variedade de hormônios e peptídeos bioativos (adipocinas), que atuam tanto 

localmente (efeitos autócrino e parácrino) quanto sistemicamente (efeito endócrino) (1,55,56).  

Além das adipocinas, tais como TNFα, IL-6, MCP-1, PAI 1, leptina e adiponectina,o 

tecido adiposo expressa numerosos receptores que lhe permitem responder aos sinais que 

recebe de órgãos endócrinos e do sistema nervoso central (SNC). Portanto, através desta rede 

interativa, o tecido adiposo está integralmente envolvido na coordenação de diversos 
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processos biológicos, desempenhando importantes funções na regulação do metabolismo 

energético corporal (controle do metabolismo da glicose e apetite), assim como nas respostas 

imunológicas e inflamatórias, angiogênese, regulação da pressão arterial e função reprodutiva 

(1,56). 

A função neuroimunoendócrina do tecido adiposo se torna evidente pelas 

consequências metabólicas adversas do seu excesso e de sua deficiência, e a expressão de 

adipocinas também pode variar dependendo do local de depósito do tecido adiposo. A 

adiposidade, particularmente no compartimento visceral, que resulta em sobrepeso ou 

obesidade, leva ao desenvolvimento simultâneo de alterações funcionais que, coletivamente, 

compõem a chamada síndrome metabólica, sendo elas: resistência à insulina, hiperglicemia, 

dislipidemia, hipertensão arterial e um estado pró-trombótico/ pró-inflamatório, sendo todas 

fatores de risco para as doenças cardiovasculares (1,10,56,57). 

O tecido adiposo visceral é geralmente mais metabolicamente ativo que o tecido 

adiposo subcutâneo, e esses dois depósitos de gordura diferem em relação a processos 

envolvendo lipólise e lipogênese, expressão de receptores nos adipócitos e na secreção de 

adipocinas, enzimas, hormônios, moléculas imunes, proteínas e outros fatores (3,58).  

Além do tecido adiposo visceral, outros depósitos de gordura apresentam potencial 

patogênico, tais como pericárdico, abdominal subcutâneo, perimuscular e perivascular, 

apresentando atividades lipolítica e inflamatória. As adiposopatias pericárdicas e 

perivasculares merecem destaque especial, visto que podem ter efeitos patogênicos diretos no 

miocárdio, artérias coronárias e vasos periféricos, por meio da secreção local desregulada de 

fatores vasoativos e inflamatórios, que podem contribuir para o surgimento ou agravamento 

de fisiopatologias cardiovasculares (Figura 5) (3,59–63). 
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Figura 5 – Principais depósitos de tecido adiposo branco em pacientes obesos ou com 

sobrepesos: visceral, subcutâneo, epicárdico, medula óssea, perirrenal, 

periadventicial e pulmonar 

 

Fonte: Ouchi et al (4). 

 

 

Com o acúmulo do tecido adiposo, ocorre um desequilíbrio na produção e secreção de 

adipocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, resultando em um quadro de inflamação 

local e sistêmica, diretamente ligado ao desenvolvimento de alterações metabólicas e também 

da aterosclerose (1,10).  

A aterosclerose é uma doença vascular crônica, subclínica e progressiva, que se inicia 

na infância, e se caracterizada pela inflamação crônica da túnica íntima das artérias, a camada 

mais interna que está em contato direto com o sangue. O quadro se inicia com penetração, 

depósito e oxidação de lipoproteínas na parede arterial (especialmente moléculas de LDL 

colesterol), que estimulam a migração e ativação de macrófagos, que fagocitam tais partículas 

gordurosas, resultando na formação de células espumosas (ou foam cells).  A doença evolui 

com a formação da placa de ateroma, pelo acúmulo de cálcio e outros elementos, como fibras 

colágenas e células musculares lisas, que formam uma capa fibrosa que estreita e enrijece as 
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artérias, restringindo o fluxo sanguíneo local (64–66). Quando ocorre a ruptura da placa 

aterosclerótica, novamente há o envolvimento de macrófagos e citocinas, que estimulam a 

liberação de enzimas proteolíticas, tendo como consequências vasoconstrição, trombose e 

disfunção microvascular (66–68). 

Durante a obesidade, o tecido adiposo é infiltrado por um grande número de 

macrófagos do subtipo M1 (ou pró-inflamatórios), sendo esse recrutamento ligado à 

inflamação sistêmica e resistência à insulina. Além disso, o acúmulo de macrófagos M1 no 

tecido adiposo é proporcional à adiposidade em humanos e camundongos, e a perda de peso 

sustentada resulta em uma redução no número deles, acompanhada por uma diminuição no 

perfil pró-inflamatório (4,69–71). 

Dessa forma, a adiposidade e a consequente disfunção celular e orgânica do tecido 

adiposo desencadeiam respostas endócrinas e imunes (pró-inflamatórias) com efeitos 

patogênicos diretos sobre o sistema cardiovascular, tais como aterosclerose e disfunção 

microvascular. 

 

 

1.2 Microcirculação e disfunção microvascular na obesidade e sobrepeso 

 

 

1.2.1 Microcirculação - estrutura e função 

 

 

O fluxo sanguíneo através dos microvasos, cujo diâmetro é da ordem de 100 µm ou 

menos, é chamado de microcirculação. Do ponto de vista anatômico, a microcirculação 

envolve os menores vasos sanguíneos do corpo – arteríolas, capilares e vênulas (14,15,17,72).  

As arteríolas (5 a 100 µm de diâmetro) têm camada de músculo liso relativamente 

espessa, camada adventícia delgada e revestimento endotelial. Das arteríolas se originam 

diretamente os capilares (5 a 10 µm de diâmetro) ou, em alguns tecidos, as metarteríolas (10 a 

20 µm de diâmetro) que, então, dão origem aos capilares. Dependendo do leito microvascular, 

podem ocorrer desvios arterio-venosos em que as metarteríolas se conectam diretamente às 

vênulas. As arteríolas pré-capilares distribuem sangue diretamente para capilares e regulam o 

fluxo por vasoconstrição ou vasodilatação (14,15,17,72).  

Os capilares possuem paredes constituídas por uma camada única de células 

endoteliais e uma membrana basal externa, e apresentam interconexões que formam uma rede 
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de microvasos nos tecidos, com comprimento médio de 0,5 a 1 mm (14,15,17,72). Dos  

capilares emergem vasos maiores que também são desprovidos de uma camada muscular lisa 

- as vênulas pós-capilares - que representam o segmento da microvasculatura que é mais 

reativo à inflamação (72,73).  

As vênulas contém junções endoteliais intercelulares (junções aderentes) que podem 

sofrer modificações e assim permitir que as proteínas plasmáticas e as células imunes 

(leucócitos) migrem da corrente sanguínea para os tecidos. Portanto, as vênulas representam o 

principal local de permeabilidade vascular às proteínas plasmáticas e de movimentação de 

leucócitos, ou seja,  de interação leucócito-endotélio. As vênulas maiores, que coletam o 

sangue das vênulas pós-capilares, possuem músculo liso, embora esse seja menos abundante 

que nas arteríolas (72,73). 

Atualmente, uma definição alternativa baseada na fisiologia dos vasos arteriais, e não 

no diâmetro ou estrutura, foi proposta. Nesta definição, todos os vasos arteriais que 

respondem ao aumento da pressão interna  com constricção (reação miogênica)  seriam 

considerados parte da microcirculação, incluindo assim as menores artérias e arteríolas, além 

de capilares e vênulas (14,74,75). 

 

Figura 6 - Imagem por microscopia eletrônica da microcirculação do músculo esquelético, 

onde os capilares (Ca) são orientados na mesma direção das fibras musculares e esta 

rede é suprida por uma arteríola (Ar) e drenada por uma vênula (Ve) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Kessel e Karden (73,76). 
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Considerando que a função do sistema cardiovascular é fornecer um meio apropriado 

para a manutenção de tecidos e órgãos, a microcirculação é a porção deste sistema onde as 

trocas entre o sangue e os tecidos efetivamente ocorrem. A principal função do sistema 

vascular ocorre na microcirculação, que realiza a entrega de oxigênio e nutrientes para os 

tecidos adjacentes e a remoção de excretas celulares, em resposta às variações de demanda 

metabólica (15,72). Além disso, a microcirculação atua no equilíbrio hidrostático e 

desempenha a principal resistência ao fluxo sanguíneo, evitando grandes flutuações de 

pressão nos capilares e controlando a resistência vascular periférica total, uma vez que as 

artérias e veias de grande e médio calibre oferecem pouca resistência ao fluxo (14,15,74). 

Portanto, a mecânica do fluxo sanguíneo na microcirculação controla a distribuição de sangue 

para os tecidos e influencia amplamente a troca de metabólitos no sistema vascular (17,72).  

A partir das arteríolas, o sangue flui para os capilares, onde ocorre a nutrição tecidual 

e a remoção de metabólitos e, em seguida, ele flui para as vênulas pós-capilares, vênulas e 

veias (na maioria dos órgãos), alcançando a macrocirculação e o coração (72).  

 

 

1.2.2 Papel vasoativo do endotélio e o óxido nítrico 

 

 

O endotélio é uma camada única e contínua de células que separa o sangue das 

estruturas vizinhas e regula a função vascular (77). O endotélio foi reconhecido há 

relativamente pouco tempo como um órgão fisiologicamente relevante, com significativa 

importância clínica, apesar desta camada de células ter sido identificada pela primeira vez há 

mais de um século (78).  

A célula endotelial era vista como uma estrutura tão fina que poucos detalhes 

poderiam ser revelados em seu citoplasma. Entretanto, nos anos 1950 e 1960, o uso da 

microscopia eletrônica forneceu um novo olhar bem mais detalhado sobre o endotélio e 

estudos iniciais revelaram a presença de organelas nestas células (78,79).  

Atualmente, sabe-se que as células endoteliais são nucleadas, longas e achatadas, 

orientadas no comprimento do vaso, medindo cerca de 20-40µm de comprimento por 10-

15µm de largura e apenas 0,1-0,5 µm de espessura (67,79).  

Avaliações do endotélio arterial por microscopia eletrônica revelaram que as células 

são do tipo contínuas, caracterizadas por junções bem justas ou próximas nas bordas laterais 

de cada célula, que restringem o movimento de macromoléculas. A atuação do endotélio 
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como uma barreira semipermeável é uma de suas funções mais básicas, regulando o 

transporte de macromoléculas entre o lúmen vascular e a musculatura lisa vascular (67).  

Originalmente tido como uma simples barreira passiva semi-permeável, capaz de 

permitir a passagem de água e de pequenas moléculas através da parede do vaso sanguíneo, e 

de reter as células do sangue e moléculas grandes (proteínas) no compartimento vascular, o 

endotélio hoje é visto como um órgão cujo funcionamento normal é crucial para manter a 

saúde vascular (67,77). O endotélio responde a estímulos humoral, neural e, especialmente, 

hemodinâmico, e regula a função plaquetária, respostas inflamatórias, crescimento e migração 

de células musculares lisas vasculares, além de modular o tônus vascular através da síntese e 

liberação de substâncias vasoativas (67,77,80).  

Nesse sentido, merece destaque o óxido nítrico (NO). Em 1980, Furchgott e Zawadzki 

propuseram pela primeira vez que as células endoteliais produziam e liberavam um fator de 

relaxamento derivado do endotélio (EDRF) que regulava diretamente o tônus vascular. Nos 

anos seguintes, o EDRF foi identificado em vários vasos de diferentes espécies, e teve sua via 

intracelular caracterizada. Em 1987, dois grupos descreveram a identidade do EDRF como 

sendo o óxido nítrico (81–83).  

Sabe-se, atualmente, que o NO é uma potente molécula vasodilatadora, conhecida por 

sua importante função na regulação do tônus vascular através da dilatação mediada pelo 

endotélio - o NO liberado pelas células endoteliais ativa a guanilato ciclase solúvel (sGC) que 

sintetiza monofosfato de guanosina cíclico (GMPc), o qual ativa a proteína quinase 

dependente de GMPc (PKG) , que diminui a concentração de cálcio intracelular e provoca o 

relaxamento da musculatura lisa do vaso - tanto em condições de repouso quanto em situações 

que demandam aumento do fluxo sanguíneo, como durante o exercício físico, por exemplo 

(67,84–86). Na microcirculação, além da vasodilatação, há consenso entre os pesquisadores 

de que na maioria dos órgãos e sistemas, se não em todos, o NO previne a adesão de plaquetas 

e neutrófilos ao endotélio (81).   

O NO é produzido no processo de conversão do aminoácido L-arginina em L-citrulina 

pelas óxido nítrico sintases (NOS – nitric oxide synthases) (Figura 7) (87–89).  
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Figura 7 - Síntese de óxido nítrico (NO) pelas enzimas óxido nítrico sintases (NOS): 

inicialmente ocorre a hidroxilação da L-arginina, gerando N-hidroxi-L-arginina 

(NHA) e, numa segunda etapa, ocorre a conversão de NHA em NO e citrulina 

 

 

Fonte: Dusse et al. (90). 

 

As enzimas NOS podem ser classificadas em três isoformas: duas constitutivas e 

dependentes de cálcio - neuronal (nNOS) e endotelial (eNOS); e uma induzível (iNOS). No 

coração, a nNOS tem sido encontrada no retículo sarcoplasmático e nas fibras vasodilatadoras 

autonômicas não-adrenérgicas, enquanto a eNOS está presente nas células endoteliais, tanto 

da vasculatura coronariana e como do endocárdio, e nos cardiomiócitos. A forma induzível 

iNOS também pode ser encontrada nos cardiomiócitos (ventriculares) e nas células 

endoteliais, e ainda em fibroblastos e no músculo liso vascular (91,92). 

A ativação das enzimas NOS constitutivas é Ca2+-calmodulina dependente, ou seja, 

dependem de um aumento do cálcio intracelular; enquanto a expressão da  forma iNOS é 

induzida pelo fator nuclear kappa-B (NF-kB), lipopolissacarídeo, citocinas e outros agentes 

relacionados à resposta inflamatória. As formas constitutivas possuem uma relação antagônica 

com a forma induzível: em condições normais, o aumento na biodisponibilidade de NO, 

produzido pela nNOS e eNOS, regula negativamente a expressão da iNOS, através da inibição 

do NF-kB; por outro lado, geralmente em condições patológicas, relacionadas à inibição das 

formas constitutivas ou na falta de NO disponível, ocorre uma grande produção de NO pela 

iNOS (91,92).  
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1.2.3 Permeabilidade microvascular 

 

 

Visto que o sistema vascular de organismos superiores é frequentemente descrito 

como "fechado", ele precisa ser suficientemente "aberto", ou seja, permeável, para permitir a 

troca rápida de pequenas moléculas (tais como gases, nutrientes e resíduos) com os tecidos 

(93). A troca microvascular ocorre, em grande parte, de forma passiva e, portanto, os 

coeficientes de permeabilidade relacionam os fluxos de fluido e soluto com as diferenças de 

pressão e concentração que os conduzem através das paredes microvasculares (94).  

Existem vários mecanismos pelos quais as macromoléculas atravessam a barreira 

endotelial e, dentre eles, podemos destacar: 1) através das próprias células endoteliais, 

difundindo-se lateralmente dentro da membrana celular endotelial e, assim, ao redor da célula; 

2) através de junções célula-célula endotelial, que envolvem gaps ou “espaços” endoteliais; 

ou ainda 3) via transporte vesicular. Visto que a maioria das moléculas biológicas são 

moléculas grandes, hidrofílicas e aniônicas, que são incapazes de se difundir através da 

bicamada da membrana celular, acredita-se que a maioria delas se desloquem através de 

junções intercelulares (ou seja, entre as células), pelo transporte vesicular ou através da 

formação de canais transitórios, resultantes da fusão de vesículas (67,95).  

Em condições normais, as proteínas plasmáticas também precisam atravessar a 

barreira vascular, pelo menos em pequenas quantidades, e as céluas endoteliais possuem um 

sistema complexo de microvesículas envolvido no transporte macromolecular. Dentre as 

proteínas plasmáticas, merece destaque a albumina, responsável por transportar ácidos graxos 

e vitaminas, e os anticorpos (imunoglobulinas), necessários para a resposta imunológica do 

hospedeiro (67,93). Por outro lado, a reorganização das junções intercelulares - envolvendo 

actina e miosina ou ainda a dissolução direta de contatos juncionais - parece ser o principal 

mecanismo através do qual ocorre o aumento da permeabilidade endotelial à água e aos 

solutos  (pequenos ou grandes) (67,94,96).  

A permeabilidade vascular está aumentada na inflamação aguda e crônica, no câncer e 

durante a cicatrização de feridas (93). O aumento na permeabilidade microvascular na 

inflamação foi descrito pela primeira vez a partir de evidências baseadas no “vazamento” para 

os tecidos de proteínas plasmáticas marcadas com corantes (97–99). Logo, em outras 

palavras, o termo ‘extravasamento de plasma’ (do inglês plasma leakage) se refere ao 

processo no qual o componente líquido do sangue, rico em proteínas, passa de dentro dos 

vasos sanguíneos para o tecido ao redor (93). 
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A sinalização envolvida na mediação dessas respostas inclui a fosforilação das 

proteínas de ligação presentes nestas junções, sendo induzida pela ação da proteina-cinase C 

(PKC), que leva à reorganização da actina, ao arredondamento das células e aumento do 

transporte paracelular. A cinase de cadeia leve da miosina (MLCK) também pode ser ativada 

por mediadores inflamatórios e resultar em retração das células endoteliais. O fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF) é um regulador chave da permeabilidade vascular via 

regulação das enzimas óxido nítrico sintases (NOS), através de múltiplos mecanismos 

incluindo, por exemplo, a formação de gaps (100–104). 

Dentre outros fatores que também podem influenciar a permeabilidade e função 

microvascular,  merecem destaque o shear stress - ou tensão de cisalhamento do fluido - e o 

glicocálix endotelial, que atua como um importante coadjuvante na manutenção da 

integridade da parede vascular (67,105). O shear stress é a força de fricção tangencial 

exercida pelo fluxo de sangue, ou seja, o atrito do sangue contra as paredes dos vasos, que 

atua predominantemente na superfície da célula endotelial. Estudos sobre a relação entre a 

permeabilidade à albumina e a magnitude da tensão de cisalhamento in vivo revelaram que o 

endotélio exposto a baixo shear stress tem maior probabilidade de ter elevada permeabilidade 

macromolecular (67). Já o glicocálix é definido como uma camada organizada de 

glicoproteínas, proteoglicanas negativamente carregadas e proteínas plasmáticas associadas, 

que apresenta efeitos protetores, tais como: 1) fortalecer a função de barreira do endotélio; 2) 

inibir a coagulação e a adesão de leucócitos; e 3) mediar a liberação de NO induzida por shear 

stress (67,105–108). Portanto, a deterioração ou destruição do glicocálix está associada a 

alterações patológicas, incluindo aumento da permeabilidade endotelial, agregação 

plaquetária e perda da responsividade vascular (67). 

 

 

1.2.3.1 Métodos para avaliação da microcirculação e a preparação da bolsa da bochecha 

 

 

A microcirculação pode ser estudada em humanos por videocapilaroscopia intravital 

direta em áreas como a pele e leito periungueal, videomicroscopia da pele ou mucosa oral, ou 

avaliada por medidas de fluxo feitas com laser Doppler. Em estudos com animais, essas 

técnicas podem ser usadas em diferentes leitos microvasculares, como músculo esquelético, 

bolsa da bochecha do hamster ou mesentério (15). A permeabilidade microvascular pode ser 

analisada a partir de medições em diferentes preparações experimentais: in vivo, ou seja, em 
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organismos intactos e inteiros (incluindo seres humanos), em tecidos ou órgãos específicos, 

em microvasos isolados, e em monocamadas de culturas de células endoteliais 

microvasculares, com cada uma delas apresentando suas vantagens e desvantagens (94). 

Em modelo animal, as alterações na permeabilidade vascular podem ser observadas 

por microscopia intravital, que permite avaliar essa variável in vivo. No nosso projeto, 

escolhemos como modelo experimental a bolsa da bochecha do hamster para analisar a 

permeabilidade desta microvasculatura em resposta ao estímulo conhecido como lesão por 

isquemia-reperfusão (I/R), que será explicado posteriormente. 

A bolsa da bochecha do hamster foi descrita como modelo para observação da 

microcirculação no final da década de 1940 e início de 1950 por Fulton, Lutz e Jackson. 

Desde então, a técnica para uso desta preparação tem sido aprimorada, com este tecido sendo 

utilizado em uma ampla variedade de estudos experimentais envolvendo a fisiopatologia da 

microcirculação e a resposta microvascular a diferentes estímulos (97,109–112). 

Descrevendo anatomicamente, as bolsas da bochecha do hamster são sacos epiteliais 

bilaterais ou “invaginações” de tecido cutâneo (compostos por tecido conjuntivo fibroso 

denso, epitélio escamoso estratificado e tecido conjuntivo frouxo), que se estendem dorso 

caudalmente do canto da boca do animal até aproximadamente a região do seu ombro, 

apresentando entre 4 a 5 cm de comprimento e espessura média de 0,4 mm (Figura 8). As 

bolsas da bochecha são usadas pelos hamsters para guardar alimentos ou resíduos e, portanto, 

podem apresentar volume e posição variáveis, visto que são controlados por fibras musculares 

esqueléticas que circundam suas porções proximais e por um fino músculo retrator. A 

inervação é derivada dos nervos faciais e acessórios espinais (109,113).  

 

Figura 8 - Fotos mostrando a localização anatômica (A) e o tecido vascularizado em forma de 

saco (B) da bolsa da bochecha do hamster 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Monti-Hughes et al. (114). 
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Do ponto de vista microcirculatório, o suprimento de sangue se origina principalmente 

de ramos da artéria carótida externa, e quatro artérias fornecem a maior parte do suprimento 

sanguíneo, enquanto que o músculo retrator é suprido independentemente por um quinto vaso, 

que se origina como um ramo da carótida comum. À medida que as pequenas artérias 

saculares (inferior e superior) se aproximam da ponta da bolsa da bochecha, elas terminam em 

várias arteríolas de primeira ordem, com diâmetros de 50 µm, que são interconectadas por 

vasos menores com tamanhos distintos - as arteríolas de segunda e terceira ordem com 

aproximadamente 30 µm e 13µm de diâmetro, respectivamente. Estas últimas se ramificam e 

terminam em capilares, cujos diâmetros podem variar de cerca de 6 a 7,3 µm. Os capilares são 

drenados por vênulas de 5ª e 4ª ordens, que se unem para formar vênulas maiores. A 

arquitetura da microcirculação venosa na “ponta” da bolsa da bochecha é paralela à da 

microcirculação arterial (Figura 9) (109,113,115). 

 

Figura 9 – Imagens da microcirculação da bolsa da bochecha do hamster (A) feita através de 

70 fotografias montadas e reproduzidas em escala reduzida; a proporção de 1 mm é 

indicada na figura; e detalhe da microcirculação observada na figura A, com 

ampliação de 35x (B); a proporção de 100 µm é indicada na figura 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Svensjö (97). 
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 Em um estudo clássico de microscopia eletrônica de Majno e Palade (1961), foi 

demonstrado que das vênulas pós-capilares, de 20 a 30 mm de diâmetro, vazaram partículas 

de carbono através de aberturas formadas entre as células endoteliais, como resultado da 

contração das células endoteliais pela estimulação com histamina, e essas “áreas de 

passagem” foram também observadas na preparação da bolsa da bochecha do hamster após a 

estimulação por bradicinina (96,112,116). 

 

 

1.2.4 Disfunção microvascular e doenças cardiometabólicas 

 

 

Em condições normais, mecanismos autorregulatórios, sistêmicos e locais, 

especialmente miogênicos e metabólicos, permitem o funcionamento normal do endotélio e 

da microcirculação (67). Entretanto, em condições patológicas, como na obesidade e 

sobrepeso, a perda de tais mecanismos resulta no desenvolvimento de disfunção 

microvascular, caracterizada por alterações patológicas em todos os segmentos da 

microcirculação: 1) nas arteríolas - dilatação dependente do endotélio prejudicada; 2) nos 

capilares - rarefação e obstrução causada pela adesão de leucócitos; e 3) nas vênulas pós-

capilares - transmigração de leucócitos e extravasamento de proteínas plasmáticas (14,75).  

O endotélio tem emergido como um regulador chave da homeostase vascular e, logo, 

do bom funcionamento do aparelho cardiovascular, por controlar o tônus vascular, equilibrar 

a produção de vasodilatadores (principalmente do NO) e vasoconstritores (como a 

endotelina), e por sua ação direta na fluidez do sangue e da coagulação, através da produção 

de fatores que modulam a atividade plaquetária, a cascata de coagulação e a fibrinólise (117). 

Além disso, o NO produzido pelas células endoteliais também regula a interação leucócito-

endotélio. Portanto, o endotélio age como um transdutor ativo de sinais das alterações 

circulatórias que levam à modificação do fenótipo da parede do vaso (80,117). 

A disfunção endotelial, definida como a perda da função homeostática normal do 

endotélio, parcialmente secundária a uma redução da biodisponibilidade do NO, resulta em 

um defeito na interação endotélio-sangue, atividade vasomotora anormal, desenvolvimento de 

uma superfície endotelial pró-coagulante, crescimento da camada íntima arterial e inflamação. 

Em outras palavras, tal disfunção é caracterizada pelo desequilíbrio de qualquer um dos 

fatores de manutenção da homeostase vascular, como: 1) capacidade de vasodilatação; 2) 
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resposta ao óxido nítrico, 3) proliferação de células musculares lisas e espumosas; 4) 

coagulação e fibrinólise; e 5) oxidação de lipoproteínas (80,118).  

O termo disfunção endotelial poderia ser apropriadamente substituído por “ativação 

endotelial”, visto que representa a ativação de vias que resultam na mudança de um fenótipo 

quiescente para um fenótipo inflamatório nos vasos, que envolve a expressão de citocinas e 

moléculas de adesão designadas para interagir com leucócitos e plaquetas (67,80).  

A maioria, se não todos, os fatores de risco relacionados à aterosclerose, à morbidade 

e mortalidade cardiovascular, ou associados à síndrome metabólica, como o acúmulo 

excessivo de tecido adiposo branco (obesidade e sobrepeso), hipercolesterolemia, hipertensão 

e diabetes mellitus, também estão associados à disfunção endotelial, visto que levam à 

ativação da maquinaria molecular do endotélio, desencadeando mecanismos inflamatórios 

direcionados a tecidos específicos (14,15,119,120).  

A inflamação crônica de baixo-grau, relacionada à obesidade, resulta na regulação 

negativa de adipocinas anti-inflamatórias, como por exemplo IL-10 e adiponectina, e na 

regulação positiva de citocinas pró-inflamatórios, como IL-6, IL-1β e TNF-α, que ativam as 

células endoteliais e promovem um fenótipo disfuncional. Portanto, podemos dizer que a 

obesidade favorece um ciclo vicioso pelo qual a disfunção endotelial no tecido adiposo leva à 

disfunção metabólica, refletida pela desregulação das adipocinas, rarefação microvascular, 

necrose adipocitária e inflamação; e, por outro lado, a disfunção metabólica promove 

disfunção das células endoteliais, tanto no tecido adiposo, como na circulação local (tecidual) 

e sistêmica (4,121,122).  

Na obesidade, uma grande variedade de estímulos prejudiciais, por ex: dieta rica em 

gorduras (ou hiperlipídica) e regulação positiva dos mediadores inflamatórios, podem 

contribuir para a disfunção endotelial e, consequentemente, favorecerem o acúmulo de 

lipídios nas artérias, no espaço subendotelial, iniciando assim o desenvolvimento da placa 

aterosclerótica. (67,123).  

A obesidade e o sobrepeso fazem parte da chamada síndrome metabólica, geralmente 

associados aos seguintes fatores: a) uma distribuição central de gordura corporal (tecido 

adiposo visceral); b) hipertensão; c) hiperglicemia associada à resistência à insulina; d) 

intolerância à glicose; e) dislipidemia aterogênica; e f) fatores pró-inflamatórios e pró-

trombóticos. Em consequência da inflamação e da resistência à insulina, a disfunção 

endotelial aumenta o risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares, e está implicada 

na patogênese e no curso clínico da maioria destas doenças, com elevada morbidade e 

mortalidade (75,124).  
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Portanto, o desenvolvimento e validação de métodos de avaliação não invasivos, assim 

como os de detecção precoce de complicações, passam a ter um grande valor no combate à 

epidemia de obesidade e de suas complicações. Atualmente, está claro que a disfunção 

microvascular afeta a pressão e os padrões de fluxo sanguíneo, e é responsável pelo aumento 

da resistência vascular periférica. Além disso, problemas microcirculatórios em obesos 

sugerem que isso poderia ser um fator causal em patologias associadas com o diabetes, como 

resistência à insulina e hipertensão (10–12,14,16). 

 

 

1.3 Obesidade, sobrepeso e os fatores modificáveis associados ao estilo de vida 

 

 

1.3.1. Intervenções não-farmacológicas tradicionais e o jejum intermitente 

 

 

1.3.1.1 Dieta convencional ou restrição calórica contínua 

 

 

A nutrição é um componente fundamental da nossa vida. A qualidade e a quantidade 

de alimentos consumidos por cada indivíduo são fundamentais para o desenvolvimento e 

manutenção de sua estrutura física geral (125).  

O padrão alimentar atual consiste em se alimentar a cada 3 ou 4 horas. Entretanto, nas 

sociedades modernas, tal padrão resulta em cerca de três refeições e três lanches por dia que, 

nos últimos 50 anos, tiveram a adição de alimentos com alto teor calórico. 

Concomitantemente a isto está o aumento do sedentarismo, cenário que contribuiu para o 

surgimento da obesidade e doenças relacionadas (126,127).  

Existem diversos relatos na literatura dos benefícios da dieta convencional de restrição 

calórica contínua, que é definida como uma redução na ingestão energética com manutenção 

da nutrição, ou ainda, como uma redução crônica de 20 a 40% na ingestão calórica diária com 

manutenção da frequência alimentar (18,128). Esta redução pode levar a uma extensão da 

vida média ou máxima em uma ampla gama de organismos. Em roedores, por exemplo, tanto 

a restrição calórica moderada (20-40%) quanto a elevada (55-65%) são capazes de gerar tais 

resultados (129–131). 
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Os efeitos da restrição calórica contínua no aumento da longevidade são 

frequentemente acompanhados pela atenuação de doenças relacionadas ao envelhecimento e 

mortalidade em camundongos, ratos e primatas não humanos - tais como: miocardiopatia 

relacionada à idade, diabetes, hipertensão e processos neoplásicos (18,19,132–135). 

Os mecanismos celulares e moleculares responsáveis pelos efeitos protetores da 

restrição calórica contínua provavelmente evoluíram a partir de procariotos que, há bilhões de 

anos atrás, tentavam sobreviver em um ambiente quase que completamente desprovido de 

fontes de energia, e precisavam evitar danos dependentes da idade, que poderiam 

comprometer sua sobrevivência (18,136). 

Como consequência da menor ingesta energética promovida pela restrição calórica 

contínua, observa-se a redução do peso (massa corporal total) e a diminuição da adiposidade 

(percentual de gordura ou massa de tecido adiposo branco). Em humanos, enquanto os riscos 

de diabetes, hipertensão e dislipidemia aumentam a partir de um IMC em torno de 21kg/m2, 

reduzindo assim a expectativa de vida (29), a perda de peso moderada (menos de 10% da 

massa coporal total) é capaz de reduzir em 30% a 40% a mortalidade relacionada ao diabetes, 

com sobrevida de 4 anos para os indivíduos que perderam 10 kg em seu primeiro ano de 

doença (29,137–139). 

A implementação da restrição calórica contínua no cotidiano da população, no entanto, 

é limitada pela dificuldade dos indivíduos em aderir às dietas convencionais de 

emagrecimento. Isso ocorre por conta das alterações  neurobiológicas que favorecem o ganho 

de peso, tais como aumentos abruptos nos níveis de dopamina no sistema de recompensa do 

cérebro desencadeados pela comida, e também porque as dietas exigem um controle contínuo 

e restritivo da alimentação diária (140).  

Os neuropeptídios que atuam no hipotálamo regulando o balanço energético também 

modulam a atividade dos neurônios dopaminérgicos e de suas projeções em regiões 

envolvidas com os mecanismos de recompensa desencadeados pela comida. Assim, o acesso 

repetido a alimentos altamente palatáveis favorece a associação entre consumo alimentar e 

prazer, e parece desencadear respostas em alguns indivíduos (humanos e animais  

experimentais) relacionadas principalmente à ativação de vias dopaminérgicas envolvidas 

com motivação, condicionamento, auto-controle e reatividade ao stress. Os estímulos tendem 

a ser tão intensos que podem diminuir a população de receptores dopaminérgicos, resultando 

em padrões de consumo alimentar cada vez maiores, semelhante ao observado em casos de 

adicção (dependência) por drogas. Logo, a busca por recompensa supera os processos 

inibitórios que sinalizam a saciedade, resultando em perda de controle e em um padrão 
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compulsivo de ingestão de alimentos, caracterizando assim a obesidade como uma doença 

relacionada, em muitos casos,  à adicção alimentar (do inglês “food addiction”) (141–144). 

Conforme dito anteriormente, além da restrição na quantidade, a qualidade dos 

alimentos consumidos também desempenha um papel muito importante na manutenção da 

saúde dos indivíduos. A ingestão de ácidos graxos saturados, por exemplo, induz inflamação 

no hipotálamo em um processo mediado pelas células da glia, que pode levar a alterações na 

função neuronal e resultar em distúrbios na resposta à leptina (145–150). 

Assim, a obesidade é o resultado de um comportamento inadequado na escolha e na 

ingestão dos alimentos, combinado com um desequilíbrio entre o consumo e o gasto de 

calorias (balanço energético positivo). Além da restrição calórica contínua (ou dieta 

convencional), as intervenções tradicionais de combate à obesidade e ao sobrepeso também se 

baseiam no aumento da atividade física regular para a correção deste desbalanço energético 

característicos dos indivíduos com obesidade e sobrepeso. 

 

 

1.3.1.2 Exercício físico aeróbico crônico 

 

 

O exercício físico é qualquer movimento corporal de caráter planejado, estruturado e 

repetitivo produzido pela contração dos músculos esqueléticos e que resulta em gasto de 

energia. No dia a dia, pode ser categorizado por atividades ocupacionais, esportivas, 

condicionantes e domésticas, cuja quantidade pode variar consideravelmente entre os 

indivíduos, assim como em uma mesma pessoa ao longo do tempo (151). 

O exercício físico atua especialmente no aumento da capacidade aeróbia, diminuição 

da massa corporal total (peso) e do percentual de gordura (tecido adiposo branco) em animais 

e humanos, visto que é capaz de promover adaptações estruturais e funcionais no coração e na 

rede de vasos sanguíneos, favorecendo: 1) aumento nas dimensões finais de diástole; 2) 

bradicardia de repouso; 3) utilização de substratos energéticos; e 4) aumento da capacidade 

antioxidante. Portanto, age na prevenção e tratamento de doenças coronarianas e aterosclerose 

(152). 

Dados da literatura trazem evidências de uma relação direta entre exercício e saúde 

vascular, como na manutenção da função da barreira endotelial relacionada ao aumento do 

fluxo sanguíneo, resultando em aumento da expressão de eNOS e maior liberação de NO e 

prostaciclina (PGI2), potentes vasodilatadores e inibidores da agregação plaquetária 
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(67,153,154). A longo prazo, o exercício físico promove a diminuição da produção de ROS, 

evitando danos celulares promovidos pelo estresse oxidativo (67,153,154). 

Além disso, indivíduos que permanecem sentados por longos períodos têm reduzida 

sua exposição contínua ao shear stress vascular, o que favorece a disfunção endotelial nos 

membros inferiores (155,156), enquanto o aumento do número e do calibre dos vasos 

sanguíneos promovidos pelo exercício, especialmente na microcirculação do músculo 

esquelético, favorecem uma maior perfusão sanguínea e a difusão de oxigênio para os tecidos. 

Tais alterações têm sido associadas à hipóxia ou fatores mecânicos, como aumento do fluxo 

sanguíneo e shear stress, que levam a produção de NO e VEGF – este, em especial, causa 

uma maior permeabilidade vascular, fazendo com que as proteínas plasmáticas, a fibrina e o 

plasma extravasem, o que aumenta a migração das células endoteliais para o local de 

formação dos novos capilares (152,157) 

O exercício também provoca alterações fisiológicas e bioquímicas na musculatura 

estriada esquelética, como aumento do número e tamanho das mitocôndrias, com  

consequente aumento da capacidade respiratória mitocondrial, assim como aumento no 

calibre e no número de vasos sanguíneos da musculatura esquelética (152,158,159) e melhora 

no balanço redox que pode, pelo menos em parte, ser atribuído à elevada biodisponibilidade 

de NO (160,161). 

As adaptações bioquímicas induzidas pelo exercício crônico ou contínuo promovem 

um aumento na capacidade oxidativa muscular, pelo aumento na atividade de enzimas-chave 

da beta-oxidação, via metabólica específica de oxidação dos ácidos graxos, além de também 

sinalizar e aumentar a velocidade de outras vias metabólicas oxidativas de ressíntese de ATP, 

tais como o ciclo de Krebs e da cadeia respiratória mitocondrial (162). Desta forma, 

promovem a prevenção e redução do acúmulo de tecido adiposo branco, modificações 

benéficas nos componentes da síndrome metabólica e redução da gordura visceral, do 

colesterol total e dos triglicerídeos sanguíneos (160,163,164).  

A prática regular de exercício físico diminui o risco de desenvolver diabetes do tipo 2 

e pode reduzir, direta ou indiretamente, o risco de eventos vasculares, uma vez que o músculo 

esquelético constitui aproximadamente 40% do peso corporal total, sendo responsável por 

30% do gasto energético e considerado o mais importante determinante da sensibilidade 

vascular periférica à insulina, visto que também é um local importante para a captação, 

armazenamento e liberação de glicose (153,165).  

Todas as adaptações supracitadas dependem principalmente das características do 

exercício adotado, tais como sua intensidade e tempo de duração (152,158). Estudos 
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observacionais relataram diminuição do número de eventos coronarianos em indivíduos que 

realizavam exercício físico regular, sendo que até 1 hora de caminhada por semana está 

associada a menor risco de doença cardíaca coronariana (166–169).  

Diversos órgãos de saúde, como o American College of Sports Medicine, American 

Heart Association, American Diabete Association e a Sociedade Brasileira de Cardiologia, 

emitiram recomendações para exercício físico aeróbio e treinamento de resistência para 

adultos saudáveis entre 18 e 65 anos de idade. Estas são importantes estratégias para aumentar 

o gasto energético, assim como para o tratamento não-farmacológico do sobrepeso e da 

obesidade e suas comorbidades, com a vantagem de serem bastante acessíveis a várias 

populações de indivíduos (153,166,170,171). 

Apesar de promover efeitos benéficos para a saúde e sua prática regular preservar a 

massa magra, atenuar expressivamente diversos fatores de risco cardiovascular e evitar o 

reganho de peso, o exercício isoladamente não é capaz de provocar uma perda de massa 

corporal (tecido adiposo branco) tão intensa quando comparado à dieta hipocalórica (172). 

Vale destacar que, apesar dos efeitos positivos relatados, existe uma preocupação em 

relação ao risco de eventos cardíacos induzidos pelo próprio exercício, sendo este maior entre 

pacientes sedentários, que decidam realizar exercícios vigorosos abruptamente, e naqueles 

com histórico de doença cardiovascular. Porém, os riscos associados ao exercício são 

superados pelos seus potenciais benefícios, ao menos na maioria dos pacientes, e podem ser 

reduzidos por uma devida atenção aos sintomas, durante ou após a execução dos treinos,  e 

através de um treinamento onde seja aumentada gradualmente a intensidade da atividade 

física (166). 

 

 

1.3.2.3 Jejum intermitente ou restrição calórica intermitente 

 

 

Um dos principais desafios no manejo da obesidade é a perda de peso, que, 

geralmente, não é sustentada a longo prazo, e a maioria dos pacientes recupera o peso inicial 

ao longo do tempo. Apesar do controle do balanço energético e da massa corporal serem 

reconhecidamente benéficos e capazes de melhorar os marcadores cardiometabólicos 

associados à obesidade e sobrepeso, a dieta convencional e o exercício físico regular 

tradicionalmente aplicados para perda de peso apresentam baixa adesão. Mesmo quando a 

redução de massa consegue ser mantida por um tempo prolongado, alguns dos benefícios 
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alcançados com o exercício físico, como a melhora na sensibilidade à insulina, podem ser 

atenuados pela não conformidade às recomendações profissionais (29,145,173–177).  

Embora a motivação reduzida e a baixa adesão à dieta convencional de restrição 

calórica contínua estejam envolvidas na recuperação do peso, sabe-se que a perda de peso em 

si é responsável por diversas adaptações metabólicas que aumentam o risco de insucesso da 

dieta e favorecem recaídas, tais como: 1) redução no gasto energético total, favorecida por 

uma redução na taxa metabólica; 2) redução na oxidação de gordura; e 3) aumento no impulso 

de comer. Vale lembrar que, além do envolvimento das vias dopaminérgicas de recompensa, a 

perda de peso também gera alterações nos hormônios reguladores do apetite, incluindo 

aumento nas concentrações dos hormônios orexígenos (ex. grelina) e uma redução dos 

anorexígenos, como a colecistocinina (CCK) e o peptídeo glucagon símile-1 (GLP-1), cenário 

que favorece o aumento da fome e diminui a sensação de plenitude (173,176,178–185). 

Portanto, novas estratégias sustentáveis e eficazes de restrição de energia são 

necessárias. Neste âmbito, a restrição calórica intermitente ou restrição intermitente de 

energia, mais conhecida como jejum intermitente, tem se destacado na literatura como uma 

estratégia tão efetiva quanto a dieta convencional na perda de peso, redução da gordura 

corporal (140,186,187), com menor perda de massa magra (173,188,189). O jejum 

intermitente resulta em perda  de massa corporal, acompanhada por redução do tecido adiposo 

branco (190–192). 

O jejum intermitente promove melhora da sensibilidade à insulina através da ativação 

de vias biológicas similares às alteradas pela dieta convencional (22,23,129), sendo mais 

eficiente que esta última (126,193). 

Em roedores, o jejum intermitente pode prevenir ou melhorar todos os aspectos da 

síndrome metabólica, através de alterações como: 1) redução da gordura visceral, inflamação 

e pressão arterial; 2) maior sensibilidade à insulina, mesmo sem uma redução importante no 

peso corporal; 3) melhora nas capacidades funcionais dos sistemas nervoso, neuromuscular e 

cardiovascular (18,126,193,194). 

O jejum intermitente também atua suprimindo a inflamação em seres humanos e 

modelos animais de doenças (19,126). O jejum resulta na redução dos níveis de insulina e 

leptina, e na elevação dos níveis de adiponectina e grelina. Ao aumentar a sensibilidade à 

insulina e à leptina, o jejum atua suprimindo a inflamação e estimulando a autofagia, e atenua 

as principais anormalidades associadas a síndrome metabólica em roedores. Em humanos, o 

jejum intermitente pode provocar alterações na microbiota intestinal, que também protegem 

contra a síndrome metabólica (18,195–197). Mulheres com obesidade  que mudaram sua dieta 
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de múltiplas refeições diárias para a restrição de energia em dias alternados apresentaram 

reduções significativas nos níveis circulantes de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e 

IL-6 (126).  

Em comparação com condições habituais de alimentação (livre ou ad libitum), os 

animais de laboratório mantidos sob protocolos de jejum intermitente exibem respostas 

melhoradas ao stress adaptativo - processo no qual a exposição de células e organismos a um 

estresse leve resulta em respostas adaptativas que protegem contra um estresse mais severo - 

aos níveis molecular, celular e dos órgãos (19). O jejum em dias alternados previne o estresse 

oxidativo, em  neurônios de modelos animais de doenças neurodegenerativas, incluindo as 

doenças de Alzheimer e Parkinson, e também pode proteger o coração contra danos 

isquêmicos em modelo animal de infarto do miocárdio (126). Em ratos, o jejum intermitente 

parece aumentar a resistência neuronal à lesão, independente de alteração no peso coroporal 

(190,193). 

O jejum intermitente pode ser uma alternativa interessante para pacientes que não se 

adequaram à tradicional restrição calórica contínua visto que o jejum não exige do indivíduo  

um controle alimentar diário, propondo restrições apenas durante períodos específicos, 

podendo gerar adaptações positivas durante o estágio de redução de peso por repetidas 

melhorias rápidas no controle metabólico a cada restrição de energia (18,19,128,198). O 

jejum intermitente pressupõe alterações na frequência alimentar, com períodos de ingestão 

calórica muito restrita (ou de jejum absoluto) intercalados à alimentação livre (140,199) 

sendo, portanto, distinto da dieta convencional, na qual a ingestão calórica diária é reduzida 

cronicamente em 20 a 40%, mas a frequência das refeições é mantida (18). 

Os protocolos atuais de jejum intermitente apresentam muitas variações em relação 

aos períodos de restrição calórica adotados (número de horas ou de dias), a frequência destes 

períodos (quantas vezes por semana ou por mês) e a duração total da intervenção (semanas ou 

meses). Porém, a premissa básica envolve fazer pausas periódicas na ingestão de calorias 

(190).  

Alguns protocolos conhecidos de jejum intermitente incluem: 1) jejum de até 24 horas, 

uma ou duas vezes por semana, com ingestão livre de alimentos nos dias restantes; 2) a 

chamada “alimentação com horário restrito”, que compreende comer por apenas 8 horas/dia e, 

em seguida, jejuar durante as outras 16 horas restantes; 3) “jejum em dias alternados”, onde 

um “dia de jejum” total ou com ingestão restrita de alimentos (redução de cerca de 25% das 

necessidades energéticas) é alternado com um “dia de alimentação”, onde o consumo é livre 

durante 24 horas; e a 4)“Dieta 5:2”, ou jejum prolongado periódico, que consiste em um 
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período de dois dias consecutivos (48 horas contínuas) de restrição de energia por semana, 

durante o qual os indivíduos têm um consumo energético muito reduzido (aproximadamente 

500/dia calorias para mulheres e 600/dia calorias para homens), que são combinados com 5 

dias de alimentação habitual livre. Resumidamente, os dias de jejum podem variar entre 2 a 4 

dias por semana, assim como o grau de restrição alimentar nesses dias, de acordo com os 

protocolos de cada estudo (19,23,140,173). 

A capacidade de sobreviver à privação de alimentos é considerada uma adaptação 

vantajosa primitiva, um componente de resposta homeodinâmica dos sistemas vivos às 

mudanças ambientais. A capacidade de funcionar em alto nível, tanto física quanto 

mentalmente, durante períodos de jejum pode ter sido de fundamental importância para nossa 

evolução ao longo da história e, consequentemente, muitas adaptações para um suprimento 

alimentar intermitente estão conservadas entre os mamíferos, incluindo órgãos para a 

captação e armazenamento de glicose rapidamente mobilizável (reservas de glicogênio 

hepático) e substratos energéticos de maior duração, como os ácidos graxos no tecido adiposo 

(126).  

Portanto, quando mudamos de uma alimentação de três refeições completas por dia 

para um regime de jejum intermitente são observadas diversas mudanças no metabolismo 

energético,  caracterizadas pelo aumento da sensibilidade à insulina e leptina, mobilização de 

ácidos graxos e elevação dos níveis de corpos cetônicos –  em especial o beta-hidroxibutirato 

(βOHB) – que tem efeitos benéficos nas células com alta demanda de energia, como os 

neurônios (126,200,201). Logo, podemos dizer que o jejum resulta em cetogênese e por isso 

promove mudanças nas vias metabólicas e processos celulares relacionados com resistência 

ao estresse, lipólise e autofagia (18). 

Portanto, são necessários mais estudos para elucidar como mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos na manutenção da frequência alimentar, na restrição calórica 

intermitente e na alimentação com restrição de tempo podem afetar a saúde e a suscetibilidade 

a doenças. 

 

 

 

 

 

 

 



49 

2 OBJETIVO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

O objetivo central deste trabalho é avaliar os efeitos do jejum intermitente (restrição 

calórica intermitente) na microcirculção e nos marcadores de risco cardiometabólico de 

animais (hamsters) submetidos ou não a uma dieta hiperlipídica, e compará-los com os 

tratamentos não farmacológicos tradicionais contra a obesidade - dieta convencional de 

restrição calórica contínua e treinamento com exercício físico aeróbico crônico.  

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

Especificamente, no presente estudo avaliamos os seguintes parâmetros: 

 

a) biométricos: medida final e variação da massa corporal total por 

pesagem em balança, e avaliação da composição corporal por densitometria 

com emissão de raios-X de dupla energia (DEXA); 

b) nutricionais: controle da ingesta de ração; 

c) metabólicos: medida da glicemia e avaliação do perfil lipídico em 

amostras de soro; 

d) microvascular: avaliação da permeabilidade a macromoléculas em 

resposta à isquemia/reperfusão através de experimentos de microscopia 

intravital usando a preparação da bolsa da bochecha do hamster; 

e) moleculares: determinação da expressão protéica das enzimas 

envolvidas na síntese de óxido nítrico (formas constitutiva endotelial – eNOS e 

induzível - iNOS) nos tecidos do coração e aorta por imunodetecção; 

f) capacidade física: avaliação do condicionamento cardiorespiratório 

dos animais em resposta ao treinamento com exercício físico aeróbico crônico 

realizado por corrida em esteira rolante motorizada. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Modelo animal e desenho experimental 

 

 

Os experimentos foram realizados em hamsters sírios (Mesocricetus auratus). Todos 

os animais eram machos e provenientes de colônias de criação da ANILAB (Paulínia, SP, 

Brasil), chegando ao laboratório logo após o período de desmame (aproximadamente 21 dias 

após o nascimento), com massa corporal inicial em torno de 60 - 70g.  

Durante o período experimental de 20 semanas, os animais foram alojados variando 

entre 5 a 8 indivíduos por gaiola e mantidos em um ambiente com temperatura controlada (23 

± 2°C) sob um ciclo diurno/ noturno (12:12h) regulado por temporizador. Os animais tiveram 

acesso livre à água e comida - com exceção de dois grupos (listados a seguir) que, durante o 

período de intervenção, realizaram períodos de jejum intermitente, ou seja, sofreram privação 

total de ração, mas com acesso livre à água.  

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Experimentação Animal da Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro – Protocolo: CEUA/039/2015.  Todos os procedimentos invasivos 

foram realizados sob anestesia com uma mistura de cloridrato de ketamina e xilazina (dose de 

17 mg/100g e 0,8mg/100g, respectivamente, de peso corporal do animal) de acordo com o 

Manual de Manipulação de Animais de Laboratório da FIOCRUZ e com o Guia para Cuidado 

e Uso de Animais de Laboratório publicado pelo Instituto Nacional de Saúde dos Estados 

Unidos (Publicação NIH nº 85-23, revisado em 1996).  

Um total de cento e oitenta e sete hamsters machos entraram neste estudo. O desenho 

experimental e os grupos estão descritos abaixo e detalhados na Figura 10. Ao chegarem ao 

laboratório, no 21º dia após o nascimento, os hamsters foram distribuídos uniformemente em 

dois grupos principais de acordo com sua massa corporal inicial e foram alimentados com 

ração padrão ou hiperlipídica por doze semanas (período de engorda). As características 

nutricionais das rações padrão e hiperlipídica podem ser vistas em detalhes nas Tabelas 1 e 2.  

Da décima segunda à vigésima semana (período de intervenção), os animais foram 

divididos de acordo com o tipo de ração e sua massa corporal em sete grupos experimentais: 

1) CT (controle alimentado com ração padrão; n = 20), 2) CTEX (controle alimentado com 

ração padrão associada a uma rotina de exercícios; n = 16), 3) HL (ração hiperlipídica; n = 

17), 4) HLRC (ração hiperlipídica durante a engorda, mas retorno à ração padrão, que 
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corresponde à dieta convencional ou de restrição calórica contínua, no período de intervenção; 

n = 17), 5) HLJP (ração hiperlipídica associada a 48 horas de jejum por semana, no padrão de 

5 dias de alimentação ad libitum e 2 dias consecutivos de jejum por semana -“dieta 5: 2”; n = 

17), 6) HLJA (ração hiperlipídica associada a dois períodos de jejum de 24 horas em dias 

alternados por semana, no padrão de 5 dias de alimentação ad libitum e 2 dias de jejum não 

consecutivos por semana; n = 17), 7) HLEX (ração hiperlipídica associada a um rotina de 

exercícios; n = 16). Todos os animais tiveram acesso irrestrito à água. 

 

Figura 10 - Desenho experimental e grupos de tratamento 

Período de Engorda 

1ª- - - - - - - - - - - → 12ª 

(12 semanas) 

Período de Intervenção 

12ª- - - - - - - - → 20ª 

(8 semanas) 

EXPERIMENTOS 

CT = Ração padrão  Ração padrão/ Sem intervenção 

CTEX = Ração padrão Ração padrão + EX 

HL = Ração hiperlipídica Ração hiperlipídica/ Sem intervenção 

HLRC = Ração hiperlipídica Ração padrão = RC 

HLJP = Ração hiperlipídica Ração hiperlipídica + JP 

HLJA = Ração hiperlipídica Ração hiperlipídica + JA  

HLEX = Ração hiperlipídica Ração hiperlipídica + EX 

Legenda: EX = exercício aeróbio crônico (1 hora de treinamento por dia, 5 dias por semana); RC = Restrição 

calórica contínua; JP = Jejum intermitente periódico (48h consecutivas de jejum por semana); JA = 

Jejum intermitente alternado (24 h de jejum em 2 dias alternados por semana). 

 

A ração hiperlipídica tem como base o farelo da ração padrão (Nuvital, Nuvilab –

Colombro, PR, Brasil) com aumento significativo no teor de gordura através da adição de 

gordura vegetal hidrogenada, previamente derretida, e leite condensado (Tabelas 1 e 2) (202). 

A composição desta dieta tem como base protocolo previamente publicado, sendo 

comprovadamente eficaz para gerar ganho significativo de massa corporal nos animais, assim 

como alterações típicas da obesidade nos resultados de experimentos para avaliação da função 

microvascular (202). 
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Tabela 1 - Composição da ração hiperlipídica e da ração padrão 

Componentes Ração Hiperlipídica (%) Ração padrão (%) 

Ração para hamster1 60 100 

Gordura hidrogenada2 25 - 

Leite condensado3 15 - 
1 Ração para hamster padrão: Nuvital, Nuvilab - Colombro, PR, Brasil; 
2 Gordura hidrogenada: Primor - SC, Brasil; 

3 Leite condensado: Nestlé - SP, Brasil. 
 

Tabela 2. Nutrientes da ração hiperlipídica e da ração padrão. 

Nutrientes Ração Hiperlipídica (%) Ração padrão (%) 

Proteína 15 23 

Gordura 30 6 

Carboidrato 55 71 

Energia (Kcal/g) 5,5 4,28 

 

Um conjunto (n) diferente de animais foi utilizado exclusivamente para avaliação da 

permeabilidade microvascular, pois o protocolo deste experimento é longo 

(aproximadamente 3 horas) e requer a aplicação de anestésicos e corante, além de 

procedimentos cirúrgicos invasivos. Vale ressaltar que foram utilizadas as mesmas 

condições experimentais e grupos listados anteriormente: CT (n = 11), CTEX (n = 9), HL (n 

= 7), HLRC (n = 11), HLJP (n = 7) , HLJA (n = 10), HLEX (n = 12). 

O consumo de ração durante o período de tratamento foi registrado semanalmente 

para cada gaiola para estimar a ingestão de ração por animal e para cada grupo de 

tratamento. Para HLJA e HLJP, grupos submetidos a protocolos de jejum intermitente, a 

ração foi colocada e retirada das gaiolas no mesmo horário todas as vezes, respeitando os 

intervalos específicos de cada restrição (24 ou 48 horas).  

 

 

3.2 Protocolo de exercício e teste de capacidade física 

 

 

3.2.1 Teste de Exercício Incremental  

 

 

Os animais dos grupos CTEX e HFEX foram adaptados durante 4 dias, a velocidade 

de 5 a 10 m/min por 10 minutos, em esteira rolante motorizada (AVS Projetos, São Carlos, 

SP). Após esse período, ambos os grupos realizaram um teste de esforço máximo em uma 

esteira rolante individual (Panlab, Havard Apparatus, Barcelona, Espanha) para avaliar a 

capacidade física máxima e calcular a carga de trabalho a ser utilizada nas sessões de 
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exercício. O protocolo de teste adotado foi escalonado, no qual ocorreu incremento de 

velocidade de 3 m/min, a cada 3 minutos, até a exaustão do animal. O critério adotado para 

interrupção do teste máximo foi a observação de fadiga no animal, identificada quando este 

permanecia por mais de 10 segundos na grade de choque (2,0 mA) e não dava continuidade à 

corrida.  

 

 

3.2.2 Protocolo de treinamento aeróbio 

 

 

Após o teste máximo, os animais realizaram treinos de corrida em esteira rolante 

motorizada (AVS Projetos, São Carlos, SP) durante 5 dias por semana, por 60 minutos. A 

sessão de treinamento consistiu em 5 minutos de aquecimento a uma velocidade de 5 m/min, 

seguido de corrida contínua a 65-70% da velocidade máxima de teste. Tanto a duração quanto 

a intensidade do treinamento foram prescritas com base nas diretrizes correntes para 

programas de emagrecimento e melhora da aptidão física geral (203). 

 

 

3.3 Glicemia 

 

 

Ao final do período experimental, uma gota de sangue foi coletada por punção venosa 

na pata dos animais e colocada no monitor de glicose (Accu-Chek Active, Roche Diabetes 

Care Brasil, São Paulo – SP, Brasil ) para quantificar a glicemia.  

Não foi possível realizar jejum prévio nos animais por dificuldades metodológicas. 

Evitamos submeter os animais ao jejum para que estivessem menos estressados possível, para 

facilitar a manipulação destes durante a medida da glicemia e também prevenir reações 

adversas durante aplicação de anestesia, realizada em seguida para os experimentos de 

avaliação da composição corporal. 

 

 

3.4 Massa corporal total e composição corporal 

 

 

A massa corporal total de cada animal foi monitorada semanalmente, durante todo o 

perído experimental, através de pesagem em balança convencional. 

Merecem destaque três importantes registros de peso corporal, são eles: 1) PI ou peso 

inicial, medido logo após a chegada dos animais ao laboratório; 2) PE ou peso de engorda, 

que corresponde à massa corporal alcançada após 12 semanas de alimentação com ração 
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padrão ou hiperlipídica; e 3) PF ou peso final, determinado ao final do período experimental, 

após 8 semanas de intervenção. 

Para fins de comparação entre ganho e perda de peso entre os grupos de estudo, foi 

calculada a razão da massa corporal (razão MC) dos animais dividindo-se o peso final (PF) 

pelo peso de engorda (PE), segundo a fórmula: 

 

PF / PE  (1) 

 

A composição corporal dos animais foi avaliada ao final do período experimental. O 

método utilizado para a aferição da composição corporal foi a densitometria com emissão de 

raios-X de dupla energia – DEXA (Lunar iDXA, G.E. HealthCare®, Madison, WI, EUA) e os 

exames foram realizados no Laboratório de Avaliação Nutricional, do Instituto de Nutrição da 

UERJ (LAN-INU, UERJ).  

O método DEXA divide o peso corporal em componentes de tecido magro, adiposo e 

ósseo, sendo considerado referência para avaliação da composição corporal, além de ser 

preciso e de baixa exposição à radiação. 

Os animais foram anestesiados por injeção intraperitoneal com uma mistura de 

cloridrato de ketamina (Venco, Londrina PR, Brasil) e xilazina (Syntec, Santa de Parnaíba SP, 

Brasil), com a dose mínima necessária para um sono leve (17 mg/ 100g de peso corporal e 0,8 

mg/ 100g de peso corporal, respectivamente, ou menos). Em seguida, foram posicionados em 

decúbito ventral com a cauda alinhada à coluna vertebral na superfície do equipamento em 

que foi realizado o scanner. O equipamento foi devidamente calibrado e as equações para 

estimativa da composição corporal de pequenos animais foram utilizadas pelo software do 

equipamento, seguindo as recomendações do fabricante. 

 

 

3.5 Coleta de sangue e tecidos 

 

 

Um dia após a análise da composição corporal, foram coletadas amostras de sangue e 

tecido. Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados sob anestesia induzida por 

injeção intraperitoneal com uma mistura de cloridrato de ketamina (17 mg/ 100g peso 

corporal) e xilazina (0,8 mg/ 100g peso corporal). A amostra de sangue foi coletada da veia 

cava inferior e, após 30 min de repouso na bancada, foi centrifugada a 3000 rpm (1620 rcf) 

por 10 min a 4ºC (Centrífuga Eppendorf modelo 5804R, Hamburg, Alemanha) O soro foi 
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coletado e armazenado a -80ºC em ultra-freezer (Thermo Scientific Revco ULT 390-3D, 

Thermo Fisher Scientific, MA, EUA para posteriores análises. O coração do animal foi, então, 

excisado, a aorta torácica dissecada e uma amostra do ventrículo esquerdo foi retirada. Os 

animais foram sacrificados com exsanguinação e as amostras de tecido foram congeladas com 

nitrogênio e armazenadas em freezer a -80ºC. 

 

 

3.6 Perfil lipídico 

 

 

As determinações de triglicerídeos totais e colesterol total foram realizadas por ensaio 

enzimático colorimétrico usando kits comerciais Bioclin (Belo Horizonte, MG, Brasil) de 

Colesterol Monoreagente (K083-3) e Triglicerídeos Monoreagentes (K117-3) com 

sensibilidade de 1.472 mg/dL e 2,58 mg/dL, respectivamente. 

Para a realização dos ensaios, as amostras de soro estocadas foram descongeladas sob 

refrigeração e as amostras lipêmicas foram previamente diluídas com NaCl a 0,9% na 

proporção de 1:2. Os reagentes do kit e amostras foram homegeneizados em vortex e, em uma 

placa de 96 poços, com fundo reto e transparente, foi adicionada a solução reagente e soro 

(em triplicata), ou solução padrão do kit, conforme instruções do fabricante. Após 

homogeneização, as placas foram incubadas em banho seco à 37ºC, sob agitação, por 10 

minutos. A seguir, foi realizada a leitura a 500 nm (490 a 540 nm) em em um leitor universal 

de microplacas  (Bio Tek modelo ELX 800, Winooski, VT, EUA) acertando o zero como 

branco e utilizando o software KC  Junior (Bio Tek, Winooski, VT, EUA) para determinação 

das absorbâncias de cada amostra. 

A concentração de lipídeos nas amostras de soro foi calculada de acordo com as 

fórmulas abaixo, fornecidas pelo fabricante: 

 

 

Colesterol (mg/dL) =  absorbância da amostra x 200 (2)  

                                         absorbância do padrão 

 

Triglicerídeos (mg/dL) =  absorbância da amostra x 100 (3)  

                                              absorbância do padrão 
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3.7 Extração de proteínas 

 

 

Fragmentos de tecido cardíaco e aorta (aproximadamente 0,06g) foram lisados 

mecanicamente por homogeneização com Potter-Elvehjem em 500 µL e 300 µL de tampão 

RIPA, respectivamente [Tris-HCl 1M (pH 7,4); NaCl 1M; Na4P2O7 0,5M; NaVO3 0,5M; 

PMSF 200mM; SDS 1%; inibidor de protease (PI 11836170001; Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA); Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)]. Para a aorta, foram feitas 

etapas adicionais de rotação do homogenato por 30 minutos e pulsos de ultrassom de 30 

segundos a 90% da frequência. Para ambos os tecidos foi feita centrifugação a 3000 g, por 10 

minutos a 4ºC, seguida de homogeneização. A concentração de proteína total foi determinada 

pelo kit comercial BCA Protein Assay Kit (PIERCE, ThermoScientific, Rockford, IL, EUA). 

 

 

3.8 Imunodetecção para avaliar a expressão protéica tecidual de eNOS e iNOS 

 

 

Para a imunodetecção, 50 µg de proteínas das amostras teciduais foram submetidas à 

eletroforese em gel de poliacrilamida (7,5% SDS-PAGE). As proteínas foram transferidas 

para uma membrana de PVDF e coradas com vermelho de Ponceau para calcular o conteúdo 

relativo de proteína de cada faixa e essa quantificação foi usada como controle interno (204). 

O vermelho de Ponceau foi usado como controle interno já que a beta-actina e a tubulina 

foram moduladas pela dieta hiperlipídica e pelo exercício físico. 

As membranas foram então lavadas, bloqueadas com 5% de leite desnatado e 

incubadas com anticorpos anti-eNOS monoclonal de camundongo (1:250; 610600, R&D 

Systems, Mineápolis, Minnesota, EUA) ou anti-eNOS monoclonal de camundongo (1:1.000; 

610297, R&D Systems, Mineápolis, Minnesota, EUA) por 1 hora em temperatura ambiente. 

Após extensas lavagens em TBS-Tween, as membranas de PVDF foram incubadas por 2 h em 

temperatura ambiente com um anticorpo secundário conjugado com peroxidase (GE 

Healthcare-NA931) na concentração 1:10.000 e a revelação feita com o sistema enhanced 

chemiluminescence (ECL). Proteínas imunorreativas foram visualizadas usando o sistema 

ECL (BIO-RAD, Califórnia, EUA) no sistema de aquisição de imagens ChemiDoc XRS 

(BIO-RAD, Califórnia, EUA). 
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3.9 Permeabilidade microvascular a macromoléculas 

 

 

Para avaliar a permeabilidade microvascular a macromoléculas, escolhemos como 

modelo experimental a bolsa da bochecha do hamster, que compreende uma estrutura 

distensível e semelhante a um saco, localizada dentro da cavidade bucal. 

Segue, abaixo, esquema ilustrativo com as etapas do experimento, que serão 

detalhadas a seguir.  

 

 

 Figura 11 - Esquema com etapas do experimento de permeabilidade a macromoléculas por 

isquemia-reperfusão na bolsa da bochecha 

 

 

3.9.1 Preparação da bolsa da bochecha do hamster 

 

 

Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados sob anestesia conforme descrito 

anteriormente, e os animais foram mantidos com α-cloralose (7,5mg/ 100g de peso corporal) 

(Sigma Chemicals, St. Louis MO, EUA).  

A veia femoral direita foi canulada com o uso de um tubo de polietileno (PE 10 com 

diâmetro 0,28 mm interno/ 0,61 mm externo) para injeção do anestésico de manutenção e do 

marcador fluorescente FITC-dextrana (0,3mL/ 100g de massa corporal) usado para visualizar 

os pontos de extravasamento microvasculares (leaks).  

Para facilitar a respiração, uma traqueostomia foi realizada e um tubo (PE 190) foi 

inserido para facilitar a respiração espontânea (ar ambiente) e a temperatura corporal do 

animal foi mantida constante, em torno de 36,5ºC, durante todo o experimento com o uso de 

uma manta aquecedora controlada por um termistor retal (Thermostat System, Uppsala 

Processdata AB, Suécia). 

45 min 30 min 

Preparação da bolsa 

da bochecha 

Acomodação 

30 min 

Isquemia 

1 min 

Nº 

Leaks 

(Basal) 

5 min 15 min 10 min 

Nº Leaks (Reperfusão) 
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Os animais foram colocados em um estereomicroscópio (Nikon SMZ-1, Japão) e a 

bolsa da bochecha foi suavemente evertida e montada em uma câmara experimental (Figura 

12, A e B), conforme previamente descrito por Duling (109) e Svensjö et al. (97) e 

modificado por Persson et al. (205) e por Bouskela e Grampp (206). Resumidamente, a 

porção distal não muscular da bolsa da bochecha foi fixada com o auxílio de pinos metálicos 

em um anel de silicone, localizado na borda de uma placa de acrílico, onde uma preparação de 

camada única foi montada (Figura 12, B). A superfície inferior da bolsa foi dissecada no 

estereomicroscópio (magnificação de dez a dezesseis vezes) e o tecido conjuntivo frouxo que 

cobria os microvasos foi removido, com o auxílio de instrumentos cirúrgicos, para permitir a 

observação da microcirculação (Figura 12, C). A área final da preparação visualizada foi de 

aproximadamente 1cm2.  

Após os procedimentos cirúrgicos e término da retirada do tecido conjuntivo, o 

marcador fluorescente FITC-dextrana 150 kDa (TdBConsultancy, Uppsala, Suécia) foi 

injetado por via endovenosa (25mg/ 100g de peso corporal, solução a 5%). A preparação, 

então, permaneceu em repouso por 30 minutos (período de acomodação) para a estabilização 

da microcirculação. Após esse período, foi observada a microcirculação em um microscópio 

óptico intravital Ortholux II (Leica DMLFS, Wetzlar, Germany, ampliação x600).  

Para que a preparação da bolsa da bochecha fosse mantida durante todo o experimento 

nas condições mais próximas possíveis do seu ambiente fisiológico, ela foi perfundida com 

uma solução tamponada aquecida e uma mistura de gases borbulhou constantemente, afim de 

manter a temperatura, o pH e a pressão de oxigênio estáveis e dentro dos valores ideais 

(Figura 13). Portanto, durante todo o experimento, a bolsa da bochecha permaneceu 

totalmente submersa em uma solução tampão com HCO3
- e HEPES, com fluxo e velocidade 

de perfusão constantes (4ml/min) através de uma bomba de perfusão (PeristalticPumb P-3, 

Pharmacia Fine Chemicals, Suécia).  

Composição da solução tamponada: NaCl 110,0 mM; KCl 4,7 mM; CaCl2 2,0 mM; 

MgSO4 1,2 mM; NaHCO3 18,0 mM; ácido N’-2’-hidroxieltilpiperazine-N’-2-etanosulfônico 

(HEPES) 15,39 mM; e, HEPES 14,61 mM.  

A temperatura foi mantida a 36,5ºC através do uso de um banho de aquecimento 

(WWR Scientific modelo 1130 A, USA). Para manter o pH em 7,4 e a pressão de oxigênio na 

preparação em torno de 12 a 15 mmHg, foi utilizada uma mistura de 95% de nitrogênio e 5% 

de CO2 (White Martins Gases Especiais, Brasil).  
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 Figura 12 - Fotos das etapas de preparação da bolsa da bochecha do hamster 

 

 

 

 

 

Legenda: a bolsa é evertida (A), fixada na placa de silicone (B) e dissecada, resultando em uma preparação de 

camada única, mantida sob perfusão constante com solução tamponada aquecida, e a microcirculação 

vista em microscópio ótico (objetiva de 5x de aumento) (C). 
 

Figura 13 - Sistema de microscopia intravital: reservatório com a solução HEPES (buffer 

reservoir) conectado ao cilindro de gás, ao sistema de aquecimento (water bath e 

serpentinas) e a uma bomba de perfusão (peristaltic pump) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Esquema adaptado de Svensjö, 2005 (112) 
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3.9.2 Protocolo de isquemia e reperfusão 

 

 

A lesão por isquemia e reperfusão foi o método escolhido como estímulo experimental 

para ativação das células do leito vascular da bolsa da bochecha. Em nossos experimentos, a 

isquemia foi realizada durante 30 minutos através de um torniquete de ar inflável, colocado ao 

redor da região do “pescoço” do pedículo vascular da bolsa da bochecha, próximo à região da 

boca do hamster, com pressão suficiente para inibir totalmente o fluxo sanguíneo local, 

conforme descrito anteriormente por Duling (109), Persson et al. (205), Svensjö (97) e por 

Bouskela e Grampp (206) (Figura 14). A seguir, realizamos a liberação do torniquete, o tecido 

foi reperfundido e pela visualização do extravasamento do corante injetado foi possível 

realizar as medições de alterações da permeabilidade macromolecular.  

 

Figura 14 – Imagens com a preparação da bolsa de bochecha do hamster montada na placa de 

acrílico fixada    com pinos metálicos no anel de silicone (A) e o torniquete inflável 

posicionado ao redor do pescoço da bolsa da bochecha preparado para iniciar a 

isquemia (B) 

Fonte: Imagens extraídas de Conceição et all, 2012 (207). 

 

3.9.3 Microscopia intravital para avaliar a permeabilidade microvascular a macromoléculas 

 

 

A permeabilidade a macromoléculas foi quantificada manualmente pela contagem do 

número de pontos visíveis de extravasamento de corante (leaks) na área preparada (1cm2) 

usando um microscópio de luz ultravioleta (aumento de 40x). Leaks são definidos como 

pontos extravasculares visíveis (diâmetro de 100 mm) de FITC-dextrana em vênulas pós-

capilares vistas sob luz fluorescente (Figura 15). O número de leaks foi contado no início e 

durante a reperfusão após 30 min de isquemia nos tempos 0, 5 e 10 min (T0, imediatamente 

após; T5, 5 min após; e T10, 10 min após a liberação do torniquete). As preparações que 
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apresentavam mais de 10 leaks espontâneos ou petéquias no início do experimento foram 

excluídas devido a danos anteriores ao tecido. 

Finalizados os experimentos microvasculares, estes animais foram eutanasiados por 

meio de injeção de cloreto de potássio (KCl 3M) e todos os esforços foram feitos para 

minimizar seu sofrimento durante todo o processo. 

 

Figura 15 – As fotos exibem a microcirculação da bolsa da bochecha do hamster 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) vista ao microscópio ótico com FITC-dextrana sob luz UV (objetiva de 10x); com destaque para os 

leaks ou pontos de extravasamento microvascular (B), visualizados e contados durante o período de 

reperfusão. 

 

 

3.10 Análise Estatística 

 

 

Os dados foram testados quanto à normalidade, curtose e assimetria, e então 

submetidos a métodos não paramétricos para todas as comparações e correlações. As 

comparações pareadas foram feitas pelo teste U de Mann-Whitney (teste M-W U), e as 

comparações entre três ou mais grupos foram feitas com teste Kruskal-Wallis ANOVA (K-W 

ANOVA). Resultados significativos em K-W ANOVA foram analisados com o pós teste de 

Dunn para determinar quais grupos eram significativamente diferentes uns dos outros. A 

correlação entre pares de variáveis foi avaliada por meio da correlação de pontos de 

Spearman. Em qualquer caso, o nível de significância foi conservadoramente definido como 

0,01. Os pacotes estatísticos usados foram Statistica 8 [Stat Soft, Inc. (2007) e R versão 3.6.1 

(2019)] em execução no R Studio versão 1.2.5001 (2019). 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Avaliação nutricional 

 

Os dados do consumo alimentar durante o período de tratamento são exibidos em 

calorias, por semana para cada grupo, na Figura 16. Não houve diferença estatística na 

quantidade total de calorias ingeridas entre os grupos. 

No entanto, o grupo HLRC apresentou um consumo calórico cerca de 50% maior que 

o controle, e superior aos demais grupos também. 

 

Figura 16 - Consumo de calorias no período de intervenção (8 semanas), apresentado por 

semana para cada grupo 
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Legenda: Todos os valores são apresentados como média. CT = Controle. HL = Ração hiperlipídica. HLRC = 

HL + Ração padrão (restrição calórica contínua). HLJA = HL + Jejum Intermitente Alternado. HLJP 

= HL + Jejum Periódico Intermitente. HLEX = Ração hiperlipídica + Exercício. CTEX = Controle + 

Exercício. (n = 11-12 por grupo). 
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4.2 Massa corporal total e parâmetros metabólicos 

 

 

O grupo HL apresentou aumento significativo de 16,1% na massa corporal total (MC) 

quando comparado ao grupo CT (Tabela 3). 

Animais HLRC e HLJP mostraram uma diminuição significativa da massa corporal e 

da razão da massa corporal (razão MC), ou seja, razão do peso corporal antes e após a 

intervenção, quando comparados ao grupo HL (15,2% MC e 18,2% razão MB; e 13,6% MC e 

9,1% razão MC, respectivamente). O grupo HLJA apresentou queda significativa apenas na 

razão da massa corporal (9,1%) quando comparado ao grupo HL. 

Além disso, HLJP e HLJA mostraram uma diminuição significativa na massa corporal 

e na razão da massa corporal quando comparados com o grupo HLEX. 

Não houve diferença significativa nos níveis sanguíneos de glicose (GL) e colesterol 

total (CT) entre os grupos. No entanto, o grupo HLJP apresentou níveis significativamente 

menores de triglicerídeos (TGL) quando comparado ao grupo HLEX. 

 

Tabela 4 - Massa corporal, níveis de glicose e perfil lipídico 

 
 CT HL HLRC HLJA HLJP HLEX CTEX 

MC 

(g) 

170,5  

[156,5-

183,5] 

198,0*** 

[190,0-

205,0] 

168,0## 

[163,0-

186,0] 

183,0++ 

[165,0-

193,0] 

171,0## +++ 

[161,0-

189,0] 

203,0 

[194,5-

212,5] 

166,5 

[158,0-

183,0] 

Razão MC 1,1 1,1 0,9### 1,0## + 1,0### +++ 1,1 1,1 

GL 

(mg/dL) 

66,5 

[64,0-71,0] 

71,0 

[64,5-77,0] 

71,5 

[60,5-74,5] 

76,0 

[63,5-90,5] 

74,5 

[66,5-84,5] 

77,0 

[65,5-85,5] 

72,5 

[65,0-79,0] 

CT 

(mg/dL) 

39,9 

[34,7-49,1] 

43,4 

[36,5-48,6] 

45,0 

[36,5-57,5] 

44,5 

[37,6-47,0] 

46,2 

[27,6-55,4] 

40,7 

[34,7-57,8] 

41,5 

[32,4-48,0] 

TGL 

(mg/dL) 

69,4 

[55,5-90,4] 

70,7 

[51,1-89,8] 

73,8 

[54,9-82,5] 

80,2 

[57,6-119,2] 

46,6+ 

[35,7-73,1] 

96,4 

[64,5-134,7] 

78,3 

[56,5-119,5] 

Legenda: Todos os valores são apresentados como mediana [quartil inferior-superior]. CT = Controle. HL = 

Ração hiperlipídica. HLRC = HL + Ração padrão (restrição calórica contínua). HLJA = HL + Jejum Intermitente 

Alternado. HLJP = HL + Jejum Periódico Intermitente. HLEX = Ração hiperlipídica + Exercício. CTEX = 

Controle + Exercício. (n = 24-31 por grupo). MC = Massa corporal total; Razão MC = Relação da massa 

corporal (peso final/peso de engorda); GL = Glicemia; CT = Colesterol total; TGL = Triglicerídeos. 

*** Significativamente diferente do grupo CT (p <0,001). 

## Significativamente diferente do grupo HL (p <0,01). 

### Significativamente diferente do grupo HL (p <0,001). 

+ Significativamente diferente do grupo HLEX (p <0,05). 

++ Significativamente diferente do grupo HLEX (p <0,01). 

+++ Significativamente diferente do grupo HLEX (p <0,001). 



64 

4.3 Composição corporal 

 

 

A sobrecarga de gordura provocou um aumento significativo no tecido adiposo 

corporal que foi alterado apenas pela dieta convencional (HLRC) e jejum intermitente 

periódico (HLJP). Os animais HL aumentaram significativamente sua massa total de tecido 

adiposo branco (TA) e também a massa relativa de tecido adiposo branco (TAR), ou seja, a 

porcentagem de gordura em relação à massa corporal total, quando comparados ao grupo CT 

(75% TA e 42,3% TAR, respectivamente) (Figura 17, A e B; p <0,001). 

HLRC e HLJP mostraram uma diminuição significativa no tecido adiposo total (TA) e 

na massa relativa de tecido adiposo (TAR) quando comparados ao grupo HL (redução de 42% 

TA e 32,8% TAR; e 26,9% TA e 13,5% TAR, respectivamente; Figura 17, C e D). 

Em relação às intervenções dietéticas, os animais do grupo HLRC apresentaram 

redução de 33% no tecido adiposo total (p <0,01) e 28,4% na massa relativa de tecido adiposo 

(p <0,001) quando comparados ao grupo HLJA (Figura 17, C e D). 

O grupo CTEX apresentou diminuição de 14,7% do tecido adiposo total (p <0,05) e 

19,2% da massa relativa de tecido adiposo (p <0,001) quando comparado ao grupo CT 

(Figura 17, E e F). 

Além disso, o grupo HLJP apresentou diminuição significativa de 25,3% do tecido 

adiposo total (p <0,001) quando comparado ao grupo HLEX (Figura 17, G). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 

Figura 17 - Massa de tecido adiposo total (g) e relativa (%). Todos os valores são 

apresentados como mediana com quartil mínimo-máximo e inferior-superior 
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Legenda: CT = Controle. HL = Ração hiperlipídica. HLRC = HL + Ração padrão (restrição calórica contínua). 
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HLJA = HL + Jejum Intermitente Alternado. HLJP = HL + Jejum Periódico Intermitente. HLEX = Ração 

hiperlipídica + Exercício. CTEX = Controle + Exercício. (n = 16-20 por grupo). 
* Significativamente diferente do grupo CT (p <0,05). 

*** Significativamente diferente do grupo CT (p <0,001). 

* Significativamente diferente do grupo HL (p <0,05). 

*** Significativamente diferente do grupo HL (p <0,001). 

## Significativamente diferente do grupo HLRC (p <0,01). 

### Significativamente diferente do grupo HLRC (p <0,001). 

+++ Significativamente diferente do grupo HLEX (p <0,001). 

 

 

Em relação à massa magra, a dieta hiperlipídica provocou uma diminuição 

significativa da massa muscular. Os animais HL apresentaram uma redução de 22% da massa 

magra total e 31,8% da massa magra relativa, ou seja, porcentagem de tecido magro em 

relação à massa corporal total, quando comparados ao grupo controle (CT) (Figura 18, A e B, 

p <0,001). Esta alteração pareceu ser revertida e a massa magra recuperada quando os animais 

retornam para a alimentação com ração padrão (HL vs. HLRC aumento de 32,4% da massa 

magra total, p <0,01 e 51,5% da massa magra relativa, p <0,001; Figura 18, C e D). 

Em comparação com os grupos submetidos ao jejum intermitente, o grupo HLRC 

apresentou aumento significativo da massa magra quando comparado ao grupo submetido ao 

jejum intermitente alternado (HLJA vs. HLRC aumento de 32,4% da massa magra total, 

p<0,01 e 39,3% da massa magra relativa, p <0,001; Figura 18, C e D). 

O treinamento físico promoveu um aumento significativo na massa magra, mas apenas 

quando foi associado com alimentação com ração padrão (CT vs. CTEX aumento de 14,7% 

da massa magra total, p <0,01 e 14,5% de massa magra relativa, p <0,001; Figura 18, E e F). 
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Figura 18 - Massa magra total (g) e relativa (%) 
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Legenda: Todos os valores são apresentados como mediana com quartil mínimo-máximo e inferior-superior. CT = Controle. 

HL = Ração hiperlipídica. HLRC = HL + Ração padrão (restrição calórica contínua). HLJA = HL + Jejum 

Intermitente Alternado. HLJP = HL + Jejum Periódico Intermitente. CTEX = Controle + Exercício. (n = 16-20 

por grupo). 

** Significativamente diferente do grupo CT (p <0,01). 

*** Significativamente diferente do grupo CT (p <0,001). 

** Significativamente diferente do grupo HL (p <0,01). 

*** Significativamente diferente do grupo HL (p <0,001). 

## Significativamente diferente do grupo HLRC (p <0,01). 

### Significativamente diferente do grupo HLRC (p <0,001). 
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4.4 Expressão de eNOS e iNOS no músculo cardíaco e na aorta torácica 

 

 

Não foram encontradas diferenças significativas nas avaliações de eNOS e iNOS no 

coração e na aorta comparando todos os grupos tratados.  

No entanto, podemos observar pela Tabela 4 um aumento de aproximadamente 40% e 

55% da expressão de eNOS nos cardiomiócitos do grupo HLJA, em relação aos grupos CT e 

HL, respectivamente, assim como um aumento da expressão de eNOS em aproximadamente 

50% e 66% no grupo HLJP em relação aos grupos CT e HL, respectivamente. 

O grupo HLRC apresentou uma elevação menos expressiva de eNOS, de 

aproximadamente 20% e 33% em relaçao aos grupos CT e HL, respectivamente.  

Por fim, o grupo HLEX não apresentou alteração na expressão de eNOS em relação ao 

grupo HL e mostrou uma redução de 10% em relação ao grupo CT. 

 

Tabela 4 - Expressão protéica de eNOS e iNOS no tecido cardíaco 
 CT HL HLRC HLJA HLJP HLEX CTEX 

eNOS/CT 
1,0 

[1,0-1,0] 

0,9        

[0,8-1,4] 

1,2 

[1,0-1,8] 

1,4 

[0,8-2,2] 

1,5 

[1,2-2,3] 

0,9 

[0,8-1,4] 

1,1 

[0,6-2,1] 

iNOS/CT 
1,0 

[1,0-1,0] 

0,9 

[0,6-1,3] 

0,9 

[0,6-1,8] 

1,0 

[0,9-1,3] 

0,9 

[0,7-1,6] 

1,1 

[0,5-1,5] 

1,0 

[0,6-2,0] 

Todos os valores são apresentados como mediana [quartil inferior-superior] e foram normalizados pelos valores 

do grupo C. CT = Controle. HL = Ração hiperlipídica. HLRC = HL + Ração padrão (restrição calórica contínua). 

HLJA = HL + Jejum Intermitente Alternado. HLJP = HL + Jejum Periódico Intermitente. HLEX = Ração 

hiperlipídica + Exercício. CTEX = Controle + Exercício. (n = 24-31 por grupo). 

 

 

4.5 Análise da permeabilidade macromolecular induzida por isquemia e reperfusão 

 

 

A permeabilidade macromolecular após procedimento de isquemia seguida por 

reperfusão, medida 10 minutos após o início da reperfusão, foi significativamente maior nos 

animais alimentados com ração hiperlipídica (HL) em comparação com o grupo controle (CT) 

alimentado com ração padrão (CT vs. HL com aumento de 23,7% nº leaks/cm2, p <0,01; 

Figura 19, A). 
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Em relação aos protocolos de jejum intermitente, o grupo de jejum alternado (HLJA) 

apresentou um menor número de leaks, significativamente diferente do grupo HL (HLJA vs. 

HL com diminuição de 23,4% nº leaks/cm2, p <0,05; Figura 19, B). Não foram encontradas 

diferenças significativas entre os outros grupos analisados. 

 

Figura 20 - Permeabilidade macromolecular em vênulas pós-capilares após 30 minutos de 

isquemia seguida de reperfusão na bolsa da bochecha do hamster 
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Legenda: Número de leaks aos 10 min de reperfusão. Todos os valores são apresentados como mediana com 

quartil mínimo-máximo e inferior-superior. CT = Controle. HL = Ração hiperlipídica. HLRC = HL + 

Ração padrão (restrição calórica contínua). HLJA = HL + Jejum Intermitente Alternado. HLJP = HL 

+ Jejum Periódico Intermitente. (n = 7-11 por grupo). 

                  ** Significativamente diferente do grupo CT (p <0,01). 

                 * Significativamente diferente do grupo HF (p <0,05). 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2016, mais de 1,9 bilhão de 

pessoas no mundo apresentavam sobrepeso e mais de 650 milhões de pessoas eram obesas, 

número que representa o triplo de indivíduos desde 1975 (2,208).  

Em indivíduos obesos e com sobrepeso, as doenças cardiometabólicas se desenvolvem 

como consequência da adiposidade, que resulta em um quadro de inflamação crônica de baixo 

grau e disfunção microvascular (3,209). As doenças das sociedades modernas associadas à 

obesidade, tais como diabetes mellitus tipo 2, doenças cardiovasculares e cerebrovasculares, 

cânceres e doença de Alzheimer, estão sobrecarregando os sistemas de saúde em todo o 

mundo (10).  

Atualmente, os tratamentos não farmacológicos para o controle da obesidade 

envolvem a modificação de fatores associados ao estilo de vida, relacionados à qualidade e 

quantidade da alimentação e combate ao sedentarismo, através da implementação da dieta 

convencional de restrição calórica contínua e do exercício físico aeróbico crônico na rotina 

destes pacientes. Um estudo que avaliou os fatores de risco associados com infarto agudo do 

miocárdio em 52 países revelou que nove fatores modificáveis, sendo seis deles intimamente 

relacionados à alimentação, são responsáveis por 90% e 94% do risco atribuível na população 

em homens e mulheres, respectivamente (210).  

Infelizmente, o conhecimento comum de que a redução da ingestão total de calorias e 

os exercícios físicos regulares podem ajudar a melhorar o peso corporal e reduzir o risco de 

doenças, em muitos casos, não vem sendo aplicado com sucesso (2,126,211,212). Tais 

estratégias comumente recomendadas apresentam baixa adesão entre a população em geral e 

dificilmente são mantidas a longo prazo. Por esse motivo, se torna necessário o estudo de 

novas alternativas para a redução da adiposidade e melhora das disfunções patológicas 

associadas à obesidade e ao sobrepeso. 

Embora o conhecimento científico ressalte os benefícios do consumo de vegetais, 

frutas, fibras, castanhas e peixes (34), o padrão alimentar no mundo atual, especialmente no 

Ocidente, compreende predominantemente alimentos que contém altos níveis de gordura e 

carboidratos, tais como frutose e sacarose, e esta dieta parece resultar em efeitos semelhantes 

aos desencadeados pela ração hiperlipídica em roedores, como aumento do peso corporal e 

gordura abdominal, além de hiperinsulinemia e hiperglicemia (211). Portanto, os roedores são 
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utilizados como uma importante ferramenta nos estudos translacionais que abordam o 

assunto. 

Atualmente, existem diversas opções de modelo animal para o estudo da obesidade, 

que devem ser escolhidas de acordo com a proposta do estudo em questão. Tais modelos 

podem apresentar mutações genéticas que resultam em obesidade ou podem ainda 

desenvolver a doença por conta de modificações em fatores ambientais. Dentre os roedores, 

podemos citar como exemplo dois modelos experimentais bastante utilizados: os ratos Zucker 

que possuem alterações genéticas (mutação no gene fa/fa), e os ratos Wistar usados em 

estudos de obesidade induzida por dieta (213,214).  

Os Zucker são animais espontaneamente hiperfágicos e por isso desenvolvem 

obesidade precocemente, desde os primeiros meses de vida, por deficiências relacionadas à 

sinalização (defeito no receptor) da leptina e resistência à insulina com glicemia normal. Por 

conta destas características, esses animais são um bom modelo experimental para estudos 

translacionais visto que representariam uma parcela da nossa população que também 

apresenta obesidade e resistência à insulina, mas sem desenvolver diabetes (213,214).  

Os ratos Wistar respondem à modificações dietéticas, apresentando significativo 

aumento de peso, adiposidade e algumas alterações metabólicas (213,214). Modelos animais 

de obesidade induzida por dieta são os que apresentam características que mais se aproximam 

dos mecanismos relacionados ao desenvolvimento de obesidade e síndrome metabólica em 

humanos, permitindo muitas vezes avaliar o papel da alimentação, assim como a 

fisiopatologia e a etiologia destas duas doenças, além da realização de testes farmacológicos. 

Por outro lado, tais modelos são aplicados associados à diferentes protocolos de tratamento e 

composições dietéticas diversas, levando à achados discrepantes entre os estudos, dificultando 

a comparação dos resultados mesmo quando utilizam o mesmo modelo animal (214).  

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados hamsters sírios machos como 

modelo de obesidade ou sobrepeso induzido por dieta hiperlipídica. O modelo em hamster já 

se mostrou eficaz na indução de disfunção microvascular e resistência a insulina por dieta 

hiperlipídica (202). 

Além disso, estes roedores apresentam duas estruturas saculares de tecido distensível, 

usadas para armazenar alimentos, denominadas bolsas da bochecha do hamster e a preparação 

da bolsa é um método amplamente utilizado para avaliar a microcirculação 

(97,109,112,206,207). Esta foi a técnica de avaliação microcirculatória escolhida para estudar 

e comparar os efeitos do jejum intermitente, restrição calórica contínua e exercício aeróbico 

crônico.  
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O tecido da bolsa da bochecha do hamster e a metodologia aplicada apresentam 

diversas vantagens para a análise da microcirculação in vivo, tais como: 1) facilidade e acesso 

relativamente não traumático ao tecido; 2) fluxo de sangue forte e estável; 3) clareza na 

visualização do tecido; 4) presença de leitos microcirculatórios cutâneos e musculares 

esqueléticos (97,109).  

Decidimos trabalhar com roedores machos em nossso estudo devido aos efeitos 

benéficos do estrogênio sobre o sistema cardiovascular já descritos em mulheres e fêmeas, 

tais como: 1) aumento da síntese de lipoproteína de alta densidade (HDL) e degradação de 

lipoproteína de baixa densidade (LDL); 2) propriedade antioxidante, sequestrando radicais 

livres e atenuando seus efeitos deletérios no metabolismo celular; 3) ação direta sobre a 

parede dos vasos sanguíneos, inibindo a proliferação de células do músculo liso vascular, 

atenuando a agregação plaquetária e promovendo o relaxamento de artérias; 4) age 

diretamente sobre os miócitos cardíacos, modulando canais de cálcio (negativamente) e de 

potássio (positivamente), levando ao relaxamento do músculo liso vascular; 5) modula a 

síntese de colágeno e elastina, levando à redução dessas proteínas na matriz extracelular, 

aumentando a formação vascular e perfusão tecidual; 6) atua direta ou indiretamente em 

diferentes etapas do controle da pressão via sistema renina-angiotensina-aldosterona (215).  

Para induzir um aumento significativo da adiposidade em nosso modelo experimental, 

os animais foram submetidos a uma alimentação hiperlipídica (HL). A ração hiperlipídica 

apresenta um aumento de 24% no teor de gordura em relação à ração padrão (comercial), 

sendo comprovadamente eficaz em provocar distúrbios metabólicos e microcirculatórios 

nestes animais, tais como aumento na deposição de gordura visceral, resistência à insulina, 

disfunção microvascular e aumento da permeabilidade macromolecular induzida por isquemia 

e reperfusão (I/R), semelhantes aos apresentados por humanos obesos ou com sobrepeso 

(153,202).    

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar os efeitos do jejum 

intermitente em hamsters submetidos a alimentação hiperlipídica e comparar os resultados 

obtidos com as abordagens não farmacológicas tradicionais de controle da obesidade – dieta 

convencional de restrição calórica contínua e exercício físico aeróbico crônico. 

Recentemente, estudos em roedores e humanos têm destacado a importância da 

frequência alimentar e os efeitos de períodos de jejum na redução da obesidade e hipertensão, 

assim como seu potencial para retardar ou atenuar processos envolvidos no envelhecimento. 

Além disso, evidências demonstram que o jejum intermitente é capaz de ajudar na prevenção 
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e tratamento de diversas doenças, como diabetes, câncer, doenças cardiovasculares e 

neurodegenerativas, através da reprogramação de vias metabólicas (18,19,126).  

Os mecanismos moleculares responsáveis pelos efeitos benéficos na saúde metabólica 

desencadeados pelos padrões de alimentação alterados não são totalmente compreendidos, 

mas estudos apontam para mudanças compensatórias nas vias de detecção de energia, como 

AMPK, AKT/ mTOR e proteína de ligação do elemento de resposta de AMP cíclico (CREB), 

todas implicadas na homeostase celular e oscilações rítmicas do relógio circadiano (18). 

O jejum intermitente se tornou popularmente conhecido nos últimos anos e os 

protocolos adotados por cada indivíduo, ou grupos de estudo, podem variar bastante (216). No 

nosso trabalho, optamos por avaliar dois protocolos de jejum, sendo eles: 1) jejum em dias 

alternados (HLJA), no qual durante 24 horas, em 2 dias alternados por semana, o indivíduo 

realiza privação total de alimentos ou, em humanos, uma ingestão muito restrita (com redução 

para menos de 25% das necessidades energéticas), com ingestão livre ou ad libitum de 

alimentos nos demais dias da semana; 2) jejum periódico (HLJP), que consiste em um período 

de 48 horas contínuas de jejum ou restrição alimentar por semana, durante o qual os 

indivíduos têm um consumo energético muito reduzido (cerca de 25% das necessidades 

diárias de energia ou, aproximadamente, 500 calorias/dia para mulheres e 600/dia calorias 

para homens), com alimentação livre nos demais dias da semana (186,190,216,217).  

Os dois protocolos de jejum adotados em nosso trabalho se baseiam na premissa “5:2”, 

ou seja, no período de uma semana o paciente é submetido à restrição calórica somente por 2 

dias (alternados ou consecutivos) e, nos demais, encontra-se livre para se alimentar conforme 

preferir. Neste trabalho, optamos por utilizar tais opções de jejum intermitente para podermos 

avaliar qual a influência da frequência (quantas vezes por semana) e da duração total (número 

de horas consecutivas) do jejum nos marcadores cardiometabólicos avaliados. 

Em relação às abordagens tradicionais de controle da obesidade, optamos por utilizar a 

dieta convencional de restrição calórica ou o exercício físico aeróbico crônico. Submetemos 

os animais a cada tipo de intervenção (jejum, dieta ou exercício) separadamente para que 

pudessemos analisar e comparar os efeitos de cada uma delas nestes indivíduos. 

Diferentemente de outro estudo anterior em ratos (218), não observamos um padrão de 

hiperfagia entre os animais submetidos ao jejum intermitente ou nos demais grupos, uma vez 

que não foram encontradas diferenças estatísticas significativas na ingesta calórica dentre 

todos os grupos analisados.  

 Em nosso estudo, observamos que, nos primeiros dias em que foram submetidos ao 

jejum absoluto, os animais de ambos os grupos de jejum intermitente apresentaram um 
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comportamento mais ativo e de busca por alimento quando suas gaiolas eram manipuladas. 

Além disso, em um primeiro momento, aumentarem discretamente o consumo médio de 

ração, como se estivessem desenvolvendo um quadro de hiperfagia. No entanto, isto não foi 

observado ao longo do restante do período experimental e nem foi confirmado posteriormente 

pela análise estatística da ingesta calórica.  

Curiosamente, apesar de não apresentar diferença significativa, os animais do grupo 

HLRC (dieta convencional) consumiram cerca de 50% a mais de calorias que os demais. 

Durante o período de intervenção, estes animais mudaram da ração hiperlipídica para ração 

comum (controle), o que não acontece durante as intervenções com jejum, já que estes 

animais passam todo o período experimental recebendo apenas ração hiperlipídica.  

Os roedores, diferentemente dos humanos, são bastante sensíveis ao conteúdo 

energético dos alimentos e parecem controlar bem a ingestão calórica pelo mecanismo de 

saciedade, que envolve o eixo neuroendócrino controlado por hormônios e peptídeos, como 

por exemplo insulina, leptina e grelina (219). Os animais do grupo HLRC parecem compensar 

as mudanças no conteúdo calórico e na composição nutricional das dietas alterando seus 

padrões alimentares e aumentando o consumo. A reprogramação metabólica que desencadeia 

tal comportamento poderia ser uma possível explicação para a dificuldade que muitos 

indivíduos apresentam em manter, a longo prazo, dietas restritivas. Nesse sentido, os 

protocolos de jejum parecem ser uma boa opção para evitar esse efeito e, consequentemente, 

o reganho de peso. 

Em humanos, um estudo com indivíduos saudáveis ou eutróficos ( sem obesidade e 

sobrepeso), mostrou que o peso corporal foi reduzido após três semanas de jejum em dias 

alternados, indicando que os indivíduos foram incapazes de consumir alimentos em 

quantidade suficiente nos “dias de alimentação” para compensar e recuperar o peso perdido 

durante os dias de jejum. Entretanto, os animais, especialmente os roedores, não parecem 

seguir sempre tal padrão de resposta ao jejum. Um estudo com camundongos se contrapõe ao 

observado em humanos, demonstrando que animais alimentados em dias alternados 

mantiveram seu peso corporal e consumiram aproximadamente a mesma quantidade de 

comida em um dia que os animais alimentados ad libitum consumiram por mais de 2 dias 

(220). 

Animais em restrição alimentar são uma ferramenta últil para o estudo das alterações 

neuroquímicas que podem ocorrer em humanos quando uma dieta é abandonada, assim como 

para elucidar os mecanismos que levam ao ganho de peso e os sistemas contrarregulatórios 

que regulam a perda de peso após períodos de déficit de calorias. Por exemplo, experimentos 
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que avaliarem as oscilações na expressão de diferentes sinalizadores, tais como o 

neuropeptídeo Y (NPY) - que atua em regiões hipotalâmicas, estimulando a ingestão de 

alimentos e o armazenamento de energia no tecido adiposo branco - poderiam ajudar a 

esclarecer se períodos prolongados de jejum podem desencadear hiperfagia (221,222). 

Embora as diferenças na ingesta calórica, descritas acima, não tenham se refletido 

estatisticamente, observamos que os animais do grupo HL (ração hiperlipídica) ganharam 

significativamente mais peso (aumento de mais de 16% na massa corporal total) que os 

animais do grupo controle (ração padrão). Portanto, a qualidade da dieta parece ser o fator 

determinante para o surgimento das alterações patológicas encontradas em nosso estudo.  

A composição com alto teor de ácidos graxos da dieta hiperlipídica parece ter sido a 

principal contribuição para o significativo ganho de peso e acúmulo de gordura nos animais 

do grupo HL. Alguns estudos têm destacado que o tipo de gordura utilizada nas dietas 

obesogênicas parece ser uma variável mais importante para a indução da obesidade do que a 

quantidade de gordura em si (223). A dieta rica em gordura apresenta efeitos deletérios, tais 

como: a) prejudica a capacidade de oxidação de gorduras pelo organismo; b) aumenta a 

atividade da lipase no tecido adiposo; c) reduz a supressão da transcrição de genes 

lipogênicos; d) potencializa a deposição de gordura corporal (219,223).  

Observamos que o grupo submetido exclusivamente à dieta hiperlipídica apresentou, 

além de maior peso, uma piora na composição corporal. Em concordância com o que foi 

anteriormente publicado pelo nosso grupo (153,202), nosso estudo também demonstrou que a 

alimentação hiperlipídica é capaz de promover um incremento significativo na massa corporal 

em decorrência de uma expansão do tecido adiposo (+75%) e aumento no percentual de 

gordura corporal (+42,3%) em comparação com uma dieta padrão (ração comercial). Dietas 

contendo mais gordura saturada parecem ser mais obesogênicas e propensas a induzir 

resistência à insulina e a resposta dos principais neuropeptídeos hipotalâmicos que regulam o 

balanço energético varia dependendo do tipo de gordura ingerida (213).  

Observamos também que a dieta hiperlipídica resulta em diminuição da massa magra, 

com uma redução de 22% na massa magra total e de 31,8% no percentual de massa magra dos 

animais do grupo HL, provavelmente devido a 2 fatores: 1) menor teor de proteína dessa 

ração; e/ou 2) alterações metabólicas geradas pela sobrecarga de gordura.  

A ração hiperlipídica (HL) apresenta uma menor quantidade de proteínas quando 

comparada à ração padrão (RC) ou comercial (23% e 15%, respectivamente, o que 

corresponde à uma redução de 8% no teor protéico na ração HL). Essa mudança na 

composição da ração é geralmente observada em diversas dietas com alto teor de gordura, já 
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que uma porcentagem de outros macronutrientes, dentre eles as proteínas, costuma ser 

reduzida para aumentar proporcionalmente a quantidade de lipídios como principal fonte de 

energia (213). Nesse caso, o déficit protéico pode ter favorecido também o ganho de peso 

encontrado em nosso estudo, por estimular o consumo de uma quantidade ‘extra’ de energia, 

na tentativa de compensar as necessidades protéicas (214,223).  

A manutenção a longo prazo do perfil alimentar pouco nutritivo e rico em calóricas, 

associado ainda a um estilo de vida cada vez mais sedentário, pode levar à uma condição 

denominada “obesidade sarcopênica”, na qual observa-se uma diminuição na massa muscular 

proporcional ao acúmulo de adiposidade visceral (224).  

Algumas alterações patológicas, características da obesidade e do sobrepeso, parecem 

ser os principais responsáveis por essa diminuição do tecido magro nestes pacientes e também 

em modelos experimentais de obesidade. Dentre elas, merecem destaque: 1) maior síntese e 

liberação de adipocinas pró-inflamatórias e macrófagos ativados - causam danos em proteínas 

e DNA, resultando em disfunção celular, e prejudicando processos de crescimento e 

regeneração do tecido muscular (225,226); 2) aumento nos níveis de glicocorticóides - agindo 

na via sinalização da insulina, aumentam a proteólise, inibem a síntese protéica e induzem 

miostatina, um fator que regula negativamente a massa muscular (227,228); 3) acúmulo 

ectópico de gordura - o aumento de triglicerídeos no tecido muscular interfere na ativação de 

proteínas-chave da via da insulina, prejudicando as ações anabólicas do hormônio sobre o 

tecido muscular (225).  

Em estudos com primatas não humanos, observou-se que a restrição dietética iniciada 

em macacos Rhesus jovens e adultos melhora a saúde metabólica, previne a obesidade, 

retarda o início da sarcopenia e reduz o risco de desenvolver ou morrer por diabetes tipo 2, 

câncer e doenças cardiovasculares (19).  

Em humanos, quase todos os estudos envolvendo protocolos de jejum intermitente 

resultam em algum grau de perda de peso, variando de 2,5 a 9,9%, acompanhada por uma 

redução na massa de tecido adiposo branco (191,192). Estudos em animais e com pacientes 

obesos demonstraram que o jejum intermitente é uma abordagem segura e aparentemente 

tolerável para perda de peso, que produz resultados semelhantes na massa corporal total e na 

composição corporal em comparação com os resultados obtidos com a restrição calórica 

contínua, e que a restrição intermitente parece ser mais eficaz em minimizar a perda de massa 

magra (18,140,222). 

Em concordância com esses dados, observamos no nosso estudo que um dos 

protocolos de jejum intermitente (HLJP) foi tão eficiente quanto a restrição calórica contínua 
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(HLRC) em melhorar a composição corporal e em reduzir a massa corporal total dos animais 

submetidos a uma alimentação hiperlipídica.  

Os animais do grupo submetido ao jejum periódico de 48 horas (HLJP) apresentaram 

uma redução de 13,6% na massa corporal total, resultado bem semelhante ao encontrado no 

grupo dieta convencional (HLRC), que teve uma redução de 15,2% na massa corporal total, 

quando ambas intervenções foram comparadas aos animais submetidos somente à dieta 

hiperlipídica (grupo HL). Vale ressaltar que, mesmo apresentando um aumento de cerca de 

50% na ingestão de calorias, o grupo HLRC apresentou uma redução significativa no peso 

corporal, bem semelhante a observada com o protocolo de jejum periódico (HLJP). Este 

achado reafirma nossa hipótese de que a qualidade da dieta, ou seja, a fonte energética usada 

em sua composição, parece influenciar mais no ganho ou perda de massa corporal do que a 

ingesta calórica em si. O grupo de jejum alternado (HLJA), por outro lado, apresentou uma 

redução significativa somente na razão da massa corporal (-9,1%) em comparação ao grupo 

HL.  

Em relação à massa de tecido adiposo e ao percentual de gordura corporal, o protocolo 

de jejum intermitente periódico de 48 horas (grupo HLJP) e a restrição calórica contínua 

(grupo HLRC) foram eficazes em reduzir a adiposidade nestes animais. No entanto, 

observamos que os animais submetidos à dieta convencional (HLRC) apresentaram uma 

maior redução do tecido adiposo (-42%) e no percentual de gordura (-32,8%) do que a 

diminuição obtida através do jejum periódico (HLJP), que exibiu uma redução de 26,9% no 

tedido adiposo (diferença de mais de 15% entre os grupos HLRC vs. HLJP) e de 13,5% no 

percentual de gordura (diferença de 19,3% entre os grupos HLRC vs. HLJP) quando ambas 

intervenções foram comparadas aos animais submetidos somente à dieta hiperlipídica (grupo 

HL).  

Vale destacar ainda que, quando comparamos as três intervenções dietéticas entre si – 

dois protocolos de jejum intermitente e a restrição contínua, vimos que a dieta convencional 

(HLRC) apresentou uma resposta mais eficaz na redução da massa gorda total, com redução 

de 33% no tecido adiposo e de 28,4% no percentual de gordura, em relação ao jejum 

intermitente alternado (HLJA). 

Em relação à constituição muscular, nossos protocolos de jejum intermitente não 

foram capazes de restaurar a massa magra dos nossos animais aos mesmos níveis do controle, 

conforme observado com a dieta de restrição calórica convencional (HLRC). Este grupo, que 

retornou para a alimentação padrão (ração comercial) durante o período de intervenção - 

caracterizando uma restrição calórica diária em relação à alimentação hiperlipídica adotada 
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durante o período de engorda - apresentou um aumento de 32,4% na massa magra total e de 

51,5% no seu percentual de massa magra quando comparado ao grupo submetido somente à 

alimentação com ração hiperlipídica durante todo o período experimental (HL). Além disso, 

quando comparado ao grupo de jejum alternado (HLJA), o grupo HLRC também apresentou 

maior massa magra (32,4% total e 39,3% relativa). 

Como os dois grupos submetidos ao jejum intermitente receberam somente dieta 

hiperlipídica durante todo o período experimental, a qualidade nutricional desta ração, que é 

reduzida em proteínas (-8%) em relação à ração padrão (comercial), parece ter influenciado 

negativamente na manutenção do tecido magro dos animais destes grupos, conforme discutido 

anteriormente. Um estudo com camundongos corrobora nossos achados ao demosntrar que a 

massa magra destes roedores sofreu aumento (∼12% –13%) somente quando o protocolo de 

jejum intermitente em dias alternados foi associado à dieta com baixo teor de gordura, em 

comparação com os animais alimentados com ração hiperipídica ad libitum ou com acesso a 

esta em dias alternados (222). 

Em humanos, um estudo de restrição dietética com indivíduos eutróficos (homens e 

mulheres), também demonstrou perda de massa magra após 22 dias de jejum alternado. A 

capacidade ou tendência para aumentar o consumo alimentar, ou comer além da saciedade, 

durante os “dias de alimentação”, parecem ser formas importantes de compensar as perdas 

calóricas durante o período de jejum e de manter o peso corporal desses indivíduos (191).   

Já foi descrito que a atividade física e os exercícios regulares promovem a prevenção e 

redução do acúmulo de tecido adiposo branco, evitando a deposição visceral de gordura 

(34,35,229). O modelo de exercício tradicionalmente prescrito possui como características 

principais uma intensidade de baixa a moderada associada à longos períodos de tempo de 

execução, com predominância aeróbica. O termo exercício físico aeróbio é utilizado para 

denominar atividades físicas de natureza rítmica, que são praticadas de modo regular e 

envolvem o recrutamento de grandes grupos musculares por período prolongado (igual ou 

superior a 10 min). A liberação de energia para a atividade física aeróbica é decorrente da 

oxidação de carboidratos e ácidos graxos, via fosforilação oxidativa, principalmente 

(229,230).  

O músculo esquelético é responsável por 30 a 40% da taxa metabólica de repouso do 

adulto e por 80% da captação de glicose estimulada pela insulina (231). A resistência à 

insulina no músculo esquelético é um resultado do aumento do acúmulo de gordura e, por 

causa das propriedades metabólicas do órgão, é o principal contribuinte para o 

desenvolvimento do diabetes tipo 2 (232). O tecido magro possui uma notável flexibilidade 
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no uso de diferentes fontes de energia (ácidos graxos ou glicose) e tanto o jejum como o 

exercício físico funcionam como estímulos, capazes de desencadear essa flexibilidade, 

resultando em mudanças metabólicas, tais como aumento na oxidação de ácidos graxos e no 

metabolismo oxidativo (231,233).  

No presente estudo, observamos que o grupo CTEX, que compreende os animais 

alimentados com ração padrão submetidos à corrida em esteira rolante por uma hora 

diariamente (exercício aeróbico crônico), apresentaram redução do tecido adiposo (-14,7%) e 

do percentual de gordura corporal (-19,2%), apesar de não terem apresentado redução no peso 

corporal. O mesmo não foi observado nos animais do grupo HLEX, igualmente treinados, 

porém alimentados com ração hiperlipídica, que não apresentaram redução na massa corporal 

total e nem melhora na composição corporal.  

Nosso resultado vai de encontro à alguns achados previamente descritos em humanos 

e roedores (234,235). No entanto, tais estudos diferem do nosso quanto ao modelo 

experimental adotado (rato) e o tipo de treinamento aeróbico (corrida voluntária em roda). Os 

ratos são animais comumente utilizados como modelo experimental na maioria dos estudos 

envolvendo fisiopatologia do exercício, devido à sua conformação física e força, sendo 

considerados mais adequadas do que o hamster para treinamento, e também pela facilidade 

que apresentam em se adaptar e aceitar o exercício imposto. Apesar do hamster não ser usado 

rotineiramente para tais pesquisas, um estudo prévio do nosso grupo demonstrou que uma 

rotina de exercícios aeróbicos, associada à modificação dietética, podem diminuir os 

depósitos viscerais de tecido adiposo, aumentar a expressão de eNOS e atenuar a disfunção 

microcirculatória de hamsters alimentados com dieta hiperlipídica (153). 

 Dados da literatura destacam que, mesmo na ausência da perda de massa corporal,  

podem ocorrer adaptações benéficas sobre o acúmulo de tecido adiposo em animais (236) e 

também em humanos, visto que o treinamento aeróbio parece ter um efeito mais importante 

sobre os níveis de adiposidade visceral em indivíduos obesos do que sobre a perda de peso em 

si (237). 

Quando os resultados com jejum intermitente foram comparados aos do grupo HLEX, 

observamos que ambos os protocolos de jejum (HLJA e HLJP) foram capazes de promover 

diminuição da massa corporal total, sendo que o jejum periódico por 48 horas (HLJP) resultou 

também em uma redução de 25,3% do tecido adiposo. 

Portanto, em nossos animais, o exercício foi capaz de atenuar a adiposidade e 

promover um incremento na massa magra apenas quando o treinamento aeróbio crônico foi 

associado a uma alimentação saudável (CTEX) e, por isso, tais efeitos positivos não foram 
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observados no grupo HLEX, visto que esse foi alimentado com ração rica em gordura, mesmo 

que este tenha sido submetido ao mesmo treinamento físico.  

De acordo com esses achados, o jejum parece ser uma melhor opção para a redução da 

adiposidade que o exercício físico. Por outro lado, é sabido que o exercício é um estímulo que 

inibe a adipogênese, aumenta a biogênese mitocondrial e a capacidade de oxidar ácidos 

graxos pelas células musculares, efeitos que deveriam ter contribuído para a redução do tecido 

adiposo nos nossos animais (159,231,238). 

Em relação à massa magra, os animais do grupo CTEX apresentaram um aumento 

tanto na massa magra total (-14,7%) como relativa (-14,5%). Uma hipótese para o que 

observamos pode residir no fato de que a alimentação hiperlipídica, apesar de rica em energia, 

não oferece o aporte protéico necessário para a formação de novas fibras musculares, mesmo 

mediante estímulo pelo exercício físico. Um estudo demonstrou que combinar jejum em dias 

alternados com exercício de resistência pode ser uma boa alternativa para preservar a massa 

magra em pacientes obesos (239). 

Quanto aos parâmetros metabólicos, em nosso modelo, a alimentação com alto teor de 

gordura não alterou a glicemia e o colesterol. Na verdade, não encontramos diferenças 

significativas nos níveis de glicose sanguínea e de colesterol total entre todos os grupos 

estudados. Porém, o jejum intermitente periódico (HLJP) foi capaz de diminuir 

significativamente os níveis de triglicerídeos quando foi comparado ao grupo exercitado com 

dieta hiperlipídica (HLEX).  

Nosso resultado parece estar de acordo com a parte da literatura, embora os protocolos 

de jejum intermitente sejam muito diversos. Um estudo comparativo das diferentes formas de 

jejum demonstrou que o jejum em dias alternados, além de reduzir o massa e gordura 

corporal, também reduziu os níveis de colesterol total e de triglicerídeos em indivíduos com  

eutróficos, com sobrepeso e obesidade  (240). 

O tecido adiposo branco unilocular é o órgão de armazenamento de triglicerídeos a 

partir da incorporação de 3 moléculas de ácidos graxos ricos em energia a uma molécula de 

glicerol. As moléculas de triglicerídeos são constantemente renovadas e, quando há uma 

maior necessidade de suprimento de energia, como no exercício ou em estados de jejum, os 

triglicerídeos são hidrolisados, através da lipólise, e os ácidos graxos são liberados para serem 

utilizados como fonte de energia em outros órgãos (1,43). 

Pessoas com obesidade liberam na circulação sanguínea quantidades aumentadas de 

ácidos graxos livres (AGLs) e, quanto maior a quantidade de gordura acumulada, maior será a 

quantidade liberada de AGLs. Embora níveis mais elevados de insulina (como observado em 
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muitos pacientes  com obesidade) suprimam a lipólise, isso não é capaz de reduzir a liberação 

de AGLs na obesidade e sobrepeso. Os AGLs são a principal fonte de energia nutritiva no 

estado de jejum; entretanto, na obesidade, o fluxo de ácidos graxos livres excede as 

necessidades do tecido e os mecanismos de defesa entram em ação, contribuindo para os 

fatores de risco metabólicos (10).  

O influxo excessivo de ácidos graxos livres para órgãos como o fígado aumenta o seu 

conteúdo de triglicerídeos, resultando em esteatose hepática, produzindo resistência à insulina 

e promovendo o desenvolvimento de dislipidemia aterogênica, caracterizada por elevações 

séricas de triglicerídeos, apolipoproteína B (apo B), colesterol LDL e diminuição de HDL 

(10). Os AGLs estão relacionados ao aumento de partículas de LDL, as quais penetram no 

espaço subendotelial, onde sofrem oxidação formando LDLox, aumentando a ação de 

macrófagos, culminando em estresse oxidativo, lesão endotelial e aterosclerose (11). 

No cenário pró-inflamatório, característico da obesidade e sobrepeso, a interação entre 

adipócitos e macrófagos leva à disfunção metabólica induzida por lipotoxicidade. Entretanto, 

na obesidade, a biologia dos adipócitos normais é modificada pela rápida expansão de 

depósitos adiposos devido à diversos fatores, tais como a superalimentação crônica, levando à 

hipertrofia e hipóxia destas células. A hipóxia do tecido adiposo é um estímulo potente para 

ativação de vias inflamatórias, resultando em estresse do retículo endoplasmático e 

recrutamento de macrófagos (via MCP-1 e MIF) e, eventualmente, a necrose dos adipócitos. 

Por outro lado, a hipóxia inibe a diferenciação de pré-adipócitos e a apoptose de adipócitos 

(241–243). A hiperplasia das células adiposas, predominantemente no tecido adiposo 

subcutâneo periférico, por muitas vezes, supera a capacidade de angiogênese (formação de 

novos vasos sanguíneos), causando uma diminuição do fluxo sanguíneo local, que pode 

resultar em hipóxia celular e necrose (3,241,242). Em relação aos hormônios, a hipóxia reduz 

a adiponectina e aumenta a leptina, promove a ativação da lipólise (mediada por proteína 

quinase ativada por AMP), inibe a respiração mitocondrial e ativa a via inflamatória IKK/NF-

κΒ (242,243).  

Em condições fisiológicas normais, o tecido adiposo é extremamente sensível à 

insulina e as concentrações deste hormônio regulam o equilíbrio entre o armazenamento pós-

prandial de ácidos graxos (triglicerídeos) e sua liberação na circulação durante o estado de 

jejum (243). Entretanto, na obesidade e no diabetes tipo 2, os adipócitos apresentam 

resistência ao efeito anti-lipolítico da insulina e as concentrações de ácidos graxos livres no 

plasma se elevam. O termo lipotoxicidade se refere às consequência deste quadro, que 

desencadeia um acúmulo ectópico de gordura em diversos tecidos, tais como: músculo, fígado 
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e células β pancreáticas, bem como no coração e leito vascular, que resultam em danos 

metabólicos significativos e um aumento no risco de doença cardiovascular (243).  

Estudos sobre longevidade em roedores e humanos destacam a redução dos níveis de 

glicose e insulina em jejum como importantes respostas desencadeadas pelas dietas restritivas 

e, em modelos animais, uma restrição calórica de 40% a curto e longo prazo melhora 

significativamente a tolerância à glicose e a sensibilidade à insulina (244–248). Estudos em 

humanos também mostraram que a restrição calórica reduz a glicemia e insulina plasmática 

em jejum, além de melhorar a sensibilidade à insulina (244,249). 

Com relação à função cardiovascular, os níveis ideais de atividade física, exercício e 

aptidão recomendados - aeróbica de intensidade moderada (mínimo de 30 minutos durante 

cinco dias por semana) ou vigorosa (mínimo de 20 minutos em três dias da semana) (170) - 

diminuem a mortalidade cardiovascular em indivíduos obesos ou com sobrepeso, evitando o 

acúmulo de gordura visceral, reduzindo o colesterol total e os níveis de triglicerídeos, 

prevenindo a disfunção microvascular e melhorando a função vascular, reduzindo a pressão 

arterial, estresse oxidativo e adipocinas pró-inflamatórias (45-47). 

Estudos em animais e humanos demonstram que a disfunção endotelial está presente 

em indivíduos  com obesidade e sobrepeso, mesmo na ausência de outras alterações, tais 

como hipertensão e hiperglicemia. A disfunção da microvasculatura, tanto nos vasos de 

resistência como nos leitos capilares nutritivos, se desenvolve progressivamente, juntamente 

com um aumento na adiposidade, mesmo em crianças. Indivíduos com obesidade demonstram 

densidade capilar diminuída, que está inversamente associada à adiposidade visceral e ao 

tecido adiposo subcutâneo (14).  

O excesso de gordura, principalmente nos casos de obesidade visceral, pode levar à 

rarefação capilar no tecido adiposo branco pela redução crônica da biodisponibilidade 

vascular do óxido nítrico (NO) levando à hipóxia (250). Tais reduções no fluxo sanguíneo 

local podem limitar a entrega de nutrientes, contribuindo assim para um quadro que envolve: 

1) resistência à insulina; 2) estado pró-inflamatório; 3) necrose dos adipócitos induzida pela 

isquemia; e 4) recrutamento de macrófagos do tipo M1 (15,250–252).  

Vários fatores podem estar envolvidos no papel do NO na rarefação capilar, tais como: 

1) aumento do estresse oxidativo; 2) aumento da atividade e expressão da proteína quinase C, 

que reduz a biodisponibilidade de NO em microvasos; e 3) redução na tetrahidrobiopterina 

(BH4), cofator necessário para a produção de NO. As alterações fisiopatológicas 

consequentes da rarefação capilar são altamente deletérias ao sistema microcirculatório, à 
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homeostase vascular e promovem disfunções no endotélio e na microcirculação (15,250,252–

255).  

Neste sentido, a disfunção ou ativação endotelial é crucial no início, progressão e 

complicações clínicas da doença vascular, estando associada a um mau prognóstico 

cardiovascular e funcionando como um marcador precoce de risco cardiovascular  

(15,16,124).  

Estudos recentes demonstraram que protocolos de jejum intermitente e a restrição 

calórica convencional podem melhorar as funções cardiovasculares e cerebrais, pois atuam 

em vários fatores de risco para doença arterial coronariana e acidente vascular cerebral, 

incluindo redução da pressão arterial e aumento da sensibilidade à insulina (128). Além disso, 

em comparação com condições convencionais de alimentação, animais de laboratório 

mantidos sob protocolos de jejum exibiram respostas melhoradas ao estresse adaptativo (126) 

e cardioproteção contra dano isquêmico em um modelo animal de infarto do miocárdio (196).  

O jejum intermitente parece restaurar a função autofágica - um processo catabólico de 

reciclagem de nutrientes que previne contra o estresse oxidativo – preservando, assim, a 

qualidade das organelas; por outro lado, tal função restauradora pode ser prejudicada pela 

resistência à insulina e por diabetes induzida pela obesidade, em camundongos alimentados 

com dieta hiperlipídica (190,256,257). 

Em nosso estudo, avaliamos a disfunção microvascular através de experimentos de 

permeabilidade macromolecular e, apesar da bolsa da bochecha do hamster ser um tecido de 

baixa demanda metabólica, é concebível considerar que as respostas microvasculares locais 

representam alterações sistêmicas, visto que microcirculação cutânea e alterações sistêmicas 

apresentam boa correlação (13–16). 

De fato, vários estímulos fisiológicos e fisiopatológicos podem induzir, aguda e 

cronicamente, alterações na permeabilidade endotelial, tais como histamina, VEGF e outros 

mediadores inflamatórios, que podem atuar no endotélio e estimular a abertura de suas 

junções intercelulares (258). A permeabilidade vascular é, portanto, essencial para a saúde dos 

tecidos e órgãos, sendo também uma característica importante em muitas doenças onde está 

significativamente aumentada como, por exemplo, na inflamação crônica de baixo grau típica 

da obesidade e em patologias associadas à angiogênese, como os tumores  (93,258). 

Alterações patológicas na permeabilidade microvascular podem ser observadas na 

microcirculação de animais alimentados com dieta hiperlipídica, assim como em pacientes  

com sobrepeso e obesidade, que geralmente apresentam dislipidemia (16,153,202). 
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A análise da permeabilidade vascular é um processo extremamente complexo que, 

embora bem definido, pode ser afetado por muitas variáveis diferentes, dentre elas: 1) as 

propriedades intrínsecas dos diferentes tipos de microvasos envolvidos (por ex. capilares e 

vênulas); 2) tamanho, forma e carga das moléculas “extravasantes”; 3) as moléculas presentes 

nas vias anatômicas que também participam na formação da barreira celular endotelial; 4) o 

tempo de avaliação da permeabilidade; 5) os modelos animais ou leitos vasculares que são 

usados para investigação (93). 

Esta propriedade tem sido avaliada há anos a partir da observação do extravasamento 

de diversos corantes injetados (via endovenosa), que ligam-se às proteínas plasmáticas 

circulantes, particularmente a albumina, e funcionam como marcadores para traçar o 

movimento das macromoléculas ao longo da parede vascular. Estes marcadores devem 

apresentar duas propriedades biológicas importantes: devem ter seu peso molecular bem 

definido e apresentar elevada estabilidade química (97,259). 

Experimentos para avaliação da permeabilidade vascular utilizam diferentes estímulos, 

tais como drogas ou patógenos, para “ativação” do endotélio afim de analisar as respostas da 

microcirculação de determinado tecido ou órgão (112). Dentre os fatores que promovem 

alterações na permeabilidade vascular, optamos pela lesão por isquemia-reperfusão (I/R) 

como modelo para o nosso estudo. A lesão por I/R se refere aos danos celulares aos quais um 

tecido previamente viável é submetido após um período de isquemia - em outras palavras, à 

privação total e momentânea de seu suprimento sanguíneo - seguido por uma fase de 

reperfusão, ou seja, de restauração do fluxo sanguíneo deste tecido isquêmico (15,260).  

As consequências funcionais da privação de um órgão de seu suprimento sanguíneo 

têm sido reconhecidas como um fator crítico no desfecho clínico de diversas doenças, como 

acidente vascular cerebral, choque hemorrágico e infarto do miocárdio, e do transplante de 

órgãos. As doenças cardiovasculares que são iniciadas por isquemia tecidual, local ou 

sistêmica, continuam sendo a principal causa de morte nos Estados Unidos e na Europa, e as 

altas taxas de morbidade e mortalidade dessas doenças chamam a atenção para a importância 

da reperfusão dos tecidos isquêmicos, sendo esta essencial na prevenção da necrose tecidual e 

para recuperar a função do órgão. Entretanto, evidências demonstraram que, embora o 

restabelecimento do fluxo sanguíneo para um órgão isquêmico seja essencial para prevenir 

lesões teciduais irreversíveis, a própria reperfusão pode ser responsável por aumentar 

significativamente a lesão tecidual quando comparada àquela produzida apenas pela isquemia, 

dando origem ao conceito de lesão por reperfusão ou “reperfusão letal” (261). 
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As alterações causadas pela lesão por I/R, em uma resposta fisiopatológica ou 

experimental, podem acometer uma variedade de órgãos e tecidos, porém, a principal unidade 

funcional afetada que determina a sobrevivência das células é a microcirculação, em especial 

as células endoteliais que revestem estes vasos sanguíneos, que são reconhecidamente muito 

vulneráveis às consequências deletérias da I/R. Em resposta à I/R, ocorrem diversas 

modificações estruturais na monocamada endotelial, como o alargamento das junções 

paracelulares, causado pela dissociação de proteínas juncionais, ou contrações do 

citoesqueleto. O consequente aumento da permeabilidade microvascular resulta em edema, ou 

seja, acúmulo de líquido no tecido subcutâneo. O extravasamento de albumina nas vênulas 

após a lesão por I/R é proporcional à taxa de adesão leucocitária às células endoteliais e à 

infiltração destes leucócitos (principalmente neutrófilos) nos sítios de isquemia (260–264). O 

aumento no extravazamento macromolecular através de gaps, ou “aberturas alargadas”, entre 

as células endoteliais contraídas de vênulas pós-capilares é um evento importante na 

inflamação, sendo induzido por uma ação direta no endotélio venular de mediadores liberados 

por leucócitos ativados (112,264).  

Durante a isquemia, as células são privadas de oxigênio, a ressíntese de ATP pela 

fosforilação oxidativa é comprometida, e ocorre um aumento compensatório da glicólise 

anaeróbica, que gera uma quantidade muito pequena de ATP e um acúmulo de resíduos 

metabólicos (92). Sabe-se que a hipóxia prolongada altera o potencial de membrana, perturba 

a distribuição de íons, aumenta o volume intracelular, diminui a fluidez da membrana e 

prejudica a organização do citoesqueleto das células endoteliais. Tais alterações podem ser 

acompanhadas por depleção das reservas de energia, reduzida produção de agentes 

vasodilatadores, como o NO, e produção exacerbada de fatores vasoconstritores como, por 

exemplo, a pró-aterogênica endotelina (ET-1) e o tromboxano A2 (TXA2), um pró-agregante 

plaquetário, que é estimulado pela própria ET-1. A ET-1 e o TXA2  são importantes 

mediadores em eventos que induzem ao aumento da permeabilidade vascular e proliferação 

celular durante processos inflamatórios crônicos. Vale destacar também que, durante a 

isquemia, alguns genes são ativados nas células endoteliais hipóxicas, como os relacionados à 

expressão de  moléculas de adesão e citocinas inflamatórias; enquanto outros, como das NOS 

constitutivas, são suprimidos (16,260,261). 

Entretanto, muitas destas respostas das células endoteliais à hipóxia são exacerbadas 

pelo início da reperfusão, e o NO produzido é prontamente removido pelos radicais livres ou 

espécies reativas de oxigênio (do inglês ROS – reactive oxygen species). ROS são moléculas 

instáveis e extremamente reativas, que possuem ao menos um elétron desemparelhado, o que 



86 

permite a transferência de elétrons com moléculas vizinhas (reações redox), e que têm papéis 

significativos na sinalização celular e na homeostase corporal.  Com o aumento abrupto nas 

reações de oxidação durante a reperfusão, as células endoteliais da microcirculação passam a 

produzir proporcionalmente mais ROS e a biodisponibilidade do NO é prejudicada, visto que 

o NO formado reage com o radical superóxido e é usado para a formação do peroxinitrito, um 

oxidante altamente tóxico (92,255,265). 

O peroxinitrito, por sua vez, é responsável por um aumento adicional de ROS, através 

do desacoplamento da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), com consequente queda na 

síntese de NO e redução da sua biodisponibilidade. Em situações onde o aumento da produção 

de ROS se sobrepõe à capacidade de atuação do sistema antioxidante, ocorre um quadro de 

estresse oxidativo, produção e liberação de mediadores inflamatórios como, por exemplo, 

fator ativador de plaquetas e fator de necrose tumoral, e aumento da biossíntese de moléculas 

que medeiam a adesão de leucócitos ao endotélio (92,255,265). 

Vale ressaltar que algumas moléculas, como histamina ou bradicinina, podem 

aumentar a permeabilidade microvascular por ativação direta do endotélio, enquanto outros 

mediadores (tais como LTB4 e C5a) aumentam a permeabilidade microvascular 

indiretamente, via ativação de células inflamatórias, tais como neutrófilos, que aderem e 

transmigram  do endotélio, aumentando a permeabilidade microvascular (81). 

Resumidamente, a reperfusão de tecidos isquêmicos resulta em uma resposta 

inflamatória local e sistêmica que, por sua vez, pode resultar em disfunção microvascular 

generalizada e alteração da função de barreira semipermeável do endotélio vascular (260).  

A obesidade exacerba significativamente as disfunções microvasculares, resultando 

em diversas manifestações, sendo as principais: 1) aumento do estresse oxidativo e maior 

produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (RONS); 2) menor biodisponibilidade 

de NO, seja pela redução na sua produção ou pela sua maior degradação devido à geração de 

ROS e desacoplamento das NOS constitutivas, resultando em diminuição do relaxamento 

arteriolar (menor vasodilatação) dependente do endotélio; 4) ativação do sistema 

complemento; 5) adesão de leucócitos às células endoteliais dos capilares; 6) agregação 

plaquetária; 7) aumento do recrutamento de células inflamatórias e aumento da 

permeabilidade microvascular à macromoléculas nas vênulas pós-capilares, formação de 

edema e infiltração de leucócitos (principalmente neutrófilos) nos tecidos (16,80,118).  

A disfunção endotelial na microcirculação é um marcador precoce do risco 

cardiovascular, precedendo quaisquer placas ateromatosas estruturais visíveis, e está 

associada a um mau prognóstico cardiovascular, independente de alterações na tolerância à 
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glicose. Reiterando, a disfunção microvascular parece ser um processo sistêmico e seu estudo 

em diversos sítios pode ter correlação com a microcirculação de órgãos-alvo (15,266). 

Em nosso estudo, a permeabilidade basal não foi diferente entre os grupos controle e 

alimentado com ração hiperlipídica (HL); entretanto, após 30 min de isquemia, houve um 

aumento significativo da permeabilidade macromolecular no grupo HL, caracterizando um 

estado de disfunção microvascular. Nossos dados corroboram com estudos anteriores do 

nosso grupo em hamsters (153,202) e um estudo anterior onde suínos alimentados com uma 

dieta rica em gordura e de alto teor calórico resultou em um aumento na permeabilidade 

microvascular do miocárdio (106).  

Um achado importante de nosso estudo foi que o protocolo de jejum em dias 

alternados (HLJA) foi capaz de reduzir a permeabilidade microvascular alterada nos animais 

alimentados com ração hiperlipídica. Portanto, este protocolo de jejum por 2 períodos de 24h 

parece ser capaz de reverter ou atenuar os danos vasculares causados pela sobrecarga de 

gordura, mas não sabemos ainda quais os mecanismos celulares e moleculares envolvidos 

neste processo.  

Vários mediadores sabidamente envolvidos no aumento da permeabilidade endotelial, 

como as espécies reativas de oxigênio (ROS) e as citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α, 

por exemplo, estão aumentados na obesidade (1,3,16). Portanto, uma das hipóteses para 

explicar esses achados é que os protocolos de jejum são capazes de alterar o estado redox, 

promovendo uma redução do estresse oxidativo, e também um aumento das respostas 

antioxidantes e antiinflamatórias (194,267–269). 

Estudos têm demonstrado que o óxido nítrico (NO) pode desempenhar um papel 

importante como modulador intrínseco da permeabilidade microvascular. Vários mecanismos 

podem estar envolvidos no comprometimento microvascular na obesidade, como, por 

exemplo, a redução crônica da biodisponibilidade do NO secundária ao aumento do estresse 

oxidativo (270). 

Em condições normais, a inibição da síntese de NO parece diminuir a permeabilidade 

microvascular. No entanto, durante condições inflamatórias, as evidências sugerem que o 

aumento da permeabilidade microvascular associada à diminuição da síntese de NO é 

dependente da ação dos leucócitos (270). 

Na microcirculação, além da vasodilatação, é consenso entre os pesquisadores que na 

maioria dos sistemas e órgãos, senão em todos, o óxido nítrico previne a aterosclerose e outras 

patologias cardiovasculares através de diversos  mecanismos como, por exemplo, impedindo a 

agregação e adesão de plaquetas e neutrófilos à superfície do endotélio, pela regulação do 
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tônus vasomotor e da permeabilidade microvascular, e inibição da migração e proliferação das 

células do músculo liso vascular (270).  

No coração, a enzima NOS endotelial (eNOS) está presente nas células endoteliais da 

vasculatura coronária e endocárdica e dos cardiomiócitos. A forma NOS induzível (iNOS) 

também pode ser encontrada em cardiomiócitos (ventriculares) e células endoteliais, bem 

como fibroblastos e músculo liso vascular (87,91). 

Dados da literatura fornecem evidências de uma relação direta entre exercício e saúde 

vascular pela manutenção da função de barreira endotelial, desencadeada pelo aumento do 

fluxo sanguíneo, resultando em aumento da expressão de eNOS e maior liberação de NO e 

prostaciclina (PGI2), potentes vasodilatadores e inibidores da agregação plaquetária. O 

exercício crônico promove a diminuição da produção de ROS, evitando o dano celular 

causado pelo estresse oxidativo, e todos os efeitos descritos acima refletem uma interação 

benéfica entre as ações do exercício e a microcirculação (153,154).  

Estudos em animais mostraram que artérias de roedores treinados exibiram aumento 

da capacidade respiratória mitocondrial e melhor equilíbrio redox que pode, pelo menos em 

parte, ser atribuído à alta biodisponibilidade de NO (160,161). Corações de ratos mantidos por 

8 meses em dieta de restrição calórica contínua exibiram melhora na recuperação da função 

após isquemia-reperfusão, conforme indicado pela melhora na respiração mitocondrial, e 

promoveu cardioproteção durante um processo de pré-condicionamento isquêmico (128). 

Em ensaio clínico com indivíduos com sobrepeso, foi demonstrado que a dieta de uma 

refeição por dia (um outro tipo de protocolo de jejum com restrição de horário), com redução 

de calorias, melhorou significativamente a função ventricular esquerda, a recuperação da 

pressão arterial e frequência cardíaca de repouso após o exercício (196). 

Estudos anteriores de nosso grupo, com o mesmo modelo animal e protocolos 

semelhantes para dieta e exercícios, mostraram um aumento da expressão de iNOS na aorta de 

animais alimentados com alto teor de gordura (202), característico do estado inflamatório 

causado pela obesidade, e um aumento expressão da eNOS quando a modificação para uma 

dieta saudável e exercícios crônicos são combinados (153). Esses dados sugerem que as 

maiores melhorias na saúde são observadas com uma associação entre os efeitos protetores 

promovidos pelo exercício e a redução dos efeitos deletérios causados pela sobrecarga de 

gordura.  

 Em nosso estudo, não foram encontradas diferenças estatísticas significativas nas 

avaliações da expressão tecidual, em cardiomióciotos do ventrículo esquerdo e da aorta 

torácica, das enzimas eNOS ou iNOS.  
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Entretanto, merece destaque o fato de que observamos um aumento na expressão de 

eNOS nos cardiomióciotos dos dois grupos submetidos ao jejum (HLJA e HLJP), variando 

entre 40-66%, e também no grupo de dieta convencional (HLRC), de 20% e 33%, quando 

estes foram comparados aos grupos controle (CT) e de dieta hiperlipídica (HL), 

respectivamente.   

Optamos por analisar a expressão tecidual da eNOS e iNOS porque tais enzimas 

podem funcionar como indicadores indiretos da quantidade de NO, uma vez que o NO não 

pode ser diretamente medido. É possível que alterações na quantidade de NO não sejam 

acompanhadas por modificações detectáveis na expressão das enzimas eNOS e iNOS a ponto 

de serem identificadas pelo método de Western blotting. No entanto, devemos ressaltar que 

também é possível que os aumentos detectados na expressão de eNOS, observados nos grupos 

do nosso estudo submetidos à modificação dietética, possam representar respostas fisiológicas 

interessantes.  

Estudos em animais e humanos destacam a importância biológica da NOS endotelial. 

Em camundongos, a inibição desta enzima, que catalisa a síntese endotelial de NO, acelera a 

aterogênese, e sua deleção genética resulta em hipertensão, remodelação vascular defeituosa, 

trombose e aumento das interações leucócito-endotélio. Em humanos, a disfunção endotelial, 

relacionada à biodisponibilidade prejudicada de NO, pode estar associada ao desacoplamento 

da eNOS, perda de sua função e formação de espécies reativas de oxigênio (especialmente 

superóxido). Nesse sentido, uma hipótese é que o jejum poderia desempenhar um papel 

protetor para o endotélio por potencializar a expressão da eNOS, com possível efeito 

ateroprotetor. 

Uma hipótese para os resultados obtidos de eNOS e iNOS está na forma como nosso 

estudo foi desenhado: as intervenções (jejum, dieta ou exercício) foram aplicadas 

separadamente aos grupos experimentais e, logo, foram posteriormente comparadas 

individualmente. Em estudo prévio do nosso grupo (153), a expressão de eNOS em extratos 

de aorta mostrou um aumento linear em todos os grupos tratados com dieta e/ou exercício 

aeróbico crônico, porém, diferenças estatísticas significativas na expressão de eNOS em 

comparação ao grupo controle (ração hiperlipídica) só foram encontradas quando as duas 

intervenções – dieta e exercício – foram combinadas (153). 

Outra hipótese para os resultados encontrados no nosso estudo pode estar relacionada 

às limitações técnicas do método Imunoblotting. Realizamos diversas tentativas para 

padronizar protocolos de extração, assim como de detecção, das proteínas iNOS e eNOS a 

partir de lisados de aorta torácica, por este representar um vaso fisiologicamente importante; 
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porém, não obtivemos êxito. E, ainda sobre a técnica, optamos por usar o corante vermelho 

Ponceau como controle interno dos experimentos, visto que a beta-actina e a tubulina, duas 

proteínas constitutivas classicamente utilizadas, foram moduladas pela dieta hiperlipídica e 

pelos exercícios (204). É possível que essa metodologia tenha influenciado negativamente 

nossos resultados, uma vez que encontramos uma variação muito elevada nos valores 

detectados dentro de cada grupo, não resultando em diferença estatística entre os grupos 

analisados.  

Além disso, uma última hipótese a ser verificada reside na possibilidade das alterações 

observadas na permeabilidade microvascular não estarem relacionadas ao NO em si e, 

portanto, novos experimentos para elucidar os mecanismos envolvidos se fazem necessários.  

Nesse sentido, experimentos de reatividade microsvascular poderiam nos auxiliar a 

avaliar a responsividade do endotélio e da musculatura lisa, afim de testar se a suposta 

ausência de diferença na expressão das enzimas NOS se refletirá também nas respostas de 

contratilidade. Além disto, experimentos para a avaliação da participação de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) e do extresso oxidativo, mediadores envolvidos no aumento da 

permeabilidade endotelial, também poderiam nos ajudar a elucidar os mediadores envolvidos 

nos efeitos observados sobre a permeabilidade microvascular. 

Conforme discutido, há grande dificuldade em comparar os estudos sobre os efeitos do 

jejum intermitente, em animais e em humanos, visto que tais estudos sobre o tema apresentam 

muita variabilidade nos seus resultados, que pode ser atribuída a uma série de fatores, tais 

como: a) diferenças no desenho experimental – variações nos tipos de protocolo de jejum 

adotados, bem como tempo de duração dessa intervenção; b) características do modelo animal 

ou da população amostral; c) dificuldade em relatar a ingestão calórica nos dias de jejum e 

nos dias de alimentação; e d) baixa adesão dos participantes ao tratamento proposto. 

Em relação à avaliação da massa corporal, é importante considerar também que, 

mesmo que  a massa corporal e a massa gorda tenham apresentado diminuição em muitos 

estudos, alguns descrevem problemas na adesão estrita aos protocolos de jejum como, por 

exemplo, grupos submetidos a jejum em dias alternados relataram que comeram mais do que 

o prescrito durante os dias de jejum, e menos do que o recomendado nos dias de alimentação 

livre. Além disso, as taxas de abandono destes estudos parecem altas (em torno de 40%). 

Sendo assim, apesar da significância estatística dos resultados de perda de peso, a importância 

clínica e a capacidade de sustentar um regime de jejum intermitente podem ser questionáveis 

(271). 
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Vale acrescentar que, no caso de estudos em humanos, é importante considerar os 

fatores subjetivos associados a cada protocolo adotado que possam influenciar a capacidade 

dos indivíduos em se engajar, voluntariamente, em períodos de jejum ou de alimentação 

muito reduzida por períodos prolongados. Adequar os horários, para que sejam mais 

convenientes para os pacientes, ou ainda adicionar uma refeição reduzida (10–20% das 

necessidades calóricas diárias) aos dias de jejum intermitente, podem tornar a prática mais 

aceitável e tolerável para um maior número de pessoas. 

 

 

Conclusão 

 

 

Em resumo, o presente projeto de tese confirmou que submeter hamsters à 

alimentação rica em gordura (dieta hiperlipídica) induz um quadro típico de pacientes com 

sobrepeso e obesidade, visto que resultou em prejuízos à composição corporal, promovendo 

expansão do tecido adiposo branco e diminuição da massa magra, e disfunção microvascular, 

observada por meio do aumento da permeabilidade macromolecular induzida por estímulo de 

isquemia-reperfusão. 

 O protocolo de Jejum Intermitente Alternado (HLJA) restaurou a função 

microcirculatória, melhorando a permeabilidade macromolecular. 

Entretanto, o protocolo de Jejum Intermitente Periódico (HLJP) não recuperou a 

permeabilidade microvascular, apesar da melhora na composição corporal, similar à 

observada com a dieta convencional, e dos menores níveis de triglicerídeos em relação ao 

exercício físico. 
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